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RESUMO

Pertencente a familia Euphorbiaceae, a espécie Croton urucurana Baill é conhecida
popularmente como Sangra d’agua, denominagado atribuida devido ao latex, o
“sangue de dragéo”, de cor vermelha liberado quando ocasionados cortes no caule
da arvore. A pesquisa teve como objetivo analisar a atividade antimicrobiana do
latex de Croton wurucurana Baill nas cepas bacterianas Gram positivas:
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, e nas Gram negativas:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. Foram
realizadas duas coletas, sendo a primeira na estacdo do outono e a segunda no
inverno, utilizando para o estudo os métodos de ensaios de difusdo em disco por
plagueamento em espalhamento de superficie e plagueamento em profundidade. Os
ensaios foram executados em triplicata. No ensaio de superficie, o latex do outono
apresentou maior efetividade contra Staphylococcus aureus, enquanto o do inverno,
demonstrou contra Enterococcus faecalis. No ensaio de profundidade, o latex do
outono apresentou melhor efetividade por inibir todas as bactérias testadas, no
entanto o latex do inverno obteve maior eficacia contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Serado necessarias novas pesquisas
para a confirmacéo da diferenga encontrada entre os métodos utilizados.

Palavras-chave: Croton. Latex. Cepas bacterianas. Atividade antimicrobiana.
Sangue de dragéo.



ABSTRACT

Belonging to the Euphorbiaceae family, the Croton urucurana Baill is popularly
known as Bleeds water, a name attributed due to the red latex, the "dragon's blood",
released when cutting the stem of the tree. The aim of this research was to analyze
the antimicrobial activity of Croton urucurana Baill latex in Gram positive strains:
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis, and Gram negative:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Enterobacter aerogenes. Two
collections were made, the first one being in the fall season and the second one in
the winter, using for the study the disc diffusion assay methods by plating in surface
scattering and plating in depth. The assays were performed in triplicate. In the
surface assay, latex of autumn showed greater effectiveness against Staphylococcus
aureus, while that of winter demonstrated against Enterococcus faecalis. In the depth
trial, latex of the autumn showed better effectiveness by inhibiting all the bacteria
tested, however the winter latex obtained greater efficacy against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Further research will be
required to confirm the difference found between the methods used.

Keywords: Croton. Latex. Bacterial strains. Antimicrobian activity. Dragon blood.
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INTRODUCAO

Desde os primérdios da humanidade, as plantas medicinais vém sendo
utilizadas para o tratamento de doencas (DUBREUIL, 2013). Com o tempo, passou-
se a usa-las na busca de novos compostos para a producdo de medicamentos, até o
momento em que surgiram as drogas sintéticas, fato que diminuiu drasticamente a
busca por compostos bioativos na flora (SILVA JUNIOR et al., 2009). Porém, ainda
assim, as plantas acumulam grande diversidade de compostos ainda ndo explorados
gue podem contribuir a terapéutica (DUBREUIL, 2013).

A Croton urucurana Baill € uma espécie de planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, sendo conhecida popularmente pelo nome de “Sangra d’agua”. Tem
sido utilizada tradicionalmente para o tratamento de infecc¢des, inflamacdes, cancer,
diarreia e feridas (OLIVEIRA et al., 2008).

Segundo Sorreano et al. (2008), a Sangra d’agua € uma arvore pioneira de
porte pequeno a meédio, apresentando crescimento rapido e ciclo de vida curto,
encontrada em abundancia em véarias formacdes florestais brasileiras. Através do

corte de sua casca pode-se obter o latex ou sangue de dragdao.

O sangue de dragdo é uma resina de coloracdo vermelho escura famosa
pelos seus efeitos medicinais, que foi muito utilizada na antiguidade por diversas
culturas. Esse termo é empregado devido a coloracdo do latex (GUPTA; BLEAKLEY
e GUPTA, 2008).

O presente projeto tem como estudo pesquisar sobre a utilizacdo e as
propriedades antimicrobianas do latex, ou sangue de dragado, oriundo do género

Croton, mais especificamente da espécie Croton urucurana Baill.

Varias pesquisas foram realizadas com o intuito de averiguar o potencial
antimicrobiano dessa resina. Em seu trabalho, Silva Junior et al. (2009) testaram
varias plantas medicinais e seus compostos no combate a micro-organismos e
confirmaram que a seiva da Sangra d’agua in natura foi a mais ativa, com espectro

de acdo abrangendo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de
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apresentar atividade antifungica. Além disso, comparando o uso do latex ao dos
extratos das entrecascas e folhas, encontrou-se maior atividade antimicrobiana nos
latex seco e in natura, sendo possivelmente relacionada a presenca de compostos
polares nestes (OLIVEIRA et al., 2008). Segundo Silva e Fernandes Junior (2010), o
latex de Croton urucurana inibiu o crescimento de todas as bactérias testadas,
excetuando-se Escherichia coli, tendo potente atividade no combate a Pseudomonas

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.

Em decorréncia da crescente resisténcia microbiana aos antibidticos
disponiveis no mercado, é imprescindivel a pesquisa de novos compostos e, sendo
o Brasil portador de ampla flora, deve-se incentivar esse tipo de busca, fundada nos
estudos etnofarmacolégicos (OLIVEIRA et al., 2008).
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1 DESENVOLVIMENTO TEORICO

O sangue de dragdo € uma resina de coloracado vermelho escura, que foi
muito utilizada na antiguidade por diversas culturas, devido aos seus efeitos
medicinais e ornamentais (GUPTA; BLEAKLEY e GUPTA, 2008). O termo, “sangue
de dragao”, é utilizado para as resinas que sao retiradas, através de cortes na casca
do caule de quatro géneros diferentes de plantas: Croton (Euphorbiaceae),
Dracaena (Dracaenaceae), Daemonorops (Palmaceae) e Pterocarpus (Fabaceae)
(Yl et al., 2014).

