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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DE EXTRATO E SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE ESPECIES DE Croton FRENTE Staphylococcus aureus
CAUSADOR DE MASTITE BOVINA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial
de atividade antimicrobiana de extratos vegetais e substancias isoladas de Croton
antisyphiliticus e C. urucurana, espécies nativas do Cerrado, sobre estirpes de
Staphylococcus aureus, isoladas de leite de vacas com mastite. Os microrganismos
foram cultivados na forma livre e em biofilme. Os extratos foram avaliados quanto a
capacidade de inibicdo da formacao do biofilme e erradicagdo do mesmo. Foram
utilizados os antibidticos sulfato de gentamicina como comparativo e sulfato de
vancomicina como controle negativo. As plantas foram coletadas na época seca e
chuvosa. A quantificacédo da atividade antimicrobiana foi realizada por meio do cristal
violeta e da contagem de unidades formadoras de colénia. Os resultados obtidos
demonstram que ambas espécies vegetais inibiram a formagdo do biofiime de S.
aureus. O extrato bruto e fragdes de C. antisyphiliticus apresentaram atividade
antimicrobiana semelhante a gentamicina, enquanto os compostos vegetais com
caracteristicas apolares, oriundos de C. urucurana foram significativamente mais
ativos contra S. aureus em biofilme que o antibidético vancomicina, reduzindo cerca
de 5 logs da populagao bacteriana. Nas condi¢bes ensaiadas, ndo houve influencia
sazonal na atividade antimicrobiana dos extratos. Entre as duas espécies de Croton
avaliadas, conclui-se que C. urucurana foi a espécie mais promissora quanto a
atividade antimicrobiana frente estirpes de S. aureus, causadoras de mastite bovina.

Palavras-chave: Biofilme, Croton antisyphiliticus, Croton urucurana, Extrato vegetal.
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF EXTRACTS AND SUBSTANCES
ISOLATED OF ESPECIES Croton AGAINST
Staphylococcus aureus CAUSING BOVINE MATITIS

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the potential antimicrobial
activity of plant extracts and substances isolated from Croton antisyphiliticus and C.
urucurana, species in the Cerrado, against strains of Staphylococcus aureus isolated
from milk of cows with mastitis. The microorganisms were grown in free form and in
biofilm. The extracts were evaluated for their ability to inhibit biofilm formation and
eradication. We used the antibiotic gentamicin as a comparison and vancomycin as
negative control. The plants were collected in the dry and rainy season.
Quantification of antimicrobial activity was performed using the crystal violet and
count of colony forming units. The results show that both species inhibited the biofilm
formation of S. aureus. The crude extract and fractions of C. antisyphiliticus
presented antimicrobial activity similar to gentamicin, while the plant compounds with
non polar characteristics, arising from C. urucurana were significantly more active in
cells in biofilms of S. aureus that the antibiotic vancomycin, reducing around 5 logs of
the bacterial population. In the conditions tested, there was no seasonal influence on
antimicrobial activity of the extracts. Between the two species of Croton evaluated,
between the two Croton species evaluated, it is concluded that C. urucurana was the
most promising antimicrobial activity against strains of S. aureus causing bovine
mastitis.

Key words: Biofilm, Croton antisyphiliticus, Croton urucurana, Plant extract.
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1. INTRODUCAO

O uso de extratos vegetais com fins medicinais € uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade. A Organizacdo Mundial da Saude
estima que grande parte da populagcdo do planeta utiliza de algum modo, plantas
medicinais como medicamentos.

A capacidade terapéutica dos compostos vegetais € atribuida a sintese de
substancias quimicas que participam dos mecanismos de defesa da planta,
denominadas metabolitos secundarios. Ha diversos fatores que podem influenciar na
producdo dessas substéncias quimicas e como consequéncia, na agéo terapéutica
da planta.

Em medicina veterinaria, os extratos vegetais de plantas ou substancias
ativas vém sendo utilizados para tratamentos de parasitoses e enfermidades
infecciosas, inclusive em tratamentos de mastite bovina.

A mastite, processo inflamatério da glandula mamaria, € classificada de
acordo com a forma de apresentacdo, podendo ser clinica ou subclinica.
Staphylococcus aureus destaca-se como o principal agente etiolégico da mastite
contagiosa e importante microrganismo na epidemiologia de doengas veiculadas por
alimentos, devido a sua alta prevaléncia e producédo de toxinas termorresistentes
causadoras de intoxica¢des alimentares no ser humano.

O tratamento da mastite bovina é convencionalmente realizado com
antibioticoterapia. Além do uso ostensivo e inadequado que proporciona pressao
seletiva para resisténcia bacteriana a diversos principios ativos, as caracteristicas do
microrganismo envolvido também podem interferir no sucesso terapéutico.

Staphylococcus aureus possui estirpes capazes de produzir biofilmes que
favorecem a elevada resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado.
Estudos utilizando extratos vegetais com atividade antibiofilme apresentaram
resultados notaveis.

Além da dificuldade de controlar a mastite, enfermidade de grande impacto
econbmico e epidemiologico, os tratamentos atualmente disponiveis acarretam
sérios prejuizos ao consumidor, a industria e ao rebanho, devido ao risco da

presenca de residuos de antibi6ticos no produto final.
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Considerando a riqueza da flora do Cerrado que apresenta espécies com
comprovada atividade antimicrobiana justificou-se o desenvolvimento deste projeto,
que objetivou identificar fitocomplexos ou substancias puras em espécies de Croton
capazes de minimizar os agravos relacionados a resisténcia bacteriana,

principalmente pela formacéo de biofilme por Staphylococcus aureus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas Medicinais

O uso de extratos vegetais com fins medicinais € uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade. Segundo Garcia (1995), a Organizagao
Mundial de Saude estima que 80% da populagdo do planeta utiliza plantas
medicinais de forma terapéutica, envolvendo a utilizagdo de cerca de 25.000
espécies.

Nos anos 80, o desenvolvimento da pesquisa cientifica resultou na
identificacdo de 121 compostos de origem vegetal, sendo que no periodo de 1983 a
1994, 6% dos medicamentos aprovados originaram-se diretamente de espécies
vegetais, 24% foram oriundos de produtos derivados e 9% foram desenvolvidos pela
modelagem molecular, sendo que as estruturas moleculares dos compostos
serviram como precursores de processos de sinteses quimicas. Metade dos 25
medicamentos mais vendidos no mundo tem sua origem em metabdlitos
secundarios de origem vegetal (ALVES, 2001). Estudo mais recente estima que
50% dos farmacos empregados para o tratamento de infecgbes sdo de origem
natural ou semissintética e 19,4% dos medicamentos sintéticos sdo baseados em
protétipos de produtos naturais (PRETTO, 2005). Em contrapartida, pesquisas no
Brasil ainda séo incipientes, tanto para avaliagdo do uso seguro de plantas
medicinais, como também no controle da comercializagéo (VEIGA JUNIOR, PINTO e
MACIEL, 2005). Segundo Amorim et al. (2003), apenas 8% das espécies vegetais
brasileiras foram estudadas em busca de moléculas bioativas.

A identificacdo de novos compostos presentes nas plantas busca ampliar os
recursos tecnolégicos nacionais em diversos setores: através da reducdo de
possiveis efeitos indesejados que algumas substancias quimicas sintéticas podem
provocar por meio da diminuigdo da resisténcia bacteriana, e minimizando os custos
no desenvolvimento de medicamentos (AVANCINI, WIEST e MUNDSTOCK, 2000).

O potencial de fornecimento de novas substancias pelas plantas deve-se a

incrivel capacidade desses organismos em biossintetizar os mais variados tipos de
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estruturas moleculares. Dentre os diversos constituintes quimicos, as propriedades
terapéuticas estdo especialmente relacionadas aos chamados metabdlitos
secundarios, que sdo compostos micromoleculares evolutivamente selecionados
para conferir vantagens adaptativas as plantas. Essas substancias sao formadas por
varios caminhos biossintéticos e produzem moléculas dotadas de grande
diversidade de esqueletos e grupamentos funcionais. Participam dos mecanismos
de defesa desenvolvidos para a sobrevivéncia do vegetal, atuando diretamente
sobre agentes patogénicos, predadores e também polinizadores (SALISBURY e
ROSS, 1992).

Os terpendides representam a segunda maior classe de metabolitos
secundarios com maior namero de constituintes ativos e sdo encontrados em
abundancia nas plantas superiores. Encontram-se subdivididos em classes
(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos) e sao caracterizados por
composi¢cdo molecular do tipo CsHio, denominada unidade isopreno. Sao ativos
contra diversos microorganismos e apresentam atividade bactericida. Embora seu
mecanismo de ag&o nao esteja completamente elucidado, é provavel que envolva a
ruptura da membrana celular da bactéria por compostos lipofilicos (COWANN, 1999;
ARANTES et al., 2005).

Ha& uma série de fatores que podem influenciar no conteudo dos metabdlitos
secundarios das plantas, tais como sazonalidade, temperatura, disponibilidade
hidrica, ciclo circadiano, radiagao ultravioleta, altitude, disponibilidade de nutrientes,
exposicao a patdgenos, interacbes e adaptacdes co-evolutivas do ecossistema
envolvido, dentre outros. Assim, a época em que uma planta é coletada é um dos
fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a
natureza dos constituintes ativos ndo é constante (ALVES, 2001; GOBBO - NETO e
LOPES, 2007).

Nader (2010) observou variagdo da concentragao inibitéria minima (MIC) de
extratos cloroférmicos oriundos de duas coletas da raiz de Croton antisyphiliticus em
épocas diferentes, sobre estirpes de Staphylococcus aureus.

Bara et al. (2006) enfatizaram a necessidade da realizacdo de analises para
determinacao do teor de principios ativos em matérias-primas vegetais e analises de

identidade e pureza de plantas, pois a utilizacado de extratos padronizados centrados



21

em grupos especificos de principios ativos com homogeneidade quimica do produto,
pode contribuir para melhoria da qualidade das matérias-primas vegetais e
consequentemente dos medicamentos futuramente elaborados (CALIXTO, 2000;
CAPASSO et al., 2000).

Em medicina veterinaria, também ha a utilizagdo de plantas medicinais ou de
substancias ativas. Em comunidades rurais o emprego de plantas medicinais para
tratamento de animais sempre se fez presente. De acordo com Silva et al. (2013),
das 52 familias de um assentamento rural no Estado do Rio de Janeiro, 63,5%
tratam seus animais com plantas medicinais. Em um questionario aplicado aos
discentes de medicina veterinaria do Estado do Rio Grande do Norte, 73,9%
conhecem a fitoterapia, dos quais 36,2 % usaram-na e obtiveram resultados eficazes
(ALMEIDA, FREITAS e PEREIRA, 2006). Profissionais adeptos a fitoterapia também
revelam alta frequéncia de sucessos em tratamento de parasitoses e enfermidades
infecciosas, inclusive em tratamentos de mastite bovina (COSTA, 1998).

Mitidiero (2012) avaliou os aspectos sanitarios e de produgdo de uma
bovinocultura leiteira na qual os animais eram tratados apenas com homeopatia,
bioterapicos e fitoterapia e concluiu que em relagdo a mastite, foi viavel realizar o
controle sanitario em um rebanho leiteiro de alta produgédo pelo uso destas
terapéuticas em substituicdo aos medicamentos alopaticos, com redugéo nos custos
de produgédo, sem comprometer o desempenho produtivo e sem os riscos da
contaminagéo do leite por residuos.

