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RESUMO

O Brasil se destaca por possuir uma das mais importantes biodiversidades do
mundo. Dentre os biomas brasileiros esta a vegetagdo de caatinga, onde
diversas plantas medicinais sao encontradas, dentre estas, espécies da familia
Euphorbiacea tém sido relatadas. Pertencentes ao género Crofon, segundo
maior desta familia, as espécies Croton heliotropiifolius Kunth e Croton
blanchetianus Baill sdo usadas na medicina popular na forma de infusdo ou cha
no tratamento de diversas patologias como dor no estdmago e diarreia. Com
base no potencial terapéutico das plantas medicinais € na necessidade da
descoberta de novas substancias bioativas, o presente trabalho teve por
objetivos identificar as classes de metabdlitos secundarios, quantificar os
teores de fendis e flavonoides, e avaliar a atividade antioxidante e
antibacteriana do extrato etandlico das folhas e casca do caule de C.
heliotropiifolius Kunth e C. blanchetianus Baill. Para tal o extrato bruto foi obtido
por maceragcdo em etanol (95%). A identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios foi verificada por triagem quimica. Os extratos foram
caracterizados quanto ao teor de fendis e flavonoides totais e a atividade
antioxidante foi avaliada através dos métodos de sequestro de radical livre
(DPPH) e pelo sistema de co-oxidacdo do [(-caroteno/acido. A atividade
antibacteriana foi analisada por determinacdo da Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) utilizando duas linhagens bacterianas, uma Gram-negativa:
Escherichia coli (ATCC 25922) e uma linhagem Gram-positiva: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e dois isolados clinicos multirresistentes:
Staphylococcus aureus (SA 10) e Escherichia coli (EC 06) e através do
potencial modulador da acdo de antibiéticos aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. A triagem quimica permitiu identificar diferentes classes de
metabdlitos como fendis, taninos e flavonoides. Os resultados obtidos para o
teor de fendis totais variaram de 21,97+0,57 a 339,339 uyg EAG/mg, sendo
qgue o extrato das folhas do C. blanchetianus foi 0 que apresentou maior teor de
fendlicos totais. O teor de flavonoides foi de 0,29 + 0,03 mg de EqC/g para o
extrato das folhas do C. blanchetianus e 0,11 £ 0,01 mg de EqC/g para o
extrato das folhas do C. heliotropiifolius, respectivamente. Na avaliacédo da
atividade antioxidante in vitro, o extrato das cascas do caule de C.
heliotropiifolius mostrou maior atividade antioxidante no método do DPPH
(Ce50 0,09 = 0,09) e o extrato das folhas de C. heliotropiifolius apresentou
melhor atividade no método de co-oxidagdo do [B-caroteno (79,37 +4,62). O
efeito antibacteriano foi verificado frente as bactérias Escherichia coli (EC 06) e
Staphylococcus aureus (SA 10) que apresentaram CIM de 512 ug/mL e 16
pug/mL, respectivamente, resultados clinicamente relevantes. As espécies em
estudo apresentaram efeito sinérgico frente a S. aureus 10 quando associado
aos antibidticos Ampicilina, Gentamicina e Norfloxacino. Com bases nos
resultados obtidos, Croton heliotropiifolius Kunth e Croton blanchetianus Baill,
podem ser considerados fontes alternativas de compostos bioativos tendo sido
detectados no seu extrato a presencga de importantes classes de metabdlitos
secundarios, cuja presenga destes constituintes quimicos pode ser responsavel
por sua agao antioxidante e atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Croton heliotropiifolius. Croton blanchetianus. Compostos
fendlicos. Radicais livres. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Brazil stands out for having one of the most important biodiversity in the world.
Among the Brazilian biomes is the Caatinga vegetation where several medicinal
plants are found, among these, species of the Euphorbiaceae family have been
reported. Belonging to the genus Croton, the second largest of this family, the
species Croton heliotropiifolius Kunth and Croton blanchetianus Baill are used
in medicine. Popular in the form of infusion or tea in the treatment of various
pathologies such as pain in the stomach and diarrhea. Based on the therapeutic
potential of medicinal plants and the need to discover new bioactive
substances, this study aimed to identify the classes of secondary metabolites,
quantify the phenolic and flavonoid contents, and evaluate the antioxidant and
antibacterial activity of the ethanolic extract of the medicinal plants. leaves and
stem bark of C. heliotropiifolius Kunth and C. blanchetianus Baill. For this
purpose, the crude extract was obtained by maceration in ethanol (96%). The
identification of classes of secondary metabolites was verified through chemical
screening. The extracts were characterized in terms of total phenols and
flavonoids, and the antioxidant activity was evaluated using free radical
scavenging methods (DPPH) and the B-carotene/acid cooxidation system. The
antibacterial activity was analyzed by determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) using two bacterial strains, a Gram-negative: Escherichia
coli (ATCC 25922) and a Gram-positive strain: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), and two multiresistant clinical isolates: Staphylococcus aureus (SA 10)
and Escherichia coli (EC 06) and through the potential modulator of the action
of aminoglycoside antibiotics and fluoroquinolones. Chemical screening allowed
identifying different classes of metabolites such as phenols, tannins, and
flavonoids. The results obtained for the content of total phenols ranged from
21.97+£0.57 to 339.3339 pg EAG/mg, with the extract of leaves of C.
blanchetianus having the highest content of total phenolics. The flavonoid
content was 0.29 £ 0.03 mg EqC/g for the C. blanchetianus leaf extract and
0.11 £ 0.01 mg EqC/g for the C. heliotropiifolius leaf extract, respectively. In the
evaluation of the in vitro antioxidant activity, the extract of the stem bark of C.
heliotropiifolius showed greater antioxidant activity in the DPPH method (EC50
0.09 £ 0.09) and the extract of the leaves of C. heliotropiifolius showed better
activity in the method of co-oxidation of B-carotene (79.37 % 4.62). The
antibacterial effect was verified against the bacteria Escherichia coli (EC 06)
and Staphylococcus aureus (SA 10) that presented MIC of 512 ug/mL and 16
Mg/ mL, respectively, clinically relevant results. The species under study showed
a synergistic effect against S. aureus 10 when associated with the antibiotic’s
ampicillin, gentamycin, and norfloxacin. Based on the results obtained, C.
heliotropiifolius Kunth and C. blanchetianus Baill can be considered as an
alternative source of bioactive compounds having been detected in their extract
the presence of important classes of secondary metabolites, whose presence of
these chemical constituents may be responsible for the antioxidant action and
antibacterial activity.

Keywords: Croton heliotropiifolius. Croton blanchetianus. Phenolic compounds.
Free radicals. Bacterial resistance.
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1 INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, na China, foi registrado
0 primeiro caso de uma sindroma respiratoria com espectro viral inicialmente
desconhecido, com caracteristicas infecciosos, causada pelo virus identificado
como Corona virus da Sindroma Respiratoria Aguda Grave 2 (Sars-CoV- 2).
Comumente conhecido como Corona virus. A partir de margo de 2020, um
grande numero de casos se espalhou pelo mundo (DA COSTA GOMES et al.,
2021). Nesse periodo, portanto, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
declarou uma pandemia global (OMS, 2021).

A pandemia de Covid-19 foi posteriormente declarada uma emergéncia
internacional onde o cenario cadtico da pandemia provocou uma busca por
cuidados e prevengdao nao intervencionista, o que levou ao uso de
medicamentos sem comprovacao cientifica e ao aumento da automedicacéo,
que neste contexto destaca o uso indiscriminado de antibioticos (SHARMA et
al., 2020).

