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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIA,NA IN VITRO E IN VIVO DE
CROTON URUCURANA BAILLON (SANGRA D'AGUA). Oliveira, I. S. Dissertagdo
submetida a Coordenacdo de Programas de Pos-Graduagdo em Medicina da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato Grosso, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da Satde. Orientador: Domingos Tabajara de
Oliveira Martins. Co-Orientadora: Regilane Matos da Silva.

Nos ultimos anos tem-se observado o aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos
disponiveis no mercado. Diante desta problematica torna-se necessario o desenvolvimento de
novos antibioticos farmacologicamente ativos. As plantas medicinais brasileiras representam
uma alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, pois o Brasil ¢
detentor de uma rica diversidade vegetal e étnico-cultural. Crofon wurucurana Baillon
(Euphorbiaceae), conhecida popularmente por sangra d'agua ou sangue de dragio,
comumente encontrada no cerrado mato-grossense, ¢ usada na medicinal tradicional para
tratar inflamagdes, infecgdes, cancer, diarréia e ferimentos. O objetivo desse estudo foi avaliar
a atividade antibacteriana do Crofon urucurana frente as bactérias, gram-positivas e gram-
negativas em modelos experimentais in vitro e in vivo. A atividade antibacteriana dos latex in
natura e seco e dos extratos das folhas e entrecasca de C. urucurana foram avaliadas pelo
método de difusdo em disco. Os latex in natura e seco e os extratos cloroformico e etandlico
da entrecasca foram selecionados para a determinagdo da concentragdo inibitoria minima
(CIM). A partir da determinacdo da CIM, foi realizada a abordagem fitoquimica preliminar e
a bioautografia do latex seco e do extrato etandlico da entrecasca. A atividade in vivo do latex
seco foi avaliada pelo modelo de infecgdo sistémica em camundongos induzida por S. aureus
e K. pneumoniae. Os latex in natura e latex seco apresentaram melhor atividade
antibacteriana quando comparados aos extratos das folhas e entrecasca nos ensaios de difusdo

em disco e microdiluicdo em caldo. A abordagem fitoquimica preliminar do latex seco e do

extrato etandlico da entrecasca revelou as presencas de alcaldides, antocianidinas,

Xii



antocianinas, catequinas, esterdides, fenois hidrolizaveis, flavonas, isoflavonas, quinonas,
saponinas, os quais segundo a literatura sdo dotados de atividade antimicrobiana. O ensaio de
bioautografia revelou que o latex seco e o extrato etanodlico apresentam substincias de
natureza e polaridades distintas capazes de inibir o crescimento bacteriano. O latex seco
apresentou atividade antibacteriana in vivo prevenindo a morte dos animais infectados. Os
resultados apresentados demonstram que C. urucurana apresenta atividade antibacteriana de

baixa poténcia farmacoldgica, validando seu uso popular em certos processos infecciosos.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY IN VITRO AND IN VIVO OF
CROTON URUCURANA BAILLON (SANGRA D’AGUA). Oliveira, I. S. Dissertation
submitted to coordination of the course of Pos-Graduation in Sciences of the Health, the
Department of Basic Sciences in Health of the College of Medical Sciences of the Federal
University of Mato Grosso, as partial requisite for obtaining of the degree Master in Sciences
of the Health. Advisor: Domingos Tabajara de Oliveira Martins. Co-advisor: Regilane Matos
da Silva.

In the last years, the increase of the bacterial resistance to antibiotics availables in the market
has been observed. Ahead of this problematic, the development of new active antibiotic
becomes necessary. As alternative we have the medicinal plants for the development of these
new agents antimicrobials. Beyond that the Brazil to be a detainer of a rich biodiversity.
Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae), known popularly for sangra d'agua or dragon
blood, commonly found in the Mato-grosso's savanna, is used in traditional medicines for to
treat inflammations, infections, cancer, diarrhoea and wounds. The aim of this study was to
evaluate the antibacterial activity of Croton urucurana against the strains positive-gram and
negative-gram in antimicrobial models in vitro and in vivo. The antibacterial activity of latex
in nature and dry and extracts from leaves and stem-bark, were evaluated with disk-diffusion
method. The latex in nature and dry latex and chlorophormic and ethanolic extracts from
stem-bark were selected for the minimal inhibitory concentration (MIC) determination. After
the determination of MIC, it was carried the preliminary phytochemistry assays and
bioautographic of the dry latex and ethanolic extract from stem-bark. The in vivo activity of
dry latex was evaluated by the systemic infection model in mice for S. aureus and K.
pneumoniae. The in nature latex and dry latex had better presented when comparative the
activity to extracts of leaves and stem-bark in both assays (disk-difussion and determination

of MIC). In phytochemistry assays, the dry latex and ethanolic extract from stem-bark showed

the presence of secondary metabolic, that according to literature are in relation to

Xiv



antimicrobial activity. The bioautographic assay disclosed that these tests drugs present
substances possess of nature and polarities distinct capable to inhibit the bacterial growth. The
dry latex presented in vivo antibacterial activity in to prevent the death of infected animals.
Ours results showed that C. urucurana presents antibacterial activity, confirming its popular

use certain as antiinfectous process.
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades

A época aurea da terapia antimicrobiana iniciou-se em 1941 e desde entdo inimeros
pacientes foram curados de infec¢des potencialmente fatais, usando-se um ou mais esquemas
terapéuticos com os antibioticos (Falcdo et al., 2002).

O uso indiscriminado de antibidticos contribuiu para o crescente surgimento de
patdégenos multirresistentes, iniciando com as sulfanamidas, drogas utilizadas no tratamento
de infecgcdes meningocdcicas e gonococicas na década de trinta. Desde entdo, as bactérias
desenvolveram capacidade de adaptacdo de distintos mecanismos de resisténcia frente ao
enorme arsenal de antibioticos disponiveis (Falcéo et al., 2002; Patifio, 2003).

A evolugdo e disseminagdo dos microorganismos resistentes aos antibioticos
resultaram de varias combinag¢des, como o uso inadequado e irracional dessas drogas,
desperdicios de restos de antimicrobianos no meio ambiente, seus empregos industrial
(conservacdo de alimentos) e comercial (engorda de animais) e a versatilidade genética dos
microorganismos, como as muta¢des genéticas, sintese de enzimas que inativam a droga e
prevengdo de acesso ao sitio de agdo (inibigdo da absor¢do ou aumento da excre¢do) ou
modificag@o do sitio alvo (Freitas et al., 2004; Tavares, 2000).

Associado a resisténcia antimicrobiana, houve um aumento dramatico de infecgdes,
principalmente fingicas, como resultado das imunodeficiéncias associadas Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), quimioterapia anticancerigena, transplantes, aos idosos e

neonatos (Schaechter et al., 2002; Zacchino et al., 2003).




Os antibidticos correspondem a 12% de todas as prescricdes ambulatoriais nos
Estados Unidos. Isso gera dispéndios de 15% dos 100 bilhdes de dolares gastos anualmente
com medicamentos, existindo cerca de 4.000 antibidticos conhecidos, dentre eles os de ultima
geragdo (Patifio, 2003).

Apesar do crescimento consideravel na producdo dos antimicrobianos, é observado
que o aumento da resisténcia bacteriana ¢ mais rdpida que a capacidade da industria em
produzir novos antibioticos.

Com base no exposto, torna-se necessario medidas para assegurar o uso racional dos

antibidticos, a implementacdo de pesquisas visando a compreensdo do mecanismo genético da

resisténcia, bem como o desenvolvimento de novas drogas, particularmente de fontes naturais.

1.2. Bactérias

As bactérias sdo seres procariontes (células destituidas de mnucleo), simples,
encontrados na maioria dos ambientes naturais, capazes de causarem mais doengas
infecciosas do que qualquer outro parasita (Rang et al., 2007).

Sdo células esféricas ou em forma de bastonetes curtos com tamanhos variados,
alcancando micrometros, procarioticas uni ou pluricelular, com organizagdo relativamente
simples e caracteristicas. Apresentam varias estruturas, algumas das quais estdo presentes
apenas em determinadas espécies, enquanto outras sdo essenciais, e, portanto encontradas em
todas as bactérias (Schaechter et al., 2002; Trabulsi et al.; 2002; Murray et al., 2004; Mims et
al.; 2005).

A citologia bacteriana, estrutura interna e algumas externas ddo idéia do
funcionamento das bactérias. Podem apresentar estruturas como flagelos, fimbrias, capsulas,

esporos, estruturas estas que estdo envolvidas com a viruléncia e patogenicidade da bactéria.



As invaginagdes presentes na membrana citoplasmatica (mesossomos) estdo envolvidas com a
duplicacdo do DNA (Murray et al., 2004; Mims et al., 2005).

Uma das estruturas essénciais da bactéria ¢ a membrana citoplasmatica, estrutura
que mede aproximadamente 8 um de espessura, responsavel pela separacdo do citoplasma
com o meio externo, composta por 60% de proteinas imersas em uma camada fosfolipidica,
variando entre diferentes espécies bacterianas e condi¢des de cultivo (Sartori, 2005). Essa
camada lipidica é semelhante aos dos eucariontes, mas ndo contém esterdides (por exemplo,
colesterol), sendo os micoplasmas uma excecdo (Schaechter et al., 2002; Murray et al., 2004).

A parede celular ¢ uma estrutura rigida que ¢ responsavel pela forma bacteriana e
desempenha papel na divisdo celular, como primer para sua biossintese. E constituida por
acido diaminopimérico, acido muréanico e acido teicdico e também aminoacidos, carboidratos
e lipidios. O principal componente da parede celular dos procariontes é o peptidoglicano
(mucopeptideo ou mucerina) que € responsavel pela sua rigidez. A parede celular tem como
funcdo proteger a célula bacteriana e manter a pressdo osmotica intrabacteriana, além de
funcionar como suporte de antigenos somaticos bacterianos.

Com base nas caracteristicas da parede celular, as bactérias podem ser classificadas
em gram-positivas e gram-negativas, baseando-se na coloracdo ou ndo destes
microorganismos pelo método de Gram. (Schaechter et al., 2002). A parede celular de
bactérias gram-positivas difere-se das bactérias gram-negativas pela presenga de uma espessa
camada de peptidoglicano e pela auséncia de uma membrana externa. Esta diferenga de
constituicdo da parede celular ¢ a base da coloracdo de Gram, uma técnica primordial no
diagnéstico microbioldgico, visto que através dela se definem caracteristicas morfologicas e
tintoriais da bactéria em pesquisa (Figura 1).

Porém o significado desta coloragdo ultrapassa de longe o conceito de uma simples

reagdo de cor empirica. Os microorganismos gram-positivos e gram-negativos diferem em



varios aspectos, ¢ ndo apenas na estrutura de parede celular, o que implica na agdo dos

antibioticos (Rang et al., 2007).

Gram-positivo Gram-negativo
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Figura 1. Diferencas estruturais entre as bactérias gram-positivas e gram-negativas.

1.2.1. Bactérias Gram-positivas

A parede celular dos microrganismos gram positivos ¢ uma estrutura relativamente
simples, com uma camada de peptidoglicano mais espessa (15-50 nm) do que nas bactérias
gram-negativas e, desta forma mais rigida. Consiste em cerca de 50% de peptidoglicano, de

40-45% de polimeros acidos (responsaveis pela elevada polaridade da superficie celular e que

4



apresentam carga negativa) e de 5-10% de proteinas e polissacarideos. A camada de
polimeros fortemente polares influéncia a penetragdo celular de compostos com carga
positiva, como a estreptomicina (Rang et al., 2007).

As bactérias gram-positivas sdo sensiveis a lisozima e sua parede celular constitui
alvo de agdo de alguns antibidticos, bem como apresenta elementos basicos para a

identificacdo sorologica da espécie.

Enterococcus faecalis

Sdo cocos gram-positivos entéricos, classificados como Streptococcus do grupo D,
apresentam antigeno D na superficie de sua parede celular. Sio microorganismos comensais
com limitado potencial de produzir doenca, pois suas toxinas sdo de baixa viruléncia. Sdo
causa de doengas comensais (adquiridas em hospitais), sendo responsavel por 10% das
infecgdes em pacientes que fazem uso de catéteres urinarios ou intravasculares ou naqueles
hospitalizados por um longo periodo e que receberam antibidticos de amplo espectro de agdo.
Assim sendo, podem ser as causas de bacteremia, endocardite, infecgdes do trato urinario

(ITU) e infecgdes em ferimentos (Murray et al., 2004).

Staphylococcus aureus

Sdo cocos gram-positivos, catalase positivos, residentes da microbiota da pele e
mucosa.

O Staphylococcus aureus ¢ comumente envolvido em infecgdes piogénicas
humanas tanto de origem comunitiria como hospitalar, localizadas na pele (foliculites,
furunculose) ou em regides mais profundas (osteomielite, bacteremias, pneumonia,

endocardites). Atualmente, espécies coagulase-negativas podem ser responsaveis por



infeccdes graves em pacientes imunocomprometidos ou aqueles submetidos a implantes de

proteses nos ambientes hospitalares (Schaechter et al., 2002; Sartori, 2005).

Staphylococcus epidermidis

Sdo cocos gram-positivos, coagulase negativos que fazem parte da microbiota
normal da pele e mucosa (Trabulsi et al., 2002).

O S. epidermidis ¢ um patdgeno oportunista associado a sepse, endocardite pos
protese de vavulas e em infecgdes por drenos. A producdo extracelular de muco ¢ um
marcador de viruléncia e contribui para colonizar os implantes plasticos (proteses e catéteres
endovenosos) (Mims et al., 2005).

Pesquisas recentes mostram esse patdogeno ¢ uma das principais causas de oftalmite
apos o procedimento cirurgico de implantacdo de lentes intra-oculares, especialmente em

pacientes imunodeprimidos, como no caso dos portadores HIV-positivos (Gus et al., 2006).

Streptococcus pyogenes

Sdo cocos gram-positivos em cadeia, catalase-negativos, pertencentes ao grupo A, 3-
hemoliticos.

Possuem a capacidade de aderirem a superficie das células do hospedeiro, de
invadirem células epiteliais, de apresentarem formas de escape da fagocitose e capacidade de
claborarem enzimas (estreptocinases A e B, desoxirribonucleases, hialuronidases) e
exotoxinas (estreptolisinas O e S eritrogénicas), desta forma contribuindo para sua viruléncia.
Produzem infec¢des das vias respiratorias superiores, pele e tecidos moles, ou seja, faringite e

erisipela (Murray et al., 2004; Mims et al., 2005).