Utilizado em diferentes culturas do mundo, o sangue de dragdo é uma droga
tradicionalmente renomada que possui diversos usos terapéuticos: antidiarreico,
antiulcerativo, antimicrobiano, cicatrizante de feridas e antitumoral (GURGEL et al.,
2001). Existem relatos histéricos do uso dessa resina: na reducdo da febre, na
cicatrizacdo de Ulceras internas de boca, garganta, estdmago, intestino, no
tratamento de infeccBes virais que afetam o estbmago e trato respiratorio e para o
relaxamento muscular (GUPTA; BLEAKLEY e GUPTA, 2008). Além dessas
aplicagbes medicinais, foi muito usado como: corante em |&s, pintura e decoragéo de
porcelanas e casas, além de pigmento para batons (PEARSON, 2002). Foi aplicado
em magia popular e na pratica de vudu com o intuito de trazer dinheiro ou amor, na
forma de incenso para afastar entidades e energias negativas de ambientes, além
de, na bruxaria, aumentar a poténcia dos feiticos. Apesar de sua ampla utilizacao,
poucas pesquisas tém sido feitas para conhecer a fundo sua fonte verdadeira,
controle de qualidade e aplicacdes clinicas (GUPTA; BLEAKLEY e GUPTA, 2008).

A familia Euphorbiaceae é composta por aproximadamente 334 géneros,
gue contém 8.000 espécies. Nas Américas ocorrem cerca de 2.500 espécies
distribuidas em 92 géneros. As espécies de Euphorbiaceae tém ampla notoriedade
no movimento econdmico, através da alimentacdo humana e na medicina perante
conhecimento popular (TRINDADE e LAMEIRA, 2014).

As plantas da familia Euphorbiaceae podem ser exibidas como espécies

arbéreas, arbustivas, subarbustos e ervas com folhas alternas simples ou compostas
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estipuladas. Destacam-se ainda por serem capazes de fornecer uma seiva, o latex,

sendo visivel ao causar injurias mecanicas a planta (MONTEIRO, 2015).

No Brasil, a familia Euphorbiaceae esta representada em 63 géneros e 918
espécies partilhadas nos diferentes tipos de vegetacdes. Croton € o género mais
estudado de Euphorbiaceae. Atualmente pesquisas sobre o género sao de suma
importancia para o entendimento das taxonomias do mesmo. No entanto, esses
estudos ndo séo suficientes frente a diversidade do género no pais, em particular
para a regido centro-oeste, onde ainda ndo existem estudos em Croton (SODRE;
SILVA; SALES, 2014).

O género Croton é o segundo maior género e mais multimodo da familia
Euphorbiaceae e complementa a subfamilia Crotonoideae, que representa cerca de
2.400 espécies associadas em 67 géneros e 12 tribos (LIMA e PIRANI, 2008).
Possui grande variedade de plantas com flores, tendo em média 1.300 espécies de
ervas, arbustos e arvores, efetuando importante relevancia ecologica em vegetacao
secundaria em areas tropicais e subtropicais por todo o planeta (SALATINO;
SALATINO; NEGRI, 2007; LIMA; PIRANI, 2008). Encontra-se preponderantemente
nas Américas, ainda que algumas espécies demandem a Africa, Asia e Oceania.
Embora o género Croton tenha ampla distribuicdo geogréfica, sua vasta diversidade
localiza-se em maior concentracdo na América do Sul, Antilhas e México
(MONTEIRO, 2015).

No Brasil, existem aproximadamente 350 espécies divididas em 29 secdes,
com diversas classes vegetacionais, estando em maior presenca na regiao leste do
pais, particularmente em areas de vegetacdo aberta, extensivamente ordenado nos
mais variados ambientes, sobressaindo-se no cerrado, na caatinga € nos campos
rupestres (CESARIO et al., 2015). Vale salientar que as diversas espécies
de Croton desenvolvem-se, prevalentemente, em areas perturbadas como: beira de

estradas, margem de rios e clareiras de matas (LOPES et al., 2012).

Por obter acbes quimicas demasiadamente prosperas, torna-os propicios
para amplos estudos em relacdo as suas substancias naturais com atividades
farmacologicamente ativas, despertando interesse em perquirir estudos fitoquimicos
e suas atividades biologicas (ARRAIS et al., 2014).
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Das diversas espécies do género Croton tem se a possibilidade de utilizar
distintas partes da planta para o processo na melhora terapéutica em amplas
situacdes, que vao desde o tratamento de feridas a aceleracdo de cicatrizacéo
(SIMIONATTO et al., 2007). Vale também destacar suas outras acdes medicinais
como: combate aos processos de inflamacgdes, neoplasias, constipagao intestinal,
diarreia dentre outros disturbios digestivos, hipertensao, diabetes, malaria, Ulceras e
adiposidade (BARRETO et al., 2013).

Embora se tenha o conhecimento de um amplo nimero de elementos
isolados e dos funcionamentos das acdes biolégicas pesquisadas, o numero de
espécies de Croton estudadas até este momento é escasso, tanto em relacdo a
parte quimica quanto ecoldgica, assim para um melhor aproveitamento desta
espécie, € essencial uma aprimorada erudicdo da capacidade operacional e usual
dessas plantas (LOPES et al., 2012).