Schuch (2008) avaliou a atividade antisséptica e desinfetante de extratos
vegetais e decoctos das espécies Baccharis trimera, Bidens pilosa, Eucalyptus sp,
Polygonum hidropiper e Tagetes minuta frente Staphylococcus coagulase positiva,
Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus spp., e Pseudomonas
aeruginosas, causadores de mastite bovina e concluiu que os extratos vegetais
apresentaram atividade antibacteriana, com destaque para a espécie Eucalyptus sp.,

que inativou todos os microrganismos avaliados.
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2.2. Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, considerado um complexo
vegetacional de grande heterogeneidade em plantas nativas, ocupa 23% do territorio
nacional que corresponde a dois milhdes de km? (RIBEIRO e WALTER, 1998).
Segundo estudo, restam intactos apenas 20% do bioma original (ALHO, 2005). O
Cerrado esta classificado como area hotspots, que séo regides com pelo menos
1.500 espécies endémicas de plantas e que tenham perdido mais de 3/4 de sua
vegetacao original (MYERS et al, 2000). Lembrando que os recursos naturais uma
vez extintos, ndo estardo disponiveis as futuras geragdes, nota-se grande caréncia
de acbes voltadas para a identificagcdo e preservagédo de plantas do Cerrado com
potencial terapéutico.

Dentre a vasta diversidade vegetal existente neste bioma, no presente estudo,
duas plantas comumente encontradas foram selecionadas para investigacédo quanto
ao potencial de atividade antibacteriana in vitro e composicdo quimica: Croton

antisyphiliticus e Croton urucurana.
2.2.1. Croton

O género Croton é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com
cerca de 1.200 espécies, amplamente distribuidos em regides de clima tropical de
todo o globo (GOVAERTS, FRODIN e RADCLIFFE-SMITH, 2000). Apresentam-se
na forma de subarbustos, arbustos ou arvores, folhas sempre inteiras, flores com
pétalas vilosas ao longo das margens, com tricomas longos, sementes globosas,
subglobosas a elipsoides (CARUZO e CORDEIRO, 2007). Extratos ou infusbes de
diferentes partes de plantas pertencentes a este género s&o utilizados
tradicionalmente como remédios no tratamento de ferimentos infectados (CHEN, CAI
e PHILLIPSON, 1994; ESMERALDINO, SOUZA E SAMPAIO, 2005, FENNER et al.,
2006).
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2.2.1.1. Croton antisyphiliticus

Croton antisyphiliticus Mart. € conhecido popularmente como Pé-de-perdiz
(Figura 1). Suas folhas frescas s&o utilizadas no tratamento de lesbées de pele de
etiologia fungica, e no Estado de Minas Gerais € utilizado pela populagdo como
cicatrizante (RODRIGUES, CARVALHO E GOMES, 2002; FENNER et al., 2006).

Segundo Nader (2010), o extrato cloroformico de Croton antisyphiliticus, na
concentracéo de 5 mg.mL'1, apresentou destacada atividade bactericida in vitro,
inibindo a multiplicagédo de todas as estirpes avaliadas de Staphylococcus aureus,
isoladas de leite de animais com mastite e de fontes de contaminacéo consideradas
fatores de risco para a ocorréncia da doenga. Os resultados foram superiores aos
obtidos com o antibiético sulfato de gentamicina (30 mg.mL™) utilizado no estudo.

Um estudo fitoquimico do extrato cloroférmico de raiz de Croton
antisyphiliticus demonstrou que o acido ent-kaur-16-en-18-oic foi isolado como
componente majoritario e apresentou atividade antibacteriana frente S. aureus, com
MIC de 250 ug.mL" (PEREIRA et al., 2012). O acido karionoico isolado a partir de
Aralia continentalis também teve efeito inibitério na formagdo de biofimes de
Streptococcus mutans (JEONG et al., 2013).

Figura 1. Espécime de Croton antisyphiliticus.
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2.2.1.2. Croton urucurana

Croton urucurana Baill. apresenta-se na forma arbérea podendo atingir de 6 a
8 metros de altura, com copa aberta e tronco claro (Figura 2). Suas folhas tém a
forma de coragdo e as flores sdo pequenas e esbranquigadas, dispostas em
inflorescéncias espigadas terminais. Quando seu tronco é cortado ou ferido, elimina
uma seiva que em contato com o ar se torna resinosa e adquire a cor vermelha
como sangue. Fato que originou alguns de seus nomes populares como Sangra
D’agua e Sangue de Dragao (LORENZI e MATOS, 2002). Comumente encontrada
em mata ciliar e em terrenos Umidos e pantanosos de quase todo o Brasil, ocorrendo
especialmente na regido amazénica e no Cerrado. Sao empregadas medicinalmente
pela populagdo para tratamento de feridas, como anti-inflamatério, cicatrizante e
antirreumatico (LORENZI e MATOS, 2002; MILO et al., 2002).

Figura 2. Espécime de Croton urucurana.

Uma pesquisa realizada com substancias isoladas e fragcdes do extrato

etandlico de C. urucurana identificou a substancia acido acetil aleuritdlico como
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sendo a mais ativa contra S.aureus e Salmonella (PERES et al., 1997). Ensaios
preliminares quanto a atividade antibacteriana da planta demonstraram que a fragéo
hexanica de Croton urucurana inibiu consideravelmente a multiplicagdo da bactéria
Gram positiva Enterococcus faecalis (ZUCHINALLI, 2009). Simionatto et al. (2007)
observaram que o 6leo essencial de C. urucurana foi ativo sobre Staphylococcus
aureus com MIC de 2,5 mg.mL'. O latex extraido de C. urucurana também
apresentou atividade, com MIC inferior a 1 mg.mL™, sobre bactérias Gram positivas
e Gram negativas, tais como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri e Proteus mirabilis (SILVA JUNIOR et al.,
2009).

Em estudos fitoquimicos também foram isolados e identificados diterpenos,
classificados como clerodanos (que contém dois anéis ciclicos com uma cadeia
lateral), na espécie vegetal Croton urucurana, porém nao foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana (PERES et al., 1998; PIZZOLATTI et al., 2013).

2.3. Staphylococcus aureus: agente etiolégico da mastite bovina

A mastite bovina € um processo de carater principalmente infeccioso, na qual
esta envolvida uma série de microrganismos, comumente bactérias, com
predominancia dos géneros Staphylococcus e Streptococcus (SCHOCKEN-
ITURRINO et al.,1996; LANGONI, 2007).

E caracterizada por um processo inflamatério da glandula mamaria e
classificada de acordo com a forma de apresentagédo, podendo ser clinica ou
subclinica (IDF, 1987).

Na mastite bovina clinica evidenciam-se alteragbes fisicas do Ubere como
edema, dor e hiperemia, e o animal acometido pode apresentar febre e anorexia.
Também ocorrem alteragdes no leite, caracterizadas por aspecto aquoso, presenca
de grumos e pus (PIANTA, 1997).

A forma subclinica ndo apresenta sinais clinicos, as alteragdes ocorrem na
composi¢ao do leite, sendo possivel o isolamento do microrganismo patogénico a
partir deste (BRAMLEY e DODD, 1984). Esta evolui para a forma clinica da
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enfermidade, ou tem remissao espontanea, ou ainda pode persistir subclinicamente,
0 que ocorre na maioria dos quartos mamarios acometidos. Deste modo, a mastite
subclinica, apresenta grande impacto na produtividade dos animais, ja que sua
prevaléncia € maior quando comparada a manifestacdo na forma clinica (PHILPOT,
1998).

O género Staphylococcus, comumente envolvido na etiologia da
enfermidade, pertence a familia Staphylococcaceae. Sdo bactérias Gram positivas,
imoveis, agrupadas em massas irregulares ou em forma de cachos de uva, aerdbias
ou anaerdbias facultativas e catalase positiva, ou seja, decompdem o perdxido de
hidrogénio (KONEMAN e ALLEN, 2008). Staphylococcus aureus sao coagulase
positiva, B-hemoliticos e fermentadores de manitol. Apesar de classificados como
microrganismos mesofilos, demonstram multiplicagdo em temperaturas entre 7 e
47,8°C (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

As células de Staphylococcus aureus apresentam alguns componentes de
superficies e produzem varias substancias extracelulares que contribuem para a sua
viruléncia. Dentre elas destacam-se os acidos teicoicos, proteina A, adesinas,
hemolisinas e outras enzimas que contribuem para a sua aderéncia, efeitos
antifagocitarios, leséo plaquetaria e reagbes histaminicas. Tais fatores de viruléncia
estdo relacionados a sua patogenicidade, e sdo mediados por genes plasmidiais.
Assim, o0 microrganismo utiliza-se de diversas estratégias para sobrepujar as
defesas microambientais do hospedeiro infectado (PEREIRA e SIQUEIRA JUNIOR,
1995; BANNERMAN, 2003).

A capacidade deste género em formar biofilmes em tecidos infectados € mais
um fator de viruléncia que protege o microrganismo. De acordo com Costerton
Stewart e Greenberg (1999), os biofilmes sdo constituidos de bactérias aderidas a
qualquer superficie (bidtica ou abibtica), envolvidas por uma matriz de polimeros
organicos. Contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais
minerais e vitaminas, que formam uma espécie de crosta, sob a qual os
microrganismos continuam a se multiplicar. Desta forma, nos biofiimes os
microrganismos estdo mais resistentes a acdo de agentes fisicos e quimicos, como
os produtos utilizados nos procedimentos de higienizagdo (MARQUES et al., 2007).

Adicionalmente, os biofilmes apresentam caracteristicas de desenvolvimento
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e tracos fenotipicos unicos, quando comparados com as mesmas células presentes
em culturas plancténicas, que os tornam 10 a 1000 vezes mais resistentes a agentes
antimicrobianos e fatores imunes do hospedeiro (DAVEY e O'TOOLE, 2000; ZANIN
et al., 2006).

Vérias espécies de Staphylococcus apresentam capacidade de formar
biofilme (CHOKR et al., 2005). Melo (2008) revelou que 85% a 98,9% das estirpes
de S. aureus isoladas de mastite bovina subclinica, foram fenotipicamente e
genotipicamente produtoras de biofilme. Nos animais produtores de leite os biofiimes
podem ser formados na glandula mamaria das fémeas acometidas e também nas
tubulacbes e equipamentos envolvidos no processo de obtencdo e processamento
do leite. De acordo com Arcuri (2000), na cadeia de producdo de alimentos, ha uma
correlagao positiva entre a falha nos procedimentos de higiene e a formagéo destes
filmes bacterianos.

Pesquisas recentes tém demonstrado resultados significativos na inibicdo da
formacdo do biofiime ou redugdo da biomassa utilizando extratos vegetais e
substancias isoladas. Freire et al. (2009) concluiram que os extratos glicolicos de
Rosmarinus officinalis (alecrim) e Syzygium cumini (jamboldo) apresentaram efetiva
acado antibacteriana nos biofilmes formados de Staphylococcus spp. isolados da
cavidade bucal de individuos submetidos a terapia com antibidticos por tempo
prolongado para o tratamento da tuberculose pulmonar. O farnesol, alcool de origem
vegetal, apresentou atividade no biofilme de Staphylococcus epidermidis, indicando
um sinergismo quando associado com antibidticos convencionalmente utilizados
(GOMES, 2010). Saising et al. (2012) verificaram excelente atividade do extrato
etanolico de Rhodomyrtus tomentosa (murta peluda) e substéncia isolada na
prevencdo da formacdo do biofiime de Staphylococcus aureus e S. epidermidis,
bem como, diminuiu significativamente a multiplicacdo celular em biofilme, com
desempenho superior a vancomicina. Cobrado et al. (2012) constataram que a
substancia hamamelitannin, obtida a partir de extrato de Hamamelis virginiana
(hamamelis), reduziu significativamente a atividade metabdlica das células de
Staphylococcus aureus em biofilme e concluiram que inibidores microbianos de

origem vegetal podem se tornar uma ferramenta terapéutica promissora.
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Algumas espécies de Croton também apresentaram atividade antibiofilme.
Segundo Carneiro et al. (2011), um diterpeno isolado a partir de extrato etandlico de
Croton nepetaefolius inibiu consideravelmente a formagéo de biofilme de S. aureus,
mesmo n&o demonstrando atividade inibitéria frente a bactéria cultivada na forma
planctonica. Este mesmo diterpeno, denominado Casbano, também apresentou
atividade inibitoria na formacao do biofilme de espécies de Streptococcus da mucosa
oral (SA et al., 2012).