1.2.2. Bactérias Gram-negativas

Apresentam um espago periplasmatico, que contém enzimas como as proteases,
nucleases, lipases e B-lactamases e proteinas transportadoras (Trabulsi et al., 2002).

A parede celular das gram-negativas apresentam uma camada mais delgada (2 nm),
com composi¢io mais complexa. E superposta por uma membrana externa, ancorada por
fosfolipideos, lipopolissacarideos (LPS) e lipoproteinas no peptidoglicano, sendo as duas
ultimas as mais importantes (Murray et al, 2004; Mins et al., 2005).

A membrana externa distingue as bactérias gram-negativas das gram-positivas,
servindo como barreira seletiva aos xenobidticos. Os polissacarideos complexos presentes na
camada externa constituem as endotoxinas que in vivo desencadeiam varios aspectos da
reacdo inflamatdria, como a ativagdo do sistema complemento.

O LPS presente na membrana externa atua como fator de viruléncia, causando febre,
diarréia, hemolise, podendo levar ao choque potencialmente fatal (Murray et al, 2004; Mins et
al., 2005).

Apresentam proteinas de membrana que formam canais transmembranicos repletos
de agua, denominados porinas, através dos quais os antibidticos hidrofilicos podem deslocar-
se livremente.

A barreira representada pela camada externa contribui para a resisténcia das
bactérias gram-negativas a varios antibioticos, incluindo a benzilpenicilina, meticilina,

macrolideos, bacitracina (Rang et al., 2007).



Escherichia coli

Sdo bacilos gram-negativos, moveis ou ndo, pertencentes a flora intestinal, capazes
de sintetizarem os aminoacidos, nucleotideos, lipidios e carboidratos necessarios para o seu
crescimento (Murray et al., 2004).

A E. coli ¢ uma bactéria comum e clinicamente importante, estd associada a uma
variedade de doengas como a sepse, as ITU, meningites e gastroenterites. Apresenta oS
antigenos O, H e K relacionados com sua patogenicidade e também uteis para sua
identificacdo. Possui ampla variedade de fatores de viruléncia, como as adesinas e as
exotoxinas. As infecg¢Oes causadas por essa bactéria, com excegdo da meningite neonatal e das
gastroenterites, sdo de natureza endogena, manisfestando-se em pacientes com as defesas

comprometidas (Murray et al., 2004).

Klebsiella pneumoniae

Sdo bacilos gram-negativos, sem exigéncias de crescimento. Possuem endotoxinas,
fimbrias e outras adesinas, apresentam capsulas que dao aspecto mucoide as coldnias ¢
contribuem para sua viruléncia.

A Klebsiella pneumoniae esta relacionada com infec¢des oportunistas em pacientes
imunocomprometidos, como infecgdes do trato respiratério e urinario. Pode causar
pneumonia lombar primaria adquirida em locais de aglomerados comunitdrios, sendo os
alcoolatras os mais propensos a desenvolverem este tipo de enfermidade. Mostra resisténcia a
varios antibidticos, geralmente mediada por plasmideos (Murray et al., 2004; Mims et al.,

2005).



Pseudomonas aeruginosa

E encontrado no ambiente hospitalar, em reservatorios umidos, como alimentos,
pias, sanitarios, equipamentos de tratamento respiratorio e didlise (Murray et al., 2004).

O género compreende grande nimero de espécie sendo Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas malthophilia e Pseudomonas cepacia as de interesse clinico (Trabulsi et al,
2002).

A Pseudomonas aeruginosa possui varios fatores de viruléncia, tais como as
adesinas, capsulas, toxinas e enzimas (Murray et al., 2004). E causa de infecgdes oportunistas
em processos cirirgicos, queimaduras e pneumonia apds procedimentos de intubacgio,

podendo resultar em bacteremias severas.

Salmonella typhimurium

Sao bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos e fermentadores de glicose.

A sua infeccdo se da pela ingestdo de produtos alimentares contaminados (aves,
ovos, laticinios). Pacientes imunocomprometidos e aqueles com acidez gastrica diminuida sdo
os grupos de maior incidéncia de infec¢do por esta bactéria. Podem desenvolver bacteremias ¢
enterites caracterizadas por febre, ndusea, diarréia e vOmito sanguinolentos e colicas

abdominais (Murray et al., 2004).

Shigella flexneri

A S. flexneri ndo pertence a microbidota normal do intestino humano. Sé&o
responsaveis por diarréia, muitas vezes graves, causam doengas por invadirem e replicarem
nas células que revestem a mucosa géastrica. E causa comum de Shigellose, sendo uma das

principais doencas infantis (Murray et al., 2004; Mims et al., 2005).
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1.3. Antimicrobianos

O termo antimicrobiano ¢ comumente usado para designar um antibiotico. Agente
antimicrobiano pode ser definido como entidades quimicas que matam ou inibem o
crescimento de microorganismos.

Os antibiodticos, em geral, sdo produtos metabolicos naturais produzidos por varias
espécies de microorganismos (particularmente fungos) ou derivados semi-sintéticos destes, ou
mesmo de origem sintética, capazes de impedirem o crescimento ou destruirem
microorganismos (fungos, bactérias, virus) (Patifio, 2003; Mims et al., 2005).

Os preparados a base de casca de soja ja eram utilizados pelos chineses para o
tratamento de furinculos a pelo menos 2500 anos atras (Patifio, 2003).

A partir de 1877, Pauster e Joubert relatam o potencial dos microorganismos como
agentes terapéuticos. Foi Erlich (1900) o primeiro a formular os principios de toxicidade
seletiva apresentada pelos antimicrobianos, a determinar as relacdes quimicas entre os
parasitas e os antimicrobianos, a descrever o mecanismo da resisténcia antibacteriana e o
papel da terapéutica combinada no combate a esta resisténcia.

No século XX, surgiram os primeiros quimioterapicos de acdo sistémica. As
descobertas de Paul Erlich revolucionaram a terapéutica e impulsionaram o desenvolvimento
da industria quimico-farmacéutica de sintese. Em 1905, Paul Ehrlich utilizou o termo
“Quimioterapia” para descrever o uso de substancias quimicas sintéticas destinadas a destruir
agentes infecciosos (De Souza et al., 2003). Em 1908, Gemo sintetizou a primeira sulfa, a
sulfanilamida (Patifio 2003).

No ano de 1928, com a descoberta da penicilina isolada do fungo Penicillium,
primeiro antibiodtico de utilidade clinica, Alexander Fleming deu inicio a era da

antibioticoterapia. Porém a penicilina da forma obtida, o primeiro antibiotico natural, tinha
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fraca atividade. A purificagdo e¢ avaliacdo antibacteriana dessa substincia foram realizados
por Florey e colaboradores (1939) em Oxford marcando o seu uso terapéutico (Sartori, 2005).

Na década de 30 iniciou-se a era da sulfa com Domak, sendo o primeiro a
demonstrar um agente quimioterapico capaz de influenciar a evolu¢do de uma infecgdo
bacteriana. Descreveu a efetividade das sulfas, o Protonsil®, um corante que demonstrou ser
um pro-farmaco in vitro, exigindo o seu metabolismo in vivo, para produzir um produto ativo
(sulfanilamida) (Rang et al, 2007). E em 1940, Woods descobre o mecanismo de a¢do das
sulfonamidas durante a idade de ouro da sintese dos quimioterdpicos. E desde entdo foram
desenvolvidas numerosas sulfonamidas que continuam sendo uteis (Patifio, 2003).

A partir de 1941 comega a producdo em grande escala e a utilizagdo da penicilina
com bons resultados na clinica (Patifio, 2003). O resultado final desse progresso cientifico
refletiu na mudanca da expectativa de vida para pacientes portadores de varias doengas
infecciosas, antes de dificil tratamento ¢ alta mortalidade (Schaechter et al., 2002).

Por volta de 1944, Waksman inicia uma busca de microorganismos produtores de
substancias com atividades antibacterianas, descobrindo a estreptomicina iniciando a era dos
quimioterapicos naturais, descobrindo também novos antibioticos originados de fungos e de
outras bactérias. Nas décadas de 40 e 50 foram desenvolvidas também a tetraciclina, o
cloranfenicol, a eritromicina e as penicilinas semi-sintéticas (Patifio, 2003; Rang et al., 2007).

Na década de 70, foi a vez da descoberta da trimetropima e sua eficacia quando
associada ao sulfametoxazol (co-trimoxazol). Mais recentemente foram introduzidos na
clinica antibidticos de Ultima geracdo, como os carbapenens, quinolonas, assim como
avangam-se as pesquisas para o desenvolvimento de novos antibidticos (Patifio, 2003; Rang et

al., 2007).
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1.3.1. Classificacao dos Antimicrobianos

As acdes dos antibidticos se refletem em termos de espectro bacteriano. Alguns
antibidticos atuam em grupos seletos de microorganismos, a estes sao atribuidos como de
espectro de acdo pequeno ou seletivo, outros atuam sobre um grande nimero de
microorganismos, entdo denominados de antibioticos de amplo espectro de agdo (Rang et al.,
2007).

Segundo os efeitos dos antibidticos sobre as bactérias, estes podem ser classificados
em bacteriostaticos ou bactericidas (Tabela 1). Bacteriostaticos sdo aqueles que inibem o
crescimento bacteriano, o qual retorna a multiplicar-se com o interrompimento do tratamento
e bactericidas os que possuem capacidade de destruir as bactérias, sua acdo terapéutica ¢

irreverssivel (Penildon, 2002; Patifio, 2003; Rang et al., 2007).

Tabela 1. Classificacdo dos antibidticos segundo o seu efeito sobre as bactérias.

BACTERICIDAS BACTERIOSTATICOS
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Sulfonamida
Aminoglicosideos Novobiocina
Rifampicina Cloranfenicol
Quinolonas Macrolideos
Monobactamicos Isoniazida
Polimixina B Trimetoprima
Cefamicinas Ciclosserina
Bacitracina Dapsona
Carbapenens -
Colistina ---
Teicoplamina -

12
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Os antimicrobianos também podem ser classificados de acordo com o seu

mecanismo de ac¢do, tendo como alvo de acdo as estruturas da célula bacteriana, conforme se

segue:

a) Inibidores da Sintese da Parede Celular

A parede celular das bactérias € um envoltorio de protecdo. O principal constituinte
¢ o peptidoglicano, cuja sintese consiste de trés etapas principais, cada uma destas afetada por
diferentes grupos de antibiotico.

A inibicdo da sintese da parede celular exerce um efeito bactericida. Os farmacos
pertencentes a este grupo sdo denominados de antibioticos B-lactamicos, compreendendo:

¢ Penicilinas: benzilpenicilina, fenoximetilpenicilina, ampicilina, amoxicilina,
pivampicilina, carbenicilina, ticarcilina, azilocilina.

o Cefalosporinas: cefalexina, cefaclor, ceftriaxona, cefadroxil, cefalotina, cefazolina,
cefproxil, cefoxitina.

e Cefamicinas: cefuroxima, cefixima, cefotaxima, cefpima, cefipiroma.

e Carbapenens: imipenem, meropenem.

e Monobactiamicos: aztreonam.

e Bacitracina, fosfomicina, tercoplamina.

b) Inibidores da Sintese dos Acidos Nucléicos

Sdo antibidticos que impedem que a bactéria seja capaz de produzir componentes

fundamentais do seu material genético como o acido desoxirribonucléico (DNA) que sdo

genes empregados de transmitir as caracteristicas proprias de cada espécie.
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e Sulfonamidas: sulfadiazina, sulfadimidina, sulfametoxazol, sulfassalazina,
sulfametopirazina.

¢ Trimetoprima

Essas duas classes de farmacos interferem inibindo a sintese ou a agdo do folato.

e Fluoroquinolonas e quinolonas: ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina,
norfloxacina, pefloxacina, acido nalidixico (quinolona). Essa classe inibe a atividade da

topoisomerase II.

¢) Inibidores da Sintese de Proteinas

Estes antibidticos impedem a sintese de proteinas bacterianas indispensaveis a
sobrevivéncia dos microorganismos, por interferirem na formacdo do RNAm, na fixacdo do
RNAm ao ribossoma, por alteragdo no ribossoma e na fixagdo do RNAt ao ribossoma.

e Tetraciclinas: tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, minociclina.

e Aminoglicosideos:  gentamicina, estreptomicina, amicacina, tobramicina,
netilmicina, neomicina, canamicina.

e Macrolideos: eritromicina, claritromicina, azitromicina.

e Estreptograminas: quinopristina, dalfopristina.

e Lincosamidas: clindamicina.

e Cloranfenicol, acido fusidico, linezolida.
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d) Farmacos antimicobacterianos

Sdo farmacos que atuam frente as infec¢cdes micobacterianas — tuberculose e
hanseniase — ambas tipicamente infecgOes cronicas, causadas, respectivemente, por

Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae.

Farmacos utilizados no tratamento da tuberculose
e [soniazida, rifampicina, etambutol, pirazenamida, capriomicina, ciclosserina.
Farmaco utilizado no tratamento da hanseniase

¢ Dapsona, rifampicina e clofazimina.

e) Diversos

e Vancomicina: principal antibiotico glicopeptidico, apresenta efeito bactericida e
atua inibindo a sintese da parede celular.

e Teicoplamina: semelhante a vancomicina, porém com ag¢do mais prolongada.

o Nitrofurantoina: composto sintético de amplo espectro de acdo, porém seu
mecanismo de a¢do permanece desconhecido.

¢ Polimixina B e colistina: exibem propriedades catidnicas, interagem com o
fosfolipideo de membrana celular ¢ a desagregacao de sua estrutura.

e Metronidazol: ¢ um agente antiprotozodrio que apresenta atividade sobre bactérias
anaerodbicas (Bacterdides). Acredita-se que seu mecanismo de a¢do seja devido a modificagdo
no DNA do trofozoita por produtos toxicos de oxigénio formados pelo parasita a partir do

farmaco.
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f) Antibioticos em estudo

e Everninomicina: oligossacarideo com atividade contra S. aureus resistente, em
estudo clinico de fase III.

e Cetolidieos: derivados macrolideos eficazes contra microorganismos resistentes a
multiplos farmacos, em estudos de fase III.

e Gemifloxanona, moxifloxacilina, gatifloxacina: novos fluoroquinolonas eficazes

contra S. pneumoniae resistente a miltiplos farmacos.
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1.4. Plantas Medicinais com Atividade Antimicrobiana

As plantas medicinais fazem parte da histéria da humanidade, tendo sido
empregadas na alimentagdo, em praticas religiosas, no folclore, na medicina e nas lendas
(Cowan, 1999).