O uso inadequado e excessivo de antibiéticos sem avaliacdo adequada
leva a progressdo da resisténcia bacteriana, aquisicdo de mecanismos de
resisténcias aos antimicrobianos, tornando-se um dificil obstaculo no
tratamento de doencas. Este evento € mais comum em areas hospitalares
onde estas substancias s&o frequentemente utilizadas. (TEIXEIRA et al., 2019).
A resisténcia bacteriana € um problema de saude publica agravado pelo uso
indiscriminado dos antibiéticos em todo o mundo (SILVA et al., 2021)

A busca por antibiéticos de origem natural é crescente como alternativa
a resisténcia de patégenos humanos e animais aos antibidticos mais
conhecidos (OSTROSKY et al., 2008). Diversos estudos mostram que o uso de
extratos de plantas em combinagdo com antibiéticos promove uma significante
reducdo das concentragdes inibitorias minimas sobre alguns isolados
resistentes, o que demonstra ser essa uma fonte de pesquisa promissora
especialmente diante da vasta biodiversidade brasileira (DARWISH et al., 2002;
AL-HEBSHI et al., 2006; BETONI et al., 2006; LEE et al., 2008; SOUZA et al.,
2010; VINOD et al., 2010).
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Localizada no sul do estado do Ceara, a Chapada do Araripe € uma

das 27 regides de maior valor biolégico do Brasil e as comunidades que vivem
na regiao usam tradicionalmente cerca de 173 espécies de plantas nativas. No
entanto, o potencial terapéutico da maioria dessas espécies € desconhecido.
Como a exploracao irracional de plantas nativas pode levar a perda de
espécies nativas biologicamente importantes, a etnofarmacologia é necessaria
para apoiar a descoberta de novos fitoterapicos e promover seu uso
sustentavel aliado a pesquisa cientifica (PEREIRA DA CRUZ et al., 2021).

Nesse sentido, alguns estudos de etnomedicina fornecem informacdes
sobre os usos e propriedades medicinais de plantas utilizadas por muitas
comunidades tradicionais da regido semiarida do Cariri.

Pesquisas mostram que o perfil fitoquimico das espécies que compdem
a familia Euphorbiaceae Inclui alcoois e hidrocarbonetos, além de compostos
fendlicos, como flavonoides, lignina, cumarina, taninos, alcaloides, glicosideos
cianogénicos e glucosinolato. E considerada uma das familias mais
importantes devido a diversidade de suas substancias quimicas biologicamente
ativas (SEEBALUCK-SANDORAM et al., 2017).

O género Croton € um dos géneros mais diversos da familia
Euphorbiaceae. Varios efeitos terapéuticos dos compostos da familia do
Croton tém sido descritos na literatura, incluindo efeitos antinociceptivos, anti-
inflamatorios, gastroprotetores, antibacterianos, antiespasmaodicos,
antimalaricos e antidiabéticos, e estes tém sido utilizados na medicina popular
na forma de infusbes, sendo constantemente usado para tratamento de
doencas de estdbmago, vomitos, diarreia, hemorragia, hemoptise e edema
(JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2021; FIRMINO et al., 2019).

Dentre as suas diferentes espécies, podemos citar duas espécies,
Croton heliotropifolius Kunth e Croton blanchetianus Baill, comuns no nordeste
do Brasil (MAIA-SILVA, 2012; SILVA et al., 2017). Croton heliotropifolius € uma
planta medicinal que tem despertado muito interesse devido a presenca de
compostos bioativos como: compostos fendlicos, flavonoides, cumarinas (DE
SOUZA et al., 2020). As seguintes atividades biolégicas foram demonstradas
para a espécie: atividade antifungica (QUEIROZ et al., 2014), antioxidante
(SILVA et al., 2017), antimicrobiana (ARAUJO et al., 2017) e larvicida (DORIA
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et al., 2010). Firmino et al., (2019) em seus estudos demonstraram atividade

antibacteriana em extratos de C. blanchetianus contra bactérias comuns na
formacéao de biofilme oral.

Uma vez que as plantas do género Croton produzem uma variedade de
substancias com propriedades antimicrobianas, a nossa pesquisa teve como
objetivo caracterizar os perfis fitoquimicos de extratos etandlico, folhas e casca
do caule de C. heliotropifolius Kunth e C. blanchetianus Baill e avaliar a
atividade antibacteriana frente a bactérias padrées e multirresistente, visando

contribuir com o conhecimento da flora brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo fitoquimica e o potencial antibacteriano dos
extratos de Croton heliotropiifolius KUNTH e Croton blanchetianus BAILL , em

infeccbes causadas por bactérias resistentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a triagem fitoquimica dos extratos etandlicos das folhas e
cascas do caule das espécies estudadas e quantificar os fendis e flavonoides
totais;

Determinar a atividade antioxidante pelo metado de sequestro do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) e a Co-oxidagao do sistema [3-
caroteno/acido linoleico dos extratos etanolicos de C. heliotropiifolius e C.
blanchetianus;

Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos
etandlicos das espécies estudadas frente a bactérias padroes e
multirresistente;

Avaliar a capacidade de interferéncia dos extratos etandlicos de C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus, em modificar a agdo dos antimicrobianos

frente a cepa multirresistentes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais € uma das formas mais antigas de pratica
meédica para tratar, curar e prevenir doencgas. Esse uso milenar é resultado de
uma busca constante por recursos naturais alternativos para melhorar a
qualidade de vida. As plantas sao utilizadas como matéria-prima para
medicamentos e fitoterapicos ou como substancias medicinais isoladas
(BRAGA et al., 2021).

Plantas medicinais (Figura 1) referem-se a plantas, naturalmente
utilizadas ou cultivadas para fins medicinais devido aos seus efeitos benéficos,
facilidade de aquisicao e baixo custo. Devido ao alto custo das intervengoes e
tratamentos, os usuarios do sistema publico de saude buscam tratamentos
alternativos e complementares, destacando-se o uso de plantas medicinais e
fitoterapicos (FONSECA; GIOTTO, 2021).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), 80% da populagao
mundial se beneficia das propriedades das plantas medicinais. No entanto, o
desconhecimento sobre as propriedades medicinais e os riscos do uso indevido
€ um dos principais fatores que contribuem para o uso nao regulamentado de
ervas medicinais (LIMA; FERNANDES, 2020).

O Brasil € reconhecido mundialmente como um pais rico em
diversidade vegetal, com aproximadamente 44 mil a 55 mil espécies, ou 20%
de todas as espécies vegetais do planeta. A livre troca dessas plantas em
mercados e feiras levou a um crescimento anual de 6% a 7% no mercado de
fitoterapia (POTSARIS, 2016).

Considerando o papel das plantas medicinais, a pesquisa cientifica é
realizada em diversas partes, comeg¢ando pela identificacdo correta da planta,
seguida pela identificacdo e isolamento das substancias, bem como a
determinacdo de sua atividade em um organismo. Embora as substéncias
ativas encontradas nessas plantas estejam geralmente em baixas
concentragdes, € necessario na utilizacdo (NEDOPETALSKI; KRUPEK 2020).
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Figura 1- Planta Medicinal

Fonte: MARIOTTO, 2021.

Mauad (2016) enfatiza a importadncia de saber o que se esta
consumindo e para qual finalidade. A acdo de algumas plantas, embora muito
conhecidas e utilizadas, ainda nao estao cientificamente comprovadas e efeitos
danosos nao estéo livres de acontecer pelo simples fato de se tratar de um
produto natural.