A espécie Croton urucurana Balill ilustrada pela figura 1 pertence a familia
Euphorbiaceae, conhecida popularmente como: sangue de dragdo, urucurana,
sangra d’agua, urucuana, lucurana, licurana, sangue-da-agua, capixingui, tapexingui
e tapixingui. Estas denomina¢fes sdo atribuidas devido ao fato de que, quando
ocasionado cortes no caule da arvore é liberado um latex de cor vermelha,
abundantemente peculiar em regides tropicais e subtropicais da América do Sul. No
Brasil, sdo encontradas nos estados da Bahia, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul e
Rio Grande do Sul, indo além de nossas fronteiras, também podem ser localizadas
no Uruguai e na Argentina. Desenvolvem-se em solos calcarios, Umidos e
encharcados em uma vasta diversidade de temperaturas, por esta razao ocorrem
em diversificadas vegetacdes (DI SAPIO e GATTUSO, 2013; PEIXOTO et al., 2006).
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Figura 1: Croton urucurana Baill.

Fonte: Elaboracao propria.

Possui porte pequeno, em geral, em torno de 5 metros de altura, podendo
alcancar, em alguns casos, 10 metros. Croton urucurana exibe as mesmas
caracteristicas encontradas para a maioria das Euphorbiaceaes, de folhas
simples e alterna. Porém, apresenta peciolo muito longo, margens inteiras e
folhas no formato cordadado ou triangular-ovalado, com &pice acuminado e
base cordada. As folhas sdo também palminérveas, estipuladas, discolores,
com a face abaxial esbranquicada. Possui tricomas estrelados na face
adaxial da folha, formando pontuac¢des esbranquicadas, além de tricomas
esbranquicados também nas nervuras, nos peciolos e ramos. Devido aos
tricomas, suas folhas possuem a superficie da face adaxial aspera,
assemelhando-se a uma lixa quando tocada. As folhas velhas se
apresentam na coloracdo alaranjada. Possui duas glandulas na jungéo do
peciolo com a base da face adaxial do limbo (SILVA et al., 2012).

Na figura 2 retrata as flores da Croton urucurana Baill estando em disposicéo
de botdes e inflorescéncias denso-pubescentes, sdo pequenas branco-esverdeadas
dispostas em cachos terminais, florescem nos meses de dezembro a junho e
perduram por aproximadamente trés dias, sendo conceituadas como meliferas e sua
frutificacdo simultanea (FERREIRA; AZEVEDO e PASIN, 2009).
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Figura 2: Flores da Croton urucurana Baill.

Fonte: Elaboracao propria.

As flores femininas sdo compostas por trés pistilos, a masculina esta
localizada na parte da inflorescéncia distal, dispondo de uma corola de cinco pétalas
e numerosos estames (DI SAPIO e GATTUSO, 2013).

Sua madeira é relativamente pesada (0,83 g/cm?®), rigida, compacta, de
média resisténcia ao ser desprotegida. A mesma pode ser usada na producdo de
canoas, obras hidraulicas e externas, tal como dormentes e esteios, para carroceria,

carpintaria e marcenaria (LORENZI, 2002).

Segundo Timich e Santos (2015), por¢bes semipurificadas do extrato
da casca de Croton urucurana avolumou consideravelmente a letalidade da
Anagasta Kuehniella Zeller, propondo o uso deste em potencial, voltado & atividade
de inseticida natural. Além disso, o latex presente no tronco vem sendo utilizado em

diversificadas debilidades em relacdo a saude, na medicina popular.

De acordo com estudos na literatura em biologia, outra funcéo da casca da
Croton urucurana é sua capacidade em fornecer o extrato metandlico propiciando

uma acgdo antimicrobiana; em relacdo ao extrato aquoso é presumivelmente um
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antidoto promitente em relacdo aos efeitos gerados pelo veneno da Bothrops
jararaca; no que se refere ao latex puderam ser constatados: a¢des antifungicas,

efeito antidiarreico e em algesia visceral (PIZZOLATTI et al., 2013).

Ainda que, da familia Euphorbiaceae o género Croton vem sendo o mais
pesquisado no Brasil e contribuindo para o enriquecimento na classificacdo dos
estudos levantados sobre a espécie, ndo sdo suficientes perante a diversidade do
género no pais, pois ainda existem regiées como o Centro-Oeste que ndo foram
realizados estudos em Croton (SODRE; SILVA e SALES, 2014).

Com o aparecimento dos antibidticos, o uso das plantas medicinais e/ ou
derivados de plantas para este fim decresceu grandemente até que, na década de
90 voltou-se a utilizar os extratos de plantas, como também outros tratamentos
alternativos. Os motivos pelos quais esse ‘“renascimento” ocorreu foram: a
diminuicAo da descoberta de novas drogas antimicrobianas, o aumento da
resisténcia das bactérias a esses farmacos e a necessidade de tratamentos para
novos agentes etioldgicos emergentes. Devido a isso, cientistas tentam descobrir,
nas plantas, novos compostos, metabdlitos secundarios, com acao antimicrobiana

para aperfeicoar a acao dos antibiéticos (SILVA JUNIOR et al., 2009).

Varios estudos foram realizados com o intuito de averiguar o potencial
antimicrobiano da Croton urucurana. Silva e Fernandes Junior (2010) utilizaram as
folhas, o latex e o floema da Sangra d’agua e obtiveram achados importantes com
relacdo a sua propriedade antimicrobiana. As bactérias utilizadas para o ensaio
foram Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium e Shigella flexneri. O latex inibiu o crescimento
de quase todas essas bactérias, apenas contra a Escherichia coli ndo teve

eficiéncia, entretanto foi considerado potente no combate a Pseudomonas

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.