Os chineses ja utilizavam as plantas medicinais desde 3700 a.C. e acreditavam que
havia uma planta apropriada para o tratamento de cada doenca (Cowan, 1999).

A utilizagdo das plantas ¢ baseada na crenca popular ¢ apesar do emprego empirico,
muitas delas sdo utilizadas até hoje e¢ ainda ndo foram completamente substituidas pelos
farmacos sintéticos (De Souza et al., 2003; Niero et al., 2003).

O amplo uso das plantas medicinais, muitas vezes substituindo a prescri¢do médica,
pode ser justificado em parte, pelo alto grau de aceitabilidade, bem como, a grande
disponibilidade destes recursos, diferente do que ocorre com os medicamentos
industrializados, que dependem da tecnologia e matéria-prima externas e apresentam custos
elevados (Amorim et al., 2003).

Entre as principais ferramentas na busca de novos modelos moleculares estdo
informagdes de como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos ¢ o estudo
farmacologico das preparacdes utilizadas, abordadas, respectivamente no ambito da
etnobotanica e da etnofarmacologia (Rates, 2001).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais tem sido a
melhor escolha para o desenvolvimento de novos agentes farmacologicamente ativos,
permitido a descoberta de farmacos clinicamente tuteis para tratamento de diversas doengas
(Joyce, 1994; Nascimento et al., 2000).

A quantidade de plantas existentes no planeta, reconhecida sob o ponto de vista

cientifico, situa-se entre 250 a 500 mil espécies, contendo uma grande diversidade de
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compostos quimicos, superiores a diversidade derivada dos processos de sintese (Simdes et
al., 2000).

O valor da magnitude da biodiversidade brasileira ndo ¢ conhecida com precisdo tal
a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas
de plantas, animais e microorganismos.

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies vegetais superiores catalogadas de um total estimado entre 350.000 a
550.000 (Simoes et al., 2000). No entanto, apenas 8 % das espécies vegetais da flora brasileira
foram estudadas na busca de novos compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em
suas propriedades medicinais.

Atualmente observa-se o crescente interesse das industrias farmacéuticas, no ambito
de pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, dentre elas os antimicrobianos. As fontes
naturais fornecem compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais
eficazes ou menos toxicos, como também podem ser prototipos para obtengdo de farmacos
com atividades terap€uticas com novos mecanismos de a¢do (Robbers et al., 1996; Biavatti,
2001; Newman et al., 2003; Amorim et al., 2003).

A OMS considera como essenciais, cerca de 250 medicamentos, sendo que 11% séo
exclusivamente obtidos de plantas medicinais ou a partir de fonte natural (Niero et al., 2003).
Somente 590 plantas foram registradas no Ministério da Saude para comercializagdo (Simdes
et al., 2000).

As plantas produzem cerca de 100.000 produtos naturais de baixo peso molecular,
também conhecidos como metabdlitos secundarios, que se diferenciam dos primarios por ndao
serem essenciais a vida das plantas, porém sdo dotadas de atividade farmacoldgica (Domingo

& Lopez-Brea, 2003).
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Os metabolitos secundarios das plantas podem ser divididas em dois grandes grupos:
as fitoanticipinas, que estdo presentes de forma constitutiva nas plantas e as fitoalexinas, cuja
presenga aumenta de forma consideravel em resposta a invasdo microbiana (Domingo &
Lopez-Brea, 2003). As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a
diversos compostos como alcaldides, flavonodides, isoflavonodides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, sdo especificos de determinadas familias,
géneros ou espécies, e cujas fungdes, até pouco tempo, eram desconhecidas (Simoes et al.,
2000).

Os extratos naturais de misturas herbaceas tém sido usados empiricamente ha
milhares de anos no tratamento de processos infecciosos. Os estudos estdo voltados para o
potencial antimicrobiano das plantas levaram a descoberta de varios compostos quimicos, o
diterpeno biflorina (Capraria biflora), triterpeno maitenina (Velasteraceae e Hipocrateaceae),
primina e miconidina (Miconia sp), alcaldides anonaina e isoboldina (Annona sazmani)
(Lima, 2001) e filantimida (Phyllanthus sellowianus), flavonoides luteolina e xantoxilina
constituinte da Sebastiana shottiana (Schelemper et al., 1998; Sartori et al., 2003). A
correlacdo entre o uso popular dessas plantas medicinais e a atividade farmacologica positiva
para agentes antimicrobianos ¢ de 55,2% (Sartori, 2005; Lima, 2001).

Devido a diversidade bioldgica brasileira, muitas plantas sdo utilizadas na forma de
extrato bruto, infusdes ou emplasto no tratamento de infecgdes comuns, sem qualquer
evidéncia cientifica. Recentemente, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de validar
as propriedades antimicrobianas de uso popular de determinada regido (Rios & Recio, 2005).

Em estudos sobre plantas medicinais utilizadas pela populagdo para tratamentos de
doencas ou reagdes infecciosas, foram analisadas 13 plantas medicinais, selecionadas pela sua
atividade antimicrobiana. Foram analisadas a Arcitum lappa (bardana, orelha-de-gigante),

Tanacetum vulgare L. (tanaceto, erva dos vermes), Psidium guajava (gioabeira), Mikania
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glomerata Sprend (guaco), Spilanthes acmella Mart (agrido do Brasil), Lippia alba (erva-
cidreira), Achillea millefolium L. (mil-folhas), Piper regnellii Miq. (paraipoba, capeva)
Eugenia uniflora L. (pitanga), Sambucus canadensis L., Plantago major (tanchagem),
Erythina speciosa Andrews (mulungu) e Punica granatum L. (romd) e apenas a S. acmella
ndo apresentou atividade antimicrobiana (Holetz et al., 2002).

O potencial de extratos de plantas e fitofarmacos em modelos de linhagem de
microorganismos multirresistente a drogas, o efeito antimicrobiano sinérgico da associacio
dos extratos com antibidticos da flora brasileira também ja foram avaliados. Avaliaram a
Achilea millefolium (mil-folhas), Caryophyllus aromaticus (cravo da india), Melissa
officinalis (erva-cidreira), Ocimun basilicum (alfavaca), Psidium guajava (goiabeira), Punica
guanatum (roma), Rosmarinus officinalis (alecrim), Savia officinalis (salvia), Syzygyum
joabolanum (jambolao) e Thymus vulgaris (tomilho). E os fitofarmacos acido benzdico, acido
cindmico, eugenol e farnesol. Destas o cravo-da-india, roma, jamboldo e tomilho
apresentaram melhores sobre microorganismos resistentes a antibioticos, agindo isoladamente
ou associados a antibidticos, devido ao seu efeito sinérgico (Nascimento et al., 2000).

A partir de estudos etnofarmacolégicos em comunidades de Porto Alegre revelaram
149 espécies de uso popular, sendo 20 plantas foram selecionadas para estudos
antimicrobiano. Dessas apenas 12 plantas, a Chapatalia mutans, Cordia monosperma,
Echinodorus glandiflorus, Eugenia uniflora, Lonurus sibiricus, Luchea divaricata, Malva
sylvestris, Ocotea odorifera, Parapiptadenia rvigida, Pluchea sagitalis, Psidium catleyanum ¢
Senna. neglecta apresentaram atividade antimicrobiana (Coelho de Souza et al., 2004).

Numa triagem biologica de 60 plantas medicinais do cerrado de Belo Horizonte -
MG, quanto ao seu potencial antimicrobiano, apresentaram destacando-se a Brosimum

gaudichaudi, Byrsonima coccolobifolia, Byrsonima intermedia, Byrsonima verboscifolia,
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Darla rugosa, Emmatum nitens, Eugenia dysenterica, Hymenaea stigonocarpa, Plathymenia
foliolosa, Qualea paviflorea, Styrax camporium (Alves et al., 2000).

Como ja foi mencionado, o Brasil detém uma rica biodiversidade, de tal forma que a
floresta amazoénica e¢ a floresta atlantica, tem sido alvo de pesquisas de plantas com
propriedades antimicrobianas. Sendo estudadas 705 plantas onde os melhores resultados
foram atribuidas as familias Anonaceae, Apocynaceae, Aquifoliaceae, Bignoaceae,
Clusivaceae, Connaraceae, Euphorbiaceae, Flacouvitaceae, Lauraceae, Leguminosaceae,
Malpipighiaceae, Milostamaceae, Miliaceae, Memecilaceae, Myristaceae, Myrsinaceae,
Myrtaceae, Ochnaceae, Polygonaceae, Rabdodendraceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sapindaceae,
Samaroubaceae, Similacaceae (Suffredini et al., 2004).

Estudos com as plantas, Hyptis ovalifolia e Eugenia uniflora, nativas do cerrado
brasileiro, revelaram atividade antifingicas promissoras (Souza et al., 2002).

A avaliagdo de plantas medicinais concentra-se apenas na aplicacdo de ensaios in
vitro, como métodos de difusdo em disco ou agar, determinagdo da concentragdo inibitoria
minima, bioautografia entre outros. O fato ¢ que as plantas exibem atividade antimicrobiana
de interesse, pois aqui foram citados alguns exemplos. Mas os dados obtidos sdo apenas
preliminares, informagdes prévias que devem ser melhoradas, na busca da identificagdo de
compostos ativos por meios de ensaios bioguiados (Rios & Recio, 2005).

Com base no exposto, faz-se necessario pesquisas que levem a descoberta do
potencial da atividade apresentada pelas plantas, incluindo estudos de toxicidade sobre as
células animais ¢ humanas, mecanismo de acdo in vivo, interagdes positivas e negativas com
antibioticos comuns ou os mais potentes (Rios & Recio, 2005). Desta forma, as plantas
medicinais sdo alvos de estudos de pesquisas ¢ avaliagdo, que contribuirdo para obtencdo de
farmacos seguros, estaveis, padronizados e eficientes contra bactérias, fungos, virus,

helmintos, protozoarios ou mesmo antitumorais.
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1.5. Croton urucurana Baillon

A familia Euphorbiaceae que ¢ constituida aproximadamente de 300 géneros e 7500
espécies, de distribuicdo cosmopolita, mas com desenvolvimento mais acentuado nas regides
tropicas e subtropicais. O género Croton pertencente a esta familia é contituida de
aproximadamente 750 espécies dentre elas a espécie Croton urucurana Baillon (Mattos,
2001).

A arvore mede aproximadamente de 6 a 8 metros de altura, de copa aberta e tronco
claro com até 20 cm de diametro. Folha em forma de coragdo, que adquirem a coloragédo
vermelha-amarelada quando estdo pra cair, principalmente no outono. Flores pequenas e
esbranquigadas, dispostas em inflorescéncia espigadas terminais. Quando seu tronco € cortado
ou ferido, libera uma seiva que, em contato com ar, se torna resinosa e¢ toma cor vermelha
como sangue, dai a razio de alguns nomes populares atribuidos a esta planta. E nativa de
terrenos umidos e pantanosos de quase todo o Brasil, especialmente Amazonia (Figura 2)
(Lorenzi & Matos, 2002).

E uma planta de ocorréncia na Bahia, Rio de janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Comumente encontrada no
cerrado Matogrossense as proximidades de corregos, riachos e rios. Crofon urucurana recebe
algumas denominagdes populares, como drago, sangue-de-drago, sangue-da-agua, sangra
d’é4gua, urucurana, lucurana, capixingui (SC), tapexingui, tapixingui. Existem varias espécies
deste género com caracteristicas semelhantes, destacando-se entre elas o Croton salutaris,
Croton lecheri, Croton planostigma (Lorenzi & Matos, 2002).

Croton urucurana € uma das espécies selecionadas como tipica de regeneragdo de

mata ciliar. E uma espécie resistente as inundagdes e geadas com bom indice de pegamento,
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usada no melhoramento das condigdes do solo, para que outras espécies possam colonizar este
ambiente (Pires et al., 2004).

Os primeiros escritos sobre seu emprego medicinal datam do século XVII quando
um naturalista espanhol descobriu que os poderes curativos de sua resina ja eram amplamente
conhecidos pelas populagdes nativas das Américas, desde o México até o Peru e Equador,
cujo emprego tanto da resina quanto da casca era usado como remédio natural pelos indios da
Amazonia. Usavam a seiva pra curar ferimentos e estancar sangramentos, de forma que
acelerava a cicatrizagdo e evitando uma posterior infec¢do,devido a formacdo de uma barreira
de protegdo sobre o ferimento (Lorenzi & Matos, 2002).

Embora a sua eficacia e seguranga nido tenham sido comprovadas cientificamente
sua utilizagdo vem sendo feita de acordo com a tradi¢do popular. A esta planta sdo atribuidas
diversas propriedades terapéuticas como: antiulcerogénico, cicatrizante, antiinflamatoria,
antitumoral, antimicrobiana, anti-diarréica, hemostatica, anti-séptica, antiviral e outras, ¢ de
acordo com a sua indicacdo ela pode ser usada via oral ou topicamente (Lorenzi & Matos,

2002; Mattos, 2001).
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Figura 2. Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae).

Tanto a resina (latex) como a casca é exportada da América do Sul para uma
industria farmacéutica nos Estados Unidos, tendo patente sobre duas substancias isoladas

desta planta. Uma ¢ de uso oral indicada para o tratamento de doengas respiratorias causadas
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por virus e a outra por aplicacdo local para Herpes. Como a maioria dos estudos clinicos sao
conduzidos por laboratorios farmacéuticos em seus paises de origem, seu resultado raramente
vem a publico (Lorenzi & Matos, 2002).