O bioma Caatinga, exclusivamente brasileiro, possui uma das
vegetacbes mais ameagadas do planeta. Embora o numero de estudos e
publicagdes cientificas sobre o potencial biolégico de plantas desse bioma
tenha aumentado nos dltimos anos (SA-FILHO, 2019), ainda existe uma grande
lacuna na quantidade de plantas medicinais utilizadas por populagcdes que
ainda nao passaram por pesquisas cientificas que confirmem sua eficacia
terapéutica (SILVA, 2015).

Dentre essas plantas, podemos citar duas espécies bastante
conhecidas e utilizadas pela populacdo e que por isso sdo alvo de nossa
pesquisa, C. heliotropiifolius, conhecido no Brasil popularmente como velame
ou velame-de-cheiro (COMPAGNONE, 2010; ANGELICO, 2011) e C.

blanchtianus, conhecido como “marmeleiro preto” (SA-FIRMINO et al., 2019).
3.2 FAMILIA EUPHORBIACEAE JUSS.

Euphorbiaceae € uma das mais amplas familias das faner6gamas,

compreendendo aproximadamente 300 géneros e 7.600 espécies, possui
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comportamento cosmopolita, com maior afinidade por regides tropicais e

subtropicais (CAVALCANTI et al., 2020).

Estima-se que o Brasil tenha 1.100 espécies e 72 géneros que podem
ser encontrados na mais diversa flora do pais (CORADIN, 2011). Existem
aproximadamente 211 espécies e 5 géneros na regido nordeste, sendo 17
endémicos da Caatinga. Euphorbiaceae é uma das seis maiores e mais
importantes familias de Angiospermas (BARROSO et al., 2002; JUNIOR et al.,
2018). Um dos géneros da familia Euphorbiaceae que possui uma variedade
ampla de espécies ricas em metabolitos secundarios € o género Croton
(BEZERRA et al., 2020).

Euphorbiaceae destacam-se por sua importancia econdémica no
consumo humano (GLEADOW et al., 2016), latex (FRIOLANI et al., 2017) e
producdo de dleo (ROMAN-FIGUEROA et al., 2016) e seu amplo uso na
medicina popular (RUANGNOO et al., 2017). Muitas plantas pertencentes a
familia Euphorbiaceae estéo incluidas na Lista de Medicamentos de Interesse
Nacional (RENISUS) (BRASIL, 2009), relatério do Ministério da Saude do Brasil
que inclui 71 espécies de plantas medicinais, visa orientar pesquisas, apoiar o
desenvolvimento e inovagao para encontrar possiveis fitoterapicos de interesse
para o sistema publico de saude (SILVA, 2019).

Estudos fitoquimicos revelam que a familia Euphorbiaceae apresenta
compostos quimicos biologicamente ativos variados, tais como flavonoides,
saponinas, terpenos (diterpenos e triterpenos), ésteres, alcaloides, glicosideos
cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas (VANDRESEN, 2007; RAJESH
et al., 2006).

3.3 GENERO Croton

O género Croton (Euphorbiaceae) é composto por cerca de 1200
espécies com distribuicdo Pantropical, aproximadamente 307 dessas espécies
podem ser encontradas no Brasil, das quais 241 sdo consideradas endémicas
e 161 sdo consideradas sinbnimos (CABRERA et al., 2021), esse género
coloca o Brasil como o maior representante dentre os mais variados ambientes
vegetacionais (SALES; SILVA, 2012; CANEIRO-TORRES, 2009).
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Estima-se que a regido nordeste tenha um total de 52 espécies

distribuidas em 15 secgdes (SILVA et al., 2017). Na literatura conta que em
Pernambuco é possivel encontrar cerca de 35 espécies, a maioria delas
distribuidas na Caatinga (BRASIL, 2002; SILVA et al., 2020). Cascas e folhas
de Croton sao comumente usadas na medicina popular na forma de chas e
infusdes para disturbios gastrointestinais, como diarreia e constipagdes, dentre
outros (DE VASCONCELOS et al., 2021).

A diversidade do género Crofton também se reflete em seus
constituintes quimicos, a maioria deles ainda desconhecido; diferentes classes
quimicas de compostos foram identificadas em suas espécies, como terpenos
e fenilpropandides, o que pode estar relacionado as suas atividades bioldgicas
(BRITO et al., 2018).

Devido ao grande numero de constituintes presentes nas espécies de
género, diversas atividades podem ser comprovadas como pode ser visto na
Tabela 1 como: antinociceptivo, anti-inflamatério,  gastroprotetor,
antimicrobiano, antiespasmaodico, antimalarico, antidiabético entre outras
(FONTENELLE et al., 2008; JUNIOR, LADIO; ALBUQUERQUE, 2007).

Estudos realizados por Qadir e Asif (2019), demonstraram que C.
heliotropiifolius apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante (REIS et al.,
2018). Nas pesquisas desenvolvidas por Firmino et al. (2019) com extratos
hidroalcéolico de C. blanchetianus comprovou atividade antimicrobiana e

propriedades antifungicas.

Tabela 1 - Atividades bioldgicas de espécies do género Croton citadas na literatura

A Anti-inflamatérias, antioxidantes ElEEl0) S
celtidifolius ’ al., 2013.
Antigenotoxicidade, antiaterogénica,
antitumoral, antiulcerogénica, Azevedo et
Croton cajucara hipoglicemiante, hipolipidémica, al.,
antiestrogénica, anti-inflamatoria e 2021;Braga
antinociceptiva, analgésico, hipotensor, et al., 2020.

atividade vasodilatadora e antimicrobiana
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Croton Tratamento de célicas intestinais Mesquita et
nepetaefolius al., 2008.
Croton Anti-inflamatoria e antinociceptiva, anti- Cordeiro et
urucurana hemorragica, antifungica al., 2006.
Amit et al.,
Antioxidante, antimicrobiana, 2010; Ahmad
Cotron . ” o : _
. antirreumatica, antipirética, anti- etal., 2010;
sparsiflorus . e
inflamatéria Kumar et al.,
2010.
Crot9n Antimicrobiana, inseticida Araujo, 2018.
sonderianus
Croton Silva et
Antidiarreica, larvicida
grewioides al.,2016.
Fonte: Campina, 2023
3.4 Croton heliotropiifolius KUNTH
Croton heliotropiifolius conhecido

popularmente como “velame” e "velame-do-cheiro", € amplamente utilizado na
medicina tradicional para tratar dores de estdbmago, desconforto gastrico,
diarreia sanguinolenta e para aliviar a febre. (ANGELICO, 2011). Essa espécie
(Figura 2), é encontrada em toda regido nordeste, principalmente no bioma
Caatinga, podendo ocorrer em florestas serranas (Brejos de altitude) restinga e
Cerrado (SILVA et al., 2010).

Figura 2: Croton heliotropiifolius KUNTH
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Fonte: CAMPINA,2023

Em um recente estudo etnobotéanico realizado na Chapada do Araripe,
Ceara, Brasil, C. heliotropiifolius mostrou-se eficaz em varios tratamentos,
incluindo o tratamento de sintomas decorrentes de infecgbes do trato urinario,
intestinais e cutdaneas (FERNANDES et al., 2021). Em conjunto, estas
evidéncias sugerem que C. heliotropiifolius pode ter atividades antibacterianas
(QADIR e ASIF, 2019) e antioxidantes (REIS, 2018).

Estudos realizados por Tendrio et al., (2017) demonstraram que o
extrato hidroalcoolico das folhas de C. heliotropiifolius em uma concentragao de
100% apresenta atividade carrapaticida sobre o Anocentor nitens variante que
acomete principalmente equinos.

