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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é propiciada pela vasta variabilidade
genética dos microrganismos, entretanto, o uso indiscriminado e/ou inadequado dos
antimicrobianos contribui na amplificacdo desta caracteristica. A descoberta de novos
farmacos antibacterianos € demorada e dispendiosa em relacdo ao surgimento de novas
cepas resistentes, mesmo assim, a busca por novos principios ativos com capacidade
antimicrobiana é necessaria. Plantas medicinais do Cerrado podem ser fontes de
compostos bioativos a serem explorados, como por exemplo a espécie Croton
antisyphiliticus Mart. que é utilizada popularmente para tratar reumatismo, sifilis e outras
infeccdes. Apesar de sua atividade antimicrobiana ja ter sido avaliada por outros autores,
o potencial antibacteriano da flor nunca foi investigado, e seus quatro 6rgaos também nao
foram testados contra cepas de microrganismos resistentes. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de extratos metandlicos (EMs) das raizes,
caules, folhas e flores da espécie Croton antisyphiliticus Mart. contra Staphylococcus
aureus (uma cepa sensivel e um isolado resistente a meticilina— MRSA), Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Todos 0s
EMs apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas
analisadas, entretanto nenhum apresentou atividade contra as espécies Gram-negativas
em estudo. Em relacéo a capacidade bacteriostatica, 0 EM da raiz foi mais eficiente para
as cepas de S. aureus e, os do caule e da folha foram mais eficazes para as cepas de
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis. Em relacdo a acdo bactericida, o EM da
raiz foi o melhor para todas as bactérias analisadas. No nosso conhecimento, foi a
primeira vez que potencial antibacteriano da espécie Croton antisyphiliticus Mart. foi
avaliado contra uma cepa resistente de S. aureus, e os resultados demonstram atividade
significativa. Futuramente, essa planta podera contribuir na descoberta de novos
compostos antimicrobianos, ou mesmo potencializar os ja existentes, entretanto mais
estudos devem ser realizados.

Palavras-chave: Cerrado. Produtos naturais. Croton antisyphiliticus Mart. Concentracao
inibitéria minima. Concentracdo bactericida minima.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials is provided by the vast genetic variability of
microorganisms, however, the indiscriminate and/or inappropriate use of antimicrobials
contributes to the amplification of this characteristic. The discovery of new antibacterial
drugs is time consuming and expensive compared to the emergence of new resistant
strains, even so, the search for new active principles with antimicrobial capacity is
necessary. Medicinal plants from the Cerrado may be sources of bioactive compounds to
be explored, such as the species Croton antisyphiliticus Mart. which is popularly used to
treat rheumatism, syphilis and other infections. Although its antimicrobial activity has
already been evaluated by other authors, the flower's antibacterial potential has never
been investigated, and its four organs have not been tested against resistant
microorganism strains either. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of
methanol extracts (MEs) from roots, stems, leaves and flowers of the Croton
antisyphiliticus Mart. against Staphylococcus aureus (a sensitive strain and an isolate
resistant to methicillin — MRSA), Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. All EMs showed antimicrobial activity
against the Gram-positive bacteria analyzed, however none showed activity against the
Gram-negative species under study. In relation to bacteriostatic capacity, root ME was
more efficient for S. aureus strains, and those of stem and leaf were more effective for
Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis strains. Regarding bactericidal action,
root ME was the best for all analyzed bacteria. To our knowledge, it was the first time
that the antibacterial potential of the species Croton antisyphiliticus Mart. was evaluated
against a resistant strain of S. aureus, and the results demonstrate significant activity. In
the future, this plant may contribute to the discovery of new antimicrobial compounds, or
even enhance existing ones, however, more studies must be carried out.

Keywords: Cerrado. Natural products. Croton antisyphiliticus Mart. Minimum inhibitory
concentration. Minimal bactericidal concentration.
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1 INTRODUCAO

1.1  Bactérias patogénicas

As bactérias sdo microrganismos ubiquos, ja que podem ser encontradas em
praticamente todos os ambientes (GHUNEIM et al., 2018). Sendo consideradas essenciais
para a manutencdo da vida, a maioria das espécies ndo sao patogénicas, como por
exemplo, as que compdem nossa microbiota, que quando em situagbes de equilibrio,
podem ser responsaveis pela producdo de substancias Uteis (como as vitaminas B e K),
pela degradacdo de substancias toxicas ao organismo do hospedeiro, ou ainda inibir a
instalacdo de outros patdgenos (LEVISON, 2010; MACHADO, 2019)

Entretanto, alguns desses microrganismos sdo responsaveis por quadros de
infeccdes quando ha uma alteracdo na homeostase do hospedeiro e, estes encontram-se
numa posicdo favoravel que propicia sua multiplicacdo e permanéncia no organismo
infectado. As bactérias provocam patologias seja pela producdo de toxinas ou pela
invasdo do organismo hospedeiro. As toxinas se dividem entre exotoxinas (polipeptideos
celulares) e endotoxinas (LPS- lipopolissacarideos), ambas possuem a capacidade de
induzir a producdo de citocinas inflamatdrias e ndo necessitam da presenca do
microrganismo para provocar sintomas. As endotoxinas estdo presentes apenas em
bacilos e cocos Gram-negativos e proporcionam febre, choque e outros sintomas. Ja as
exotoxinas sdo secretadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e estdo
frequentemente associadas a intoxicacGes alimentares. As bactérias que causam
infeccdes, se multiplicam num determinado tecido e provocam a resposta imune do
hospedeiro, iniciada por uma reacdo inflamatéria (LEVISON, 2010; CAVAILLON,
2018; DUPORT; ALPHA-BAZIN; ARMENGAUD, 2019).

Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo oportunista que provoca
inimeras infeccBes, que vdo desde a formacdo de espinhas, e furinculos, até quadros
graves de pneumonia e meningite. E também um dos principais patogenos isolados de
infeccOes hospitalares. Sua capacidade de gerar diversas doencas € o reflexo de seus
fatores de viruléncia que propiciam sua multiplicacdo em circunstancias criticas e sao
fundamentais para que essa bactéria possa se espalhar pelo organismo (KONG; NEOH,;
NATHAN, 2016; SANTOS et al., 2007). Em relacdo aos seus fatores de viruléncia,
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podemos citar as toxinas citoliticas, como as hemolisinas e leucotoxinas, causadoras de
lise celular em hemoglobinas e leucdcitos, respectivamente, em que, merece destaque o-
hemolisina formadora de poros de barril B, também chamada de toxina o, uma das mais
prejudiciais num quadro infeccioso provocado por S. aureus, que causa a morte celular
de mondcitos, células B e T (OTTO, 2014; BERUBE; WARDENBURG, 2013;
NYGAARD et al., 2014). A B-toxina e as toxinas esfoliativas provocam morte celular,
inflamacdo e ruptura de tecidos em mamiferos, através de citotoxicidade causada em suas
células. Proteases, como metaloprotease aureolisina e nucleases caracteristicas de S.
aureus, sdo responsaveis pela clivagem e inativacdo de diversos aparatos do sistema
imune, como peptideos antimicrobianos, fatores de complemento e proteinas de
superficie imprescindiveis para a locomoc¢éao dos leucécitos ao foco infeccioso (TAM;
TORRES, 2019).