Dos principais constituintes quimicos isolados do género Croton presentes no latex
temos os alcaldides (taspina), compostos fendlicos (lignanas, taninos, proantocianidinas,
flavonois), galocatequina, galoepicatequina, catequina, compostos terpenodides (diterpenos e
esteroides), sendo as procianidinas e alcaloides considerados os constituintes ativos presentes
no latex (Jones, 2003); das folhas foram isoladas a taspina, magnoflorine, isoboldina,
norisoboldina, glaucina, taliporfina, terpenos (1,8 cineol, B-felandreno) (Jones, 2003; Santos,
2005); da entrecasca as catequina, galocatequina, esterois (sitosterol, estigmasterol e
campesterol), diterpenos (sonderianina, crotonina), triterpenos (4acido acetilaleuritolico)
(Hiruma-Lima et al., 2002; Peres et al., 1997).

Os principais constituintes quimicos desta planta presentes no latex sdo taninos,
lignanas e um alcaldide denominado de taspina apresentando propriedades antiinflamatorias,
além de alguns antioxidantes. A maioria dos estudos publicados concentra-se na elucidacao
das suas propriedades cicatrizantes atribuidas a dimetilcedrusina (lignana) e a taspina
(alcaldide) (Lorenzi & Matos, 2002). Segundo Milo (2002), a fucoarabinogalactona, ¢ o
principal polissacaridio, presente no exsudato gomoso de C. urucurana.

Da entrecasca de C. urucurana foram isolados o acido acetilaleuritolico e catequinas
ativos contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus typhimurium (Peres et al., 1997). Sao
referidos também os isolamentos de esterdis (sitosterol, estigmasterol e campesterol),
diterpenos (sonderianina), compostos fenolicos da entrecasca, estes com propriedades
analgésicas, sendo a sonderianina também dotada de atividade especifica para Mycobacterium

smigmatis e S. aureus (Peres et al., 1997; Peres et al., 1998; Craveiro et al., 1982).
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Trabalhos publicados mostram que o latex de Croton urucurana apresenta atividade
antifungica contra dermatofitos como Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton tonsurans, Microsporum canis e Epidermophyton flocossum (Gurgel, 2005).
Também foram relatadas propriedades antimicrobianas atribuidas a outras plantas do género
Croton, para o C. cajucara Benth (avaliado o 6leo essencial e o isolado linalol), C. lecheri
(avaliado o latex), C. pseudopulchellus (atividade antibacteriana), C. sonderianus (avaliada as
folhas) e o C. hutchinsonianus (avaliado a entrecasca) (Alviano et al., 2005; Jones, 2003; Lall
& Meyer, 1999; Santos et al., 2005; Athikomkulchai et al., 2006).

Assim como a sua atividade antidiarréica em ratos, mostrando que o latex ¢ eficaz
nos casos de diarréia secretoria associada a patologias (Gurgel et al., 2001). O latex também
apresenta atividade antagonizantes para o veneno da Bothrops jararaca, inibindo as
metaloproteinases envolvidadas no processo hemorragico induzido, sendo a proantocianidinas
a substancia responsavel por esta atividade (Esmeraldino et al., 2005). De acordo com os
estudos realizados com C. wrucurana podemos dizer que esta planta apresenta grande
potencial terapéutico, com diversas propriedades farmacologicas apresentadas.

Neste trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana do latex, das folhas e
entrecasca de C. wurucurana. Sendo que para o latex e a entrecasca temos publicacdes
relatando a avaliagdo da atividade antimicrobiana, para as folhas nenhum trabalho foi
realizado. Porém, alguns trabalhos avaliaram a atividade antimicrobiana das folhas de outras
espécies do género Croton. Desta forma os trabalhos anteriores nos direcionaram a pesquisa

da atividade antibacteriana das diferentes partes da planta.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista os poucos estudos farmacoldgicos envolvendo a espécie
Croton urucurana Baillon principalmente a sua atividade antimicrobiana, o presente
trabalho teve por objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana do latex, das folhas e
da entrecasca de Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) em diferentes modelos

antimicrobianos in vitro € in vivo.

Como objetivos especificos foram:

% Realizar uma triagem da atividade antibacteriana do latex, dos extratos das
folhas e da entrecasca de Croton urucurana pelo método de difusdo em disco;

¢ Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de diluigdo
em microplaca do latex seco e in natura e dos extratos cloroférmico e etandlico 75% da
entrecasca de Croton urucurana,

% Determinar o perfil fitoquimico e cromatografico do latex seco e do extrato
etandlico 75% da entrecasca de Croton urucurana,

% Realizar a bioautografia com o latex seco e extrato etandlico 75% da entrecasca
de Croton urucurana contra bactérias gram-negativas e gram-positivas;

.

«» Avaliar o latex seco de Croton urucurana em modelo in vivo de infecg¢do

sistémica em camundongos induzidos por Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.
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3. MATERIAIS

3.1. Material Botanico

3.1.1. Coleta da Planta

O Croton urucurana Baillon foi coletado pela aluna de mestrado em Ciéncias da
Satide (Area de Farmacologia) Iris Santana de Oliveira, pelos alunos de iniciagdo cientifica
Kleber José do Prado Campos e Nicolay Kircov do Laboratério de Farmacologia de Produtos
Naturais, pelo técnico Libério Amorim Neto do Departamento de Botanica e Ecologia
(BOTECO) do Instituto de Biociéncias (IB) ¢ MSc. Joaquim Corsino da Silva Lima do
Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de Ciéncias Médicas, todos
da Universidade Federal de Mato Grosso.

O latex, as folhas e entrecasca de C. urucurana foram coletados no municipio de
Bardo de Melgaco na BR 364 nas proximidades do Corrego Areia, a 75 Km de Cuiaba

(elevacdo 187, 15°47 866°’S ¢ 55°36° 356°°W) em 18 de novembro de 2005.

3.1.2. Coleta e Armazenamento do Material Botanico

e Latex do Croton urucurana Baillon
Para a coleta do latex foi desenvolvida uma adaptagdo do método de seringueiro de
coleta em “V”, consistindo em realizar uma série de cortes no tronco da arvore, iniciando a 50
cm acima da altura do peito do coletador, com o cuidado de ndo atingir o lenho do tronco. Os
cortes foram realizados em angulo de 40 a 50° e culminaram um pouco antes do lado oposto,

permitindo que o latex que exsuda do corte superior escorresse para o corte inferior ¢ assim
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sucessivamente, de maneira que todo o exsudato fosse direcionado verticalmente, pela forca
da gravidade, para um s6 ponto ao final dos cortes, onde foi fixada uma bica de seringueiro
(Mattos, 2001).

Os cortes obedeceram a uma seqiiéncia imediata, iniciados da parte inferior do
tronco, a aproximadamente 30 cm de sua base, sendo a bica inserida na casca do caule. O
latex coletado foi recolhido em recipientes de vidro previamente esterilizados ¢ ao final
transferidos para um frasco de maior capacidade volumétrica, obtendo-se 180 mL de latex. O
latex coletado foi filtrado e parte seco em estufa a 40° C (150 mL) e outra mantida em seu

estado in natura (30 mL), ambos armazenados sob refrigeracdo a = 4 °C (Figura 3).

Figura 3. Coleta do latex de Croton urucurana Baillon.

e Folhas do Croton urucurana Baillon

As folhas foram coletadas cortando o peciolo das mesmas, limpas e secas a
temperatura ambiente, sendo posteriormente trituradas em moinho elétrico (Tamis Smm),

obtendo-se o po6 das folhas o qual foi utilizado para o preparo dos extratos (Figura 4).
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Figura 4. Folhas coletadas de Croton urucurana Baillon.

¢ Entrecasca do Croton urucurana Baillon
A entrecasca foi obtida através de cortes horizontais no tronco da arvore, as quais
foram limpas, fragmentadas e secas a temperatura ambiente. Foram trituradas em moinho
elétrico (Tamis 5 mm), obtendo-se o p6 da entrecasca o qual foi utilizado para o preparo dos

extratos (Figura 5).

Figura S. Entrecasca coletadas de Croton urucurana Baillon.
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3.1.3. Identificacao Botanica

Para identificacdo botanica, uma amostra testemunha do material florifero da planta
foi depositada no Herbario Central da Universidade Federal de Mato Grosso com o niimero de
exsicata 35.011 (Figura 6). Essa identificacdo foi posteriormente realizada pelo Prof. Dr.
Harry Lorenzi, do Instituto Plantarum para Estudo da Flora, Nova Odessa — SP ¢

confirmando sua identificacdo como Croton urucurana Baillon.

Nome cientifico: Croton urucurana Baillon
Familia: Euphorbiaceae

Nome popular: Sangra d*Agua

Local coleta: Bardo de Melgago — MT

Coletador responséavel: Iris Santana de Oliveira
Data da coleta: 18/11/2005

Partes coletadas: latex, folhas e entrecasca
Exsicata n®: 35.011

Herbario Central da UFMT

Identificagdo: Prof. Dr. Harry Lorenzi

Figura 6. Exsicata de Croton urucurana Baillon.
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3.2. Animais Experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, machos,
pesando entre 25-30g variando ndo mais que 5 g para cada teste microbioldgico, provenientes
do Biotério Central/PROPEQ da Universidade Federal de Mato Grosso. Os animais foram
acondicionados em gaiolas de polipropileno, a 22 + 1 °C, com ciclos de claro/escuro de 12 h,
recebendo ragio padrio Purina® (Labina) e 4gua ad libitum. Os animais permaneceram no
laboratério por um periodo de adaptagdo de pelo menos de 24 h antes da realizacdo do
experimento, mantidos em gaiolas contendo telas de arame para evitar coprofagia, com livre

acesso a agua até lh antes do ensaio.

3.3. Microorganismos

Todas as cepas bacterianas utilizadas nos modelos experimentais in vitro e in vivo
foram cepas padronizadas, do tipo ATCC, adquiridas comercialmente, da marca Newprov®
(Tabela 2).

Estas bactérias foram selecionadas, por se tratarem de microorganismosn envolvidos
em infecgdes oportunistas, hospitalares e alguns deles apresentarem resisténcia intrinsica.

Para a realizagdo dos experimentos, todas as bactérias foram repicadas em agar

apropriado 24 h antes dos ensaios, para se tornarem viaveis e o experimento reprodutivel.
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Tabela 2. Relagao das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios antimicrobianos.

Modelos in vitro

Modelos in vivo

Cepas ATCC Cepas ATCC
Enterococcus faecalis 29212 Klebsiella pneumoniae 13883
Escherichia coli 25922 Staphylococcus aureus 25923
Klebsiella pneumoniae 13883
Pseudomonas aeruginosa 27853
Salmonella typhimurium 14028
Shigella flexneri 12022
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228
Streptococcus pyogenes 19615

3.4. Drogas e Reagentes

As drogas, reagentes e corantes utilizados durante a realizagdo dos ensaios

microbioldgicos e abordagem fitoquimica estdo relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3. Relacdo das drogas, reagentes e corantes utilizados nos ensaios

microbioldgicos e abordagem fitoquimica.

Drogas / Reagentes / corantes Marca
Acido cloridrico Synth®
Acido picrico saturado Quimis®
Acetato de Etila Synth®
Acetona Dinamica®
Acido sulfiirico N Dinamica®
Agar BHI Biobrés®
Agar Muller Hinton Oxoid®
Agar Muller Hinton com 5% sangue Oxoid®
Agar nutritivo Biobrés®
Agua destilada -
Agua oxigenada volume 10 Miyako®
Alcool 70% ---
Alcool acetona Newprov®
Alcool etilico P.A. Synth®
Alcool metilico P.A. Synth®
Benzeno Vetec”
Caldo BHI Biobras®
Caldo Muller Hinton Oxoid®
Carbonato de sodio 2,5% Isofar®
Cloreto férrico 111 Vetec ©
Cloreto de sodio Index”
Cloroformio P. A. Quimis ®
Cristal violeta Newprov®
Discos para antibiograma — cloranfenicol 30 pg Cecon®
Eosina Merck®
Eter etilico P.A. Cromoline®
Fucsina fenicada Newpr0V®
Hexano Vetec”
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Hidroxido de aluminio
Hidroxido de amonia
Hidroxido de potassio
Isopropanol

Lugol

Magnésio granulado
Meropenem 500mg
Oleo de imersio
Reagente de Hager
Reagente de Dragendorff
Reagente Mayer
Reagente de Nesler
Sulfato de sodio anidro
Tolueno

Tween 80

Cloridrato de metiltiazoiltetrazolico (MTT)

Synth®
Vetec®
Vetec®
Synth®
Newprov®
Sigma — Aldrich®
Biochimico®

Newprov®

Vetec®

Vetec®

Synth®
Sigma—Aldrich®
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3.5. Equipamentos e Utensilios

36

Os equipamentos e utensilio utilizados durante a realizagdo dos experimentos estdo

relacionados na Tabela 4.

Tabela 4. Utensilios e equipamentos utilizados nos ensaios microbiologicos e

abordagem fitoquimica.

Equipamentos/ utensilios Marca
Algas bacterioldgicas plasticas descartaveis Pleion®
Algas descartaveis de platina Newpr0V®
Algodao Cremer”
Agulhas descartaveis (20x5,5 mm; 10x13,5 mm) BD®
Autoclave Phoenix®
Balanga capacidade 500 gramas Giro's®
Balanga pesar animal Digital Scale LE 2066"
Baldo volumétrico fundo chato 500 mL Vidrolabor®
Banho-maria Tecnal®
Bastao de vidro Pyrex®
Bico de mamadeiras para ratos/camundongos ---
Béckers vidro 25 mL Vidrolabor®
Béckers vidsro 500 mL Vidrolabor®
Camara de UV Prodicil'®
Capela de fluxo laminar Labconco®
Capela de exaustao Quimis®
Capilar Perfecta”™
Cromatofolhas de Silicagel 60 F254 Merck®
Crondmetro digital Technos®
Discos estéreis brancos para antibiograma Cecon®

Eppendorf
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Erlemeyer

Escala de MacFarland
Estufa

Funil de vidro

Gaiolas polietileno
Geladeira

Grades para tubos de ensaio
Jarra anaerdbica

Laminas para microscopia

Mamadeira para ratos/camundongos

Microplaca de 96 cavidades
Microscopio

Papel de filtro

Pipetas automaticas

Pipetas de vidro

Placas de petri pequenas e grandes
Placa quente de areia
Ponteiras descartaveis
Proveta

Rotaevaporador

Suporte para ponteiras
Swabbs descartaveis estéreis
Tampas para gaiola
Termdémetro digital

Tubos de ensaio de vidro
Vidro borel

Vortéx

Vidrolabor®
Probac do Brasil®
Marcon'®
Pyrex®
Consul ®
Probac do Brasil®
Formarios®

TPP®

Oleman®

Qualy®
Pipetman®
Poliglass”
Pyrex®
Quimis®
Plastibrand®
Vidrolabor ®
Marconi”
Physiocare®
Newprov®

Termomed®
Pyrex, Vidrolabor®™
Vidrolabor ®

Phoenix®
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4. METODOS

4.1. Obtencao dos Extratos Brutos

Os extratos brutos da planta foram preparados no Laboratorio de Farmacologia de
Produtos Naturais, da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UFMT, sob a supervisdo do
prof. Dr. Domingos Tabajara de Oliveira Martins.