Assim, os fatores de viruléncia do Staphylococus aureus afetam diretamente a
condicdo de resposta do sistema imunolégico do hospedeiro e a atuacdo de
antibacterianos, tornando a infeccdo persistente. Na glandula mamaria, a
cronicidade da infecg&o danifica o epitélio secretor da glandula, prejudica a produgao
leiteira e dificulta o processo de cura (SABOUR et al., 2004).

Outro aspecto importante na patogenicidade do Staphylococcus aureus é a
producao de toxinas no alimento contaminado, podendo, pela sua ingestéo, provocar
intoxicagbes mesmo na auséncia do processo infeccioso. As enterotoxinas
estafilococicas sao produzidas entre 10 e 46°C, e apresentam elevada resisténcia
térmica, podendo persistir no alimento cozido e no leite pasteurizado (SMITH,
BUCHANAN e PALUMBO, 1983).

A contaminagdo microbiana do leite pode ocorrer por duas vias principais:
pela incorporacédo de microrganismos que estdo presentes no ubere, diretamente
para o leite; ou pelo contato do leite com utensilios e equipamentos contaminados
durante as operagdes de ordenha ou da coleta e armazenamento (FEHLHABER e
JANESTSCHKE, 1995). Neste ultimo caso, deve-se ressaltar a importancia do ser
humano como reservatorio e veiculador do S. aureus (JAY, 1994).

Embora existam variagcdes nas taxas de isolamento conforme autor e regido,
Staphylococcus aureus esta entre 0s microrganismos mais prevalentes
mundialmente nos rebanhos leiteiros. Martins, Silva e Nakazato (2010) avaliaram
279 amostras de leite provenientes de quartos mamarios mastiticos na regido de
Cuiaba (MT) e a bactéria S. aureus foi a mais prevalente, presente em 44% das
amostras. Um levantamento da mastite bovina e seus agentes etioldégicos na regiao
sudoeste do Parana verificou uma prevaléncia de até 81,9% da doenga nos

rebanhos analisados, sendo S. aureus o microrganismo mais prevalente (MELLO et
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al., 2012). Na regidao sul do Estado do Rio Grande do Sul, dentre um grupo de
animais positivos para Staphylococcus coagulase positivo, 85,7% corresponderam
ao S. aureus (BANDEIRA et al., 2013).

Em sintese, a bactéria Staphylococcus aureus destaca-se como o
microrganismo causador de mastite contagiosa de maior importancia, de maior
ocorréncia nos rebanhos mundiais, e de tratamento mais dificil devido a elevada

resisténcia aos antibioticos.

2.4. Tratamento e controle da mastite bovina

Usualmente, o tratamento da mastite infecciosa é realizado mediante a
administracdo de antimicrobianos, entretanto o alto custo e a resisténcia bacteriana
dificultam este processo (NETO et al., 2012).

Dentre os Staphylococcus spp. isolados por Fontana et al. (2010), a
gentamicina foi o antibiotico mais eficiente (78,4%). Os isolados de S. aureus
mostraram 100% de resisténcia a oxacilina, peniclina e ampicilina, sendo o gene da
B-lactamase encontrado em 90,3% das amostras.

Um levantamento realizado nos estabelecimentos agropecuarios da regiao de
Uberlandia (MG) constatou que dentre os medicamentos vendidos com a finalidade
de tratamento de mastite bovina, 50% eram a base de sulfato de gentamicina,
28,47% de cefalosporinas e 14,28% de penicilinas, sendo que todos os
medicamentos foram vendidos sem prescricdo veterinaria, ou seja, comprados
diretamente no balcdo pelo produtor rural, e na maioria das vezes a escolha do
medicamento foi feita com base na opinido do vendedor (BRANCO, DIAS e LIMA-
RIBEIRO, 2012). A gentamicina € um antibiético (pertencente a classe dos
aminoglicosideos) com atividade bactericida, muito utilizado em medicina veterinaria
e inibi a sintese proteica nos ribossomos das bactérias sensiveis (BRUNTON,
CHABNER e KNOLLMANN, 2006).

Estudos de atividade bacteriana in vitro de extratos vegetais sobre agentes da
mastite bovina vém sendo realizados, pois ha a necessidade de se descobrir novos
compostos que sejam eficazes para o controle e tratamento da doenca. As solugdes

aquosa e alcodlica de Rosmarinus officinalis (alecrim) e o extrato de Mimosa
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tenuiflora (jurema preta) inibiram a multiplicacéo in vitro de S. aureus (SOUZA e
CONCEICAO, 2007; BEZERRA et al., 2009). Do mesmo modo, Loguercio et al.
(2006) constataram que 94,4% dos Staphylococcus sp. e 85,2% dos Streptococcus
sp., isolados de leite de animais com mastite, foram sensiveis a prépolis.

Saeki, Peixoto e Matsumoto (2011) detectaram uma prevaléncia do agente S.
aureus em 60,32% dos 62 animais diagnosticados com mastite bovina, com um
perfil de 100% de sensibilidade a gentamicina e 92,10% ao extrato de prépolis.

Além da terapéutica adequada para o controle efetivo da mastite bovina faz-
se necessario o conhecimento sobre os microrganismos e suas interacbes com a
glandula mamaria, meio ambiente e sistema produtivo (MOTA, 2008).

Um ponto critico no controle da mastite bovina causada por S. aureus é a
presengca do agente em diversos pontos da cadeia produtiva do leite, como os
equipamentos e fémites utilizados na obtencdo e processamento do leite, maos,
fossas nasais e garganta do ordenhador, sendo consideradas importantes fontes de
infecgdo (ZENI, 2012). A possibilidade da utilizagdo de produtos naturais como
antissépticos e sanitizantes no sistema de obtencdo do leite pode melhorar a
qualidade da ordenha (higiénico-sanitarias), contribuindo significativamente no
controle desta enfermidade.

Mitidiero (2012) concluiu que o controle sanitario em um rebanho leiteiro de
alta producgéo pode ser feito pela utilizagcdo da homeopatia, bioterapicos e fitoterapia
em substituicdo aos medicamentos alopaticos, com redugdo nos custos de
produgcdo, sem comprometer o desempenho produtivo e sem o0s riscos da
contaminagdo do leite por residuos. Schuch (2008) determinou como positiva a
atividade antisséptica e desinfetante de algumas plantas medicinais sobre
microrganismos causadores de mastite (Staphylococcus, Streptococcus e
Pseudomonas). Sperotto et al. (2012) observou que o decocto de Achyrocline
satureioides promoveu a inativacao de estirpes de S. aureus isoladas de animais

com mastite bovina.
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2.5. Saude Publica

Existem diversas implicagbes a saude publica envolvendo o agente
Staphylococcus aureus. Dentre os aspectos mais relevantes estdo a resisténcia
bacteriana aos antibidticos, a comercializacédo de lacteos e derivados contendo
residuo de drogas utilizadas no tratamento das mastites e as intoxicagbes por meio
de veiculagdo de microrganismos ou toxinas contidas em alimentos contaminados
(VASCONCELLOS e ITO, 2011; NETO et al., 2012).

Questdes relacionadas a resisténcia a drogas antimicrobianas tém sido
reconhecidas desde o principio da insercao de antibitticos na terapéutica clinica,
favorecendo a permanéncia e multiplicagdo de linhagens resistentes. O emprego de
diversos antibiéticos administrados por diferentes vias e com periodos de
tratamento, dosagens e formas de eliminagbes variaveis propicia o desenvolvimento
de microrganismos patogénicos resistentes, bem como a ocorréncia de residuos de
antibidticos no leite e derivados (SOUZA e BENEDET, 2000). Os mecanismos pelos
quais os genes de resisténcia se movimentam entre os organismos sdo complexos e
o desenvolvimento de diferentes mecanismos bioquimicos que conferem
multirresistencia requer uma grande versatilidade genética (PEREIRA, BARRETO e
SIQUEIRA JUNIOR, 1997). Segundo alguns autores, o aparecimento e a dispersao
de novas variedades de microrganismos resistentes é o principal problema gerado
pelo uso de drogas antimicrobianas nas condigdes anteriormente descritas
(TORTORA et al., 2000; NUNES e D'ANGELINO, 2007). No caso do S. aureus, a
resisténcia multipla é resultado da presenca de plasmideos, mutacbes
cromossOmicas, elementos transponiveis, e também da produgdo de biofiime
(HIRAMATSU et al., 2001; MELCHIOR, VAARKAMP e FINK-GREMMELS, 2006).

Coimbra, Coimbra-Filho e Lima (2012) analisaram a prevaléncia microbiana e
os indices de resisténcia das principais estirpes isoladas de pacientes do Centro de
Tratamento Intensivo (CTI) e da Unidade de Internacdo (Ul) de um Hospital Publico
do Rio de Janeiro, e demonstraram que a prevaléncia dos Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) foi de 26% na Ul e 77% no CTI. Tais dados

corroboram Catéo et al. (2013), no Estado da Paraiba.
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Existem ainda, estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina
(VRSA) e com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) (HOLMES et al.,
2012). A vancomicina € um antibiético glicopeptideo, que apresenta boa difusao
tecidual e excregcdo renal. Atua inibindo a sintese da membrana celular
(peptideoglicano), alterando sua permeabilidade e resultando em lise celular (ESTES
e DERENDOREF, 2010).

No que diz respeito ao aspecto de seguranga alimentar, que tem sido tema
cientifico, politico e econdmico, os paises tém demonstrado uma preocupagédo com
a busca de alternativas mais eficientes para controle e garantia da inocuidade dos
alimentos (FLORES, GREGORI e ARAUJO, 2013).

A presenga de residuos de antimicrobianos no leite, consequente dos
tratamentos aplicados no animal em lactag&o, gera sérios prejuizos n&o apenas para
0 consumidor, mas também para a industria, uma vez que diminui ou inibi a
atividade das bactérias lactofermentadoras, minimizando o aproveitamento da
matéria-prima (NUNES e D'ANGELINO, 2007). Vieira et al. (2012) detectaram
residuos de antibiéticos em 15 das 79 amostras (19%) de leite pasteurizado do tipo
B de diferentes fabricantes, adquiridos em estabelecimentos comerciais do Estado
do Parana. No Estado de Santa Catarina foram analisadas embalagens comerciais
de 322 amostras de leite tipo C e 62 do tipo longa vida, sendo que em 50% e 52%,
respectivamente, detectou-se a presenca de antibidtico residual (SOUZA, 1998).

As intoxicagcbes alimentares causadas por S. aureus ocasionam sérias
consequéncias para a saude humana. Discute-se ainda a possibilidade de
veiculagdo das toxinas ndo apenas pelo leite cru contaminado, mas também por
produtos lacteos termicamente tratados (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; CUNHA e
CUNHA, 2007). Estirpes de S. aureus produtoras de enterotoxinas foram inoculadas
em leite UHT (Ultra High Temperature) e submetidas a altas temperaturas e
temperaturas oscilantes, e mesmo diante do choque térmico foram capazes de
produzir enterotoxinas (CHAPAVAL et al., 2010).

Dentre 200 amostras de leite analisadas em Minas Gerais, 72,5%
apresentaram um perfil genotipico de enterotoxigenicidade e de resisténcia a

meticilina, representando um risco potencial a saude publica (DIAS et al., 2011).
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Silva, Bergamini e Oliveira (2010) relataram que dentre os agentes etiolégicos
isolados de diferentes alimentos suspeitos de causarem toxinfecgdes alimentares na
regido de Ribeirao Preto (SP), entre 2005 e 2008, o S. aureus foi 0 mais prevalente,
com populacdes iguais ou maiores que 10° UFC.g'1 em produtos de confeitaria e em
alimentos a base de carne e cereais.