O mesmo também se mostra como um forte aliado da agricultura, no
sentido de possuir poder alelopatico sobre ervas daninhas, os extratos aquosos
e metandlicos a partir da concentragédo de 0,25 mg/mL conseguiram diminuir a
germinacao de sementes de Digitaria insularis e Bidens pilosa em 13%, e
quando submetido ao extrato etandlico a inibigdo chegou a 27% (SILVA, 2018).

De acordo com Navas et al. (2016), o efeito alelopatico provém de
compostos como fendis, terpenos, alcaloides e poliacetilinas, classes de
fitoquimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas.

3.5 Croton blanchetianus BAILL
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Croton blanchetianus € (Figura 3), uma espécie representativa da
familia Euphorbiacae, apresentando ocorréncia natural na Caatinga; espécie de
arbusto tipica do sertdo, encontrada em abundancia no nordeste brasileiro,
popularmente conhecida como marmeleiro (DE VASCONCELOS et al., 2021).
As folhas e a casca do caule sao utilizadas na medicina popular para o
tratamento de disturbios gastrointestinais, reumatismo e dor de cabeca
(FIRMINO et al., 2019).

Figura 3: Croton blanchetianus BAILL

Fonte: CAMPINA,2023

O extrato etandlico das folhas de C. blanchetianus apresenta
quantidades significativas de alcaloides, acgucares redutores, flavonoides,
saponinas, taninos condensados, terpenos e esteroides (FREITAS et al., 2020).
Fendis e terpenos sao os principais compostos responsaveis por propriedades
antimicrobianas e antiparasitarias dessa espécie (AQUINO et al., 2017;
FREITAS et al., 2020).

Em seu estudo, Firmino et al. (2019) demostraram que os extratos de
C. blanchetianus apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias

comuns na formagao de biofilme oral. Varias espécies do género Croton tém
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sido alvo de pesquisas cientificas devido aos constituintes presentes em suas

partes que possuem efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e antimicrobianos
(FONTENELLE, 2008), estudos tém comprovado que os 6leos e extratos das
essas espécies do género Croton apresentam efeito potencializador sobre
bactérias multirresistentes, isso ocorre devido os principios ativos presentes
nas plantas. (SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021). A nomenclatura dessa
espécie foi reajustada a partir dos estudos realizados por Govaert, Frodin e

Radcliffe-Smith (2000) de C. sonderianus para C. blanchetianus.
3.6 FITOQUIMICA

A investigacao fitoquimica tem por objetivo verificar a presenga de
compostos bioativos, com fungdes primordiais na sobrevivéncia das plantas no
meio ambiente (LAGES et al., 2022). E uma etapa importante na identificacdo
das espécies com metabdlitos secundarios que geralmente s&o os
responsaveis por agdes bioldgicas (DE SA-FILHO et al., 2021). Embora muitas
espécies ja sejam utilizadas popularmente, ndo se sabe se a planta ou parte
dela é efetivamente portadora de compostos bioativos eficazes para as
finalidades visadas, assim como, inumeras espécies vegetais naturais ou
introduzidas no bioma Caatinga (SOUZA et al., 2022; RODRIGUES et al.,
2010). Por isso, € necessario conhecer a composi¢gao quimica por meio técnico
eficiente (LIMA; FERNANDES, 2020).

A extracdo de metabdlitos secundarios € diretamente afetada por
diversos fatores, entre eles o tipo de solvente utilizado (FERRO, 2008; OKAN,
2011). O etanol é anfifilico, permitindo a extragdo de substancias com
caracteristicas apolares e polares (OLIVEIRA, 2016), enquanto o metanol
pode extrair mais componentes (TIWARI, 2011).

As plantas medicinais podem produzir substancias ativas chamadas
metabdlitos secundarios. Esta substancia ativa existe em quantidades
vestigiais com diferentes composicdes quimicas e pode exercer importantes
atividades bioldgicas e farmacolégicas. (ULSENHEIMER et al., 2020), tanto em
Oleos essenciais (SOUZA et al.,2007) como componentes ndo volateis
(extratos), extraidos de plantas (BALESTRIN et al., 2008, NUNES et al., 2008).

Uma técnica utilizada para obter informagdes sobre a estrutura quimica
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das plantas € a separagdo cromatografica. As separagbes cromatograficas

podem medir a concentracdo de compostos presentes e os resultados sao
seguros e confiaveis (OBRADOVIC et al., 2007).

3.7 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem dois tipos de metabdlitos em seu metabolismo,
conhecidos como primarios e secundarios. Os primeiros sdo formados
principalmente a partir de proteinas, carboidratos e lipidios responsaveis pelo
crescimento, reproducado e formacao das estruturas de suporte das plantas.
Os metabdlitos secundarios constituem uma forma de comunicacao entre as
plantas e seu ambiente, na defesa contra a radiagéo solar (antioxidantes), na
defesa contra organismos predadores como fungos, bactérias e insetos, e na
producdo de ferombnios para polinizagdo e meio de sobrevivéncia das
espécies (MORAIS et al., 2021).

Apresentam também, significativos principios farmacolégicos e
nutricionais, imprescindiveis na alimentacdo humana, bem como aditivos
aromaticos e corantes naturais. Essas biomoléculas sdo divididas em trés
principais classes: terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados, que, sao
reagrupados em subclasses de acordo com a biossintese, emprego e
relevancia especifica (BORGES; AMORIM, 2020).

Os principais fatores que podem influenciar a sintese de metabdlitos
secundarios sdo a sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude,
poluicdo atmosférica, indugdo por estimulos mecanicos ou ataque de
patogenos. Estes fatores alteram a quantidade e a natureza dos constituintes
ativos presentes no tecido (CALIXTO, 2022).

Por meio da fitoquimica, foi-se descobrindo, isolando e elucidando as
estruturas moleculares das substancias ativas, ou seja, provenientes do
metabolismo secundario das plantas, sendo paulatinamente introduzidas na
terapéutica e sendo utilizadas na produgdo de medicamentos de origem
natural, em alternativa aos medicamentos de origem puramente sintética (DA
SILVA SIQUEIRA et al., 2020).
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Dentre estes metabdlitos, apresenta-se com grande relevancia aqueles que

possuem atividade antioxidante, pois agem como substancias inativadoras ou
redutora de radicais livres. O que é de grande valia, dado que a acéao
desequilibrada dos radicais livres dentro do organismo, em uma situagao de
estresse oxidativo, tem-se apresentado altamente prejudicial ao organismo
humano, sendo associado a diversas doengas e injurias celulares tais como
alteragdes no DNA, na estrutura celular e também se encontra associada
a casos de cancer, declinio do sistema imune, envelhecimento precoce,
doengas cardiovasculares, diabete mellitus tipo |, entre outras (DA SILVA
SIQUEIRA et al., 2020).

Os estudos dos constituintes presentes nos extratos botanicos, extratos
esses obtidos através de processos de extragdo ja amplamente conhecidos
pela ciéncia e populacdo, sdo necessarios para embasar o inicio da
investigacao cientifica, principalmente em relagdo aos metabdlitos secundarios
que geralmente sao os responsaveis por agdes bioldgicas ligados aos extratos
(SONAGLIO et al., 2010).

Outro parametro que influéncia na extracdo desses metabdlitos
secundarios das plantas medicinais € o tipo de solvente utilizado, isso tera um
intima relagcdo com o sucesso da abordagem terapéutica. Além disso, existem
outros parametros basicos que influenciam na qualidade de um extrato como a
metodologia de extragdo e a parte da planta utilizada (DE SA-FILHO et al.,
2021).