Os extratos brutos das folhas e entrecasca foram obtidos pelo processo de maceragéo
seqiiencial a frio, a partir do p6 de cada parte da planta em solventes organicos, como hexano,
diclorometano, cloroféormio, acetato de etila e etanol 75% (1:3 p/v), de acordo com o grau de
polaridade dos solventes, por sete dias a 25 °C. O cloroférmio foi utilizado apenas para a
entrecasca. Os extratos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador a vacuo e o solvente
residual eliminado em estufa a 45 °C, obtendo-se assim quatro extratos brutos das folhas e
cinco extratos brutos da entrecasca. No momento de uso os extratos foram dissolvidos em
agua destilada estéril ou em Tween 80 (Synth®).

Parte do latex coletado ¢ filtrado foi seco em estufa a 40° C (150 mL) e o restante no
seu estado in natura (30 mL). No momento de uso os latex foram dissolvidos em agua

destilada estéril.

4.2. Determinacao do Peso Seco

Trés aliquotas de 100 mg de cada extrato bruto foram acondicionados em frascos-
ampola previamente tarados, secas em estufa a 60 °C e pesadas sucessivamente em balanca

analitica até obtencdo de peso constante e as concentragdes expressas em mg %, foram
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obtidas pela média aritmétrica dos trés ultimos pesos. Para o latex in natura foram trés

aliquotas de 1 mL e determinou-se apenas o peso seco.

4.3. Determinacao do Rendimento

A determinagdo do rendimento (R%) de cada extrato foi feita utilizando-se a

formula:

R (%) = Peso seco (g/g) X quantidade de extrato obtido (g) X 100

quantidade de po utilizado (g)

4.4. Ensaios Microbiologicos in vitro

4.4.1. Ensaio de Difusao em Disco

No método de difusdo, o extrato é colocado num reservatorio, neste caso o disco de
papel, em contato com um meio de cultura s6lido inoculado com um determinado
microorganismo. Apos o tempo de incubagdo mede-se o halo de inibigdo, zona clara onde nao
houve o crescimento bacteriano, ao redor do disco onde estd depositada a substidncia em
pesquisa. Neste método a informagdo € apenas qualitativa, Gtil para estabelecer a sensibilidade
do microorganismo a droga teste (Zacchino et al., 2001).

Para triagem da atividade antibacteriana de ambos os latex (in natura e seco) e os
extratos das folhas e da entrecasca de C. wrucurana, foi realizado o ensaio de difusdo em
disco em 4gar Muller-Hinton (Oxo0id™), segundo o método de Bauer et al (1966), frente a um
painel de nove bactérias (5 gram-negativas e 4 gram-positivas), todas ATCC. As placas testes

foram preparadas com agar Muller Hinton e inoculadas na sua superficie com a respectiva
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suspensdo bacteriana, preparada em salina 0,9% estéril. A concentracdo da suspensdo
bacteriana foi ajustada a escala 1 de Mac Farland (1x10” UFC/mL). Os latex e os extratos das
folhas e entrecasca foram testados em diferentes doses (62,5; 125; 250; 500 ¢ 1000 pg/disco)
utilizando-se como droga padréo, o cloranfenicol (Cecon® ,30ug/disco). Foram usados como
controles negativos, agua destilada estéril para os extratos aquosos do latex e Tween 80 em
agua destilada (3-5 %) para os extratos em hexano e diclorometano (folhas e entrecasca) ¢
extrato em cloroformio (entrecasca). Os discos de papéis estéreis (Cecon™) foram
impregnados com o extrato teste (20 pul) nas diferentes doses e depositados sobre a superficie
das placas e estas acondicionadas em geladeira por 4 horas, com a finalidade da droga teste
difundir-se ao meio. Apds esse periodo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e,
logo apds, procedeu-se a mensuracdo das zonas de inibi¢do de crescimento bacteriano,
considerando-se ativos os halos de inibi¢do de crescimento bacteriano > a 10 mm (Figura 8).

A triagem antibacteriana foi realizada em duplicata (Bauer et al., 1966; Barry et al., 1979).

Droga

Droga padrio

teste

Figura 8. Triagem da atividade antibacteriana dos latex e extratos das folhas e
entrecasca de Crofon urucurana Baillon e do cloranfenicol (droga padrao)

pelo ensaio de difusdo em disco.
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4.4.2. Determinaciao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os métodos de dilui¢do in vitro detectam possiveis atividades antimicrobianas de
compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico (Sartori, 2005). A técnica de
microdilui¢do consiste em dissolver a substdncia em um meio liquido conveniente. Possui a
vantagem de ser quantitativo, ou seja, € possivel a determinacdo da quantidade minima de
agente antimicrobiano necessaria para inibir o crescimento de um microorganismo especifico.
Para este ensaio foram selecionados o latex in natura e seco e os extratos clorofomico e
etandlico 75 % da entrecasca e a concentragdo inibitoria minima (CIM) obtida através da
metodologia de microdilui¢do em caldo, contra nove bactérias (5 gram-negativas e 4 gram-
positivas), todas ATCC.

Para determinar os valores da CIM foram usadas microplacas de 96 cavidades. Da
solu¢do mae (1000 pg/mL) dos latex ou de cada extrato foi feita a diluigdo seriada (62,5; 125;
250; 500 e 1000 pg/mL) e adicionados 100 uL. de cada dilui¢do ao meio de Muller-Hinton
(100 pL). Em seguida, as microplacas foram inoculadas com 100 pL de cada bactéria,
ajustadas a escala 1 de MacFarland (1x10” UFC/mL), incubadas a 37 °C por 24 horas e
realizada a leitura das microplacas. O preenchimento das microplacas de microdilui¢ao
procedeu-se da seguinte forma, na coluna 1 e linhas de A a H foram adicionados 200 pL de
meio de cultura como controle de esterilidade (CE). Nas colunas de 2 a 6 e linhas de A a H
foram adicionados 100 uL do meio de cultura, 100 pL. da droga teste ¢ 100 uL. do inoculo
bacteriano, da solucdo mae foram feitas dilui¢des seriadas na propria microplaca. E na coluna
12 adicionados 100 pL do meio de cultura e 100 pL do inoculo como controle de crescimento
(CC). Para cada microplaca foi possivel testar um extrato frente a 9 diferentes bactérias. Para

este ensaio, também foi utilizado como droga padrao o cloranfenicol nas concentragdes de 50;

42



43

25;12,5; 6,25 e 3,1 pg/mL. A leitura das microplacas foi realizada visualmente ¢ confirmada
pela microscopia (Figura 9).

A CIM representa a menor concentragio da droga teste capaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano no meio. O critério utilizado para classificacdo da
atividade dos extratos foi: a CIM menor que 100 pg/mL considerado como boa atividade
antimicrobiana; quando a CIM entre 100 a 500 pg/mL foi considerado moderadamente ativo;
a CIM acima de 500 a 1000 pg/mL considerado pouco ativo e CIM maior que 1000 pg/mL
inativo. Os testes foram realizados em duplicata (Holetz et al., 2002; NCCLS, Documento

M7-A6, 2003; Pretto et al., 2004).

Figura 9. Preenchimento da microplaca para determinagdo da Concentracao Inibitoria
Minina (CIM) dos latex e extratos da entrecasca de Croton urucurana
Baillon e do cloranfenicol (droga padrao). CE: controle de esterelidade; CC:

controle de crescimento.
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4.5. Estudo Fitoquimico

A abordagem fitoquimica do latex seco e extrato etanolico 75 % da entrecasca de C.
urucurana foram realizados para que se pudesse estabelecer uma comparagdo quanto os

componentes presentes.

4.5.1. Abordagem Fitoquimica Preliminar

Procedeu-se a analise fitoquimica por via Umida, no estudo fitoquimico de
compostos quimicamente ativos do latex seco e extrato etanolico 75 % da entrecasca de C.
urucurana, realizou-se alguns testes preliminares para evidenciar classes de compostos
organicos especificos, no Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Cuiaba (UNIC) sob orientagdo do prof. MSc. Rogério Alexandre Nunes dos
Santos, segundo a metodologia adotada por Matos (1997) e Costa (1982). Foram realizados os
seguintes testes, para:

v Heterosideos cianogenético: caracterizado pela presenga da cor vermelho-
castanha no papel de picrato.

v Fenois e taninos: a solugdo alcodlica quando em contato com FeCl;, os fenois
sdo caracterizados pela cor entre o azul e o vermelho e os taninos pirrogalicos (ou
hidrolizaveis) por precipitado azul escuro e o precipitado verde que indica a presenga de
taninos condensados ou catéquicos.

v/ Antocianinas, antocinidinas e flavonéides: a acidifica¢do da solugio alcoodlica
a pH 3 e o aparecimento de cor vermelha indica a presenca de antocianidinas, antocianinas,
chalconas e auronas; quando alcalinizado a cor lilas indica a presenga de antocianidinas e

antocianinas ¢ a pH 11 o surgimento da cor azul-purpura indica antocianidinas e antocianinas,
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a cor amarela as flavonas, flavonoéis e xantonas a cor vemelho-purpura chalconas e auronas e
vermelho-laranja indica presenga de flavondis.

v Leucoantocianidina, catequinas e flavonas: a acidificagdo do meio a pH 1-3
com o surgimento da cor vermelha caracteriza leucoantocianidinas e a cor pardo-amarelada
para catequinas ¢ em meio alcalino em pH 11 com o surgimento da coloracdo vermelho-
laranja indica a presenca de flavonas.

v’ Catequinas: a solugdo metandlica do extrato apos tratamento com vanilina 1 %
¢ HCl concentrado e o surgimento da cor vermelha intensa indica a presenga de catequinas.

v’ Esterdides e triterpenéides: esteroides caracterizados por uma coloragdo azul
esverdeada e triterpenos por uma cor vermelha quando uma solugdo cloroférmica do extrato €
tratada com anidro acético e gotas de acido sulftrico.

v Flavonas e isoflavonas: a dissolug¢do dos extratos em élcool e adigdo de 1 gota
de FeCl; a 4,5 % e o surgimento de coloracdo verde musgo indica a presenca de flavonas ¢
isoflavonas.

v’ Saponinas: producdo de espuma abundante e persistente por agita¢do da solugio
aquosa.

v Resinas: residuo da solugdo etandlica quando adicionado 4gua e agitado, a
presenga de precipitado floculoso que se aglomera por agitagdo ou aquecimento caracteriza a
presenca de resinas.

v Alcaloides: caracterizados pela formagdo de precipitado floculoso em contato
com o reagente de Dragendorf (iodo bismutato de potassio).

v' Cumarinas: a presenca de fluorescéncia em manchas feitas em papel de filtro da
solucdo alcalinizada indica presenca de cumarinas.

v Quinonas: coloragdo vermelha na fase aquosa quando a solugdo etérea ¢ agitada

com NH4OH 6N.
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4.5.2. Estudo Analitico - Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia ¢ um método moderno e 1util de andlise que permite efetuar
separagdo, identificagdo e quantificacdo das espécies quimicas por si mesmas ou em conjunto
a outras formas instrumentais de analise, que também permite um isolamento bioguiado de
compostos ativos (Souza et al., 2004). A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste
na separa¢do dos componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma
camada de adsorvente retido sobre uma superficie plana (Collins, Braga & Bonato, 1997).

A CCD ¢é um método fisico de separagdo, na qual os compostos a serem separados
sdo distribuidos entre duas fases, uma fase fixa - silica gel, de grande area superficial,
denominada fase estacionaria e outra, onde um fluido elui através dela, chamada fase movel.
Utiliza-se para fase movel solventes com polaridades crescentes (Cechinel Filho et al., 2001).

Para a realizacdo da cromatografia em camada delgada foram utilizadas
cromatoplacas em aluminio silicagel 60 Fass (Merck®™). Os compostos testes, latex seco e
extrato etandlico 75 % da entrecasca, foram dissolvidos em agua destilada em concentragéo
equivalente a 1000 ug/mL. As solugdes testes foram aplicadas na placa de (CCD) com auxilio
de uma micropipeta (20 pL) e em seguida submetidas a eluicdo em sistema de solvente
apropriado, metanol/acetona (86:14 v/v).

Apds a eluicdo, procedeu-se a revelacdo utilizando um revelador classico, o iodo
ressublimado, apds observagdo sob luz U.V. em comprimento de onda 254 nm e 266 nm. As
cromatoplacas foram submetidas ao ensaio de bioautografia. Neste experimento foi utilizado
como droga padrdo o cloranfenicol (50 ug/mL), sendo a CCD desenvolvida com sistema
eluente, cloroformio/etanol (93:7 v/v) (Souza et al., 2004; Collins, Braga & Bonato, 1997;

Cechinel Filho, 2001).
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4.6. Bioautografia

A bioautografia ¢ um método qualitativo util para a localizacdo de compostos com
acdo antimicrobiana em um cromatograma, de um extrato ou fracdo complexa de produtos
naturais. Permite o isolamento bioguiado de compostos ativos. A técnica bioautografica pode
ser denomida bioautografia por imersao, onde um meio de cultura sélido fundido inoculado ¢
aplicado sobre a placa cromatografica na qual foi eluido o extrato ou fracdo. Durante a
incubacgdo das placas, os compostos deverdo passar para o meio por um processo de difusdo,
formando zonas de inibigdo do crescimento bacteriano.