Enterococcus também sdo cocos Gram-positivos, comumente encontrados na
microbiota intestinal humana, bem como, na microbiota de praticamente todos 0s animais
que habitam o planeta (FIORE; VAN TYNE; GILMORE, 2019). Podem causar
endocardite bacteriana, infec¢des no sistema urinério e no sangue, bem como infecgdes
de origem cirurgica ou intra-abdominais, sendo as espécies Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium, as bactérias que mais merecem destaque dentro do género
(ANVISA, 2008a). Além disso, 0s enterococcus resistentes a vancomicina, denominados
VRE, sdo uma grande preocupacdo médica, tendo em vista que estes microrganismos sao
multirresistentes, oportunistas e, cada vez mais estdo presentes nos ambientes
hospitalares, sendo associados a altas taxas de mortalidade (AHMED; BAPTISTE, 2018;
SANTOS; PAIVA; ANDRADE, 2021; RAZA et al., 2018).

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, aerobio facultativo, e esta entre 0s
microrganismos mais comuns da microbiota intestinal, sendo possivelmente, o mais
estudado. Quando esta presente nos alimentos e na &gua, € um indicativo de contaminacao
fecal e, é a razdo mais frequente de doencas infecciosas no sistema urinario. Além disso,
cepas virulentas dessa espécie, como a produtora da toxina Shing (STEC), podem
provocar intoxicacdes alimentares graves (JANG et al., 2017; ODONKOR; AMPOFO,
2013; FLORES-MIRELES, 2015; OMS, 2018).

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo, aerdbio, com variada
disposi¢do ambiental, podendo ser encontrada tanto em ambientes aquaticos, como nos

terrestres. Considerado um patdgeno oportunista, ja que dificilmente desencadeia um
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processo infeccioso em pessoas saudaveis, infecta principalmente individuos com o
sistema imunologico debilitado, como pacientes com céancer, fibrose cistica, portadores
do HIV com manifestacdo clinica, dentre outras enfermidades (LOPES et al., 2020;
DIGGLE; WHITELEY, 2020).

1.2 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

Os antimicrobianos s&o compostos obtidos sinteticamente ou naturalmente a partir
de microrganismos, plantas ou animais, podendo sofrer pequenas modificagcbes como
forma de potencializar sua atividade, sendo assim classificados como semissintéticos. Seu
mecanismo de acdo baseia-se na toxicidade seletiva sobre os microrganismos, podendo
ser classificados como bactericidas, quando provocam a morte das bactérias, ou
bacteriostaticos, quando apenas impedem o crescimento desses microrganismos
(MACHADO, 2019; SILVA et al., 2018; LOBRITZ et al., 2015).

Esses compostos transformaram a medicina moderna a aproximadamente 100
anos, aumentando a expectativa de vida dos seres humanos em 23 anos. O primeiro
antimicrobiano foi a arsfenamina, também denominado de composto 606 ou salvarsan,
inserido no sistema de satde em 1910. Criado por Paul Ehrlich, este composto sintético
foi a primeira droga utilizada no tratamento da sifilis e foi o pontapé para Ehrlich tivesse
seu conceito de “bala magica” popularizado, termo que conceitua um composto que tem
por objetivo eliminar um patégeno sem que haja dano nas células hospedeiras normais,
conhecido atualmente como antimicrobiano e que foi extremamente importante na
posterior criacdo destes (GENSINI; CONTI; LIPPI, 2007; VALENT et al., 2016).

Em 1928, a penicilina foi descoberta, dando inicio a descricdo de varios
compostos com atividade antimicrobiana obtidos através dos produtos naturais, que
alcangou seu auge por volta da década de 1950. Apos esse periodo, houve uma queda
gradual na descoberta e elaboracdo dos antibidticos e, em contrapartida, a resisténcia dos
microrganismos a estes farmacos aumentou drasticamente, contribuindo para a
preocupante resisténcia bacteriana atual (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON,
2019).

A resisténcia bacteriana a um antimicrobiano ocorre quando este é incapaz de
interromper ou reduzir o crescimento bacteriano mesmo na presenca da droga em

concentragdes terapéuticas (OLIVEIRA, 2015). E extremamente preocupante, uma vez
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que é correlacionada a altos indices de mortalidade. Sendo o perfil de multirresisténcia
em bactérias Gram-positivas e em Gram-negativas, uma forte adversidade, ja que doencas
causadas por estas bactérias sdo dificeis de tratar, podendo até ser intrataveis utilizando
o0s antibidticos usuais. Dentre as bactérias Gram-positivas, as que apresentam maior
resisténcia antimicrobiana sdo bactérias do género Enterococcus e da espécie
Staphylococcus aureus. Ja em relacao as Gram-negativas, merecem destaque, as bactérias
da ordem Enterobacterales, bem como as espécies Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2016; LOUREIRO et al., 2016;
MCADAM, 2020).

De acordo com Magiorakos e colaboradores (2012), bactérias multirresistentes
sdo aquelas que ndo possuem sensibilidade a pelo menos um antibio6tico de 3 ou mais
classes antimicrobianas normalmente utilizadas em seu tratamento. J& as bactérias pan-
resistentes possuem resisténcia a todas as classes de antibioticos disponiveis. A analise
de sensibilidade a um antimicrobiano deve ser sempre realizada conforme padrdes
estabelecidos pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), FDA (Food and
Drug Administration) e EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing).

S. aureus resistente a meticilina/oxacilina (MRSA) é um dos microrganismos
resistentes aos antimicrobianos que mais tem preocupado pesquisadores de diversas
partes do mundo nos ultimos anos (BAYAT et al., 2017). Esse patdgeno apresenta
resisténcia a classe dos B-lactdmicos, que ocorre devido a producgdo de uma transpeptidase
modificada conhecida como PBP2a, codificada pelo gene mecA, que possui baixa
afinidade a estes compostos (CDC, 2019; HIRAMATSU et al., 2002). O gene mecA esta
localizado no cassete cromossémico estafilocdcico mec (SCCmec), um elemento genético
movel, que é classificado em diferentes tipos de acordo com seus dois complexos
principais, complexo mec e ccr e sua resisténcia aos B-lactamicos. Sete principais tipos
de SCCmec ja foram descobertos (I a VII) e cada um apresenta suas individualidades
(SABER et al., 2017; REITER, 2009).