A simples presenca de estirpes toxigénicas de S. aureus no leite ndo provoca,
necessariamente, intoxicagdes em seres humanos, porém o risco existe e € maior
para criangas, principalmente de tenra idade. A percep¢ao de risco € aumentada ao
se considerar que esse microrganismo € o0 mais envolvido nas infecgbes
intramamarias e esta amplamente disseminado em diversas fontes de infecgéo
como a agua, equipamentos de ordenha, tetos dos animais, mdos do ordenhador,
equipamentos da industria e com prevaléncia de estirpes com elevado potencial
toxigénico (SA et al., 2004).

Assim, diante dos fatos apresentados, o emprego de novas terapéuticas
pode atuar de forma mais eficiente gerando um produto final de melhor qualidade,
para beneficiar consumidores, produtores, industria e meio ambiente. A utilizagéo de
espécies vegetais com atividade antimicrobiana e a prospecgédo de moléculas ativas
sdo0 uma possibilidade muito promissora. O Brasil, rico em biodiversidade, apresenta
espécies vegetais alvo, que poderdo compor um medicamento antimicrobiano ou
substancias antissépticas ou sanitizantes que auxiliem na prevencdo da mastite

bovina.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o potencial de atividade antibacteriana in vifro de extratos brutos e

substancias isoladas das espécies vegetais Croton antisyphiliticus e C. urucurana,

frente Staphylococcus aureus livre e em biofilme, isolados de leite de vacas com

mastite.

3.2.

Especificos

Avaliar o perfil de sensibilidade e resisténcia das estirpes de Staphylococcus
aureus livre e em biofilme, frente aos antibiéticos gentamicina e vancomicina;
Avaliar a capacidade dos extratos vegetais de inibir a formagéo do biofilme e
de erradica-lo;

Determinar a concentragao inibitéria minima e a concentragdo bactericida
minima dos extratos vegetais e das substancias isoladas, frente
Staphylococcus aureus livre e em biofilme;

Purificar e isolar os compostos mais ativos dos extratos vegetais por meio de
métodos cromatograficos;

Avaliar a influéncia sazonal na atividade antibacteriana dos extratos vegetais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das espécies vegetais

As coletas foram realizadas em duas épocas distintas, sendo uma coleta no
periodo chuvoso (dezembro/2010) e outra no periodo seco (agosto/2011) (Figura 3).
Plantas de Croton antisyphiliticus foram coletadas na reserva ecologica Ecocerrado,
no Municipio de Araxa — MG e foram utilizadas a raiz e folhas (Figura 4A). Folhas,
casca e entrecasca de Croton urucurana foram coletadas no Municipio de
Jardinopolis — SP (Figura 4B).

Coleta de
material vegetal

Epoca Chuvosa Epoca Seca

| 1

Croton
antisyphiliticus

I— Ealhas L Folhas

y Cascae
Raizes
entrecasca

Croton urucurana

Figura 3. Fluxograma de coleta de material
vegetal.

A localizagdo geografica da coleta da espécie C. antisyphiliticus Mart. foi
latitude 19°48’'53,8”, longitude 46°24°18,3” e altitude 1121m. As partes vegetais de
C. urucurana Baill. foram coletadas na latitude 21°11°55,5”, longitude 47°44°08,8” e
altitude 566m. Foram realizadas as identificacbes taxondmicas do material vegetal
coletado e as exsicatas (amostra de planta seca, fixada em uma cartolina,
acompanhada de uma etiqueta contendo informacdes sobre o vegetal e o local de
coleta) foram depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto (UNAERP), identificadas pelos numeros de voucher 1686 (C.

antisyphiliticus) e 2558 (C. urucurana).
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Esse trabalho obteve autorizacdo especial de acesso e de remessa de
amostra de componentes do patriménio genético emitido pelo IBAMA (Processo
02001.005079/2011-41).

Figura 4. A. Folha e Raiz de Croton antisyphiliticus coletadas no Municipio de Araxa — MG.
B. Casca e entrecasca de Croton urucurana coletadas no Municipio de
Jardinépolis — SP.

4.2. Obtencao dos extratos brutos

As partes vegetais coletadas foram secas em estufa com circulagéo forgada
de ar a 50°C (Figura 5), e em seguida, moidas em moinho de facas tipo Willey
(Marconi®). O material resultante da moagem foi peneirado para padronizacdo da

granulometria (48 mesch).
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Figura 5. Secagem em estufa de caule,
entrecasca e folhas de Croton
urucurana.

Para a preparagdo dos extratos, o material vegetal seco foi pesado e
misturado aos solventes organicos com diferentes polaridades: hexano, cloroférmio
e metanol, na propor¢édo 1:10 (P/V). Esta mistura permaneceu em processo de
maceragao estatica, em temperatura ambiente, com homogeneizacao periddica, por
dez dias. Posteriormente, a solugdo planta e solvente foi filtrada em papel filtro
Whatman n°1 e rotaevaporados para concentracéo dos extratos (Figura 6A e B).

O extrato aquoso foi preparado a partir de infusdo do pd vegetal em agua
fervente por 1 hora, seguida de filtragcdo, na mesma proporgdo descrita (P/V). O

extrato obtido foi congelado, liofilizado e estocado sob temperatura de refrigeracao.

Figura 6. A. Rotaevaporagdo. B. Extrato cloroférmico da raiz de Croton antisyphiliticus.
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4.3. Padronizacao de solubilizagao dos extratos vegetais

Considerando a diversidade da composi¢gdo quimica e caracteristicas dos
extratos foi necessario padronizar a solubilizacdo deste material.

O extrato aquoso foi solubilizado em agua destilada autoclavada. Os extratos
cloroférmico, hexanico e metandlico foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO),
homogeneizados em vortex, seguido da adicdo de Tween 80, ambos na
concentragcéo de 2,5% (Figura 7). Todo o processo de solubilizagdo dos extratos
ocorreu em fluxo laminar, em temperatura ambiente. Todos os extratos foram
preparados na concentracéo de 10 mg.mL'1.

O DMSO & um solvente polar muito utilizado e o Tween 80 é um polissorbato

hidrofilico com propriedades surfactante e emulsionante (detergente).

Figura 7. Extratos solubilizados com
DMSO e Tween 80 (2,5%).
1.Extrato aquoso. 2.Extrato
hexano. 3.Extrato cloroférmio.
4.Extrato metanol.

Os extratos hexanico e metandlico oriundos da raiz de C. antisyphiliticus, bem
como os extratos metandlico da casca e hexanico da folha de C. urucurana nao
solubilizaram totalmente e, portanto foram excluidos do experimento. A constatacao

da solubilizagdo dos extratos ocorreu por meio da observacéo visual, na qual os
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extratos totalmente solubilizados apresentaram um aspecto homogéneo, enquanto
os extratos parcialmente soluveis apresentaram precipitagdes ou grumos dispersos

na solugéo.
4.4. Obtencao dos microrganismos

As estirpes de Staphylococcus aureus utilizadas no experimento foram
isoladas de leite de vacas com mastite e caracterizadas como produtoras de biofilme
por Melo (2008). De acordo com o autor, a identificacdo fenotipica da produgdo do
biofilme ocorreu por meio do método Agar Congo Vermelho e a caracterizagao
genotipica deu-se pela expressao génica de Ica A e Ica D. Estas estirpes foram
cedidas ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugao Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP — Jaboticabal e
estocadas em freezer -80°C. A estirpe padrao ATTC 25923 foi utilizada como
controle, tanto na forma livre quanto em biofilme.

Para os ensaios em célula livre foram utilizadas 10 estirpes de
Staphylococcus aureus, enquanto na avaliagdo em biofilme foram utilizadas 05
estirpes, sendo uma ATCC 25923. Tal diferenciacdo ocorreu em funcédo de
dificuldades encontradas na padronizacao das técnicas que determinaram a MIC do
biofilme e também em razao da limitagdo na massa de extrato vegetal disponivel.

O in6culo de microrganismo (livre de tratamento) foi utilizado como controle
positivo, o sulfato de vancomicina (Sigma aldrich®) como controle negativo e o
sulfato de gentamicina (Sigma aldrich®) como tratamento comparativo, sendo este
ultimo na concentragdo de 30 mg.mL™" por ser a apresentacdo comercial mais
utilizada do produto (NADER FILHO et al., 2007; ZAFALON et al., 2007; FONTANA
et al., 2010; BRANCO, DIAS e LIMA-RIBEIRO, 2012). Para a utilizagao do sulfato de
vancomicina, como controle negativo, determinou-se a MIC em diferentes condi¢des
de multiplicagdo celular e métodos de deteccdo da atividade antibacteriana. A
literatura determina que a dosagem da vancomicina utilizada para estirpes sensiveis
é de 2 pyg.mL™, para resisténcia intermediaria entre 4 pg.mL™" e 8 pg.mL™", e para
estirpes resistentes 32 ug.mL'1, sendo que a concentragédo plasmatica desejavel da

droga em seres humanos esta em torno de 20 pg.mL™" (LIU et al., 2011).
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4.5. Avaliagao da atividade antibacteriana em célula livre

Para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos vegetais e substancias
isoladas em células livres de S. aureus foi determinada a concentragéo inibitéria
minima (MIC), por meio do método de microdiluicdo em placa. A MIC é definida pela
menor concentracdo da substancia antimicrobiana capaz de inibir a multiplicacao de
um isolado bacteriano (CLSI, 2012).

Em placas estéreis de poliestireno com 96 pocos em fundo "U" foram
adicionados 100 pL por poco de in6culo bacteriano contendo S. aureus em meio
liquido Brain Heart Infusion (BHI - Himedia®) e 100 pL dos extratos em diferentes
concentracdes (5; 2,5 e 1,25 mg.mL™). As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas em estufa bacteriolégica. Foram realizados os controles de inocuidade dos
veiculos, do extrato vegetal ou substancia isolada e do meio de cultura. A escolha
pela utilizagdo do meio de cultura BHI em detrimento do meio de cultura Muller
Hinton, sugerido pela literatura, ocorreu devido a facilidade de multiplicagdo e
adesdao bacteriana observada no meio referido.

A leitura das placas foi realizada visualmente, com adigéo de 50 yL de cloreto
de trifeniltetrazolico (TTC — Sigma aldrich®) em cada poco, indicador de multiplicacdo
bacteriana, que apresenta coloragdo avermelhada na presenca de células ativas
(Figura 8).

Figura 8. Determinagdo da concentragdo inibitoria
minima em células livres utilizando cloreto de
trifeniltetrazdlico (TTC). A coloracdo avermelhada indica
presenca de células bacterianas viaveis.
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A concentracédo bactericida minima (CBM), definida como a menor
concentracdo do antimicrobiano necessaria para inviabilizar a célula microbiana,
determina a atividade bactericida ou bacteriostatica dos compostos vegetais.
Quando os resultados da CBM sdo comparados com os valores da MIC, pode-se
avaliar se o composto é bactericida ou bacteriostatico (BARON e FINEGOLD, 1990).

Para determinagdo da CBM, segundo SMITH-PALMER, STEWART e FYFE
(1998) com modificagdes, foi retirada uma aliquota do material contido nos orificios
que demonstraram inibicdo no desenvolvimento bacteriano por meio do MIC, e
semeou-se em placa de Petri estéril contendo agar BHI. Apds incubagcdo em estufa
bacteriolégica por 24 horas, a 37°C, as culturas foram inspecionadas visualmente e
os resultados foram interpretados da seguinte maneira: presenca de multiplicagao
bacteriana indicou acdo bacteriostatica, e auséncia de desenvolvimento do

microrganismo sugeriu agao bactericida.
4.6. Producgao de biofilme in vitro

A metodologia de producgéo de biofilme in vitro foi desenvolvida de acordo
com GOMES (2010), com modificagdes. As estirpes de S. aureus produtoras de
biofilme foram cultivadas individualmente em agar BHI a 37°C, e incubadas por 24
horas em estufa bacteriolégica. Colénias foram algadas e colocadas em meio liquido
BHI contendo 2% de glicose. Este in6culo foi padronizado em espectrofotdmetro
(546nm), correspondendo a 10° UFC.mL"™".