A atividade antibacteriana do latex seco e extrato etandlico 75 % da entrecasca e
cloranfenicol (droga padrdo) foram avaliadas pelo método bioautografico. Para a realizagdo
da bioautografia utilizou como meio de cultura o agar Muller-Hinton, sendo este inoculado
com a bactéria teste, o qual foi aplicado sobre a cromatoplaca e desenvolvido com uma fase
movel adequada para a separagdo dos seus componentes, como descrito no item anterior. A
suspensao bacteriana foi preparada em salina estéril ajustando a escala 1 de MacFarland (1x10
UFC/mL) e 200 pL do indculo foi transferido para um recipiente contendo caldo Muller-
Hinton (2 mL), em seguida 1 mL do preparado foi transferido para um baldo volumétrico
contendo 10 mL de agar Muller Hinton. O agar foi mantido sob o estado liquido em banho-
maria a 45 °C para proceder a inoculacdo bacteriana e homogeinizado. Em seguida, o agar foi
distribuido sobre as cromatoplacas acondicionadas em camara umida (conjunto de placa de
petri estéreis e algoddo umedecido com agua destilada estéril).

Apds a solidificagdo do éagar, as cromatoplacas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. Decorrido esse periodo procedeu-se a leitura. A inibigdo do crescimento bacteriano foi
indicada pela zona clara no cromatograma, sobre as bandas formadas. Como um dos possiveis

incovenientes desta técnica ¢ a dificuldade na visualizagdo do halo de inibigdo por contraste,
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usam-se reveladores como auxiliares na leitura dos resultados obtidos. Desta forma foi usado
para a leitura da droga teste, quando necessario, o corante vital cloridrato de
metiltiazoiltetrazolico (MTT: 1 mg/mL). Sendo o corante aspergido sobre a superficie das
placas bioautograficas ¢ em seguida incubadas a 37 °C por mais 30 minutos ¢ em seguida
procedendo a leitura (Figura 10). Os resultados foram indicados como positivos ou negativos
de acordo com a cor desenvolvida pelo corante. Resultado positivo (inibi¢do de crescimento
da bactéria) foi apresentado pela formagdo de halo claro de cor amarelo-acastanhada, o qual
indica que o extrato inibiu o crescimento bacteriano, pois houve reducdo do corante (MTT). A
observagdo da colorag¢do azul-violeta a roxo indica auséncia da inibi¢do do crescimento
bacteriano, ou seja, presenga do metabolismo bacteriano (Rahalison et al., 1994; Saxena et al.,
1995). As placas bioautograficas do cloranfenicol foram reveladas com a eosina (2 mg/mL),

observando uma colora¢do amarelo a laranja e halo claro indicando inibi¢do do crescimento

bacteriano (Souza et al., 2004).
A

Latex seco e entrecasca Cloranfenicol

Figura 10. Placas bioautograficas do latex seco e extrato etandlico 75 % da entrecasca
de Croton urucurana Baillon (A) e do cloranfenicol (B), droga padrdo, em

camara umida.
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4.7. Infeccao Sistétmica em Camundongos

Para a indugdo da infecgdo sistémica foram usadas duas cepas bacterianas,
Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva) e Klebsiella pneumoniae (bactéria gram-
negativa). Foram separados 10 grupos de 10 animais cada, utilizando como animais testes
camundongos Swiis albinos machos, pesando entre 25-30 gramas. O grupo controle recebeu
agua destilada (veiculo) via oral e o grupo padrio recebeu meropenem (Biochimico®™) 20
mg/kg, via subcutdnea como tratamento. Nos grupos testes, diferentes doses do latex seco
foram testadas, 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 300; 500 e 1000 mg/kg via oral. As cepas bacterianas
foram repicadas 24 horas antecedentes ao experimento em agar Nutritivo (Biobras®™).

O indculo bacteriano da S. aureus foi ajustado a escala 6 (21x10° UFC/mL) e da K.
pneumonia i escala 3 (9x10° UFC/mL) de MacFarland, sendo estas as concentragdes
bacterianas capazes de induzir a infecgdo sistémica nos animais. A infecgdo bacteriana foi
induzida pela administragdo intraperitoneal (0,2 mL) da suspensdo bacteriana em caldo BHI
(Biobras®™). Os tratamentos dos animais foram feitos imediatamente ¢ 4 horas apés a
inoculacdo dos animais. Os animais foram observados por 7 dias, verificando a porcentagem
de mortalidade dos animais. Foi determinado a dose efetiva mediana 50% (DEs), segundo o
método de probitos e regressdo linear para a razdo de sobrevivéncia apds os 7 dias de

observagao dos animais (Yamaguchi et al., 1998; Koga et al., 2005).

4.8. Analise dos Dados

Os valores experimentais obtidos no modelo de infec¢do sistémica em
camundongos foram expressos como média + desvio padrdo da média (D.P.M.) segundo o

método de probitos e regressdo linear.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacido do Peso Seco e Rendimento do Latex, dos Extratos das

Folhas e dos Extratos da Entrecasca de Croton urucurana

Na Tabela 5 sdo mostrados os pesos secos ¢ rendimento do latex in natura e seco e
dos extratos brutos das folhas ¢ da entrecasca de Croton urucurana. Os pesos secos variaram

entre 76,76 a 335 % com rendimento entre 0,32 a 33,07 %.

Tabela 5. Pesos secos e rendimento dos latex, extratos das folhas e entrecasca de

Croton urucurana Baillon.

. Parte da Rendimento Peso seco
Espécie Extrato
planta (%) (mg %)
Latex in natura -- -- 335
Croton urucurana

Latex seco -- 33,07 91,86

Folhas Hexano 1,3 96,1
Diclorometano 0,90 98,6
Acetato de etila 0,32 86,66
Etanol 75% 1,36 76,76
Entrecasca Hexano 0,56 98,33
Diclorometano 0,50 97,76
Cloroférmio 1,3 96,21

Acetato de etila* -- --
Etanol 75% 11,7 94,73

* ndo foi possivel determinar o peso seco e rendimento devido a quantidade obtida do extrato
ter sido minima.
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5.2. Ensaio de Difusao em Disco

Os resultados do ensaio de difusdo em disco estdo apresentados nas Tabelas 6, 7 ¢ 8.
O latex seco nas doses de 62,5 a 1000 pg/disco e o latex in natura nas doses de 250 a 1000
ug/disco exibiram zona de inibi¢do que variou entre 10 a 18 mm, exceto para E. coli, para a
qual ambos os extratos foram inativos (Tabela 6).

O extrato hexanico das folhas mostrou-se ativo para S. pyogenes, S. typhimurium, K.
pneumoniae ¢ P. aeruginosa formando zona de inibi¢do de 10 a 13 mm nas doses de 500 a
1000 pg/disco, enquanto que o extrato diclorometano foi ativo apenas para S. pyogenes com
halos de 10 a 12 mm nas mesmas doses testadas. O extrato etandlico 75% apresentou
atividade para S. pyogenes, S. aureus, S. epidermidis e S. typhimurium nas doses de 500 e
1000 pg/disco formando halos de 10 a 12 mm. O extrato acetato de etila foi inativo (Tabela
7).

Os extratos hexanico e diclorometano da entrecasca mostraram atividade contra as
bactérias S. aureus, S. epidermidis ¢ P. aeruginosa nas doses de 250 a 1000 pg/disco
produzindo halos de inibi¢do de 10 a 17 mm, enquanto o extrato cloroférmico s6 ndo foi ativo
para S. flexneri e S. typhimurium, exibindo zona de inibi¢do de crescimento de 10 a 18 mm
nas doses de 250 a 1000 pg/disco. O extrato em acetato de etila teve atividade para S.
epidermidis e K. pneumoniae nas doses de 250 a 1000 pg/disco com halos de inibi¢do de 10 a
20 mm. O extrato etandlico 75% apresentou atividade para E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes,
S. typhimurium, P. aeruginosa ¢ E.coli nas doses de 250 a 1000 ug/disco formando zona de
inibicdo de 10 a 18 mm (Tabela 8). O cloranfenicol (30 pg/disco), droga padrdo utilizada

como controle positivo, exibiu larga zona de inibi¢do de crescimento (25 - 33 mm).
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TABELA 6. Triagem da atividade antibacteriana dos latex in natura e seco de Croton

urucurana Baillon pelo método de difusdo em disco.

Didmetro dos halos de inibi¢do (mm)

Croton
urucurana Dose Bactérias
(ng/disco)
Ef Sa Se Sp Ec Kp Pa St Sf
Litex i 1000 12* 14 14 14 P 18 18 12 14
atex in 500 10 12 12 12 - 14 14 10 12
natura 250 - 10 10 10 - 12 12 8 10
125 -- - - - - - 8 - -
62,5 - - - - - - - - -
1000 10 12 12 14 -- 18 18 12 12
) 500 - 8 10 12 -- 10 15 10 10
Latex seco 250 - - 8 10 - 8 13 8 -
125 - - - - - - 12 - -
62,5 - - - - - - 10 - -
Cloranfenicol 30 30 30 30 30 28 25 25 33 30
Legenda: Ef = FEnterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Se =
Staphylococcus epidermidis; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli; Kp
= Klebsiella pneumoniae; Pa =Pseudomonas aeruginosa;, St = Salmonella

typhimurium,; Sf = Shigella flexneri; a = zona de inibigdo do crescimento bacteriano em
mm; b = auséncia de inibi¢do do crescimento bacteriano.
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TABELA 7. Triagem da atividade antibacteriana dos extratos das folhas

urucurana Baillon pelo método de difusdo em disco.

53

Croton

Didmetro dos halos de inibi¢do (mm)

Croton

urucurana Dose

(ng/disco)

Bactérias

Ec

Kp

Pa

1000
500
EH 250
125
62,5

Ef
b

12
10

1000

500

EDCM 250
125

62,5

1000
500
EA 250
125
62,5

1000
500
EE 250
125
62,5

Cloranfenicol 30

30

30

30

30

28

25

25

33

30

EH = extrato hexano; EDCM = extrato diclorometano; EA = extrato acetato de etila; EE
= extrato etandlico 75%; Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Se =
Staphylococcus epidermidis, Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli; Kp =
Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; St = Salmonella typhimurium;
Sf = Shigella flexneri; a=zona de inibicdo do crescimento bacteriano em mm; b =
auséncia de inibi¢do do crescimento bacteriano.

53



54

TABELA 8. Triagem da atividade antibacteriana dos extratos da entrecasca de Crofon

urucurana Baillon pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibi¢io (mm)

Croton Bactérias
urucurana Dose

(ng/disco)y Ef Sa Se Sp Ec Kp Pa St Sf

1000 -t 100 - - - 17 - -

500 - 8 8 - —- 14 -

EH 250 - - 12 - -
125 . —-

62,5 i - -

1000 - 12 10 - - S 1< S —

500 - 8 S —- 10 - -

EDCM 250 - - - - - - 8 - -
125 . —-

62,5 . —-

1000 14 14 12 18 12 14 15 - -

500 12 12 8 15 8 12 12 - -

EC 250 - 10 - 12 - 10 10 - -
125 . - 8 —-

62,5 . —-

1000 - 8§ 10 8 - 20 - - -

500 i [ T

EA 250 S -
125 . —-

62,5 . —-

1000 2 12 - 18 12 - 15 10 -

500 10 - - 14 8 S 1< S —

EE 250 - - - 12 - —- 10 - -
125 . —-

62,5 . —-

Cloranfenicol 30 30 30 30 30 28 25 25 33 30

EH = extrato hexano; EDCM = extrato diclorometano; EC = extrato cloroférmico; EA =
extrato em acetato de etila; EE = extrato etanolico 75%; Ef = Enterococcus faecalis;, Sa
= Staphylococcus aureus; Se = Staphylococcus epidermidis;, Sp = Streptococcus
pyogenes;, Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas
aeruginosa; St = Salmonella typhimurium; Sf = Shigella flexneri; a = zona de inibigdo
do crescimento bacteriano em mm; b = auséncia de inibi¢do do crescimento bacteriano.
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5.3. Determinac¢io da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Este ensaio avaliou a capacidade das drogas testes em inibir o desenvolvimento
microbiano in vitro (Figura 11). Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados da determinacao
da atividade antibacteriana do latex in natura, latex seco, extrato cloroformico e etanolico 75
% da entrecasca de Crofon urucurana e do cloranfenicol usado como droga padrdo neste
ensaio antimicrobiano, contra as bactérias gram-positivas e gram-negativas.

A partir dos resultados apresentados pelo latex in natura, este mostrou atividade
antibacteriana moderada para P. aeruginosa (CIM= 125 ug/mL) e para as demais bactérias
testadas (CIM=250 pg/mL). O latex seco também apresentou atividade moderada para F.
faecalis, E. coli e P. aeruginosa com a CIM=125 ug/mL, S. aureus, S. epidermidis, K.
pneumoniae, S. typhimurium, S. flexneri (CIM=250 ng/mL) e também para S. pyogenes
(CIM=500 pg/mL).

Para os resultados apresentados pelos extratos da entrecasca, o cloroféormico
apresentou atividade moderada para E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium,
S. flexneri (CIM=250 pg/mL) e também para E. faecalis ¢ S. pyogenes (CIM=500 pg/mL).
Apresentou fraca atividade frente a S. aureus e S. epidermidis (CIM=1000 pg/mL). Enquanto
o extrato etanolico 75 % apresentou atividade moderada para S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa ¢ S. typhimurium (CIM=250 ug/mL) e para E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes, K.
pneumoniae ¢ S. flexneri (500 pg/mL).

O cloranfenicol apresentou boa atividade para todas as bactérias testadas com a CIM
variando entre 25 e < que 3,1 ug/mL. A partir dos resultados apresentados, tanto o latex in
natura e seco como os extratos cloroformico e etandlico 75% da entrecasca apresentaram

atividade antibacteriana neste modelo experimental.
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Figura 11. Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minina (CIM) dos latex e
extratos da entrecasca de Croton urucurana Baillon (A) e do Cloranfenicol

(B), droga padrao, pelo método de dilui¢do em microplaca.
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Tabela 9. Atividade antibacteriana dos latex in natura e seco e dos extratos etanolico
75 % e cloroformico da entrecasca de Croton urucurana Baillon no ensaio de

microdilui¢do em caldo.