Segundo a ASCOM/ANVISA (2018) o uso inadequado de antibidticos contribui
para uma crescente resisténcia bacteriana, haja vista que, a selecdo de bactérias
resistentes, pode ser explicada pela teoria da “Sele¢@o natural das espécies”, proposta por
Charles Darwin. Uma vez em contato com os antimicrobianos, uma pequena parte desses

microrganismos, primariamente resistentes, pode sobreviver e, consequentemente, essa
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porcentagem dard origem a mais bactérias resistentes. Infelizmente a resisténcia
bacteriana possui alto impacto em todo o0 mundo, sendo um agravante em todos 0s paises,
tanto desenvolvidos, quanto em desenvolvimento, causando uma preocupagcao maior nos
locais que possuem um consumo de antimicrobianos descontrolado e pouco orientado.

A mutacdo é uma mudanca na sequéncia nucleotidica de uma pequena regido de
um material genético, sendo que as consequéncias dessa alteracdo podem ser benéficas,
danosas ou neutras, dependendo do local e do tipo de troca realizada. Pode ocorrer por
meio de erros durante a replicacdo do material genético ou através de agentes
mutagénicos, quimicos e fisicos. Apesar dos mecanismos de transferéncia horizontal
serem imprescindiveis na perpetuacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos, é
importante considerar que as mutacGes podem ser a origem desses genes (FIOCRUZ,
2021; LI; LYNCH, 2020; STOCZYNSKA, 2014; WOODFORD; ELLINGTON, 2007).

A transferéncia horizontal de genes é o processo de transferéncia de material
genético entre individuos ndo aparentados. De grande importancia para a evolucdo
bacteriana, esse processo esta diretamente relacionado a resisténcia de microrganismos
aos antimicrobianos, bem como, a sua patogenicidade. Dentre 0s mecanismos de
transferéncia horizontal de genes estdo a transformagéo, transdugdo e conjugacao.
(SOUCY; HUANG; GOGARTEN, 2015; BRIGULLA; WACKERNAGE, 2010).

A transformacdo consiste na captura e integracdo de material genético exdgeno
(fragmentos de DNA advindos do meio ambiente) através de recombinacdo homéloga,
por bactérias competentes. O estado de competéncia bacteriana é transitério, grande parte
das bactérias transformaveis ndo expressam constantemente as proteinas necessarias para
a transformacdo, haja vista que sdo necessarias condicdes apropriadas para o
desenvolvimento desse estado. A transformacdo é de grande valia no processo evolutivo
bacteriano pois, por meio dela bactérias podem adquirir caracteristicas genéticas
favoréveis que propiciam resisténcia aos antimicrobianos e adaptacdo as condigdes
ambientais que estdo submetidas (JOHNSTON et al., 2014).

A transdugdo é o processo de transferéncia de material genético de um
microrganismo para outro, realizado por bacteriofagos (MACEDO, 2018). Esses virus
podem causar a transferéncia génica por meio dos seus ciclos litico e lisogénico. No ciclo
litico, os bacteri6fagos sdo mais virulentos, se replicam utilizando o maquinario celular
de bactérias infectadas, entretanto ao realizarem o empacotamento de seu material

geneético, acidentalmente podem encapsidar também uma parte do DNA bacteriano.
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Nesse ciclo ha o rompimento celular e a liberagcdo de novos fagos para o0 ambiente. Ja no
ciclo lisogénico, os bacteriofagos sdo menos invasivos, infectam células bacterianas,
entretanto ndo causam o rompimento celular, apenas inserem seu material genético no
DNA bacteriano e se replicam conforme a replicacdo bacteriana. Por meio desses dois
ciclos, caso os virus tenham adquirido genes de resisténcia, estes podem ser transmitidos
a novas bactérias (CHIANG; PENADES; CHEN, 2019; BRIGULLA; WACKERNAGE,
2010).

A conjugacdo é o mecanismo transferéncia génica mais importante na propagacdo
de genes de resisténcia antimicrobiana entre as bactérias, bem como, de fatores de
viruléncia (GOESSWEINER-MOHR, 2014). Na conjugacdo, DNA plasmidial é
transposto de uma bactéria doadora para uma receptora através da interacdo de suas
superficies celulares por meio de um aparelho de conjugacdo, um agregado de varias
proteinas especificas. Inicialmente o DNA ¢ processado na bactéria doadora por um
complexo chamado de relaxossomo, posteriormente ele é encaminhado ao sistema T4SS
para sua transferéncia a bactéria receptora. Os T4SSs sdao complexos multifuncionais que
transportam DNA, entretanto podem transportar também toxinas e proteinas efetoras. Sdo
formados por trés classes principais de proteinas, as do canal de translocacéo, do pilus e
ATPases, fornecedoras de energia para o sistema (GROHMANN; MUTH; ESPINOSA,
2003; ILANGOVAN; CONNERY; WAKSMAN, 2015).

E evidente que os antimicrobianos revolucionaram a medicina e propiciaram a
salvacdo de inumeras vidas nas Ultimas deécadas. Entretanto, infelizmente, a
disponibilidade desses compostos para o tratamento de infeccdes bacterianas esta cada
vez menor devido a evolugdo dos microrganismos, sendo, o uso indiscriminado desses
farmacos na agricultura, pecuaria, psicultura, assim como seu uso inadequado e excessivo
para o tratamento de doengas humanas, um forte agravante para o avanco da resisténcia
bacteriana (SILVA; AQUINO, 2018). Ao contrario do surgimento acelerado de cepas de
microrganismos resistentes, existe um numero limitado de novos farmacos sendo
descritos. Determinadas bactérias que provocam graves quadros clinicos em humanos ja
apresentam resisténcia a maior parte ou a praticamente todos os tratamentos a disposicao,
e infelizmente existem limitadas alternativas em fase de desenvolvimento para uso clinico
(OPAS/OMS, 2017; OMS, 2017).
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1.3 Plantas medicinais

Utilizados pela sociedade desde os primordios, os produtos naturais tém sido uma
fonte vital no descobrimento de componentes bioativos utilizados na criacdo de
medicamentos. Dentre estes, 0s antibioticos, gracas a imensa heterogeneidade de recursos
naturais ainda inexplorados, encontrados tanto no ambiente aquéatico, como no terrestre
(SILVA; ALQUINO, 2017; RODRIGUES, 2018). Acredita-se que possivelmente folhas
e ervas foram os primeiros produtos naturais usados para aliviar sintomas de
enfermidades e porventura curd-las. Nas civilizagbes oriental e ocidental, destaque para
as civilizagdes egipcias, greco-romanas e chinesas, podem ser encontrados Varios
exemplos da utilizacdo desses produtos, na medicina, na agricultura, para combater
pragas ou até mesmo como forma de protecdo (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Dentre os produtos naturais estdo as plantas medicinais, que contribuem para
assegurar uma vida saudavel a sociedade. A terapia com plantas € parte da cultura de uma
nacao, sendo aplicada pelas populages no decorrer de muitas geracoes, e atualmente,
alguns aspectos positivos de muitas espécies vegetais utilizadas ja foram cientificamente
comprovados (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006). Segundo a Anvisa (2008b)
a elaboracdo de antibidticos demanda muito tempo, é cara e imprevisivel, devido a rapida
expansao da resisténcia microbiana quando o antibiético comeca a ser comercializado.
Contudo, espécies vegetais podem colaborar na criacdo de novos antibiéticos, uma vez
que estas podem sintetizar principios ativos com atividade antibacteriana com um intuito
profilatico ou mesmo para atacar provaveis microrganismos prejudiciais que porventura,
provocardo uma infeccdo (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Derivados de inimeras plantas, principalmente seus metabdlitos secundarios, tém
se mostrado promissores em relacdo a atividade antibacteriana, apresentando propenséao
a influenciar na capacidade antibidtica e consequentemente, na melhoria de
antimicrobianos. Esse sinergismo tem sido alvo de estudos com resultados promissores
(SAIRAIVA, 2010). Os metabolitos secundarios sdo biomoléculas sintetizadas por
plantas com o propdsito principal de proteger contra estresses bidticos e abidticos.
Apresentam também, significativos principios farmacoldgicos e nutricionais,
imprescindiveis na alimentagdo humana, bem como aditivos aromaticos e corantes