Oliveira et al. (2008), em suas pesquisas, notaram que no latex seco de
Croton urucurana havia a presenca de alcaloides, flavonoides, compostos fendlicos,
taninos condensados e esteroides, que sao metabdlitos secundarios com efeitos

antimicrobianos.
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Outro estudo que merece destaque é a de Silva Junior et al. (2009), na qual
testaram diversas plantas medicinais com relacdo as suas atividades antibacterianas
e antifngicas. As plantas utlizadas no artigo foram: Bowdichia virgilioides,
Calophyllum brasiliense, Lafoensia pacari, Simaba ferruginea, Cariniana rubra,
Stryphnodendron obovatum e Croton urucurana. Desta ultima foi usado o latex in
natura para as pesquisas, sendo considerado o produto com maior atividade
antimicrobiana dentre os avaliados, tendo efetividade tanto em bactérias Gram-
positivas como em Gram-negativas. Foram testadas as seguintes bactérias:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri e Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Citrobacter koseri e Serratia marcenses. Desses micro-organismos,
apenas 0s cinco ultimos ndo apresentaram sensibilidade ao sangue de dragdo. A
seiva vermelha teve o melhor espectro de a¢do também contra fungos, confirmando

gue o sangue de dragao tem atividade contra dermatofitos.

Oliveira et al. (2008) realizaram uma triagem in vitro utilizando o latex e
extratos de diferentes polaridades. Os achados foram que os compostos polares
presentes no latex, provavelmente, sdo 0s responsaveis pela atividade
antimicrobiana do sangue de dragdo. O latex seco e o latex in natura ndo tiveram
diferentes espectros de acdo, no entanto apresentaram maior atividade do que os

outros farmacdgenos testados (extratos de folhas e entrecasca).

Considerando o inconveniente da persisténcia das bactérias frente aos
diversificados antimicrobianos existentes, manifestou-se a relevancia do
entendimento em variedades de plantas que apresentem caracteristicas
antimicrobianas e, com isto, pesquisas que apresentam elementos provenientes de
origem vegetal vém crescendo. Essa busca ocorre em virtude da ampla diversidade
de substancias quimicas presentes nas plantas, os metabdlitos secundarios:
alcaloides, flavonoides, terpenoides e compostos fendlicos. Diversos destes dispdem
de eficiente acdo antimicrobiana, anteriormente certificada em estudos (ARRAIS et
al., 2014).

Na familia Euphorbiaceae especificamente no género Croton, evidenciou-se

diversificadas finalidades significativas na medicina habitual, sendo caracterizada
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por notdria existéncia de diterpenos como: labdano, ciclitoles, triterpenos, esteroides,
substancias fendlicas e flavonoides. Estes metabdlitos sdo evidenciados por
obterem uma grande cadeia em procedimentos bioldgicos, no qual, seguramente
proporcionam a perquisicdo em inovagdes de substancias bioativas, sendo capazes
de mostrar alguma particularidade medicinal procurando provaveis finalidades
farmacoldgicas subsequentes. (BARRERA; GOMEZ e CASTIBLANCO, 2016).

Os flavonoides sdo produzidos por plantas como resposta a uma infeccao
microbiana. Torna-se previsivel que esses elementos evidenciem acao
antimicrobiana in vitro para a protecdo contra uma ameaca relacionada aos
microrganismos. Tal ac@o ocorre eventualmente devido a capacidade dos
flavonoides produzirem complexos com proteinas solUveis extracelulares e com a
parede bacteriana. Flavonoides com maior acéo lipofilica conseguem similarmente

lisar as membranas microbianas (LOPEZ, 2010).

De acordo com Loguercio et al. (2005), existem algumas suposicdoes a
respeito das agdes antimicrobianas exercidas pelos taninos. A primeira conjectura-
se na inibicdo das enzimas bacterianas e/ou pela complexacdo com as distintas
moléculas presentes nessas enzimas; ja a segunda, parte do pressuposto de que 0s
taninos ajam na membrana celular dos micro-organismos, e com isso alteram seu
metabolismo; por fim, a Gltima hipétese refere-se a complexagéo dos taninos com os
ions metdlicos, reduzindo a disponibilidade destes elementos que sao

indispensaveis para o processo de metabolizacdo dos micro-organismos.

Segundo Di Sapio e Gattuso (2013) a maior parte das pesquisas
fitoquimicas efetuadas na Croton Urucurana Baill, foram ocorridas a partir de seu
latex, vale salientar que também foram feitos estudos em outras partes da espécie
como seu caule e casca. A prevaléncia dos elementos separados do “sangue de
dragao” sao: catequina, galocatequina, epigalocatequina (monémeros de flavan-3-ol)
e proantocianidinas divergentes fases de polimerizacdo; em porcao inferior estao
inseridos os elementos como o alcaldéide taspina, um lignano chamado
dimetilcedrusina, também disponibiliza diversos diterpenos como acido hardwickiico,

bicantriol, crolequinol, acido crolequinico, korberina A e korberina B.
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O género Croton evidencia vasta propensao financeira, sobretudo no setor
farmacéutico, visto que, dispdem-se singularmente abundante em metabolitos
secundario tais como: alcaloides, terpenoides e cocarcindgenos. Pesquisa realizada
atualmente sobre este género reuniu dados a respeito de seu emprego terapéutico,
quimico e farmacoldgico, resultando de modo irrefutdvel sua ampla capacidade
medicinal, todavia se faz relevante ampliar essas descobertas, em virtude da
grandiosidade das espécies que se fazem presentes (LIMA e PIRANI, 2008;
MONTEIRO, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A pesquisa teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana do latex
de Croton urucurana Baill nas cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Enterobacter
aerogenes. Efetuar critérios para testes de controle de qualidade e interpretacdo dos
halos de inibicdo para estudo comprobatério de possivel ou nado resisténcia
bacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Averiguar a atividade antimicrobiana do latex nas cepas previamente

selecionadas.

b) Realizar uma avaliacéo frente as diluicbes que resultardo na inibicdo do

crescimento ou ndo dos micro-organismos.

c) Analisar comparativamente as metodologias utilizadas: ensaio de difusdo

em disco por plagueamento em superficie e em profundidade.

d) Analisar comparativamente o potencial antimicrobiano do latex frente as

estacdes do ano (outono e inverno).