3.7.1 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo aqueles com um ou mais anel aromatico
acoplado a um ou mais grupos hidroxila (Figura 4). Eles sdo os mais comuns
dentre os metabdlitos vegetais secundarios com mais de 8000 estruturas
conhecidas. Variam desde os fendlicos simples, como os acidos fendlicos, para
os compostos complexos, como taninos. Os compostos participam da defesa
da planta contra raios ultravioleta (UV), patégenos e outros predadores (ALARA
et al., 2021).

Os compostos fenodlicos s&o responsaveis pela cor, adstringéncia,

aroma e estabilidade oxidativo. Amplamente distribuidos no reino das plantas,
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alteracdes no sabor de muitos frutos, ocorridas durante seu amadurecimento,

estdo relacionadas a modificagdes na concentragao destes compostos (CURTY
et al., 2022).

Figura 4 - Estrutura basica de um composto fendlico

OH

Fonte: Campina, 2023.

A biossintese dos compostos fendlicos nos vegetais € influenciada por
fatores abidticos e bidticos. Sendo estes envolvidos no crescimento das
plantas, reprodugdo, pigmentagcdo, além de resisténcia a microrganismos
patogénicos. Este grupo pode se dividir em flavonoides (antocianinas, flavonois
e seus derivados), acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico e seus
derivados) e cumarinas (ANGELO; JORGE et al., 2007).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos em inumeras atividades
bioldgicas, como antibacteriana, anti-inflamatéria, antialérgica, hepatoprotetora,
antitrombadtica, antiviral, anticancerigena e vasodilatadora devido as suas
propriedades antioxidantes (SOOBRATTEE et al, 2005). A sua acao
antioxidante deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e a sua
estrutura quimica, desempenhando um papel importante na neutralizagdo ou
eliminacdo de radicais livres e metais quelatados, atuando tanto nas fases

iniciais como na progressao do processo de oxidagédo (SOUSA et al., 2007).

3.7.2 Flavonoides

Os flavonoides sao considerados metabdlitos secundarios sintetizados
pelas plantas, pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos. Podem ser
encontrados em frutas, verduras, hortalicas, sementes e flores, tornando-se
importantes componentes da dieta humana. Como compostos fendlicos se
diferenciam entre si pela sua estrutura quimica, apresentando 15 atomos de
carbono na forma Cs — C3 — Cs (Figura 3) apoiada no nucleo de dois anéis

benzénicos (A e B), sendo esses ligados a um anel pirano (C-1,2) (LOBO et al.,,
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2021.

Figura 5 - Estrutura basica de um flavonoide.

Fonte: Campina, 2023.

Os flavonoides sao produzidos a partir da fenilalanina pela via dos
fenilpropandides, e a fenilalanina é sintetizada pela via do chiquimato (LIU et
al., 2021). S&o encontrados abundantemente em plantas comestiveis e nao
comestiveis, nas formas aglicosilada (aglicona) e glicosilada, sendo essa ultima
a mais frequente (DE MORAES ARNOSO et al., 2019).

Os flavonoides, apesar de ainda nao serem completamente
conhecidos, apresentam um importante potencial terapéutico e diferentes
atividades bioldgicas, como atividade antimicrobiana, antifungica, antiviral,
antibacteriana, antiparasitaria, atividade imunomoduladora, anti-inflamatéria e
antioxidante (intimamente ligada a estrutura dos flavonoides e ao numero de
substituintes hidroxilas radicais fendlicos) (MORAES et al., 2022).

A atividade antioxidante dos flavonoides tem sido objeto de estudo nos
ultimos anos, pois representa uma grande aposta para o futuro
desenvolvimento de farmacos e outras formas de tratamento para diversas
doengas, como doengas cardiovasculares, doengas genéticas, como cancer e,
doencgas degenerativas, como o Alzheimer e a doenga de Parkinson (MORAES
et al., 2022).

3.7.3 Radicais livres e substancias antioxidante

Um radical livre (RL) nada mais é que um atomo ou uma molécula que
possui um ou mais elétrons livres ndo pareados, isto €, possui o orbital externo
incompleto, explicando sua instabilidade e elevada reatividade. O orbital

externo incompleto permite a transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas,
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e assim podem operar como aceptores ou concessores de elétrons causando

modifica¢cdes no ambiente molecular (MARTELLI; NUNES, 2014).

Uma substancia antioxidante € uma substancia capaz de impedir a
oxidagdo ou que mesmo em baixa concentragdo comparada ao substrato
oxidavel, minimiza ou inibe a oxidacdo deste substrato. Do ponto de vista
bioldgico, define-se antioxidante como compostos que protegem os sistemas
bioldgicos contra os efeitos negativos dos processos ou reagdes que levam a
oxidacdo de moléculas ou estruturas celulares (PREVEDELLO; COMACHIO
2021).

Os antioxidantes presentes nas plantas sao substancias como o acido
ascorbico e tocoferdis, polifendlicos ou terpenos, entre uma ampla variedade.
Acredita-se que uma dieta rica nesses alimentos, pode-se minimizar os danos
da oxidagdo e assim a geragdo excessiva de radicais livres que acabam
contribuindo ao aparecimento de doengas crbénicas nao transmissiveis (DCNT)
— doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e doengas respiratérias cronicas
(PREVEDELLO; COMACHIO 2021).

Os compostos bioativos com atividade antioxidante tém despertado
interesse, principalmente devido a agdo sobre os radicais livres no organismo,
mas as formas de interacbes moleculares e mecanismos de bioatividades
ainda proporcionam um desafio para os cientistas (SOBRINHO et al., 2020).

Sao0 moléculas produzidas in vivo, estdo envolvidas em diversos
processos como na formagdo de energia, ajuste do crescimento celular,
fagocitose, sintese de substancias biolégicas essenciais e na sinalizagao
intercelular. E além de todos os processos, os RL, ainda reagem com o DNA,
RNA, algumas proteinas e outras substancias oxidaveis, gerando danos que
muitas vezes podem colaborar com o processo de envelhecimento e a
instalagdo de doencgas degenerativas, como aterosclerose, cancer, artrite
reumatica, entre muitas outras (PREVEDELLO; COMACHIO 2021).

A geragdo dos radicais livres no organismo pode ser contida por
compostos antioxidantes definidos como substancias que em concentracdes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou inibem de forma
significativa o processo de oxidagdo do substrato (SOUSA et al.,, 2007;
OROIAN, 2015).
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O desequilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes leva ao

estresse oxidativo, processo que provoca a oxidagcao de biomoléculas como
DNA, RNA, proteinas e mitocondrias, acarretando consequente perda das suas
fungdes biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico. Em excesso, os radicais
livres levam ao desenvolvimento de enfermidades como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfun¢des celebrais
(BARBOSA et al., 2020; MISHRA et al., 2012; SOUSA et al., 2007; DORNAS et
al., 2007; BARREIROS et al., 2006).

Conforme os mecanismos de acéo, os antioxidantes sao classificados
como primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios agem através da
transferéncia de elétrons ou hidrogénio, ao passo que os antioxidantes
secundarios atuam por meio da complexacdo com metais, sequestro de
oxigénio, decomposicdo de hidroperdxidos, absorgdo da radiagdo ultravioleta
ou desativagao de oxigénio singlete (DEL RE; JORGE, 2012).