naturais. Essas biomoléculas sdo divididas em trés principais classes: terpenos, compostos
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fendlicos e nitrogenados, que por sua vez, sdo reagrupados em subclasses de acordo com
a biossintese, emprego e relevancia especifica (BORGES; AMORIM, 2020).
Produzidos pelas plantas medicinais, os metabolitos secundarios séo os principais
responsaveis por suas caracteristicas farmacologicas, sendo importantes indicadores na
avaliacdo de seu potencial. Entretanto, a producdo, o tipo e 0 armazenamento desses
compostos naturais, mostram-se extremamente complicados, ja que podem sofrer
interferéncia de acordo com a espécie, fisiologia, gendtipo, etapa de desenvolvimento,
aspectos ambientais, tais como a luz, temperatura, quantidade de &gua disponivel,
salinidade, altitude, dentre outras variantes (Figura 1) (ISAH; 2019; LI et al., 2020).

Figura 1: Principais aspectos que podem interferir no contetido de metabdlitos secundarios em
plantas.
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Fonte: (GOBBO-NETO; LOPES, 2007)

1.4 Cerrado

O Brasil possui uma gama de produtos naturais e, de acordo com o Ministério da
Saude (2016), a maior parte da biodiversidade do mundo se encontra no pais, que dispde
de aproximadamente 15 a 20% da diversidade bioldgica de todo o planeta. Merece
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destaque a vegetacdo de grande porte que representa aproximadamente 24% da
biodiversidade do pais sul americano.

O bioma Cerrado € o segundo maior dominio ecoldgico do Brasil, possuindo
diferentes espécimes vegetais que abrangem distintas fitofisionomias. Sua vegetacéo esta
presente em aproximadamente 23,9% do territorio do pais, em que, mais de 220 espécies
s&o descritas como sendo utilizadas na medicina popular (BRASILIA AMBIENTAL,
2018; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2021; AMARAL, 2019). Apesar da grande
potencialidade terapéutica de inimeras espécies vegetais do Cerrado, ainda existe uma
escassez de estudos para investigar as propriedades medicinais dessas plantas, sobretudo,
quando se correlaciona a imensa biodiversidade do bioma pelo espaco ocupado
(GUARIM NETO; MORAIS, 2003).

A espécie Stryphnodendron adstringens nativa do Cerrado, conhecida
popularmente como barbatimdo, € um exemplo de planta medicinal encontrada nesse
bioma. Popularmente € utilizada como recurso terapéutico de varias enfermidades, como
diarreia, Ulceras, hemorragias vaginais e gonorreia. Possui também acdo anti-
inflamatoria, cicatrizante, antisséptica, adstringente, anti-hipertensiva e anti-hemorragica.
A casca do tronco do barbatimdo é a principal parte empregue na confec¢do de produtos
farmacéuticos (LIMA et al.,, 2017; CHAVESet al., 2016). Diante da enorme
potencialidade da Stryphnodendron adstringens, varios farmacos foram ou estdo sendo
desenvolvidos, como o Fitoscar registrado pela ANVISA, na forma de pomada para uso
topico, indicada para cicatrizacdo de diversos ferimentos (BRASIL, 2014).

1.5 Croton antisyphiliticus Mart.

Um dos géneros que possui espécies presentes no Cerrado é o género Croton, da
familia Euphorbiaceae, com cerca de 1.300 espécies de plantas, muitas destas utilizadas
como medicinais pela populagdo (XU; LIU; LIANG 2018). Alguns estudos conduzidos
com espécies desse género, como Croton pulegioides Baill, Croton zehntneri (variedade
estragol) e Croton urucurana, utilizando diferentes tipos de extratos produzidos com
diversos orgéos, demonstraram atividade contra cepas bacterianas e fungicas (ARRAIS
etal., 2014; COSTA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

A espécie Croton antisyphiliticus Mart., popularmente chamada de pé de perdiz

ou minuano, € uma planta com propriedades medicinais natural do Cerrado. Possui
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estatura de 30 a 40 cm e, normalmente forma moitas ou grupos. Na medicina tradicional,
folhas e raizes séo utilizadas na forma de decoctos ou garrafadas, sendo indicadas para
tratamento de sifilis, reumatismo e inflamagdes. Em mulheres, a espécie € empregada no
tratamento de doencas infecciosas no ovario e no Utero, assim como, para controlar o
clico menstrual, estimular a gravidez e reabilitar o Utero pos-parto. J& no homem, é
utilizada no tratamento de inflamagdes na préstata (OLIVEIRA et al., 2011; VERDE;
PAULA; CANEIRO, 2003; DIAS; LAUREANO, 2009).

Sabendo da potencialidade de espécies de plantas medicinais do género Croton,
cuja atividade antimicrobiana de C. antisyphiliticus Mart. foi demonstrada por alguns
autores contra algumas espécies de microrganismos (SALES, 2018; NADER, 2014),
entretanto, nunca da flor dessa planta. Considerando também que os metabdlitos
secundarios de uma planta interferem diretamente em suas propriedades farmacoldgicas
e que sua producédo e armazenamento podem sofrer modificac6es devido a varios aspectos
(ISAH; 2019; L1 et al., 2020), o presente trabalho analisou a atividade antimicrobiana da
planta pé de perdiz coletada no municipio de Patos de Minas -MG, contra espécies de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo uma cepa de MRSA.

2 OBJETIVO

2.1  Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos metandélicos produzidos a partir de
diferentes 6rgdos da espécie Croton antisyphiliticus Mart. coletada em Patos de Minas -
MG contra diferentes espécies bacterianas.

2.2  Objetivos especificos

o Preparar os extratos metanolicos dos diferentes 6rgéos (raiz, caule, folha e flor)
da espécie Croton antisyphiliticus Mart.;
o Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos contra as espécies bacterianas:

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus resistente a meticilina



19

(MRSA, SCCmec III), Enterococcus faecium (JH255), Enterococcus faecalis (ATCC
551332), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
o Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)

dos extratos que apresentaram atividade antimicrobiana.