24

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

No decorrer do trabalho foram realizadas duas coletas do latex da espécie
Croton urucurana Baill, que ocorreram no municipio de Aspasia no estado de Sao
Paulo, Brasil - ASP, 180 - Estrada Geniopolis. A &rvore encontra-se em mata ciliada
a margem do Corrego do Cascavel, tendo como ponto de origem o Corrego da

Estiva, localizado no municipio de Santa Albertina no estado de Sao Paulo.

A primeira coleta foi executada no dia 01 de junho de 2016 (outono - auséncia
de floracdo), estando o tempo parcialmente nublado com temperatura de 23°C e
com umidade a 87%; sendo a segunda colheita realizada no dia 26 de agosto de
2016 (inverno — periodo de floracédo), estando o tempo limpo com temperatura de
21°C com umidade a 59%.

Para a obtencdo do latex foram efetuados diversos cortes em diagonal de
modo superficial no tronco da arvore como ilustrado pela figura 3, a sangria
processou-se com materiais proprios (faca e lancas) devidamente esterilizados.
Demonstrado pela figura 4, o latex foi acondicionado em frasco de vidro ambar,
recipiente apropriado para garantir que ndo ocorressem interferéncias do meio
durante o armazenamento e transporte do produto ao Laboratério Escola de
Andlises Clinicas das Faculdades Integradas de Fernandodpolis mantida pela
Fundacéo Educacional de Fernanddpolis.



Figura 3: Corte em diagonal para extracdo da seiva

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 4: Coleta do latex da Croton urucurana Baill

Fonte: Elaboracao propria.
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

O material botanico latex "in natura" foi armazenado em geladeira, entre 2 e

8°C, com controle de temperatura e umidade.

3.3 MICRO-ORGANISMOS PARA O BIOENSAIO

As cepas bacterianas empregadas no bioensaio foram: Gram negativas:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli NEWP0022, Enterobacter
aerogenes NEWP0048 e as Gram positivas: Staphylococcus aureus CCCD5007 e
Enterococcus faecalis NEWP0012, provenientes da Colecdo de Micro-organismos
Norte Americana (American Type Culture Colletion - ATCC) da marca Laborclin,

Newprov e Cefar.

3.4 METODOLOGIA DOS ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

As analises microbiolégicas foram realizadas de acordo com os métodos
recomendados pela NCCLS (2003) para testes de sensibilidade por disco-difusdo e
critérios para testes de controle de qualidade e interpretacdo dos halos de inibicdo
(CLSI, 2011).

3.4.1 Ensaio de difusdo em disco por plagueamento em espalhamento em
superficie

As placas de Petri foram preparadas com agar Muller-Hinton (Oxoid®) e
inoculadas pelo método de espalhamento em superficie com a respectiva suspensao
bacteriana (bactéria ATCC), preparada em solugéo salina estéril (NaCl 0,9%), com
concentracdo ajustada em 0,5 da escala de MacFarland (1x10® UFC/mL). Apés
inocular o microrganismo aguardou-se cinco minutos para 0 agar secar e deu-se

continuidade a metodologia de Bauer e Kirby.

A partir do latex puro foi realizada a diluicdo seriada (1 - 0,5 - 0,25 - 0,125 -
0,0625 - 0,0312 - 0,0156 - 0,0078 - 0,0039 - 0,0020) sendo utilizados (20uL) para
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impregnar os discos de papel filtro estéreis com diametro de 6mm (Cecon®),
depositados sobre a superficie das placas e estas acondicionadas em geladeira por
15 minutos e em seguida incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido o periodo de
incubacdo procedeu-se a mensuracdo das zonas de inibicdo de crescimento
bacteriano, considerando-se ativos os halos de inibigdo = a 10 mm, conforme
estabelecido por Oliveira et al. (2008). Utilizamos como droga padréo: Norfloxacina
(Cecon®, 10ug/disco), Penicilina G (Cecon®, 10ug/disco), Amoxicilina (Cecon®,
10ug/disco), Vancomicina (Cecon®, 30ug/disco). O experimento foi realizado em

triplicata.

3.4.2 Ensaio de difusdo em disco por plagueamento em profundidade

Preparou-se uma suspensdo com as respectivas bactérias (ATCC), em
solucéo salina estéril (NaCl 0,9%), com concentracdo ajustada em 0,5 da escala de
MacFarland (1x10% UFC/mL). Adicionou-se 1 mL da suspenséo bacteriana no fundo
da placa de Petri estéril e em seguida verteu-se 15 mL de &gar Muller-Hinton (Oxoid
®) fundido e resfriado a 45°C de acordo com Silva; Junqueira; Silveira (2001). A
placa inoculada ainda dentro da Camara de Fluxo Lamina foi homogeneizada com
movimentos suaves na forma de oito misturando o in6culo. ApOs inocular o
microrganismo aguardou-se cinco minutos para o agar secar e deu-se continuidade

a metodologia de Bauer e Kirby.