Foram adicionados 100 uL da suspensao bacteriana padronizada e 100 pL do
meio liquido BHI enriquecido com glicose (2%) nos pogos das placas de
microtitulagdo. Apds incubagdo em agitacédo a 120 rpm, a 37°C, por 24 horas, 0s
pocos foram lavados duas vezes com 200 pL de solugéo salina 0,9% autoclavada
para remocao das células ndo aderidas. O material bacteriano que permanecia nos

pocos apos as lavagens era constituido de células bacterianas aderidas.
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4.7. Avaliacao da atividade antibacteriana em biofilme

As substancias podem atuar basicamente de duas formas em relacdo aos
biofilmes: inibindo a sua formagéo ou atuando sobre o biofilme ja formado.

Para a determinagdo da concentracédo minima de inibicdo do biofiime (MBIC),
os extratos vegetais foram adicionados juntamente com o inéculo e incubados a
37°C sob agitagao (120 rpm), por 24 horas. Em seguida foi realizado o processo de
lavagem (item 4.6. descrito anteriormente), para eliminagao de células livres.

Para determinagdo da concentracdo minima de erradicacdo do biofilme
(MBEC), formou-se o biofilme por 24 horas sob agitagdo, os pogos foram lavados
para eliminar as células em suspensdo e em seguida adicionou-se ao meio de
cultura os extratos vegetais em diferentes concentragdes (5; 2,5 e 1,25 mg.mL'1). A
incubacao foi realizada por 24 horas (37°C), sob agitagdo (GOMES, 2010).

A avaliagéo da atividade antibiofilme foi executada por meio de dois testes: o
teste do Cristal Violeta (CV), que mensura a quantidade de biomassa formada
(matriz) e a contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC.mL™), que quantifica
o numero de células que permaneceram aderidas ao biofilme — aplicado apenas
para verificar a MBEC.

Além dos extratos preparados neste estudo, também foi avaliado o potencial
de erradicacdo de biofiime de um diterpeno (Figura 9) isolado de raizes de Croton
antisyphiliticus, por Pereira et al. (2012), na concentracao de 250 ug.mL™".
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Figura 9. Acido ent-kaur-16-en-18-6ico, isolado a
partir de raizes de Croton antisyphiliticus
(PEREIRA et al, 2012).
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4.7.1. Cristal violeta (CV)

A técnica do CV consistiu na lavagem dos pogos para remogéo das células
livres, seguida da adicdo de 200 pl de metanol para fixacao das células aderidas
(permanéncia por 15 minutos), adicdo de 200 pl do CV (solucao Violeta Cristal em
meio aquoso Dinamica®), lavagem com agua destilada e uso de acido acético a 33%
(200 pl) para leitura de densidade o6ptica do biofiime (GOMES, 2010). O inéculo livre
de tratamento foi o controle positivo (100% de aderéncia). O CV é um corante basico
que se liga a moléculas de superficie e polissacarideos de carga negativa presentes
na matriz extracelular (LI, YAN e XU, 2003). Esta técnica tem a propriedade de
mensurar a quantidade de biomassa formada (matriz) e ndo a viabilidade celular. A
intensidade da coloragao arroxeada varia de acordo com a quantidade de biomassa

aderida, ou seja, quanto mais biomassa, mais intensa a coloracao (Figura 10).

Figura 10. Visualizagédo do Cristal Violeta indicando
auséncia (pogos claros) e presenga de
biomassa bacteriana (pogos corados).

4.7.2. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)

A contagem de unidades formadoras de colénia permite quantificar as células
que estdo viaveis no biofilme.
Apds a formacao do biofilme nas placas de microtitulacdo, os pogos foram

lavados com solucdo salina estéril (item 4.6. descrito anteriormente). Em seguida
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adicionou-se 200 uL da solugado salina para que o conteudo aderido as paredes do
poco fosse raspado, utilizando, individualmente para cada pogo, ponteiras estéreis
de 200 uL. Ap6s a raspagem, a placa foi submetida a um banho de ultrassom para
promover desagregacdo das células bacterianas (GOMES, 2010). O tempo de
exposicao ao ultrassom que conferiu maior desagregacdo sem ocasionar morte
celular neste experimento foi padronizado em 8 minutos, na frequéncia de 40 Hz
(Unique® Ultrasonic Cleaner). Apés homogeneizagdo, uma aliquota de 10 uL da
solugdo contida em cada pogo (células bacterianas + solugéo salina) foi retirada e
adicionada em eppendorf, contendo 90 pL de solucéo salina estéril. A partir desta
solugdo realizou-se a diluicdo em série em até doze vezes. Entdo, fez-se o
plaqueamento (em triplicata) em placas de Petri de 90 mm contendo agar BHI, na
forma de gotejamento (3 gotas/10 yL cada) e incubou-se por 24 horas a 37°C, para
posterior contagem das unidades formadoras de colbénia (Figura 11) (GOMES,
2010).

Figura 11. Unidades formadoras de colbénia de
Staphylococcus aureus por meio da técnica
de gotejamento.
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4.8. Fitoquimica das espécies alvo

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios antibacterianos foram
selecionados os extratos cloroférmio da raiz de C. antisyphiliticus (36,5 g) e hexano

da casca de C. urucurana (15,3 g).

4.8.1. Cromatografia em Coluna (CC)

Consiste em uma técnica de separagao cuja fase estacionaria ocorre dentro
de uma coluna de vidro, preenchida por uma substéncia adsorvente (silica). A
substancia a ser analisada é colocada na parte superior da coluna e o eluente
(solvente) é vertido em quantidade suficiente para promover a separagéo. A coluna
possui uma torneira na extremidade inferior por onde elui o liquido contendo as
substancias que sao separadas de acordo com a polaridade do solvente. Neste
experimento, a coluna medindo 5 cm de didmetro e 45 cm de altura, foi preenchida
com 500 gramas de silica gel e 1 litro de hexano. Os extratos foram adicionados ao
topo da silica e os solventes hexano, hexano/acetato de etila nas proporcdes 98:2 e
50:50, acetato de etila, acetato de etila/metanol 50:50 e metanol foram eluidos
através da coluna (Figura 12). Ao fim deste processo foram obtidas 9 fragdes.
Posteriormente estas foram solubilizadas em DMSO 2,5% e avaliadas quanto a

atividade antibacteriana.
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Figura 12. Cromatografia em coluna do extrato
da raiz de Croton antisyphiliticus.

4.8.2. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

A CCDC é uma técnica de separagdo rapida para analise qualitativa de
extrato bruto e/ou fragbes semipurificadas. Composta por uma fase movel liquida
que ascende por uma fase fixa, constituida de uma fina camada de adsorvente
(silica) espalhada em uma placa de aluminio ou vidro. Uma pequena quantidade da
amostra é colocada na base da placa que € submersa em uma cuba contendo os
solventes apropriados, para que as substancias ascendam ou corram pela placa e,
apoés eluicdo completa retira-se a cromatoplaca da cuba. Na separacao, obtém-se
uma série vertical de manchas na placa que podem ser reveladas com uso de luz
ultra violeta, vapores de iodo, solugdo de sulfato cérico, entre outros. Neste
experimento, as andlises foram feitas em placas de aluminio DC-Fertigfolien
ALUGRAM® Xtra SIL G/UV .54 (Macherey-Nagel). As revelagbes das cromatoplacas
foram efetuadas com luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 360 nm e

também mediante o uso do revelador vanilina sulfurica (Figura 13).
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Figura 13. Cromatoplaca revelada com vanilina sulfurica.

4.8.3. Placas preparativas de Camada Delgada

As placas preparativas de camada delgada permitem separar compostos com
diferentes pesos moleculares (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVass
Macherey-Nagel). As amostras sao aplicadas horizontalmente na forma de uma
banda ao longo de toda a largura da placa (20 cm) e eluida com solvente organico.
Uma fragc&o oriunda do extrato de C. urucurana foi aplicada em placa preparativa e
as diversas bandas obtidas foram raspadas isoladamente e colocadas em frascos
separados com solvente, para recuperagao da substéncia adsorvida na silica
(Figura 14). Em seguida, o solvente foi rotaevaporado e as substancias isoladas

foram submetidas a cromatografia gasosa para avaliagdo do grau de pureza.
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Figura 14. Raspagem da placa de silica para
recuperacao de substancia isolada.

4.8.4. Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a Espectrometro de Massa (EM) —
(CG/EM)

A CG é uma técnica utilizada para separagdo e analise de misturas de
substancias apolares. A amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas
denominado de fase movel ou gas de arraste. Este fluxo de gas com a amostra
vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria (coluna cromatografica),
onde ocorre a separagao da mistura. Um dispositivo gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material eluido e o registro destes sinais forma um
cromatograma. As substancias s&o registradas na forma de picos com area
proporcional a sua massa, o que possibilita a analise quantitativa. A EM €& um
método para identificar os diferentes atomos que compde uma substancia, sendo
que a massa e a carga dos ions podem ser medidas por sua posi¢gao no espectro,
identificando os elementos e is6topos presentes na amostra.

No presente estudo, duas fragdes oriundas da cromatografia em coluna, que
demonstraram atividade antibiofilme significativa, foram submetidas a cromatografia
gasosa e o perfil quimico das substancias foi obtido por CG/EM, utilizando-se
aparelho Varian 3900 com detector seletivo de massa, modelo Saturn 2100T. As

condi¢cdes de analise foram: Coluna capilar: DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym);
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Injetor: 240 °C; Detector: 230 °C; Impacto de Elétrons: 70eV; Gas de arraste: He;
Fluxo: 1,0 mL.min™"; Split: 1/20; Programa de Temperatura: 60 °C — 240 °C,
3°C/minuto. Volume de Inje¢do: 1 pL de solugédo (1 pL da fragdo purificada /1mL
Hexano).

A identificagdo das substancias foi efetuada através da comparacéo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG/EM (Nist 08 lib.e Wiley
7lib).

4.8.5. Bioautografia

E uma cromatografia de camada fina, que utilizando placas de CCD, aplicam-se
diversos solventes para eluigdo. A cromatoplaca, com o extrato vegetal ou fracao
eluidos, é colocada dentro de uma placa de Petri devidamente esterilizada e verte-se
0 agar contendo o inéculo padronizado (Figura 15). ApOs incubagcdo em estufa
bacteriolégica a 37°C por 24 horas, realiza-se a leitura por meio de um corante
adequado que revela o halo de inibicdo formado. Esta técnica tem como objetivo
identificar a banda ou regido cromatografica que apresenta atividade inibitéria
(SAXENA et al., 1995).

Figura 15. Bioautografia para avaliagdo da atividade das fragdes
vegetais frente S. aureus livre.

Foram analisadas duas fragcdes por bioautografia, advindas de coluna
cromatografica, sendo uma fracdo hexano/acetato de etila (50:50), oriunda do

extrato cloroférmico de C. antisihpyliticus, denominada CAN1, e uma fragéo acetato
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de etila proveniente do extrato hexanico de C. urucurana, denominada CUR3. Uma
solucdo na concentracdo de 10mg.mL™" de cada fragdo foi aplicada na margem
inferior de 2 placas cromatograficas de silica em aluminio, que foram eluidas em
hexano/acetato de etila. O corante revelador utilizado neste experimento foi o cloreto
de trifeniltetrazolico (TTC — Sigma aldrich®).

Todo o processo de purificacdo dos extratos, obtengdo e avaliacdo das fragdes

foi esquematizado nas figuras 16 e 17.