3 MATERIAL E METODOS

3.1  Obtencdo do material vegetal

As plantas da espécie Croton antisyphiliticus Mart. (Figura 2) foram coletadas na
zona rural do municipio de Patos de Minas, na Fazenda Paulista (18°30'06.1"S,
46°31'36.3"0) no periodo de floragdo, no dia 15 de setembro de 2019, na primeira parte
do dia (das 8 horas as 10 horas). O local apresenta vegetacdo tipica de Cerrado, proximo
a regido onde a Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de Minas esta sendo
construida. Os espécimes vegetais foram identificados pela Profa. Dra. Terezinha
Aparecida Teixeira, engenheira agronoma e docente do Instituto de Biotecnologia
(IBTEC) da UFU. Posteriormente foram encaminhados e depositados no herbéario da
UFU, sob o voucher: HUFU79.879.

Fonte: Autoria propria
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3.2  Preparacdo dos extratos metandlicos (EMs)

Apbds a coleta, os extratos dos espécimes vegetais da espécie Croton
antisyphiliticus Mart. foram preparados com base na metodologia descrita por Silva
(2018), em que, as plantas foram lavadas para retirada de provaveis impurezas e seus
orgdos foram separados entre raiz, caule, folha e flor, para verificar possiveis diferencas

da acdo antimicrobiana nestes orgaos (Figura 3).

Figura 3: Orgéos da planta devidamente limpos e separados. (a) raiz, (b) caule, (c) folha e (d)

flor.

]

Fonte: Autoria propria

Posteriormente, os 6rgdos foram congelados a -80°C e, em seguida, liofilizados
por 48h. Ap0s essa etapa, estes foram colocados num moinho de facas para sua completa
trituracdo. Ao final do processo, 0 pO resultante de cada o6rgdo foi depositado
separadamente em frascos ao abrigo da luz, ficando nestes até o processo de extracéo.

Para realizar a extracdo dos compostos quimicos dos 6rgaos triturados (raiz, caule
folha e flor), foi utilizado como solvente 0 metanol (99% de pureza) num volume (mL)
de 10X a massa (g) de cada 6rgdo. As misturas formadas pelos 6rgédos triturados e pelo
metanol foram depositadas em béqueres envoltos com papel aluminio por um periodo de
trés dias, e a cada 24h sofreram agitacdo (processo de extragdo exaustiva). Em seguida, o
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contetido de cada béquer foi filtrado utilizando um papel filtro com a ajuda de uma bomba
a vacuo. As porcoes liquidas foram submetidas a evaporacao rotativa, numa temperatura
de 55 °C e numa pressdo constante e reduzida de 500 Pa (pascal), enquanto que as porc¢des
solidas foram novamente colocadas no metanol, e submetidas novamente a todo o
processo em um total de cinco vezes. Os extratos metanolicos (EMs) de cada parte da
planta obtidos apds a evaporacdo rotativa foram acondicionados em recipientes
embrulhados com papel aluminio e estocados no ultrafreezer em uma temperatura de -80
°C (Figura 4).

Figura 4: Obtencdo dos extratos metanolicos (EMs) dos diferentes 6rgdos da espécie Croton
antisyphiliticus Mart. (a) Processo de extracdo exaustiva, (b) Evaporacéo rotativa e (c) Extratos
metanolicos obtidos (flor, raiz, caule e folha, respectivamente).

Fonte: Autoria propria
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3.3  Espécies bacterianas

Para testar a atividade antimicrobiana dos EMs obtidos, o0s seguintes
microrganismos foram utilizados: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), uma cepa de
origem hospitalar de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA SCCmec I1I),
Enterococcus faecium (JH255), Enterococcus faecalis (ATCC 551332), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As espécies bacterianas
foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Rosineide Ribas, coordenadora do
Laboratério de Microbiologia Molecular (MicroMol), do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICBIM) da UFU.

Os microrganismos estavam armazenados em caldo Triptona de Soja (TSB) com
acréscimo de glicerol (20%), numa temperatura de -20°C. A recuperacdo dos
microrganismos foi realizada de acordo com Brasil (2017), em que 0os mesmos, foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de TSB esteéril, com o auxilio de uma alca de
platina. Posteriormente, foram colocados em estufa por 24h a 37 °C e, transferidos para o
agar Triptona de Soja (TSA), sob as mesmas condi¢Oes anteriores. Para avaliar os

aspectos morfotinturiais cada microrganismos foi submetido a coloracdo de Gram.

3.4  Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em agar

Para testar a atividade antimicrobiana dos EMs das raizes, caules, folhas e flores,
da espécie Croton antisyphiliticus Mart., 0 método de difusdo em agar foi utilizado
baseado na metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(2020), em que, os microrganismos utilizados foram cultivados por 24 horas,
posteriormente, inoculados num tubo de salina (0,8%) e suas respectivas concentracoes
foram ajustadas conforme a escala de 0,5 de MacFarland, 108 unidades formadoras de
col6nia por mL (UFC/mL).

Utilizando um swab, as espécies bacterianas foram semeadas em placas contendo
agar Mueller-Hinton (MH). Depois de 5 minutos, foram depositados nestas placas, discos
de papel de 6 mm de didametro encharcados com os EMs das raizes, caules, folhas e flores,
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO), numa concentragdo de 500 mg/mL. Como
controle negativo foram acrescidos discos impregnados com metanol (99% de pureza) e

DMSO (100%). J& como controle positivo, foram adicionados 0s seguintes antibioticos:
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azitromicina (AZI 15 pg) para S. aureus e MRSA; eritromicina (15 pg) também para
MRSA; ampicilina (AMP 10 ug) para E. faecium, E. faecalis e E. coli; penicilina G (10
U. 1) também para E. faecalis e E. faecium e, gentamicina (GEN 10 pg) para P.
aeruginosa. Apoés a incubacgdo das placas por 18 a 24 horas a 37°C, os halos de inibi¢do
formados foram medidos em mm. Aqueles que apresentaram halos com tamanhos
superiores ou equivalentes a 7 mm, tiveram a atividade antimicrobiana considerada

positiva (Figura 5).

Figura 5: Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos EMs utilizando o teste de difusdo em agar.
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Fonte: Autoria propria

3.5 Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida
minima (CBM)

Para realizar a CIM de cada extrato que propiciou a inibicdo dos microrganismos
testados, houve o cultivo destes até no maximo 48h antes dos testes em meio TSA,

posteriormente, colbnias caracteristicas e isoladas de cada microrganismo foram
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inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de salina a 0,8 % e a turbidez foi ajustada
conforme a escala de 0,5 de MacFarland (108 UFC/mL).