A partir do latex puro foi feita a diluicdo seriada (1 - 0,5 - 0,25 - 0,125 -
0,0625 - 0,0312 - 0,0156 - 0,0078 - 0,0039 - 0,0020) sendo utilizados (20uL) para
impregnar os discos de papel filtro estéreis com diametro de 6mm (Cecon®),
depositados sobre a superficie das placas e estas acondicionadas em geladeira por
15 minutos e em seguida incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido o periodo de
incubacéo, procedeu-se a mensuracdo das zonas de inibicdo de crescimento
bacteriano, considerando-se ativos os halos de inibicdo = a 10 mm, conforme
estabelecido por Oliveira et al. (2008). Utilizamos como droga padréo: Norfloxacina
(Cecon®, 10ug/disco), Penicilina G (Cecon®, 10ug/disco), Amoxicilina (Cecon®,
10ug/disco), Vancomicina (Cecon®, 30ug/disco). O experimento foi realizado em

triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Iniciou-se 0 experimento no dia 01 de junho que compreende a estacdo de
outono, sendo coletado o material botanico (latex) de Croton urucurana. Soldera,
Zanella e Frasson (2010) descrevem que durante pesquisa semelhante houve
formacdo de halo de inibicdo apenas para bactérias Gram positivas, sendo as

preparacdes e o latex puro, inativos contra as bactérias Gram negativas testadas.

Nos resultados do ensaio de difusdo em disco por plagueamento em
espalhamento de superficie da tabela 1, o espectro de acdo antimicrobiano
demonstrado pelo latex frente as bactérias Gram positivas tem maior atividade
contra os Staphylococcus aureus, apresentando faixa de concentracdo de 1,0 a
0,0156 mg/disco com mensuracao dos halos variando de 20 a 10 mm de diametro; o
Enterococcus faecalis expressou sensibilidade nas mesmas concentragdes 1,0 a
0,0156 mg/discos e mensuracdo dos halos de 12,5 a 7,0 mm, que a0 compararmos
com os parametros estabelecidos de = 10 mm para efetividade, viabiliza a eficacia
do latex até a concentragdo de 0,25 mg/disco.
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Tabela 1- Didametro dos halos de inibicdo do ensaio de difusdo em disco por
plagueamento em espalhamento em superficie (amostra do outono).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Bactérias

orowon (mg?jisseco) sa  Ec Ef Ea Pa
Tl 1,0 20 - 12,5 - -
T2 0,5 15 - 11 - -
T3 0,25 11,7 - 10 - -
T4 0,125 11,5 - 8,5 - -
T5 0,0625 10 - 8 - -
T6 0,0312 10 - 7.7 - -
T7 0,0156 10 - 7 - -
T8 0,0078 - - - - -
T9 0,0039 - - - - -
T10 0,0020 - - - - -
Amoxicilina* 35 19 27 8 7
Norfloxacino* 28 28 16 30 27

Penicilina G** 40 6 22 5 10
Vancomicina** 18 0 20 9 9

Fonte: Elaboracéo propria.
Legenda: S.a = Staphylococcus aureus; E.c = Escherichia coli; E.f = Enterococcus faecalis; E.a =
Enterobacter aerogenes; P.a = Pseudomonas aeruginosa; T = diluicdo; -- = auséncia de halo de
inibicdo; * = Droga padrdo para bactérias Gram positivas; ** = Droga padrdo para bactérias Gram
negativas.

Os resultados apresentados condizem com as pesquisas de Oliveira et al.
(2008) e Soldera, Zanella e Frasson (2010), comprovam que o solvente polar (agua)
€ melhor devido a maioria dos fitoconstituintes que apresentam maior atividade

antimicrobiana, presentes no latex, serem polares.
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Na tabela 2, os resultados do ensaio de difusdo em disco por plaqueamento
em profundidade mostram um maior espectro de atividade antibacteriana contra:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. O espectro de ag¢ao antimicrobiano do
latex apresenta maior atividade também contra o Staphylococcus aureus, com faixa
de concentracéo de 1,0 a 0,0625 mg/disco com mensuragéao dos halos de 20 a 9,3
mm, apresentando efetividade até a concentracdo de 0,125 mg/disco, portanto
menos eficaz que o método em superficie que demonstrou eficacia até 0,0156
mg/disco. Com relacdo ao Enterococcus faecalis, a faixa de concentracéo foi ativa
em 1,0 a 0,125 mg/disco com halo de inibicdo de 15,3 a 10 mm, neste caso o
método por profundidade é melhor por apresentar eficacia em concentracdo até
0,125 mg/disco. Nos micro-organismos Gram negativos o0 espectro de maior
atividade antimicrobiana é referente a Enterobacter aerogenes com faixa de
concentracédo de 1,0 a 0,0312 mg/disco e halo de inibicdo de 16,7 a 6,7 mm; a
Escherichia coli, por sua vez, teve faixa de concentracdo de 1,0 a 0,5 mg/disco e
halo de inibicdo de 15 a 12,7 mm e a Pseudomonas aeruginosa de 1,0 a 0,5

mg/disco e mensuracéo de halo de 13,3 a 9,7 mm.
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Tabela 2 - Diametro dos halos de inibicdo do ensaio de difusdo em disco por
plagueamento em profundidade (amostra do outono).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Bactérias

urﬁ:;%tg;ma (mg/‘éissco) S.a E.c Ef E.a P.a

T1 1,0 20 15 15,3 16,7 13,3
T2 0,5 13,3 12,7 11,7 15 9,7
T3 0,25 12,3 - 10 13,7 -
T4 0,125 11,7 - 10 9,3 -
T5 0,0625 9,3 - - 9,1 -
T6 0,0312 - = = 6,7 —
T7 0,0156 - - - - -
T8 0,0078 - - - - -
T9 0,0039 - - - - -
T10 0,0020 - = = — —
Amoxicilina* 27 20 23 19 8
Norfloxacino* 18 35 19 17 27

Penicilina G** 30 8 18 8 10
Vancomicina** 16 0 18 5 9

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: S.a = Staphylococcus aureus; E.c = Escherichia coli; E.f = Enterococcus faecalis; E.a =
Enterobacter aerogenes; P.a = Pseudomonas aeruginosa; T = diluicdo; -- = auséncia de halo de
inibicdo; * = Droga padrao para bactérias Gram positivas; ** = Droga padrdo para bactérias Gram
negativas.