CIM (ng/mL)
Cloranfenicol
Cepas Latex Extratos
In natura Seco Etandlico  Cloroférmico
E. faecalis 250 125 500 500 <31
S. aureus 250 250 500 1000 <3,1
S.epidermidis 250 250 250 1000 <3,1
S. pyogenes 250 500 500 500 25
E. coli 250 125 250 250 3,1
K. pneumoniae 250 250 500 250 <3,1
P. aeruginosa 125 125 250 250 50
S. typhimurium 250 250 250 250 <3,1
S. flexneri 250 250 500 250 25

*CIM = Concentragdo Inibitoria Minima
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5.4. Estudo Fitoquimico

5.4.1. Abordagem Fitoquimica Preliminar

A analise fitoquimica realizada com latex seco e extrato etanodlico 75 %, revelou a
presenga de alcaldides, antocianidinas, antocianinas, catequinas, esterdides, fendis

hidrolisaveis, flavonas, isoflavonas, quinonas e saponinas (Tabela 10).

Tabela 10. Analise fitoquimica preliminar do latex seco e extrato etandlico 75 % da

entrecasca de Croton urucurana Baillon.

Grupos de metabdlitos secundarios Resultados
Alcalodides Positivo ++
Antocianidinas Positivo +
Antocianinas Positivo +
Catequinas Positivo ++
Cumarinas Negativo
Esteroides Positivo ++
Fenodis hidrolizaveis Positivo ++
Flavonas Positivo ++
Flavonanois Negativo
Flavononas Negativo
Heterosideos cianogenéticos Negativo
Isoflavonas Positivo ++
Leucoantocianidinas Negativo
Quinonas Positivo ++
Resinas Negativo
Saponinas Positivo +++
Taninos Negativo
Triterpendides Negativo
Xantonas Negativo

+++ intensa; ++ moderada; + fraca
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5.4.2. Estudo Analitico - Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatoplaca desenvolvida do latex com metanol/acetona (86:14 v/v) apresentaram a
separagdo de duas bandas para o latex seco com Rfs (fator de retencdo) de 0,53 e 0,78.
Enquanto nas cromatoplacas do extrato etandlico 75% da entrecasca usando o mesmo sistema
eluente apresentou a separagdo de trés bandas com Rfs de 0,08; 0,65 e 0,81 (Figura 12). De
acordo com os resultados obtidos referentes as bandas separadas em conjunto aos valores de
Rf indicam que o latex e o extrato etandlico apresentam compostos de natureza e polaridades

diferentes (Tabela 11).

Tabela 11. Valores dos fatores de retencdo do latex seco e extrato etanodlico 75 % da

entrecasca de Croton urucurana Baillon.

Croton urucurana Valores de Rf’s
Latex seco -- 0,53 0,78
Extrato etanodlico 0,08 0,65 0,81

Rf: Fator de retencéo
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Rf 0,78 Rf 0,81
Rf 0,53 Rf 0,65
Rf 0,08

Latex seco Extrato etanolico
da entrecasca

Figura 12. Perfil cromatografico do latex seco e extrato etanodlico 75 % da entrecasca

de Croton urucurana Baillon. Rf: fator de retencéo.
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5.5. Bioautografia

A CCD do latex seco apresentou a separagdo de duas bandas com Rfs 0,53 ¢ 0,78
(Figura 13). A banda com Rf 0,53 mostrou atividade frente as bactérias S. flexneri, S.
typhimurium, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis. Enquanto a banda com o Rf 0,78 foi
ativo para E. coli, S. flexneri, S. typhimurium, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis. A
cromatoplaca desenvolvida do extrato etanodlico 75 % da entrecasca apresentou a separagdo de
trés bandas (Figura 13). A banda com Rf 0,08 apresentou atividade para as bactérias S.
flexneri, S. typhimurium, K. pneumoniae. Ja a banda com Rf0,65 foi ativa para S. flexneri, S.
typhimurium, S. aureus. Enquanto a banda com Rf 0,81 ativa frente a S. typhimurium, E.
faecalis, S. aureus ¢ S. epidermidis. A bactéria P. aeruginosa apresentou resisténcia bactéria
as drogas testes. Quanto a S. pyogenes ndo foi possivel avaliar, pois se trata de uma bactéria
fastidiosa, a qual ndo apresentou crescimento bacteriano. Para este bioensaio utilizou-se o
cloranfenicol como droga padrdo, o qual mostrou atividade frente as bactérias testadas. Os
halos apresentados tanto pelas drogas testes quanto pelo cloranfenicol foram de tamanhos

variados (Tabela 12).

61



62

Inibi¢cao do

S crescimento
ni 1§:a0 do bacteriano
crescimento
bacteriano

Latex seco Extrato etandlico
da entrecasca

Inibi¢ao do

Inibicao do crescimento
crescimento bacteriano
bacteriano

Cloranfenicol

Figura 13. Atividade antibacteriana do latex seco (A), extrato etanodlico 75 % da
entrecasca (B) de Croton urucurana Baillon e cloranfenicol, droga padrao

(C) pelo método de bioautografia.
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Tabela 12. Atividade antibacteriana in vitro do latex seco e extrato etandlico 75 % da

entrecasca de Croton urucurana Baillon pelo método de bioautografia.

, Bactérias
C. urucurana Rf’s
Ef Sa Se Sp Ec Kp Pa St Sf
Latex seco 0.53 - * * - - + - + +
0,78 + + + -- + - - + +
Extrato 0,08 - - - - - + - + +
etanolico da 0,65 - + - - - - - + +
entrecasca 0,81 + + + - - - ; T .
Cloranfenicol - + + + - + + + + +

Rf = fator de retencdo; Ef = Enterococcus faecalis;, Sa = Staphylococcus aureus;, Se =
Staphylococcus epidermidis, Sp = Streptococcus pyogenes;, Ec = Escherichia coli; Kp =
Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; St = Salmonella typhimurium; Sf
= Shigella flexneri.
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5.6. Infecgao Sistémica em Camundongos

A eficacia do latex seco na protegdo dos animais quanto a morte causada pela
infecgdo bacteriana induzida pelas bactérias gram-positiva e gram-negativa ¢ mostrada na
Tabela 13. Nas doses de 0,01 ¢ 0,1 mg/kg para infeccdo causada pelo S. aureus, o latex seco
ndo apresentou eficacia na preven¢do da morte dos animais. As doses de 1,0 — 10,0 e 100,0
mg/kg preveniram a morte dos animais em 10 — 20 e 30 %, respectivamente. A protegdo de
50% dos animais se deu na dose de 300 mg/kg. As doses de 500 e 1000 mg/kg protegeu 60 e
70 % dos animais da morte, respectivamente. A dose mediana efetiva (DEs() apresentada pelo
latex seco foi de 358 + 131 mg/kg. Meroponem, droga padréo (20 mg/kg) protegeu 100 % dos
animais.

Na infecgdo sistémica induzida pela K. pneumoniae os resultados apresentados
foram os seguintes. Nas menores doses, 0,01 e¢ 0,1 mg/kg ndo foi observada atividade
antibacteriana, ou seja, ndo apresentou atividade profilatica em relagdo a morte causada pela
infec¢do. Ja nas doses de 1,0 — 10,0 e 100,0 mg/kg o latex seco conseguiu prevenir a morte
dos animais em 20 — 30 e 40 %, respectivamente. Com a dose de 300 mg/kg houve protecio
de 50 % dos animais. Nas doses de 500 e 1000 mg/kg a eficacia apresentada foi a mesma,
conseguindo a prevengdo da morte em 60 % dos animais. A DEs apresentada pelo latex seco
para K. pneumoniae foide 347 + 127 mg/kg. A droga padrao mostrou total eficacia profilatica
para os animais infectados tanto pela S. aureus quanto pela K. pneumoniae, apresentando a

DEsode 7,1 £0,7 € 5,2 + 1,1 mg/kg, respectivamente.

64



65

Tabela 13. Atividade antibacteriana in vivo do latex seco de Croton urucurana Baillon
no modelo de infec¢do sist€émica em camundongos induzido pela Staphylococcus

aureus e Klebsiella pneumoniae.

Croton Doses Sobrevida DEsy+ D.P.M.
(mg/kg v.0.) (%) (mg/kg)
urucurana
Sa Kp Sa Kp
Latex seco 0,01 0,4 0,4
0,1 0,4 0,4
1 10 20
10 20 30
100 20 40
300 50 50 358,8 + 131 347+ 127
500 60 60
1000 70 60
Meropenem 20 100 100 7,3+0,7 52+1,1

DEs5o= dose mediana efetiva 50 %; D.P.M. = desvio padrdo da média.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem-se observado o aumento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos convencionais, tornando-se necessario que novas drogas com propriedades
antibidticas sejam desenvolvidas com o objetivo de reverter esta situagdo. Dentre as
alternativas para o desenvolvimento de novos antibidticos, os derivados das plantas
medicinais, s3o as melhores escolhas. HA muito tempo, elas tem sido base para diversas
aplicacdes na medicina popular e atualmente com o ressurgimento do interesse nas terapias
naturais e o crescimento do consumo por produtos naturais efetivos e seguros requerem mais
dados sobre os extratos de plantas (Nascimento et al., 2007).

Devido aos poucos trabalhos realizados quanto a avaliagdo antibacteriana de Croton
urucurana Baillon, os quais trazem poucas informagoes, ¢ de acordo com seu uso popular em
ferimentos e infecgdes, esta planta foi selecionada como objeto de estudo deste trabalho.

Os ensaios usados para avaliacdo da atividade antimicrobiana in vifro muitas
metodologias tem sido proposta. Os métodos comumente usados sdo os de difusdo em disco e
em agar, diluicdo em agar e em caldo para a determinagdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM). Os resultados obtidos por cada um desses métodos podem diferir devido a fatores
variaveis entre os testes, como o crescimento microbiano, microorganismos testados,
exposicdo do microorganismo ao extrato teste, a sua solubilidade, a concentragdo testada e o
agente solubilizante (Nascimento et al., 2007; Rios & Recio, 2005; Cos et al., 2006; Arikan et
al., 2002).

Neste trabalho, foi inicialmente realizada uma triagem da atividade antibacteriana de
C. urucurana pelo método de difusdo em disco, sendo avaliadas o latex in natura e seco e os

extratos obtidos das folhas e entrecasca desta planta. Neste ensaio antimicrobiano os latex
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apresentaram espectro de a¢do semelhante, mas com poténcia para a K. pneumoniae ¢ P.
aeruginosa. Para os extratos obtidos das folhas, o extrato hexano apresentou maior espectro
de agdo para as bactérias gram-negativas ¢ potente acdo contra K. pneumoniae ¢ P.
aeruginosa, formando zonas de inibigdo de 10-13 mm (500 e 1000 pg/disco), enquanto que o
extrato diclorometano foi ativo apenas para S. pyogenes com halos de 10-12 mm nas mesmas
doses. Ja o extrato etanolico 75% apresentou maior espectro de agdo para bactérias gram-
positivas e potente acdo contra S. fyphimurium (500 ¢ 1000 ug/disco) com halos de 10-12
mm. Para os extratos obtidos da entrecasca, os preparados em hexano e diclorometano da
entrecasca, apresentaram pequeno espectro de acdo, porém com potente agdo contra P.
aeruginosa (500 e 1000 ug/disco). O extrato cloroformico apresentou amplo espectro de agdo,
sendo o mais potente dos extratos contra E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae,
ndo sendo ativo apenas para S. flexneri e S. typhimurium. O extrato acetato de etila apresentou
pequeno espectro de acdo, sendo ativo apenas para K. pneumoniae ¢ S. epidermidis (10-20
mm). O extrato etandlico 75% mostrou amplo espectro de ag@o e potente a¢do antibacteriana
contra E. faecalis, S. pyogenes, P. aeruginosa.

O latex seco e in natura apresentaram atividade antibacteriana semelhantes, com
espectro de acdo e poténcia maiores que a atividade apresentada pelos extratos obtidos das
folhas e entrecasca.

No entanto, em estudos realizados por Gurgel (2005), o latex de Croton urucurana
ndo apresentou atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco frente a bactéria S.
aureus, pois no presente trabalho obtivemos resultados positivos frente 8 mesma bactéria. Em
contrapartida, quando avaliada a atividade antifungica pelo mesmo método, o latex apresentou
atividade frente aos dermatdfitos Trichophyton tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum,
Microsporum canis e Epidermophyton flocccosum (Gurgel, 2005; Gurgel et al., 2005). Como

foi mostrado os resultados apresentados neste trabalho divergem dos resultados obtidos por
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Gurgel (2005) frente a bactéria S. aureus, isto pode ser explicado por fatores relacionados ao
material botanico, possivelmente a coleta do material tenha sido de local e em época
diferente, em estagios de desenvolvimento diferente, devendo considerar o estado de
conservagdo do habitat, fatores estes que interferem no teor dos fitoconstituintes presentes no
latex (Mattos, 2001) e considerando também que as linhagens de microorganismos testados
ndo foram as mesmas.

A sonderianina isolada da entrecasca de C. urucurana apresentou atividade contra E.
coli, resultado este que mostra conformidade com os resultados obtidos pelos extratos
cloroformico e etandlico 75% da entrecasca (Craveiro et al., 1982).

No ensaio de difusdo em disco, os resultados apresentados pelo latex seco e in
natura indicam que os compostos polares presentes nos latex sejam os responsaveis pela
atividade antibacteriana. Com base nos resultados apresentados pelos extratos preparados a
partir das folhas, sugere-se que os principios ativos presentes nas folhas tenham baixa
polaridade e possivelmente ndo se tratam de flavonodides. Ja no caso dos resultados com os
extratos da entrecasca, os preparados com solventes de baixa polaridade (cloroformio) quanto
de alta polaridade (etanol 75%) apresentaram atividade antibacteriana significativa. Sendo
estes solventes bons extratores de substancias ativas como flavonoides, alcaldides e terpenos
(Cowan, 1999).

Na avaliagdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco ocorreu
varia¢do da zona de inibi¢do formada, pois o tamanho da zona de inibigdo de crescimento é
influenciado pela velocidade de difusdo das substancias no agar (Virtuoso et al., 2005); tendo
os extratos apolares maiores dificuldades de difusdo no 4gar. Podendo explicar, em parte, a
menor atividade verificada para os extratos em hexano e diclorometano comparada com os

latex e extratos polares.
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Geralmente, a atividade antimicrobiana de produtos naturais, ¢ estudada, avaliadas e
confirmadas através de ensaios biologicos in vitro em testes de susceptibilidade ou
sensibilidade, como foi realizado neste presente trabalho (Souza et al., 2003). Neste estudo os
extratos do latex seco e in natura e os extratos cloroformico e etandlico 75% da entrecasca
apresentaram melhor atividade no ensaio de difusdo em disco, e por isso selecionados para
determinacdo da CIM.