Croton
antisyphiliticus
EXTRATOS T
[ | ]
Hexano Clorofarmio Metanol
I
[ I I ]
CAM1 CAMZ2 CAM3 CAM4
J CROMATOGRAFIA EM COLUNA
CGIEM

Figura 16. Fluxograma de purificacdo de extratos e fragdes de Croton
antisyphiliticus.
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—— E
—
gBanDas H CG
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Figura 17. Fluxograma de purificacdo de extratos e fragcdes de Croton urucurana.

4.9. Dosagens dos Tratamentos

As dosagens utilizadas no experimento variaram de acordo com o tratamento.
Os extratos brutos, fragdes, subfragdes e substéncias isoladas foram avaliados nas
respectivas concentracdes de 5 mg.ml”, 2,5 mg.ml™ e 500 pg.ml™. O antibiético
gentamicina foi utilizado na concentracdo de 30 mg.ml'1, enquanto a vancomicina

variou entre 2 a 32 pg.ml'1 (Figura 18).
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Figura 18. Fluxograma das dosagens utilizadas no
experimento dos compostos vegetais e
antibioticos.

4.10. Microscopia Eletrénica por Varredura (MEV)

Para a realizacao da MEV, biofilmes de S. aureus foram aderidos em cupons
de aco inoxidavel, medindo 5 mm de didmetro e 1 mm de espessura (Figura 19 e
20). Neste experimento, o acgo inoxidavel foi utilizado como superficie de adesé&o
pois 0s equipamentos e tubulagdes dos sistemas de obtencgéo e processamento do
leite sdo constituidos deste material e considerados importantes fontes de infec¢ao
na epidemiologia da mastite bovina.

Para a adesédo dos biofilmes nos cupons de aco foi utilizada a metodologia
descrita para a determinagdo da concentragdo inibitdria minima de inibicdo do
biofilme (MBIC) (item 4.7. descrito anteriormente). Foram adicionados aos pogos o
in6culo padronizado, os tratamentos a serem avaliados e um cupom de aco
(previamente esterilizado) em cada pocgo, seguido de incubagao por 24 horas, em
agitagéo (37°C). Os tratamentos avaliados foram as fragdes, subfragdes e o
antibiotico vancomicina.

As imagens foram obtidas por meio de um microscépio eletrénico de
varredura Jeol JSM 5410, pertencente ao Laboratério de Microscopia Eletronica do

Departamento de Patologia da Unesp de Jaboticabal.
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Figura 19. Cupons de aco inoxidavel utilizados para aderéncia
de biofilme de S. aureus.

Figura 20. Pogos contendo cupons de ago
para aderéncia bacteriana em
placa de microtitulagao.

Apés incubagao, os cupons de aco foram fixados em Glutaraldeido 3%, por 48
horas, e lavados em solugdo tampao de fosfato. Realizou-se a fixagcdo em tetroxido
de 6smio a 1%, por 6 horas. Em seguida, ocorreu a desidratacdo das amostras em
série alcodlica (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%) e secagem no secador de ponto
critico (ALVES, 2004). Os stubs foram montados e submetidos a metalizagéo por

120 segundos, para posterior realizagdo das eletromiografias de superficie.
4.11. Local de realizagao do trabalho
A preparagao dos extratos vegetais e avaliagcao fitoquimica ocorreram no

Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Biotecnologia de Plantas Medicinais
da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP).
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Os ensaios com os microrganismos foram executados no Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Biotecnologia de Plantas Medicinais da
UNAERP.

4.12. Analise estatistica

A analise estatistica do experimento foi realizada pelo programa SISVAR,
desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras, versdao Sisvar 5.1 Build 72
(FERREIRA, 2011). O teste estatistico aplicado foi Scott Knott, para comparacéao

entre as médias obtidas, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinagao da MIC dos antibiéticos

A MIC do sulfato de vancomicina variou de acordo com a condicdo de
multiplicagéo celular e com o método de avaliagdo da atividade antibacteriana. Na
cultura de célula livre a dosagem de 2 pg.mL™ foi suficiente para eliminar todas as
estirpes, enquanto que na inibicao do biofilme, a dosagem foi de 4 pg.mL'1. Em se
tratando do biofilme formado (24 horas), a técnica do CV demonstrou que 8 pg.mL”’
de vancomicina foi o suficiente para eliminar 100% da biomassa, poréem na UFC a

dosagem de 32 ug.mL™" néo foi capaz de eliminar as bactérias aderidas (Tabela 1).

Tabela 1. Determinac&o da concentracgédo inibitéria minima da vancomicina, sobre
células livres e em biofilme de S. aureus, sob diferentes métodos.

Concentragbes Célula Livre Biofilme
Vancomicina mic™ mBIC? MBEC/CV®  MBEC/UFC.mL™
(ng.mL") (Mg.mL™) (ng.mL") (ng.mL") (ug.mL")
32-2 2 4 8 32*

*Concentragao insuficiente para eliminagao das estirpes em biofilme

) Concentracgéo Inibitéria Minima

@) Concentracdo Minima de Inibicso do Biofilme

®) Concentracdo Minima de Erradicacdo do Biofilme/ Cristal Violeta

“) Concentragdo Minima de Erradicagéo do Biofilme/ Unidades Formadoras de Coldnias

O aumento da MIC da vancomicina para inibir as células aderidas justifica-se
pela resisténcia que estas células apresentam ao se multiplicarem no biofilme
(DAVEY e O'TOOLE, 2000). A MIC da vancomicina para erradicar biofilmes maduros
de S. aureus foi 64 a 32.000 vezes maior do que para células planctonicas (REITER,
et al., 2012). Coraga-Huber et al. (2012) avaliaram a atividade da vancomicina frente
S. aureus e determinou MIC de 1 pg.mL™" para as células plancténicas e MBEC
acima de 256 ug.mL‘1 para as células aderidas.

De acordo com Peters et al. (2008) existem diferentes métodos, reprodutiveis
e aplicaveis, que podem ser utilizados para a quantificacédo de biofilme bacteriano
em placas de microtitulagdo. A técnica do CV, embora quantifique a biomassa

presente, ndo permite avaliar a presenca de células mortas ou vivas. Enquanto que
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na UFC desconsidera-se a matriz formada e quantificam-se as células viaveis que
permaneceram aderidas no poco (PITTS et al., 2003). Tais peculiaridades justificam
as diferengas encontradas entre os resultados das dosagens do sulfato de
vancomicina no presente estudo, demonstrando, portanto, a necessidade de
utilizacdo de métodos complementares.

A maior concentragdo da vancomicina avaliada neste experimento foi de 32
ug.mL™", pois é a dosagem maxima recomendada para seres humanos na presenca

de estirpes resistentes (LIU et al., 2011).
5.2. Células livres

A tabela 2 mostra as médias de atividade antibacteriana dos extratos brutos
das duas espécies vegetais, na concentragcdo de 5 mg.mL‘1, frente estirpes de S.
aureus cultivadas na forma livre. Os resultados demonstraram uma variagédo da
atividade inibitéria entre 20% e 45% das estripes, sendo que os antibibticos
gentamicina e vancomicina inibiram 100%, caracterizando, portanto, a sensibilidade
destas estirpes.

Este perfil de 100% de sensibilidade das estirpes frente ao antibidtico
gentamicina foi compativel com o perfil das amostras de S. aureus envolvidas na
etiologia da mastite bovina, encontrado por Saeki, Peixoto e Matsumoto (2011).
Divergindo, porém, dos resultados de Nader (2010), que identificou uma
sensibilidade a gentamicina de apenas 25% das estirpes de S. aureus, também
causadoras de mastite bovina, ressaltando que essas amostras nao foram as
mesmas utilizadas no presente estudo.

A sensibilidade bacteriana aos antibidticos depende das caracteristicas
genéticas das linhagens e do historico de exposigcdo terapéutica, sendo que a
resisténcia adquirida tem origem genética e decorre de modificagdes na estrutura ou
no funcionamento da célula bacteriana que bloqueiam a agdo dos antimicrobianos
(HOEFLER et al., 2006).

Os extratos que atuaram sobre maior nimero de estirpes foram o extrato

cloroférmico de raiz de C. antisyphiliticus e hexanico de casca de C. urucurana.
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Tabela 2. MIC dos extratos de Croton antisyphiliticus e C. urucurana, preparados
nas épocas chuvosa e seca, na concentragdo de 5 mg.mL™, sobre
células livres de Staphylococcus aureus, em comparagdo com
gentamicina e vancomicina, expressos em porcentagem.

Parte vegetal/ Atividade inibitéria sobre S. aureus livre (%)

Solventes Chuvosa Seca

Croton antisyphiliticus

Raiz/ Agua 20b -
Raiz/ Cloroférmio 40b A 45b A
Folha/ Cloroférmio 20b -

Folha/ Hexano 20b -
Croton urucurana
Casca/ Cloroférmio 30b -
Casca/ Hexano 30b A 35b A
Folha/ Cloroférmio 30b -
Gentamicina 100 a
Vancomicina 100 a

Médias seguidas das mesmas letras minusculas na coluna e maiusculas na linha n&o diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott (a=0,05).

Em relagcédo ao extrato cloroférmico de raiz de C. antisyphiliticus verificou-se
uma inibicdo da multiplicacéo de 45% das estirpes de S. aureus, diferindo dos dados
apresentados por Nader (2010), que constatou que o0 mesmo extrato foi capaz de
atuar em 100% de S. aureus. Tal fato pode ser explicado pela diferenciagédo entre as
estirpes de S. aureus utilizadas em ambos experimentos, embora todas estiveram
envolvidas na etiologia da mastite bovina, foram isoladas de diferentes propriedades
leiteiras, em momentos distintos.

Em comparacao com os resultados obtidos por Nader (2010), observa-se que
este extrato vegetal apresentou atividade adversa a gentamicina, ou seja, quando
avaliado frente estirpes resistentes ao antibiotico, demonstrou mais expressiva
atividade inibitoria (100%), e quando ensaiado frente estirpes sensiveis, no presente
estudo, apresentou atividade antibacteriana reduzida (45%). Sabendo-se que a
gentamicina atua na inibicdo da sintese proteica dos ribossomos das células
sensiveis (BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2006), é possivel que o extrato

de C. antisyphiliticus possua outro sitio de agéo.
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A atividade antibacteriana dos extratos de C. urucurana, foi em média, em
30% das estirpes. A sensibilidade de S. aureus frente aos extratos avaliados
corrobora os diversos autores que identificaram a atuagcéo n&do apenas do extrato,
mas também de fragdes e substancias isoladas desta planta, na inibicdo da
multiplicacdo de S. aureus (PERES et al., 1997; SIMIONATTO et al., 2007; SILVA
JUNIOR et al., 2009).

Nas condi¢des ensaiadas, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre a atividade inibitéria dos extratos oriundos de coletas na época chuvosa e
seca, frente estirpes de S. aureus (p>0,05). Tais resultados discordam de Nader
(2010), que demonstrou haver diferenca na atividade antibacteriana dos extratos
provenientes de C. antisyphiliticus e de Baccharis dracunculifolia, preparados a partir
de material vegetal coletado nas épocas chuvosa e seca. Do mesmo modo, Alves
(2001) e Gobbo-Neto (2007), consideram a sazonalidade um fator importante que
pode interferir na composicdo dos metabdlitos secundarios das plantas, e por
consequéncia, na atividade antimicrobiana dos extratos vegetais (SALISBURY e
ROSS, 1992). A ndo variacao da atividade antibacteriana dos extratos vegetais
encontradas no presente estudo pode estar relacionada a presenga de compostos
constituintes do vegetal, e que, portanto, ndo se alteram significativamente com as
variagdes climaticas.

Os extratos metanodlicos obtidos das folhas das plantas ndo foram avaliados
quanto a atividade antibacteriana devido a colorag&o intensa, que causou turvacéo,
dificultando a leitura e a obtencgao de resultados confiaveis.