O segundo experimento, por plaqueamento em profundidade, expressa
resultados diferentes dos encontrados por Oliveira et al., (2008), Soldera, Zanella e
Frasson (2010), ao pontuar resultados de sensibilidade para a bactéria Escherichia
coli e maior atividade contra as demais bactérias Gram negativas. Comparando os
dois métodos utilizados (plagueamento em espalhamento de superficie e
plagueamento em profundidade), consideramos o0 segundo experimento melhor, pelo
fato de favorecer a homogeneizacdo do micro-organismo junto ao meio, além de

proporcionar um tempo maior para a difusdo do principio ativo analisado.
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A segunda etapa do estudo iniciou-se com a coleta do material botanico
(latex) de Croton urucurana no dia 26 de agosto do decorrente ano, compreendendo
a estacdo do inverno. O ensaio de difusdo em disco por plagueamento em
espalhamento de superficie da tabela 3 expds resultados em conformidade aos da
tabela 1 contra os mesmos micro-organismos. O Staphylococcus aureus, apresentou
faixa de concentracdo de 1,0 a 0,0156 mg/disco com mensuracdo dos halos
variando de 20 a 7,3 mm de diametro e eficacia antimicrobiana até a concentracéo
0,0625 mg/disco, este resultado demonstra melhor efetividade do latex colhido no
outono que denotou até a concentracdo 0,0156 mg/disco; o Enterococcus faecalis
expressou sensibilidade nas concentracdes 1,0 a 0,0312 mg/discos e mensuracéo
dos halos de 16,7 a 8,7 mm, que ao compararmos com 0s parametros estabelecido
de = 10 mm para efetividade, viabiliza a eficacia do latex até a concentracdo de
0,0625 mg/disco, portanto melhor efetividade nesta estacdo do que a apresentada
no outono que teve eficacia até a concentracao de 0,25 mg/disco.
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Tabela 3 - Diametro dos halos de inibicdo do ensaio de difusdo em disco por
plagueamento em espalhamento em superficie (amostra do inverno).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Bactérias
orowon (mggissco) sa  Ec Ef Ea Pa
Tl 1,0 20 - 16,7 - -
T2 0,5 16 - 14,7 ~ ~
T3 0,25 15,7 - 10,7 - -
T4 0,125 10 - 10 - -
T5 0,0625 10 - 10 - -
T6 0,0312 7.7 - 8.7 - -
T7 0,0156 7.3 - - - -
T8 0,0078 - - - - -
T9 0,0039 - - - - -
T10 0,0020 - - - - -
Amoxicilina* 40 20 20 5 10
Norfloxacino* 30 40 20 30 40
Penicilina G** 40 10 20 10
Vancomicina** 20 10 20 10

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: S.a = Staphylococcus aureus; E.c = Escherichia coli; E.f = Enterococcus faecalis; E.a =
Enterobacter aerogenes; P.a = Pseudomonas aeruginosa; T = diluicdo; -- = auséncia de halo de
inibicdo; * = Droga padrdo para bactérias Gram positivas; ** = Droga padrdo para bactérias Gram
negativas.

Os resultados do ensaio de difusdo em disco por plagueamento em
profundidade exposto na tabela 4, demonstra espectro de atividade antibacteriana
frente aos mesmos micro-organismos exibidos no outono, ou seja, contra:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. O espectro de ag¢ao antimicrobiano do
latex apresenta maior atividade também contra o Staphylococcus aureus, com faixa
de concentracéo de 1,0 a 0,0156 mg/disco com mensuragéo dos halos de 20 a 7,5

mm. Observa-se nesta estacdo que o latex apresenta efeito antimicrobiano até
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0,0156 mg/disco nos dois ensaios realizados, apresentando eficacia até a
concentracéo 0,0625 mg/disco. O resultado por profundidade contra Staphylococcus
aureus no outono expds efichcia em concentracdo 0,125 mg/disco, conferindo
melhor resultado no inverno. Para Enterococcus faecalis, a faixa de concentracéo foi
ativa em 1,0 a 0,0312 mg/disco com halo de inibicdo de 16,7 a 5 mm, apresentando
menor efetividade frente ao paradmetro estabelecido de = 10 mm em relacdo ao
método em superficie que teve efetividade até a concentracdo de 0,0625 mg/disco,
sendo o resultado do método de profundidade de 0,25 mg/disco. A concentracao da
eficacia expressa no outono de 0,125 mg/disco demonstra maior efetividade do

latex.