Os EMs dos 6rgdos foram diluidos em DMSO a 5% e, foram testados em placas
de 96 pocos pelo método de microdilui¢do. Ao todo, 8 concentracbes duplo-seriadas dos
extratos foram testadas (de 100 mg/mL a 0,78 mg/mL), e como controles, foram
realizados também testes com DMSO a 5% e cloranfenicol (de 0,032 mg/mL a 0,001
mg/mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e as placas permaneceram
incubadas a 37°C por 24h. Para constatar quais concentragdes dos EM inibiram o
crescimento bacteriano, bem como, para validar os controles, o teste de MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol- -2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina] foi realizado. Foram adicionados
10 uL de MTT (5 mg/mL) em cada poco da placa que permaneceu em incubacdo durante
4 horas a 37°C. O MTT, um sal de aspecto amarelo e hidrossoluvel, que ao ser reduzido
por desidrogenases de células viaveis da origem a formazana, um sal arroxeado e
insolivel em agua. Dessa forma, o ensaio de MTT foi empregado para determinar a
viabilidade celular, haja vista que nos pocos que apresentaram coloracdo arroxeada fica
evidente a presenca de microrganismos Vviaveis, e assim a concentracdo dos EMs foi
ineficaz para inibir o crescimento bacteriano (EMBRAPA, 2018; JOUX; LEBARON,
2000). Portanto, as CIMs dos EMs foram consideradas aquelas que inibiram o
crescimento bacteriano em todas as triplicatas.

Apos a determinacdo da CIM, 10 pL do caldo MH foram retirados dos pogos em
que ndo foi evidenciado o crescimento microbiano e inoculados, em triplicata, em placas
de Petri com meio agar Muller-Hinton para determinacdo das CBMs. As placas foram
incubadas a 37°C por 24h, e as CBMs dos EMs foram consideradas as menores
concentracdes (mg/mL) que inibiram o crescimento bacteriano das cepas analisadas
(Figura 6).

A CIM é a menor concentracdo com potencial bacteriostatico, inibe o crescimento
bacteriano, ja a CBM € a menor concentracdo com capacidade bactericida, aquela que
causa a morte das bactérias (FLEURY, 2021: REIS et al., 2020). Assim, por meio da
validacdo dessas concentracdes foi possivel verificar quais concentracbes dos EMs

possuem capacidade bacteriostatica (CIM) e bactericida (CBM).
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Figura 6: Avaliacdo do potencial bacteriostatico e bactericida dos EMs pela determinacéo da

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos EMs foi avaliada através do teste de difusdo em
agar e os resultados estdo apresentados na Tabela 1. Foram considerados EMs com
atividade antimicrobiana aqueles que obtiveram halos de inibicdo com média superior ou
igual a 7 mm. Seguindo esse parametro, todos os EMs demonstraram atividade
antimicrobiana contra as espécies de bactérias Gram-positivas testadas, porém foram
ineficazes contra as espécies Gram-negativas.

O teste de difusdo em agar foi criado em 1966 pelos pesquisadores Kirby e Bauer,
e € utilizado na investigacdo da sensibilidade de um microrganismo a determinados
compostos. Em sua metodologia, culturas puras de microrganismos, previamente
identificados e crescidos em meio solido sdo submetidas a discos de papel filtro
embebidos com os compostos de interesse. Estes, se dispersam pelo meio de cultura
através dos discos de papel de forma radial e podem ou ndo formar halos de inibicdo que
sdo avaliados em milimetros. Amplamente aplicado nos laboratérios de microbiologia,
esse método qualitativo é de facil execugdo e apresenta resultados confidveis (KASVI,
2016; ANVISA, 2020; TAVARES, 2014). No presente trabalho, teste de difusdo em agar
foi utilizado na analise da atividade antimicrobiana dos EMs, entretanto, por ser um
método apenas qualitativo, as bactérias sensiveis aos extratos também foram submedidas
ao método de microdiluicdo (método quantitativo) para determinacdo das CIMs, e
posteriormente, das CBMs (Tabela 2).
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Tabela 1.Atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos (EMs) preparados a partir de diferentes érgdos de Croton antisyphiliticus Mart. Os halos estéo
representados em mm (milimetros). Os valores expressam as médias das triplicatas e o desvio padrdo é apresentado entre parénteses.

Composto Concent_ragéo/ S. aureus S. aureus E. faecium E. faecalis E. coli P. aeruginosa
Quantidade (ATCC 25923)  (MRSA SCCmec III) (JH255) (ATCC 551332) (ATCC 25922) (ATCC 27853)
Raiz 500 mg/mL 15,5 (+ 1) 15,5 (+1) 13 (1) 12,66 (1) NAA NAA
Caule 500 mg/mL 14,66 (+ 1) 13,66 (+1) 11,5 (+1) 14 (+1) NAA NAA
Folha 500 mg/mL 15,33 (+ 1) 14,16 (+1) 11,5 (+1) 14,66 (+1) NAA NAA
Flor 500 mg/mL 12,33 (+1) 12,33 (+1) 10,83 (+1) 11,16 (+1) NAA NAA
AZL 15 ug 22,16 (0) 21 (1) NT NT NAA NT
AMP 10 pg NT NT 25,83 (1) 24 22,66 (+ 1) NT
ERI 15 pg NT 26,66 (+1) NT NT NT NT
PEN G 10 UI NT NT 19 (1) 17,66 (+3) NT NT
GEN 10 pg NT NT NT NT NT 195 (1)
Metanol 100 % NAA NAA NAA NAA NAA NAA
DMSO 100 % NAA NAA NAA NAA NAA NAA

AMP: ampicilina; AZL: azitromicina; GEN: gentamicina; ERI: eritromicina; PEN G: penicilina G; NAA: N&o apresentou atividade antimicrobiana; NT: Nado

testado
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Tabela 2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentra¢do Bactericida Minima (CBM) dos EMs preparados a partir de diferentes 6rgdos de Croton
antisyphiliticus Mart. contra as espécies de bactérias Gram positivas.

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Composto

Caule 25 50 25 100 6,25 100 6,25 100

Flor 50 >100 50 >100 50 >100 25 >100

DMSO NAA* NAA NAA NAA NAA NAA NAA NAA

NAA: Nao apresentou atividade antimicrobiana. ConcentracGes testadas dos EMs :100 a 0,78 mg/mL Concentraces testadas do cloranfenicol: 0,032 a 0,001
mg/mL
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Os EMs demonstraram capacidade de inibir o crescimento das bactérias Gram
positivas testadas. Dentre estes, 0 EM preparado com a raiz apresentou os melhores
resultados para S. aureus e MRSA, com CIM de 6,25 mg/mL e 12,5 mg/mL,
respectivamente. Entretanto, EMs preparados a partir do caule e da folha mostraram-se
mais eficazes para E. faecium e E. faecalis, com CIM de 6,25 mg/mL para ambos. O EM
feito com a flor apresentou maiores CIMs para todos estes microrganismos e,
consequentemente foi considerado o menos eficaz em relagdo a capacidade
bacteriostética.

Os EMs também apresentaram capacidade bactericida nas concentragdes testadas,
com excec¢do do EM preparado com flor que ndo foi capaz de causar a morte das espécies
bacterianas analisadas em nenhuma concentragdo e, novamente foi o menos eficaz.
Dentre os trés extratos que apresentaram atividade bactericida (raiz, caule e folha), 0 EM
preparado com raiz apresentou os melhores resultados, com CBM de 25 mg/mL para
todas as espécies avaliadas.