3.8 RESISTENCIA BACTERIANA A MULTIDROGAS

A resisténcia bacteriana refere-se aos microorganismos cujo
crescimento e reprodugcdo no sangue ou tecido ndo s&o afetados pela
concentracdo do antimicrobiano correspondente, mesmo aqueles
microorganismos que possuem mecanismos de resisténcia especificos aos
medicamentos em investigacdo, mas nao apresentam uma resposta clinica
adequada quando administrados. Usado como tratamento, pode ser
transferido de varias maneiras, e microrganismos da mesma populagao ou de
populacdes diferentes podem ser mantidos (VIEIRA e VIEIRA, 2017).

A producdo das B-lactamases tem provocado um aumento na
resisténcia bacteriana, constituindo sérios problemas para a pratica clinica
atualmente. Essas enzimas podem ser produzidas tanto por bactérias Gram-
positivas como por Gram-negativas. Elas destroem o nucleo B-lactdmico do
antibiético, tornando-o inativo através da hidrélise da ligacdo amida do anel -
lactédmico, resultando na producdo de derivados acidos que nao possuem
propriedades antibacterianas. A faléncia clinica manifesta-se quando é
neutralizado um numero suficiente de moléculas de antibidtico (FERREIRA et
al., 2006).
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As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana que transportam

substancias nocivas do interior da célula bacteriana para o exterior e podem
atuar em substratos especificos ou em uma variedade de substratos (ALAV et
al., 2018).

Este sistema de bomba é caracterizado pelo efluxo eficiente de
antibioticos, penetrando lentamente na membrana externa das bactérias,
formando um efeito combinado de efluxo agressivo e uma barreira de
membrana que protege a célula de muitos compostos e protege os micrébios.
Resiste a agentes antimicrobianos e permite que o ambiente se infiltre ser
controlado. Substancias toxicas, como metabdlitos e antibidticos, entram nas
células excretando drogas (que impedem ou restringem o acesso a locais-alvo
dentro da célula) (AZAM, KHAN, 2019; MEHLA et al., 2021); UGWANY!I et al.,
2021).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um grave problema global
de saude publica negligenciado o que vem ocasionando um grande numero
de mortes todos os anos por infecgdes. Em consonéancia, a preocupacéao atual
com esse tema se amplia devido ao uso indiscriminado dos antibiéticos durante
a pandemia da COVID-19, que vem sendo tratada muitas vezes com
antimicrobianos. Conforme a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), apenas
15% dos infectados pelo SARS-CoV-2 desenvolvem uma coinfecgéao
bacteriana que justifica o uso da antibioticoterapia (SILVA et al., 2021b).

O uso indevido desses medicamentos representa um risco iminente
para a saude publica global, pois os pacientes infectados com bactérias pan-
resistentes (também conhecidas como “superbactérias”), havendo um
aumento na ocupacdo de leitos e um aumento associado no numero de
mortes e o fechamento de hospitais publicos ou privados (FURTADO et
al.,2019)

Atualmente, os antibidticos estdo entre os farmacos mais prescritos.
Segundo a OMS, cerca de 50% das prescricdbes ndo sao necessarias
(TEIXEIRA, 2019). Considerando o aumento do numero de infecgbes causadas
por bactérias multirresistentes, a OMS chama atengdo para a pesquisa e
desenvolvimento (PeD) de novos antibidticos contra patégenos: Enterococcus

faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
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baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp (TACCONELLI et al.,

2018).

No entanto, a descoberta de uma nova substéncia antimicrobiana é
tarefa laboriosa e seguida de avaliagbes pré-clinicas, clinicas e
regulamentagbes governamentais antes de ser aprovada como um novo
farmaco, demandando consideravel tempo da descoberta até a utilizacao
clinica (ARDAL et al, 2019; THEURETZBACHER et al, 2019;
THEURETZBACHER et al., 2020). Entretanto, € entusiasmante a investigacao
de novos antimicrobianos de origem da natureza, dada a grande biodiversidade
do planeta Terra como fonte natural de novas moléculas (por exemplo, de

origem de plantas e outros microrganismos).

3.8.1 Bactérias

As bactérias s&o os unicos microrganismos patogénicos procariotas
(RIBEIRO et al., 2013). A maioria das bactérias possui uma parede rigida, que
constitui o principal suporte mecanico da célula, confere estabilidade e é
responsavel pela forma das células. A parede celular permite, ainda, fazer a
distincdo entre dois tipos de bactérias: as bactérias de Gram positiva e as
bactérias de Gram-negativa, uma vez que esta estrutura condiciona a
coloracédo de Gram (RIBEIRO et al., 2013). As bactérias Gram-positivas
apresentam uma parede celular espessa, homogénea, geralmente nao
estratificada e predominantemente constituida por peptidoglicano (Figura 6).
Nas bactérias Gram-negativas, a parede € mais complexa e estratificada, em
que uma das camadas € constituida por peptidoglicano e a outra — membrana
exterior (OM) - constituida por lipopolissacarideos (LPS), proteinas e

fosfolipideos.

Figura 6: Célula bacteriana gram-positiva e gram-negativa
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Fonte: Tortora 2012

3.8.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € um dos patégenos bacterianos mais notdrios
e prevalentes, causando um numero incontavel de infec¢des de pele simples e
possivelmente centenas de milhares a milhdes de casos mais graves em todo o
mundo a cada ano causa infecg¢do invasiva, e uma das principais causas de

pneumonia e outras infecgdes respiratorias, infecgdes de sitio cirurgico,



37
proteses articulares e infecgdes cardiovasculares e bactéria nosocomial

(CHEUNG et al., 2021).

O S. aureus é susceptivel a agdo de varias drogas contra bactéria
Gram-positivas (tais como penicilinas, cefalosporinas, eritromicinas,
aminoglicosideos, tetraciclina e clorafenicoéis), é também reconhecida pela sua
elevada capacidade de desenvolver resisténcia a todas. Portanto, a
antibioticoterapia adequada das infec¢des estafilocdccicas deve ser precedida
da escolha da droga com base nos resultados de susceptibilidade (CUSSOLIM
et al., 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus é determinada por
mutacdes em seus genes e/ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de
outras bactérias da mesma espécie, ou, eventualmente, de outras espécies.
Em geral, a resisténcia por mutagéo € decorrente de uma alteragéo no sitio de
acdao do antibidtico, enquanto a resisténcia por aquisicdo de genes de
resisténcia frequentemente envolve destruicdo ou inativagdo do antibidtico.
Plasmideo e transpomos contribuem de maneira significativa para o ultimo
mecanismo (ALOS, 2015; RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2013).

3.8.3 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa anaerdbica predominantemente
facultativa que coloniza o trato intestinal de bebés humanos imediatamente
apos o0 nascimento e ajuda a manter a homeostase intestinal normal
(MIRSEPASI-LAURIDSEN, et al. 2019).

Caracteriza-se por apresentar metabolismo anaerobio facultativo, pois
possui metabolismo respiratério e fermentativo. Sendo capaz de fermentar,
com produgado de acido e gas, a lactose, glicose, maltose, manose, manitol,
xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose. A fermentagdo do adonitol,
sacarose, salicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina é variavel (QUINN et al.,
2005; ANDREATTI - FILHO, 2007).

3.9 ANTIBIOTICOS E SEUS MECANISMOS DE AGAO
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Antibiodticos naturais ou sintéticos conseguem inibir o crescimento, ou

propiciar a morte de bactérias, sao intitulados de bacteriostaticos aqueles que
somente inibem o desenvolvimento microbiano, e bactericidas, os que levam a
morte da bactéria. Os antibioticos variam em propriedades fisicas, quimicas,
farmacologicas, espectro de agdo e mecanismo de ag¢do, podem variar em
alvo seletivo, espectro estreito para nao afetar a microbiota natural,
toxicidade, conteudo toxico e altos niveis de agentes terapéuticos, com
poucos efeitos, adversa reacédo, envenenamento ou alergia e possibilidade de
administragéo (SILVA et al., 2021).