De acordo com a CBM, a atividade dos extratos vegetais foi bactericida.

5.3. Biofilme
5.3.1. Cristal Violeta

Em se tratando da inibicdo da formacao da biomassa, a MBIC dos extratos
vegetais (5 mg.mL™") apresentou uma variacao entre 30,48% e 88,89%, enquanto a
vancomicina (4 pg.mL™") inibiu 100% e a gentamicina (30 mg.mL™") 85,45% (Tabela
3).
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Tabela 3. MBIC dos extratos de Croton antisyphiliticus e C. urucurana, na
concentragéo de 5 mg.mL'1, preparados a partir de coletas na época
chuvosa e seca, na formacao de biofilme de Staphylococcus aureus,
por meio do CV, em comparagdo com gentamicina e vancomicina,
expressos em porcentagem.

Partes Vegetais/Solvente MBIC

Chuvosa Seca

Croton antisyphiliticus

Raiz / Agua 30,48 b -
Raiz / Cloroférmio 87,59 a A 88,55a A
Folha / Cloroférmio 88,04 a -
Folha / Hexano 88,89 a -
Croton urucurana
Casca / Cloroférmio 85,67 a -
Casca / Hexano 87,08 a A 88,94 a A
Folha / Cloroférmio 88,08 a -
Gentamicina 30 mg.mL”’ 85,35 a
Vancomicina 4 pg.mL”’ 100 a

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas na coluna e maiusculas na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott (a=0,05).

Com excec¢ao do extrato aquoso de raiz de C. antisyphiliticus que apresentou
atividade inibitéria significativamente inferior (30,48%) (p<0,05), os demais extratos
avaliados apresentaram MBIC em torno de 87%, nao diferindo estatisticamente entre
si e também em relagdo a atividade dos antibi6ticos (p>0,05). Notou-se, portanto,
que a atuacdo destes extratos sobre a biomassa de S. aureus foi semelhante aos
antibioticos em estudo, fato ndo observado nos ensaios realizados com células
livres. Carneiro et al. (2011) determinou que a atividade inibitéria do diterpeno
casbano, isolado a partir de Croton nepetaefolius, também foi mais relevante no
biofilme de S. aureus quando comparada as células cultivadas na forma plancténica,
corroborando, portanto, os resultados encontrados.

De acordo com Costerton, Stewart e Greenberg (1999), a matriz bacteriana
que envolve as células aderidas, € constituida principalmente por polimeros
organicos, contendo também proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais
minerais e vitaminas. Os extratos vegetais, por serem constituidos de diversas
substancias quimicas de origem natural, podem apresentar uma agéo significativa

sobre a estrutura da biomassa bacteriana. Gomes (2010) constatou que o farnesol,
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alcool de origem vegetal, destroi a matriz e a estrutura do biofilme, reduzindo a
quantidade do exopolissacarideo, poli-N-acetilglicosamina (PNAG) na matriz do
biofime de Staphylococcus epidermidis. O extrato etanodlico de Rhodomyrtus
tomentosa também atuou expressivamente no biofilme de Staphylococcus aureus e
S. epidermidis (SAISING et al., 2012). E importante ressaltar que a atividade dos
antimicrobianos em biofiimes depende do seu peso molecular, da presenca de
cargas positivas, do coeficiente de permeabilidade e da atividade bactericida
(HIDAYAT et al., 2006).

Conforme j& observado anteriormente, ndo houve diferenca estatistica
significativa na MBIC dos extratos preparados a partir de material vegetal coletado
na época chuvosa e seca do ano (p>0,05).

Na tabela 4 verifica-se a atuacdo dos extratos vegetais na erradicacao da
biomassa formada, por meio do CV, apds 24 horas de incubag¢do. A variacdo da
MBEC foi entre 11,29% a 100%, sendo que a gentamicina (30 mg.mL™") erradicou
13,92% do biofilme formado e a vancomicina 100%, na concentracédo de 8 ug.mL™".

O extrato hexanico de casca de C. urucurana (5 mg.mL™"), bem como o
diterpeno isolado de C. antisyphiliticus (250 ug.mL") destacaram-se com acao
significativamente superior a gentamicina, erradicando cerca de 50% e 56% da
biomassa bacteriana, respectivamente, porém inferior a vancomicina, que eliminou
100% (p<0,05).
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Tabela 4. MBEC dos extratos de Croton antisyphiliticus e C. urucurana (5 mg.mL"
1), preparados a partir de coletas na época chuvosa e seca, bem como
diterpeno isolado a partir de C. antisyphiliticus (250 pg.mL™"), frente
Staphylococcus aureus em biofilme, por meio do CV, em comparacgéo
com gentamicina e vancomicina, expressos em porcentagem.

Partes Vegetais/Solvente MBEC

Chuvosa Seca

Croton antisyphiliticus

Raiz / Agua 11,29d -
Raiz / Cloroférmio 2769 cA 28,49 cA
Folha / Cloroférmio 24,38 c -
Folha / Hexano 19,11 ¢ -
Diterpeno 56,06 b
Croton urucurana
Casca / Cloroférmio 28,69 c -
Casca / Hexano 4952b B 50,03 b B
Folha / Cloroférmio 12,69d -
Gentamicina 30 mg.mL™" 13,92 c
Vancomicina 8 ug.mL™ 100 a

Médias seguidas das mesmas letras minusculas na coluna e maiusculas na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott (a=0,05).

Segundo PEREIRA et al. (2012), o diterpeno avaliado no presente estudo,
denominado acido ent-kaur-16-en-18-oic, foi isolado como componente majoritario
do extrato cloroférmico de C. antisyphiliticus e apresentou MIC de 250 ug.mL
frente S. aureus livre. Pesquisas também identificaram atividade antibiofilme do
diterpeno casbano, isolado a partir de outra espécie de Croton, denominada C.
nepetaefolius, frente S. aureus e espécies de Streptococcus (CARNEIRO et al.,
2011; SA et al., 2012). Os terpendides representam a segunda maior classe de
metabdlitos secundarios presentes em plantas, com maior numero de constituintes
ativos, estes atuam sobre diversos microrganismos e presume-se que a atividade
bactericida esteja relacionada a ruptura da membrana celular da bactéria por
compostos lipofilicos (COWANN, 1999; ARANTES et al., 2005).

Os extratos hexanico de folhas, cloroféormico de folhas e raiz de C.
antisyphiliticus e cloroférmico da casca de C. urucurana (p>0,05) demonstraram

atividade MBEC semelhante a gentamicina, enquanto o extrato aquoso de C.
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antisihpyliticus e cloroférmico de folha de C. urucurana foram significativamente
inferiores aos demais (p<0,5).
A MBEC dos extratos nao variou em fungao da época de coleta das plantas,

coincidindo com os resultados obtidos nos ensaios anteriores.

5.3.2. Contagem de Unidades Formadoras de Colénia

Este método foi utilizado para quantificar as células bacterianas viaveis no
biofilme e aplicado aos extratos e substancias que tiveram atividade destacada na
técnica do CV (MBEC). E importante ressaltar que para avaliacdo da
susceptibilidade das bactérias no biofilme, o método da UFC & o mais indicado, pois
o CV néo detecta a presenca de células mortas ou vivas, apenas mensura por meio
de espectrofotometria a biomassa formada (PEETERS, NELIS e COENYE, 2008).

A atividade inibitoria dos tratamentos na populacéo de S. aureus em biofilme
foram descritas na Tabela 5. A vancomicina (32 pug.mL™") e os extratos de C.
antisyphiliticus e C. urucurana (5 mg.mL™") apresentaram médias estatisticamente
semelhantes na reducdo da populacdo bacteriana, em torno de 4 logaritmicos
(p>0,05). Enquanto o diterpeno isolado (250 ug.mL™") e a gentamicina (30 mg.mL"™"),
apresentaram atividade inferior, reduzindo cerca de 3 logaritmicos da populacéo de
Staphylococcus aureus. Rose e Poppens (2008) conseguiram uma reducgao de 1,8
logaritmicos na populacdo de S. aureus em biofilme utilizando vancomicina na
concentracgo de 15 ug.mL"™".

Portanto, nas condigbes ensaiadas, S. aureus em biofilme foram igualmente
susceptiveis a vancomicina e aos extratos cloroformico de raiz de C. antisyphiliticus
e hexanico de casca de C. urucurana. Enquanto a gentamicina e o diterpeno isolado,
também reduziram a populagéo bacteriana, porém com atividade inferior aos demais

tratamentos (p<0,05).
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Tabela 5. MBEC dos extratos de Croton antisyphiliticus, C. urucurana (5 mg.mL™")
e diterpeno isolado de C. antisyphiliticus (250 ug.mL™), frente
Staphylococcus aureus em biofilme, por meio da UFC, em comparacéao
com gentamicina e vancomicina, expressos em escala logaritmica.

Tratamentos Log UFC.mL™ Redugédo da populagao
(MBEC) bacteriana (Log UFC.mL'1)

Croton antisyphiliticus *9,97 *4 57 a

5 mg.mL™ **10,45 **4.09 a

Croton urucurana *10,38 *4,16 a

5 mg.mL”’ 10,47 **407 a
Diterpeno 250 pg.mL™ 11,42 3,12b
Gentamicina 30 mg.mL-’ 11,40 3,14 b
Vancomicina 32 ug.mL-' 9,94 46a

Controle*** 14,54 Oc

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott
Knott (a=0,05). *seca; **chuvas; ***estirpes livre de tratamentos.

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com GOMES (2010),
que constatou que o farnesol, alcool de origem vegetal, possui acédo semelhante aos
antibioticos utilizados no estudo, frente estripes de Staphylococcus epidermidis em
biofilme. Freire et al. (2009), utilizando o extrato glicolico de Rosmarinus officinalis
(alecrim), também conseguiram uma reducéo de 3,95 logaritmicos na populagédo de
S. aureus em biofilme, isolados da cavidade bucal de individuos submetidos a
antibioticoterapia prolongada.

Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura da atividade
antibacteriana de extratos e substancias isoladas de C. antisyphiliticus e C.

urucurana, frente a células bacterianas em biofilme.
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5.4. Avaliagao fitoquimica

5.4.1. Cromatografia em coluna

Foram obtidas a partir de cromatografia em coluna 4 fragdes do extrato
cloroférmio da raiz de Croton antisyphiliticus denominadas CAN1, CAN2, CANS3 e
CAN4 e 5 fragbes do extrato hexanico da casca de Crotfon urucurana denominadas
CUR1, CUR2, CURS3, CUR4 e CURS5 (Figura 21).

Figura 21. Fragdes de Crofon urucurana obtidas por meio da
cromatografia em coluna.

As fragbes obtidas por meio da CC foram avaliadas quanto a atividade no
biofilme formado de S. aureus (MBEC), na concentragao de 2,5 mg.mL™". Na tabela 6
foram descritos os resultados obtidos (UFC), bem como a planta originaria e o
solvente utilizado para obtencao das fragées.

As fracbes CAN1, oriunda de C. antisyphiliticus, e CUR2, CUR3 e CUR4,
obtidas de C. urucurana apresentaram atividade mais expressiva na redug¢do da

populagao bacteriana em biofilme do que as demais (p<0,05).
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Tabela 6. MBEC das fragdes de Croton antisyphiliticus e C. urucurana obtidas
por cromatografia em coluna, frente S. aureus em biofilme, por meio
da contagem de unidades formadoras de colénia. Resultados
expressos em escala logaritmica.