A atividade antimicrobiana da espécie Croton antisyphiliticus Mart. frente a E.
faecium e E. faecalis ainda ndo havia sido verificada, bem como, o potencial
antibacteriano da flor dessa planta. De acordo com a literatura consultada na realizacédo
do presente trabalho, este foi o primeiro a realizar essas duas analises. Mesmo que 0 EM
preparado a partir da flor tenha apresentado menor eficacia, também demonstrou
capacidade de inibir o crescimento das espécies de bactérias Gram positivas analisadas.
Além disso, a espécie Croton antisyphiliticus Mart. demonstrou resultados promissores
contra E. faecium e E. faecalis demonstrando capacidade bactericida e bacteriostatica.

Na literatura ainda ndo ha um consenso entre pesquisadores em relacdo a uma
padronizacdo de valores das CIMs para a avaliacdo dos extratos vegetais (MENDES et
al.,2020). Entretanto, alguns consideram promissoras CIMs inferiores a 100 mg/mL,
como Puton et al. (2018) e Batista (2008).

Carvalho (2013) testou extratos e diversas fracdes de Croton antisyphiliticus
Mart., preparados com diferentes solventes (agua/alcool, hexano e acetato de etila) contra
as bactérias Acinetobacter baumanii (ATCC 17978); Bacillus cereus (ATCC 11778); S.
aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). Destacando as duas Ultimas espécies
analisadas, que também foram utilizadas no presente estudo, S. aureus apresentou as
seguintes CIMs: 250 pg/mL para o extrato bruto hidroalcéolico da planta inteira
(CAEBT); 500 pg/mL para o extrato bruto hidroalcéolico da folha (CAEBF) e 125 pug/mL
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para o extrato bruto hidroalcoolico do caule (CAEBC), sendo este, o mais eficaz contra
S. aureus. J& para E. coli, as CIMs foram de 250 pg/mL para o CAEBT; 500 pg/mL para
0 CAEBF; 500 pg/mL para o CAEBC, sendo o extrato bruto hidroalcdolico da planta
inteira 0 mais eficaz para E. coli. As fragdes preparadas com hexano e acetato de etila a
partir da planta inteira e dos 6rgédos (folha e caule) isolados, também demonstraram
capacidade bacteriostatica para estes microrganismos. Diferentemente dos resultados
encontrados por Carvalho (2013), o presente estudo ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra E. coli, entretanto, conforme demonstrado, o pesquisador utilizou
0s respectivos solventes para preparar os extratos e fragdes de Croton antisyphiliticus
Mart.: &gua/alcool, hexano e acetato de etila. Contudo, os extratos do presente estudo
foram preparados com metanol, além disso, o local de coleta da planta também difere, o
que pode justificar essa discrepancia nos resultados encontrados.

Sales (2018) verificou a interferéncia da proporcdo droga/solvente e o tempo
empregue na etapa de maceracgao na preparacgao dos extratos, na atividade antimicrobiana
de Croton antisyphiliticus Mart. Dezoito extratos etandlicos das partes areas e
subterraneas desta espécie foram avaliados contra cepas bacterianas E. coli (ATCC
25922) e S. aureus (ATCC 29213). Utilizando o método de microdiluicao as CIMs foram
analisadas e 0s extratos preparados com as partes aéreas da planta obtiveram resultados
de 4250 a 120 pg/mL contra E. coli e de 500 a 1 pg/mL para S. aureus. Ainda, 0s extratos
das partes subterraneas apresentaram a CIM variando de 990 a 50 pug/mL contra E. coli e
de 360 a 20 pg/mL contra S. aureus. No estudo, foi constatado que quanto maior a
concentracdo do extrato testado, pior é a atividade antimicrobiana, e que os extratos das
partes subterraneas apresentaram melhor potencial antibacteriano. Sales (2018) sugere
que diferenca encontrada em extratos com maiores concentracGes em relacdo a atividade
antimicrobiana, pode ser justificada pela disponibilidade de moléculas livres, uma vez
que em menores concentragdes 0s compostos bioativos presentes nos extratos estardo
mais dispersos e poderdo interagir com outras moléculas para efetuar sua acdo
antimicrobiana, e de forma oposta, em concentracGes maiores esses compostos bioativos
podem interagir entre si e diminuir sua capacidade antimicrobiana. Essa hipdtese, pode
ser uma das explicacGes para os EMs testados no presente estudo terem apresentado
maiores CIMs.

Nader e colaboradores (2010) analisaram a atividade antimicrobiana de extratos

preparados com partes aéreas e subterraneas de Croton antisyphiliticus utilizando trés
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solventes, metanol, cloroférmio (10%) e hexano, frente a S. aureus (ATCC 25923) e
cepas de S. aureus causadoras de mastite, obtidas de bovinos leiteiros, isoladas do leite e
dos tetos desses animais, da ordenha, garganta e fossas nasais dos ordenadores. Para
validar a atividade antimicrobiana, o método de microdiluicdo foi utilizado. Os extratos,
cloroférmico e hexanico apresentaram CIMs de 125 pg/mL e 500 pg/mL para os isolados
bovinos e 125 pg/mL para S. aureus (ATCC 25923), ja o extrato metanolico demonstrou
CIMs superiores a 1 mg/mL para essas cepas bacterianas. Nader e colaboradores (2010)
foram os primeiros a testar a atividade antimicrobiana de Croton antisyphiliticus Mart.
Pereira e colaboradores (2012) analisaram a atividade antimicrobiana do extrato
bruto e fracbGes de raizes de Croton antisyphiliticus Mart. preparado com cloroférmio
(CHCI;) contra E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 6538), bem como, contra cepas
bacterianas dessas mesmas espeécies isoladas de casos clinicos com infec¢des no sistema
urinario e respiratdrio, respectivamente. Como resultado, o extrato bruto apresentou CIM
de 2 mg/mL para as duas cepas de E. coli, de 2,5 mg/mL para S. aureus (ATCC 6538) e,
2 mg/mL para a cepa isolada do caso de infeccdo respiratéria. As fracbes também
demonstraram potencial bacteriostatico para todas as cepas bacterianas analisadas.
Pereira et al. (2012) também isolaram um diperno acido ent-kaur-16-en-18-6ico das
fragdes obtidas por meio da raiz de Croton antisyphiliticus, sua atividade antimicrobiana
também foi avaliada frente as cepas bactérias anteriormente relatadas. O dirpeno
demonstrou CIMs de 2 mg/mL para as duas cepas de E. coli, de 0,250 mg/mL para S.
aureus (ATCC 6538) e 2 mg/mL para a cepa isolada do caso de infeccdo respiratoria.
Nader e colaboradores (2014) analisaram a atividade antimicrobiana do diterpeno
acido ent-kaur-16-en-18-dico, cedido por Pereira et al. (2012), obtido da espécie Croton
antisyphiliticus contra o biofilme de cepas de S. aureus causadoras de mastite em bovinos.
No estudo, o composto foi avaliado quanto ao seu potencial bactericida e bacteriostatico
e, a gentamicina (30 mg/ml) foi o antibidtico utilizado como tratamento comparativo. Em
relacdo a capacidade bacteriostatica, 0 composto e o antibidtico gentamicina nao
apresentaram diferenca significativa, entretanto, o diterpeno na concentracdo de 250
pug/mL eliminou 56% da biomassa bacteriana, enquanto o antibiotico utilizado conseguiu
eliminar apenas 13%, demonstrando uma importante atividade antibiofilme do dirperno
em relagdo a gentamicina, uma vez que mesmo numa concentragdo 120 vezes menor, sua