Quanto ao mecanismo de agao (Figura 7), os antibidticos inibem a
sintese da parede celular, inibigdo da sintese ou rompem a membrana
plasmatica, inibem a sintese de proteinas ribossdmicas, alteram a sintese de

acidos nucléicos e alteram o metabolismo celular (TEIXEIRA et al., 2019).

Figura 7: Mecanismos de resisténcia bacteriano
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Os antibioticos aminoglicosideos apresentam propriedades quimicas e
farmacolégicas semelhantes (LEGGETT, 2017), tendo como vantagens
terapéuticas o seu efeito pds-antibidtico, a sua acao bactericida, o seu extenso

espectro de acdo antibacteriana, o sinergismo com outros antibioticos,
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principalmente B-lactamicos, e os seus raros fendbmenos de hipersensibilidade

(SOUSA, 2007).

Possuem propriedades que permitem que esses antibioticos interajam
com o RNA ribossémico 16S da subunidade 30S do ribossomo bacteriano por
meio de pontes de hidrogénio e ligagdes ibnicas, ocasionando interferéncia
estérica no RNA ribossémico e interrompendo a sintese proteica normal.
(SOUSA, 2007). Os aminoglicosideos possuem efeitos toxicos, seu uso exige
bastante cuidado (MURRAY et al., 2010).

Souza (2007) diz que as fluoroquinolonas, apresenta atividade sobre
infeccbes causadas por microrganismos resistentes a outras classes de
farmacos. As fluoroquinolonas dividem-se em trés geracgdes, divergem das
quinolonas originais por possuirem um atomo adicional de fluor em sua
estrutura quimica (SCHELLACK, 2006). A norfloxacino e o acido pipemidico
representam a classe de antibidticos da segunda geragdo, produzem
mecanismo de acdo contra Pseudomonas atuando no trato urinario e
intestinal (VIEIRA, 2007).

3.10 INIBIDORES DE MECANISMOS DE RESISTENCIA

Ampicilina/sulbactam é uma combinacdo antibiética composta por
ampicilina, um B-lactdmico, e sulbactam, um inibidor de [-lactamase
(FERREIRA et al., 2006). Estudos confirmaram a eficacia do sulbactam em
altas doses combinado com outros medicamentos antibacterianos no
tratamento de pacientes com infecgées por microrganismos multirresistentes
(MDR) (LIU et al., 2020).

Derivado da ampicilina, o sulbactam é amplamente utilizado como
inibidor de [-lactamases. Além disso, possui atividade intrinseca contra
Acinetobacter baumannii, devido a inibicdo das proteinas de ligagao da
penicilina (PBPs) do tipo PBP3, mas altas CIM sdo geralmente vistos entre
isolados que mostram resisténcia a carbapenémicos (SEIFERT et al., 2020).

A clorpromazina (CPZ), um neuroléptico classico que inibe os
receptores dopaminérgicos (Figura 8) e varios outros efeitos dependentes da

calmodulina, tem se mostrado eficaz contra varias espécies de bactérias
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Gram-negativas e Gram-positivas clinicamente significativas com atividade

antimicrobiana (AMARAL, 2004), bem como contra micobactérias (CLAURE,
1992).

Este composto tem também mostrado a capacidade de reverter a
resisténcia bacteriana a alguns antibidticos (KRISTIANSEN, et al., 2003;
KRISTIANSEN, et al., 2006), inibir bombas de efluxo (KRISTIANSEN, et al.,
2003; KAATZ et al.,, 2003), potencializar o efeito antibacteriano dos B-
lactamicos, aminoglicosideos, clindamicina, tetraciclinas, vancomicina e
fluorquinolonas (KRISTIANSEN, 1990; AMARAL et al., 1992), e reduzir a
capacidade de formacdo de biofiimes (BAUGH et al, 2012). A eficacia
terapeutica da CPZ em humanos com infec¢gbes bacterianas em curso tem
também sido demostrado, comprovando deste modo com os estudos basicos
(AMARAL, 2004).

Figura 8: Representacao esquematica dos efeitos da CPZ em células bacterianas
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Em adicdo, destaca-se também o efeito da CPZ sobre fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcias que sao associados a patogenicidade
bacteriana. Portanto, € notavel o potencial de reposicionamento dessa droga
no tratamento de doengas de diferentes etiologias infecciosas (LIMA et al.,
2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Os testes fitoquimicos foram realizados no Laboratério de Quimica
Orgénica na Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - (UNIVASF),
Campus Petrolina- Pernambuco. Os ensaios microbiolégicos foram realizados
no Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) do Departamento
de Quimica Bioldgica, na Universidade Regional do Cariri (URCA), Campus
Pimenta — Crato, pois apresentaram estrutura e equipamentos necessarios

para o cumprimento dos objetivos referentes ao projeto.

4.2 SELECAO E COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Folhas e casca do caule sadias das espécies de C. heliotropiifolius e C.
blanchetianus, foram coletados, em 6 de maio de 2021 (Folhas) e 9 de maio de
2021 (Casca do caule), sob as coordenadas geograficas UTM: N- 9.204.346 E-
461.024 UTM: N- 9.204.342 E- 461.023 ( Figura 9), na Chapada do Araripe no
sitio Campinas no municipio de Juazeiro do Norte, sul do Ceara, Brasil. Foram
posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Bioprospecg¢ao do Semiarido
e Métodos Alternativos (LABSEMA) do Departamento de Quimica Bioldgica,
na Universidade Regional do Cariri (URCA), Campus Pimenta, em Crato,
Ceara, para preparagdo dos extratos brutos. As exsicatas encontram-se
depositadas no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima -URCA como
Croton heliotropiifolius Kunth - Nome popular: Velame - Numero de tombo
15775 e Croton blanchetianus Baill. - Nome popular: Marmeleiro - Numero de
tombo: 15776. A pesquisa esta registrada na plataforma do CNPq no SISGEN
pesquisa sob o cédigo ASBBSCEA.
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Figura 09: Area de estudo
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4.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS

O material vegetal coletado (folhas e casca do caule) foram secos a
temperatura ambiente por trés dias, em seguida, foram triturados e
pulverizados em moinho de facas (tipo Willye / SOLAB) para aumento da
superficie de contato, e submersos separadamente em etanol P.A. 95% para
extragdo prolongada a frio por um periodo de aproximadamente 72 horas a
temperatura ambiente. A solugao extrativa obtida foi submetida a destilagao do
solvente em evaporador rotativo (modelo SL126 / SOLAB) sob pressao
reduzida, a uma temperatura média de 55 °C, obtendo o extrato etandlico bruto

(EEB) das espécies em estudo.

4.4 MICRORGANISMOS
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As linhagens bacterianas utilizadas nos testes foram obtidas através do

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em saude (INCQS) da Fundacéo
Oswaldo Cruz, Ministério da Saude (Tabela 2). Para as analises realizadas
foram utilizados isolados clinicos: bactérias multirresistentes Staphylococcus
aureus 10 resistentes a diversos aminoglicosideos (FREITAS et al., 2021,
COUTINHO et al., 2008) e sua linhagem padrao Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Escherichia coli 06 resistentes a gentamicina assim como a sua
linhagem padrao Escherichia coli ATCC 25 922. Antes do ensaio todas as
linhagens foram mantidas em Agar Heart Infusion (HIA, Difco).