Fragoes Origem Solventes MBEC Redugéo da

2,5 mg.mL'1 log UFC.mL" populacao

bacteriana
CAN1 C. antisyphiliticus H:A (50:50) 11,41 3,43 a
CAN2 C. antisyphiliticus A 13,35 1,49b
CAN3 C. antisyphiliticus A:M (50:50) 13,92 0,92b
CAN4 C. antisyphiliticus M 14,77 0,07 b
CUR1 C. urucurana H:A (98:2) 12,69 2,15b
CUR2 C. urucurana H:A (50:50) 10,89 3,95a
CUR3 C. urucurana A 10,38 4,46 a
CUR4 C. urucurana A:M (50:50) 11,40 3,44 a
CURS C. urucurana M 14,25 0,59 b

Controle* 14,84 Ob

H: hexano; A: acetato de etila; M: metanol
Médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott
(0=0,05). * estirpes livre de tratamentos.

Baseado nestes resultados, as fragdes CAN1 e CUR3 foram submetidas a
avaliagdo por espectrometria de massa, com o intuito de identificar as possiveis

substancias ativas.

5.4.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa

As analises por CG/MS mostraram que a fragcdo CAN1 de C. antisyphiliticus
continha 39 compostos apolares, sendo que os compostos majoritarios foram alfa
gurjuneno (15,50%) e dehidro-aromadendreno (14,11%), ambos sesquiterpenos
do tipo triciclico (Anexo1).

Pereira et al. (2012) identificou o acido ent-kaur-16-en-18-oic como
diterpeno majoritario do extrato cloroférmico de raiz de C. antisyphiliticus..

obtencdo dos compostos majoritarios esta diretamente relacionada

O ©» > O

metodologia e aos solventes empregados nos processos de separagao
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purificacao, justificando, portanto, a obtengdo de compostos majoritarios no
presente estudo diferentes dos apresentados por Pereira et al. (2012).

A fracdo CURS3 de C. urucurana foi constituida por 70 compostos apolares,
com predominancia de P-menth-1-ene-3.8-diol (14,96%), éxido limoneno (15,85%)
e alfa copaeno-11-OL (11,72%), sendo os dois primeiros monoterpenos e o
ultimo sesquiterpeno (Anexo 2).

Estudo fitoquimico da espécie C. urucurana identificou a presenca de um
novo terpendide (sesquiterpeno), isolado a partir de uma fragdo acetato de etila,
oriunda do extrato hexanico da casca do caule (ZUCHINALLI, 2009). Pizzolatti et al.
(2013) encontraram diterpenos clerodanos em extrato vegetal da casca da referida

planta.

5.4.3. Bioautografia

A revelacédo das placas submetidas a bioautografia das fragbes CAN1 e CURS3
identificou as regides cromatograficas que formaram os halos de inibigcdo. Os
controles positivos foram a fragdo CAN1 e CUR3 néo eluidas, e o controle negativo
foi o veiculo sem ativo, situado no centro da placa, entre os controles positivos
(Figura 21). Esta técnica, de execugdo simples e rapida, teve como objetivo
identificar a banda ou regido cromatografica com atividade inibitéria na multiplicacéo
de bactérias livres (SAXENA et al., 1995).

Marston (2011) considera a bioautografia a técnica ideal para investigagdo de
atividade bioldégica de constituintes vegetais, pois requer uma quantidade muito
pequena da amostra a ser analisada, ndo ha interferéncia de solventes, direciona o

constituinte alvo, além de ser facil e rapidamente exequivel.
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Figura 22. Bioautografia das fracdes CAN1 e CURS3 apresentando halos de inibicdo na
multiplicagéo de S. aureus livre.

5.4.4. Cromatografia em Camada Delgada

Baseado em todos os dados obtidos optou-se por dar continuidade ao
processo de purificagdo da fragdo CUR3 de C. urucurana.

Através da CCDC foram identificadas oito bandas cromatograficas desta
fracdo (Figura 23), das quais, duas apresentaram-se em concentragao maior, o que

possibilitou o isolamento.

Figura 23. Placa cromatografica de fragdo CUR3 com 8
bandas identificadas, indicadas pelas setas.

A subfracdo CUR3.4/5, constituida pelas sub-fragbes CUR3.4 (Figura 24) e
CURS3.5 (Figura 25) apresentaram 6 substancias. E a subfragcdo CURS3.7, constituida

por duas substancias (Figura 26).
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Os resultados obtidos a partir dos cromatogramas em CG/MS permitiram a
reunido das fragbes CUR3.4 e CUR3.5 de C. urucurana por apresentarem perfil
quimico semelhante (Figura 24 e 25). Enquanto a fragdo CUR 3.7 permaneceu
isolada por apresentar cromatograma diferenciado (Figura 26). Os compostos
majoritarios apresentaram caracteristicas de mono e sesquiterpenos quando
comparados as estruturas das substancias armazenadas na biblioteca Nist do
CG/MS.
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Figura 24. Cromatograma da fracdo CUR3.4 de Croton urucurana, emitido por CG.
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Figura 25. Cromatograma da fracdo CUR3.5 de Croton urucurana, emitido por CG.
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Figura 26. Cromatograma da fracdo CUR3.7 de Croton urucurana, emitido por CG.

Placas preparativas da subfragdo CUR3.7 foram submetidas a eluicdo com

hexano e acetato de etila (30:70) e foram identificadas duas substancias distintas,

denominadas CURS3.7A e CUR3.7B (Figura 27). Ap

das bandas

OS recuperacao

Ia

cromatograficas foi obtida uma amostra de 1 mg de cada substancia, que
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submetidas novamente a cromatografia gasosa foi confirmada sua pureza
(CURS.7A). Na substancia identificada como CURS3.7B, ainda havia tragos da

primeira, sendo necessario, portanto, elui-las novamente.

Figura 27. Placa preparativa revelada com vanilina
sulfdrica e luz ultravioleta, indicando a
separacédo entre as fracdes CURS3.7A e
CURS3.7B de Croton urucurana.

Apdés a obtengdo destas substancias puras, todas as subfragdes e
substancias isoladas foram submetidas a contagem de unidades formadoras de
colénia. A MBEC da subfracao CURS3.4/5, e substéncias CUR3.7A e CUR3.7B, na
concentracdo de 500 pg.mL™", foi estatisticamente superior a atividade da fracédo
CURB3.7 e dos antibiéticos vancomicina e gentamicina frente S. aureus em biofilme
(p<0,05) (Figura 28).

Rios e Reccio (2005) consideram interessante, em termos de prospecc¢ao
terapéutica, a atividade antimicrobiana de extratos vegetais em concentracdes
inferiores a 100 uyg.mL™" e, em se tratando de substancias puras a concentragéo
maxima aceitavel seria de 10 ug.mL™". Em contrapartida, Eloff (2004) define como
100 mg.mL'1, a maior concentragdo toleravel para atividade antimicrobiana de
extratos vegetais. No estudo vigente, os extratos vegetais e substancias isoladas
apresentaram atividade antibiofiilme em concentragbes maiores que os valores
propostos por Rios e Reccio (2005) e significativamente inferior aos valores
sugeridos por Eloff (2004).
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Figura 28. Atividade das subfracdes e substancias isoladas de Croton urucurana na
reducdo da UFC de S. aureus em biofilme. Médias seguidas das
mesmas letras n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott
Knott (a=0,05).

5.5. Microscopia eletrénica por varredura (MEV)

As eletromiografias geradas na microscopia por varredura estdo apresentadas
na figura 29.

Nas imagens obtidas observa-se uma inibicdo significativa na populagao
bacteriana aderida em todos os tratamentos avaliados, com destaque para as
subfragdes oriundas do extrato hexanico de C. urucurana, CUR3.4/5 e CUR3.7, nas
quais nao foram encontradas col6nias aderidas. O controle do in6culo de S. aureus
apresentou expressiva aderéncia no cupom de ago, conforme esperado.

O aco inoxidavel, descoberto na Inglaterra em 1912, corresponde a uma liga
composta por ferro e cromo. O cromo, devido a sua alta afinidade com o oxigénio,
tende a se combinar com este formando uma fina camada de 6xido de cromo,
responsavel pela resisténcia a corrosdo e pela hidrofobicidade do aco inoxidavel.
Neste contexto, a adesdo bacteriana esta diretamente relacionada ao grau de
hidrofobicidade da superficie, ou seja, quanto mais hidrofébica, maior a sua
capacidade de se ligar (SHENG, TING e PEHKONEN, 2007). Um teste de
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hidrofobicidade, realizado por Yokoo et al. (2004), demonstrou que S. aureus possui

caracteristicas hidrofébicas, facilitando portanto, a adesao na superficie referida.

Figura 29. Eletromiografias da atividade dos tratamentos no biofilme de S. aureus, aderido em
cupons de ago e obtidas por microscopia eletrénica por varredura. A.Fragao de C.
antisiphyliticus CAN1. B.Fragdo de C. urucurana CUR3. C. Subfracdo de C.
urucurana CURS3.4/5. D.Subfragdo de C. urucurana CUR3.7. E.Vancomicina.

F.Controle do in6culo livre de tratamento.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo as estirpes de Staphylococcus aureus cultivadas na forma
livre foram sensiveis aos antibioticos gentamicina e vancomicina, no entanto quando
cultivadas em biofilme foram expressivamente resistentes aos antibioticos.

Extratos brutos de ambas espécies de Croton inibiram a formagéo do biofilme
de S. aureus, semelhantemente aos antibidticos.

O extrato bruto cloroférmico de Croton antisyphiliticus apresentou atividade no
biofiime formado de S. aureus equivalente ao antibioético gentamicina e a fragéo
purificada foi superior a este antibi6tico.

Quanto ao Croton urucurana, o extrato bruto hexanico também foi menos ativo
quando comparado as fragdes enriquecidas e substancias puras. Estes compostos,
com caracteristicas apolares, apresentaram atividade inibitéria significativamente
superior aos antibiéticos gentamicina e vancomicina, frente S. aureus em biofilme.

Em células livres, os extratos vegetais apresentaram atividade inibitéria frente
S. aureus inferior aos antibiéticos avaliados.

Nas condigdes ensaiadas, ndo foi observada influencia sazonal na composigéo
quimica dos extratos vegetais e por consequéncia na atividade antibacteriana das
espécies de Croton.

Entre as duas espécies de Croton avaliadas, C. urucurana foi a espécie mais
promissora quanto a atividade antibacteriana frente S. aureus, causadores de
mastite bovina, apresentando potencial terapéutico e preventivo na enfermidade em

estudo.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Baseado nos resultados apresentados, torna-se interessante a identificacao
das substancias quimicas isoladas nas subfragbes de Croton urucurana (CUR3.7A e
CURB3.7B) que apresentaram relevante atividade antibiofilme frente S. aureus, bem
como o fracionamento e separagdo das substancias presentes na subfragao
CURS3.4/5, que também apresentou atividade antibiofilme destacada.

Embora novos estudos sejam necessarios, o presente estudo aponta valiosas
possibilidades futuras na aplicabilidade dos produtos naturais avaliados.

Considerando que a higienizacdo eficaz dos equipamentos e fomites
envolvidos na cadeia produtiva do leite contribuem significativamente no controle da
mastite bovina, um aspecto importante seria a incorporagdo dessas substancias
naturais na producao de antissépticos e sanitizantes utilizados nos equipamentos
das industrias e plataformas de obtencao de leite, uma vez que demonstraram efeito
inibitorio significativo na adesdo do Staphylococcus aureus em superficies de ago
inoxidavel.

Outro ponto relevante na utilizagdo de produtos naturais no tratamento e
controle da mastite seria a manutengcdo da saude do rebanho e seu desempenho
produtivo reduzindo os custos de produgao e ainda, gerando um produto final com
menor risco de contaminacgéo de residuos e também com menor impacto ambiental.

Assim, os extratos vegetais e substancias isoladas de Croton urucurana
poderao ser ferramentas notaveis ndo apenas no tratamento, mas também no
controle e prevencdo da mastite bovina, aspectos primordiais para impedir a

instalagdo e permanéncia da doenga em um rebanho.
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ANEXO 1

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa da fragao

hexano/acetato de Croton antisyphiliticus.
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ANEXO 2

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa da fragao acetato de

Croton urucurana.
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