Os latex (seco e in natura) e extratos ndo apresentaram diferengas quanto ao
espectro de acdo, porém o latex seco mostrou maior poténcia antibacteriana contra E. coli, P.
aeruginosa ¢ E. faecalis (CIM=125 pg/mL). Os extratos etanolico 75% e cloroférmico da
entrecasca apresentaram atividade moderada, sendo que o cloroféormico apresentou fraca
atividade para S.aureus e S. epidermidis (CIM=1000 pg/mL). Esses extratos da entrecasca
apresentaram maior poténcia para as bactérias gram-negativas.

Em estudos anteriormente realizados com o latex de C. urucurana, este também
apresentou atividade antifingica avaliado pelo método de macrodiluicdo em caldo (CIM)
contra os dermatofitos Trichophyton tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum
canis e Epidermophyton flocccosum. Sendo os mesmos testados pelo método de difusdo em
disco, neste caso, mostrando uma correlagdo positiva entre os dois métodos avaliados
(Gurgel, 2005; Gurgel et al., 2005).

Os resultados obtidos pelos extratos da entrecasca estdo de acordo com os de Peres
et al (1997), quando determinado a CIM, onde foi testado os isolados catequina e acido
acetilaleuritolico e ativos pra S. aureus e S. typhimurium.

Os extratos obtidos do latex seco e in matura e os extratos da entrecasca
cloroférmico e etandlico 75% foram ativos frente a todas as bactérias testadas, mesmo para
aquelas que mostraram resistentes no método de difusio em disco. E reconhecido que o

método de microdilui¢do em caldo apresenta maior sensibilidade as drogas do que o método
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de difusdo em disco, pois o primeiro permite um contato direto entre a droga, o meio de
cultura e as bactérias, que sdo incubadas sob agitacdo continua (Hadacek & Greger, 2000;
Rios & Recio, 2005; Cos et al, 2006).

O latex seco e in natura ndo apresentaram diferengas marcantes quanto a poténcia e
ao espectro de acdo antibacteriano nos ensaios de difus@o em disco e para a determinagdo da
CIM, porém apresentaram melhor atividade antibacteriana quando comparada aos extratos
obtidos de outros farmacdgenos (folhas e entrecasca).

Muitos estudos estdo focados na determinagdo da atividade antimicrobiana de
plantas associadas a medicina popular, assim como ¢ de interesse identificar as substancias
responsaveis por esta atividade. E muitos deles direcionados a identificacdo de compostos
como os alcaloides, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos ou
naftoquinonas. Muitos destes compostos podem ser isolados ou obtidos por ensaio bioguiado
apos detecgdo prévia da atividade antimicrobiana da planta em estudo (Rios e Recio, 2005).

A fitoquimica realizada do latex seco e do extrato etandlico 75 % da entrecasca
revelou a presenca de classes quimicas que sdo dotadas de atividade antimicrobiana.
Metabdlitos secundarios como os alcaloides, flavondides, compostos fenolicos, saponinas,
taninos condensados e esterdides (Rauha et al., 2000; Simdes et al., 2000).

Os resultados obtidos na abordagem fitoquimica do latex seco estdo de acordo com
os resultados obtidos por Mattos (2001) para o latex de C. urucurana e do extrato etandlico
75% da entrecasca também concordam com os de Peres et al (1997) quanto a presenga de
catequina, ¢ este ativo para S. aureus e S. epidermidis.

Na bioautografia realizada para o latex seco, o sistema eluente (fase movel) foi
capaz de separar duas bandas, as quais apresentaram atividade antibacteriana, indicando que
as substancias ativas sejam de dois grupos quimicos distintos e polaridade semelhante. J4 com

relagdo ao extrato etanodlico 75%, ocorreu a separacdo de trés bandas que indicaram a
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presenga de grupos quimicos de polaridades distintas, que também apresentaram atividade
antibacteriana. E esses resultados podem estar relacionados com os grupos de metabdlitos
secundarios identificados na abordagem fitoquimica. Foram observados halos de inibigdo de
crescimento de tamanhos variados para os diferentes Rf’s. A partir desta bioautografia, pode-
se direcionar um isolamento bioguiado das plantas aqui testadas ¢ de acordo com os Rf's
apresentados pelas drogas testes, mostram que as mesmas podem ser posteriormente isoladas,
exceto para a banda que apresentou um curto valor de R¢ (R¢ 0,08) (Collins, Braga & Bonato,
1997).

Neste ensaio bioautografico ¢ observado a possivel existéncia de substancias ou
grupos de substancias quimicas capazes de inibir o crescimento bacteriano, desta forma
mostrando que a planta possui este potencial a ser explorado. A bioautografia permite a
determinacdo da polaridade dos compostos ativos, como mostra os resultados obtidos,
sugerindo que as substancias ou classes de substancias ativas presentes no latex e no extrato
etanolico sejam de caracteristicas polares (Schomourlo et al., 2005). As saponinas,
flavonodides, alcaldides, as antocianidinas e¢ antocianinas assim como os esteroides e os
taninos que foram identificadas na abordagem fitoquimica preliminar e que apresentam
caracteristicas polares podem ser responsaveis pela atividade apresentada frente as bactérias
envolvidas neste estudo.

O perfil cromatografico em conjunto aos resultados obtidos no ensaio
antimicrobiano de bioautografia do latex seco e do extrato etandlico 75% da entrecasca
sugerem que diferentes substancias ou grupos de substincias quimicas e de diferentes
polaridades sejam responsaveis pela atividade antibacteriana apresentada.

As plantas apresentam inumeros tipos de compostos antimicrobianos (fitoalexinas)
que sdo importantes para a defesa natural frente a todas as espécies de organismos vivos

(Rauha et al., 2000), substancias estas que aumentam sua concentragdo em situagdes adversas,
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desta forma determinados grupos de metabdlitos secundarios que apresentam atividade
antimicrobiana podem ser consideradas fitoalexinas. As quinonas produzem coloragao
marrom as frutas quando estas sdo danificadas, estas substancias apresentam potencial
antibacteriano, um exemplo ¢ a hepericina (antroquinona) isolada da Hypericum perforatum,
antigamente usada como antidepressivo (Domingo & Lopez-Brea, 2003). Os taninos
constituem um grupo de substincias fenolicas poliméricas e podem-se dividir em
hidrolizéveis ou condensados. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina
tradicional para o tratamento de diversas moléstias organicas, como diarréia, reumatismo,
hemorragia, feridas, queimaduras, inflamacgdo, dentre outras. Tem-se descrito mais de 30
taninos que sdo capazes de inibir crescimento de fungos e bactérias. (Domingo & Lopez-Brea,
2003; Simoes et al., 2000; Cowan, 1999).

Os flavonodides sdo substancias hidroxiladas fendlicas que constituem a mais ampla
familia de fenois naturais. Sdo conhecidas por serem sintetizadas pelas plantas em respostas
as infec¢des bacterianas. Esta atividade ¢ provavelmente devida a sua capacidade em formar
complexos com proteinas soluveis extracelulares e com a parede celular de forma similar as
quinonas. E ainda seu carater lipofilico pode ser responsavel pela ruptura da membrana
celular dos microorganismos. Um exemplo de plantas que apresentam flavonoides ativos é a
Camellia sinensis ativa frente ao Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans, Shigella dentre
outros. Lopes, Kato & Yoshida (1998) observaram a atividade fungica de flavondides de
isolados de plantas, que apresentaram ag@o 10 vezes mais potente que a nistatina (Cowan,
1999; Domingo & Lopez-Brea, 2003; Sartori, 2005).

Os alcaldides recebem esta denominagdo por serem compostos nitrogenados
heterociclicos que apresentam atividade microbicida, incluindo espécies de Giardia e

Entamoeba e também atividade contra Tripanossoma. O mecanismo de acdo dos alcaldides
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parece estar relacionado com a sua interagdo com a parede celular e o DNA dos
microorganismos (Cowan, 1999; Domingo & Lopez-Brea, 2003).

As saponinas sdo glicosideos de ester6is ou de terpenos policiclicos e devido ao seu
comportamento anfifilico e capacidade de se complexar com os esterdis, proteinas e
fosfolipideos de membranas apresentam inumeras propriedades biologicas. Dentre as
propriedades apresentadas estdo a atividade hemolitica, molusquecida, anti-helmintica,
hipocolesterolemiante, antiinflamatdria, antiviral. As saponinas s3o também dotadas de
atividade antibacteriana, apresentou atividade frente a E. coli, Staphylococcus sp e também
para fungos (Simdes et al., 2000; Domingo & Lopez-Brea, 2003).

As catequinas sdo produtos originados a partir das proantocianidinas e
antocianidinas. Estas apresentam atividade em inativar a toxina colérica do Vibrio e também
atividade inibitéria da enzima glicosiltransferase produzida pela Streptococcus mutans
encontrada na cavidade oral do homem e causadores de caries e gengivites. Também foram
relatadas atividade frente a S. aureus ¢ S. typhimurium (Cowan, 1999; Simdes et al., 2000;
Peres et al., 1997).

Nos modelos de avaliacdo da atividade antimicrobiana ¢ notada a falta de modelos
que avaliem a atividade in vivo de plantas medicinais, sendo esta uma das propostas para
estudos futuros (Rios & Recio, 2005).

Neste trabalho foi reproduzido e adaptado o modelo experimental de infecgdo
sistémica em camundongos para avaliagdo da atividade in vivo do latex seco de C. urucurana
(Yamaguchi et al., 1998; Koga et al., 2005).

No modelo de infecgdo sistémica induzida em camundongos, os resultados obtidos
pelo latex mostraram que o mesmo apresenta atividade antibacteriana, com atividade
profilatica as infec¢des causadas pelos microorganismos gram-positivo e gram-negativo (S.

aureus ¢ K. pneumoniae) envolvidos neste estudo. Na infec¢do induzida pela S. aureus o latex
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apresentou melhor atividade nas maiores doses (500 ¢ 1000 mg/kg), com prevencdo de morte
superior a 50 % dos animais. Nao sendo marcante a diferenga protetora entre essas doses. No
caso da infec¢do induzida pela K. pneumoniae, os melhores resultados também foram obtidos
nas maiores doses, sendo que nas doses de 500 e 1000 mg/kg os resultados foram
semelhantes, apresentando uma protecdo de 60 % dos animais. A atividade profilatica
apresentada pelo latex foi discretamente melhor na infeccdo induzida pela K. pneumoniae,
apresentando uma dose mediana efetiva (DEsp) menor que na infecc¢do sistémica induzida pela
S. aureus. A atividade antibacteriana in vivo do latex apresentou correlacdo positiva com os
resultados obtidos nos ensaios in vitro, os quais também apresentaram atividade
antibacteriana frente as bactérias envolvidas neste modelo experimental.

De forma geral os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos realizados, os
latex e extratos testados apresentaram maior atividade antibacteriana frente as bactérias gram-
positivas. O perfil de seletividade em relagdo as bactérias gram-positivas tem sido geralmente
encontrado nos testes de atividade antimicrobiana com plantas, entretanto ¢ um fendmeno
também observado para a maioria dos agentes antimicrobianos sintéticos (Schaechter et al.,
2002). A resisténcia intrinseca das bactérias gram-negativas aos agentes antimicrobianos tem
sido associada a presenga de enzimas e outras estruturas na membrana externa que sio
capazes de bular a atividade antibiotica. Com isso o agente antimicrobiano ndo consegue
penetrar na célula, ou quando consegue a concentragdo nao ¢é suficiente para apresentar o

resultado esperado (Schaechter et al., 2002; Murray et al., 2004).
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para Croton urucurana Baillon no desenvolvimento do

trabalho permitiram concluir que:

% Na triagem da atividade antibacteriana pelo ensaio de difusdo em disco as partes
da planta testada apresentaram atividade antibacteriana, com os melhores resultados
observados para o latex in natura e seco, o qual apresentou maior poténcia, seguido pelos
extratos cloroformico e etandlico 75 % da entrecasca e por ultimo os extratos hexano e
etandlico 75 % das folhas;

+» No teste de sensibilidade, na determina¢do da CIM dos extratos selecionados,
todos apresentaram atividade antibacteriana, sendo que o latex in natura e seco apresentaram
melhor atividade e poténcia antibacteriana, porém ndo diferindo quanto ao espectro de agao,
quando comparados aos extratos cloroférmico e etandlico 75 % da entrecasca;

% De acordo com os resultados obtidos no ensaio de difusdo em disco e
determinacdo da concentragdo inibitéria minima, a atividade antibacteriana apresentada pelo
latex in natura e latex seco e extratos obtidos por particdo em diferentes solventes e em
diferentes partes de C. urucurana indicam que os principios ativos sdo de natureza diferente e
distribuem-se de modo ndo uniforme nas diferentes partes da planta;

% O perfil fitoquimico apresentado pelo latex seco e extrato etandlico 75% da
entrecasca revelou a presenga de grupos de metabodlitos secundarios, substincias bioativas,
como alcaldides, flavonodides, compostos fendlicos, saponinas, taninos condensados e

esteroides, que sdo grupos de substancias dotadas de atividade antimicrobiana;
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R/

s O perfil cromatografico em conjunto aos resultados obtidos no ensaio
antimicrobiano de bioautografia do latex seco e do extrato etandlico 75% da entrecasca
sugerem que os mesmos apresentam diferentes classes de metabodlitos secundarios, de
polaridades distintas, possuidoras de atividade antibacteriana;

% No modelo de infecgdo sistémica, o latex seco apresenta atividade antibacteriana
in vivo, com agdo profilatica, prevenindo os animais contra a morte causada pela infecgéo
sistémica induzida por S. aureus ¢ K. pneumoniae;

% A planta Croton urucurana Baillon apresentou atividade antibacteriana in vitro e

in vivo, nos modelos antimicrobianos frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas,

realizados neste trabalho, justificando em parte o uso desta planta como antiinfecciosso.
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