atividade antimicrobiana foi significativa.
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E importante salientar também a aplicabilidade dos extratos juntamente com
antibioticos ja estabelecidos, com intuito de ampliar a atividade antimicrobiana, mesmo
que estes tenham obtido CIMs superiores as desejadas (MENDES et al.,2020). Esse
sinergismo de plantas medicinais com antimicrobianos foi pesquisado por Silva (2010).
Em seu estudo foi verificado que extratos de determinadas plantas potencializaram a
atividade antimicrobiana dos antibi6ticos, em suma essa potencializagdo foi demonstrada
majoritariamente contra S. aureus.

Diferentes fatores podem justificar diferencas na atividade antimicrobiana entre o
presente trabalho e de outros autores, como a variacao climatica do local onde a planta da
espécie Croton antisyphiliticus Mart. foi coletada, o solvente utilizado na preparacéo do
extrato, diferencas sazonais, o ciclo da planta, estacdo em que a espécime foi coletada,
dentre outros (WEBSTER, 2008). Estes, estdo diretamente relacionados a producéo e
armazenamento dos metabolitos secundarios, que podem sofrer mudancas de acordo com
a temperatura, a quantidade de agua disponivel, altitude, dentre outros fatores (LI et al.,
2020). Como todos estes aspectos podem interferir na atividade antimicrobiana de
extratos preparados a partir de uma mesma espécie vegetal, € necessario que os autores
passem a relata-los em suas pesquisas, dando énfase nos fatores ambientais (altitude em
que a planta estava submetida, temperatura, fase de crescimento, dentre outros) para que
possamos verificar quais aspectos podem propiciar diferencas em relacdo ao potencial
antibacteriano de uma espécie vegetal.

Atraves da analise dos resultados encontrados, bem como, de dados encontrados
por outros pesquisadores, é possivel afirmar que a atividade antimicrobiana de Croton
antisyphiliticus Mart. é mais evidente em bactérias Gram-positivas, devido a simplicidade
da parede bacteriana desses microrganismos em relacdo as Gram-negativas. Bactérias
Gram-negativas possuem uma parede celular mais complexa constituida de uma pequena
porcentagem de peptidioglicano, diferentemente das bactérias Gram-positivas
(TAVARES, 2014). Entretanto, além de uma membrana interna, Gram-negativas
possuem também uma membrana externa formada por lipopolissacarideos, fosfolipidios
e proteinas. Os lipopolissacarideos contribuem significativamente na impermeabilidade
dos agentes bacterianos. A passagem de antimicrobianos polares € restringida pelas
porinas devido ao tamanho dos canais, além disso, essas bactérias possuem também a
capacidade de diminuir a presenca desses compostos atraves de bombas de efluxo
(DENYER; MAILLARD, 2002).
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A atividade antimicrobiana da espécie Croton antisyphiliticus Mart. contra a cepa
de S. aureus resistente a meticilina (MRSA SCCmec III), no nosso conhecimento, ainda
ndo havia sido verificada, foi a primeira vez que esse especime vegetal foi avaliado em
uma cepa resistente de S. aureus. Um achado importante, tendo em vista que apesar de
todas as cepas bacterianas analisadas no presente estudo serem de grande importancia
clinica, MRSA ¢ ainda mais preocupante. Embora a incidéncia dessa cepa ter sido
reduzida em algumas areas nos ultimos tempos, infelizmente ainda é preocupante devido
a sua capacidade de causar alta morbidade, bem como, uma elevada taxa de mortalidade
(TURNER et al., 2019). No passado, cepas de MRSA estavam restritas ao ambiente
hospitalar, entretanto, essa associa¢do esta mudando, cada vez mais os multiplos tipos de
MRSA tém causado infecgdes em pessoas fora do ambiente hospitalar, bem como, em
animais utilizados no ramo alimenticio e nos de estimacdo (LAKHUNDI; ZHANG,
2018). Assim, a atividade antimicrobiana da espécie Croton antisyphiliticus Mart. contra
MRSA apresenta resultados esperangosos, e futuramente essa planta podera ser usada
para deteccdo e isolamento de compostos com acdo antibacteriana e possivel, utilizacdo
contra infeccBes causadas por cepas de bactérias resistentes.

A espécie Croton antisyphiliticus Mart. possui potencial antimicrobiano. Em
estudos futuros pretendesse avaliar a atividade antimicrobiana de extratos preparados a
partir da planta inteira desta espécie para verificar possiveis sinergismos entre seus
diferentes 6rgdos. Além disso, também serdo avaliadas provaveis diferencas em seu
potencial antibacteriano em relacdo a coletas de seus espécimes vegetais realizadas em
diferentes épocas do ano e em distintos horarios do dia.

Por seu grande potencial antibacteriano, esperasse que futuramente a espécie
Croton antisyphiliticus Mart. possa ser utilizada em estudos que investigam atividade
sinérgica com outros agentes antimicrobianos ja descritos e utilizados clinicamente, ou

ainda na producdo de um novo agente bacteriano.

5 CONCLUSAO

EMs preparados a partir de diferentes orgdos de Croton antisyphiliticus Mart.

apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas testadas: S.
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aureus (ATCC 25923), MRSA, E. faecium (JH255) e E. faecalis (ATCC 551332). Em
relacdo ao potencial bacteriostatico o EM preparado com a raiz dessa espécie foi 0 mais
eficaz contra S. aureus e MRSA, com CIM de 6,25mgl/mL e 12,5 mg/mL,
respetivamente, ja os EMs obtidos a partir do caule e da folha apresentaram melhores
resultados para E. faecium e E. faecalis, com CIM de 6,25mgl/mL para ambos. Em
relagdo ao potencial bactericida, 0 EM preparado a partir da raiz obteve os melhores
resultados, com CBM de 25 mg/mL para S. aureus, MRSA, E. faecium e E. faecalis. Em
contrapartida o EM preparado com a flor apresentou maiores CIMs e ndo demonstrou
capacidade bactericida nas concentragdes testadas.

A espécie Croton antisyphiliticus Mart. possui potencial antibacteriano, esperasse
que futuramente ela possa contribuir no desenvolvimento de antimicrobianos inclusive
contra cepas de microrganismos resistentes. Entretanto, mais estudos devem ser

realizados.
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