Nos experimentos contra Escherichia coli realizados no outono e no inverno,
nota-se que o primeiro teve atividade até a concentragédo de 0,5 mg/disco, enquanto
a segunda amostra do latex apresentou atividade até 0,0625 mg/disco.
Pseudomonas aeruginosa foi inibida da mesma forma que a Escherichia coli, nas
concentragbes de 0,5 mg/disco na amostra de outono e 0,0625 mg/disco na do
inverno. Com relacdo a mensuragcao dos halos, foram consideradas efetivas as
concentragdes até 0,250 mg/disco para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
na segunda amostra, enquanto na primeira amostra as concentragdes foram de 0,5
mg/disco para Escherichia coli e latex puro, ou seja, 1,0 mg/disco para

Pseudomonas aeruginosa.

Com relagdo a Enterobacter aerogenes, no outono, houve maior atividade,
apresentando inibicdo nas concentragdes até 0,0312 mg/disco com halos de inibigao
= 10 mm nas concentragdes acima de 0,250 mg/disco. Ao passo que no inverno
houve inibicdo nas concentragdes superiores a 0,5 mg/disco, porém com halo de

inibicdo <10 mm e, portanto, considerada ineficaz.
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Tabela 4 - Diametro dos halos de inibicdo do ensaio de difusdo em disco por
plagueamento em profundidade (amostra do inverno).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Bactérias
oroon (mggissco) S.a E.c Ef E.a Pa
T1 1,0 20 18,3 16,7 5,0 14,7
T2 0,5 15 10 10,1 4,3 10,3
T3 0,25 15 10 10 - 10,3
T4 0,125 11,7 6,7 6,7 - 8,5
T5 0,0625 10 5,0 5,0 - 8,3
T6 0,0312 8.3 - 5.0 - -
T7 0,0156 75 - - - -
T8 0,0078 - - - - -
T9 0,0039 - - - - -
T10 0,0020 - - - - -
Amoxicilina* 40 20 25 5 10
Norfloxacino* 9 25 15 20 30
Penicilina G** 30 10 20 10 10
Vancomicina** 20 5 20 10 10

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: S.a = Staphylococcus aureus; E.c = Escherichia coli; E.f = Enterococcus faecalis; E.a =
Enterobacter aerogenes; P.a = Pseudomonas aeruginosa; T = diluicdo; -- = auséncia de halo de
inibicdo; * = Droga padrdo para bactérias Gram positivas; ** = Droga padrdo para bactérias Gram
negativas.

Nas estagdes de outono e inverno o latex de Croton urucurana, expressou
eficacia antimicrobiana contra a Escherichia coli, diferentemente de Oliveira et al

(2008) em seus ensaios de difusdo em disco.

Essas variacdes nos resultados apresentados podem ter relagdo com varios
fatores que influenciam tanto na producdo de metabdlitos pela planta, como o grau
de acumulo dos ativos nas diferentes estagdes do ano. Por exemplo, no decorrer do
crescimento dos botdes florais sdo absorvidos uma fracdo dos fitoconstituintes no

desenvolver dos metabdlitos vegetais. Portanto, neste periodo de desenvolvimento
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da arvore é possivel que ocorram alteracdes no acumulo de ativos no latex
(SOLDERA; ZANELLA e FRASSON, 2010). Os principais fatores que podem
provocar alteracdes na producédo dos compostos quimicos séo: o clima, tipo de solo,
radiacao solar, periodos de seca ou chuva, época da coleta e demais condicdes
ambientais (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; OGASAWARA, 2013).

Figura 5: Escherichia coli — plagueamento em espalhamento de superficie.

Fonte: Elaboracéo propria

Figura 6: Escherichia coli — plaqueamento em profundidade.

Fonte: Elaboragéo propria
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Figura 7: Teste de droga padréo - plaqueamento em espalhamento de superficie
Escherichia coli

Fonte: Elaboragéo propria

Figura 8: Teste de droga padréo - plaqueamento em profundidade Pseudomonas
aeruginosa.

s et

Fonte: Elaboragao propria
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O latex da Croton urucurana Baill, apresenta atividade antimicrobiana contra
as cepas bacterianas empregadas no bioensaio: Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli NEWP0022, Staphylococcus aureus CCCD5007,
Enterococcus faecalis NEWP0012 e Enterobacter aerogenes NEWP0048,
provenientes da Colecdo de Micro-organismos Norte Americana (American Type
Culture Colletion - ATCC) da marca Laborclin, Newprov e Cefar, conforme o0s
resultados apresentados no ensaio de difusdo em disco por plagueamento em

profundidade e de superficie.

No ensaio de difusdo em disco por plagueamento em espalhamento de
superficie, o potencial antimicrobiano do latex foi bastante efetivo contra cepas Gram
positivas, expondo maior eficacia contra Staphylococcus aureus na estacdo do
outono por apresentar efetividade até a concentracdo 0,0156 mg/disco e mediante a
Enterococcus faecalis, o inverso, melhor efetividade no inverno. O ensaio de difuséo
em disco por plaqueamento em profundidade, denotou efetividade antimicrobiana
frente as bactérias Gram positivas e Gram negativas, conferindo melhor
desempenho do latex de Croton urucurana na estacdo do outono por apresentar
eficacia contra todos os micro-organismos testados, diferente do latex extraido no
inverno que ndo apresentou eficacia contra a Enterobacter aerogenes. O método por
profundidade expressa melhores resultados com atividade de amplo espectro,
incluindo a Escherichia coli, diferente dos estudos pesquisados.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se, aparentemente, que o método por profundidade torna a fusédo da
bactéria ao meio mais homogénea e auxilia quanto ao tempo para melhor difuséo da

matéria prima ao meio, proferindo melhor agédo do latex de Croton urucurana.

Contudo, sugere-se novos estudos para fundamentar esta teoria, uma vez
gue a maioria dos artigos pesquisados nao apresentaram inativagdo de micro-

organismos Gram negativos em especial a Escherichia coli.
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