Tabela 2 — Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia a antibioticos

Sensivel: Tec
Resistente:

Amc, Amox, Amp, Asb, Azi, Ca, Cef,
Cf, Cip, Cla,Clin, Eri, Lev, Mox, Oxa, Pen
Sensivel
Ami, Cip, Etp, Imi, Lev, Mer, Nit,
Resistente
Asb, Ca, Cef, Cfo, Cmp, Cro,

Legenda: Amc-Amoxicilina + Ac. Clavulamico, Ami-Amicacina, Amox— Amoxicilina, Amp —
Ampicilina, Asb — Ampicilina + Sulbactam, Azi — Azitromicina, Ca — Cefadroxil; Cef —
Cefalexina, cfoCefoxitina, Cip — Ciprofloxacino, Cla — Claritromicina, Clin — Clindamicina, Cmp-
Cefepime, cro-Ceftriaxona, Ctz-Ceftazidime, Eri — Eritromicina, Etp-Ertapenem, Imilmipenem,
Lev-Levofloxacina, Mer-Meropenem, Mox — Moxifloxacino, Nit-Nitrofurantoina, Oxa — Oxacilina,
Pen — Penicilina, Pol-Polomixina B, Ptz-Piperacilina, Tazobactam, Tec-Teicoplanina. Fonte:
Acervo do LMBM.

Swab retal

Cultura de urina

4.5 ANTIBIOTICOS E REAGENTES

Os antibidticos utilizados frente as bactérias multirresistentes foram
drogas da classe dos aminoglicosideos (Gentamicina), das penicilinas
(Ampicilina) e da classe das Fluoroquinolonas (Norfloxacino). Foram utilizados
dois inibidores padrdes, a fim de comprovagao de possiveis mecanismos de
resisténcia. O Sulbactam inibidor da enzima B-lactamase e a Clorpromazina
inibidor de bomba de efluxo. O corante redox, resazurina, que indica a
presenca de células bacterianas viaveis.

Os mesmos foram obtidos a partir de Sigma Chemical Co-EUA, e suas

solugbes estoque foram preparadas de acordo com as diretrizes do Clinical
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and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2005), chegando a uma

concentracéo final de 1024 pl/mL.

4.6 MEIOS DE CULTURA

Para os ensaios microbiolégicos foram utilizados os seguintesmeios de
cultura bacteriana: Brain Heart Infusion — BHI (Acumedia Manufacturers Inc.)
para bactérias 10%. Heart Infusion Agar — HIA (Difco® Laboratories Ltda.),
preparado segundo as especificagdes do fabricante; e esterilizados em

autoclave por 15 minutos a 121 °C.

4.7 ANALISE QUIMICA

A triagem fitoquimica preliminar dos extratos foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Matos (2009), que se baseia na adicao de reagentes
especificos que provocam mudanga de cor e/ou formagao de precipitado,
permitindo desta forma a identificagdo das classes de metabdlitos secundarios

presentes no extrato.

4.7.1 Determinagao de Fendis Totais

O teor de fendis totais foi analisado colorimetricamente usando o
reagente de Folin-Ciocalteu e acido galico como padrao (AINSWORTH;
GILLESPIE, 2007; ALMEIDA et al., 2011). Uma aliquota dos extratos e fracoes
diluidas (40 pL) foi adicionada a 3,15 mL de agua destilada e 200 pyL do
reagente, misturados logo em seguida. Logo apds adicionou-se a mistura 600
ML de uma solugéo aquosa estoque de Na,COs a 20% e agitou-se novamente.

Ap6s um periodo de 2 horas , as absorbancias mensuradas a
absorbancia de cada solugédo foi determinada em espectrofotdmetro em 756
nm contra o branco (todos os reagentes, exceto a amostra em analise) e os
resultados foram plotados em um grafico que correlaciona a absorbancia da
amostra com sua concentragao.

Os resultados de fenodis totais foram expressos em miligramas
equivalente de acido galico por grama de amostra (mg EAG g™), obtido por
interpolagdo em uma curva analitica construida com o padrdo acido galico

dissolvido em etanol e agua nas concentragdes 50, 100, 150, 250, 500 e 1000
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mg/L.

A equagao da curva foi expressa por y = 0,0005x - 0,0076, com

[{pl)

coeficiente de determinagao igual a R* = 0,9989, onde “x” é a concentragao de

acido galico e “y” é absorbancia resultante em 756 nm. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

4.7.2 Determinagao de Flavonoides Totais

A quantificagdo do teor de flavonoides totais foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Zhishen et al., (1999), neste experimento foi
utilizado como padrdao a quercetina. Inicialmente, prepararam-se solugdes do
padrdo dos extratos nas seguintes concentragdes: 50, 100, 150, 250 e 500
mg/L. Em seguida, 300 pL da solugdo dos extratos do padrao foi adicionada a
1,5 mL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 90 uL de uma
solucdo de NaNO,. Apds 6 minutos de reagao, 180 pL de uma solugcédo de
Cloreto de Aluminio 10% foram adicionados a mistura. Apés 5 minutos de
reacao, 600 yL de uma solugdo de NaOH 1M foram adicionados a mistura
anterior. Finalmente, completou-se o volume com 330 uL de agua destilada e o
sistema foi homogeneizado por completo. A absorbancia foi mensurada contra
o branco em 510 nm, em espectrofotdmetro. O branco utilizado continha todos
os reagentes e, no lugar da amostra, adicionou-se 300 uL de agua destilada.

Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de quercetina
por gramas do extrato (mg EqC g™") por meio da interpolagdo dos dados obtidos
das amostras na curva padrdo com o padrao catequina dissolvido em metanol
e agua nas concentrac¢des 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 mg/L

A equagao da curva foi expressa por y=0,0015x + 0,0618, com
coeficiente de determinagao igual a R? = 0,9873. Todo o ensaio foi realizado

em triplicata.

4.7.3 Atividade Antioxidante — Sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-
1- picrilhidrazil) e a Co-oxidagao do sistema -caroteno/acido linoleico

Existem muitos tipos diferentes de radicais livres e eles atuam de
maneiras diferentes nos organismos vivos. Consequentemente, se faz

necessario realizar mais de uma técnica para determinar a atividade
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antioxidante. A atividade antioxidante in vitro de extratos etandlicos de folhas

e cascas do caule foi determinada pela eliminacdo de radicais livres DPPH e

inibicao da co-oxidagao pelo sistema -caroteno/acido linoleico.

4.7.4 Sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)

No ensaio de atividade antioxidante, foi utilizado o método
sequestrador de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) descrito por
Santana et al. (2012). As solugbes estoques (1,0 mg/mL) das amostras e
padrdes (acido ascorbico, BHA, BHT e extratos) foram preparadas e diluidas
até concentragdes finais de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 yg/mL em etanol. A solugao
de DPPH na concentracdo de 50 ug/mL foi preparada em etanol. Em cada
cubeta foi adicionado 1 mL da solugdo de DPPH a 2,5 mL das solugdes de
diferentes concentragdes das amostras e padrdes, e deixou-se reagir por 30
min a temperatura ambiente. Em seguida, os valores de absorbancia foram
medidos em um espectrofotdbmetro de Ultravioleta UV-Vis a um comprimento
de onda em 518 nm e convertida em percentagem da atividade antioxidante
(AA), utilizando a seguinte férmula:

o/o AA= A controle _ A amostra X10

A controle

Onde:
A controle = indica a absorbancia do controle negativo (1,0 mL DPPH + 2,5
mL de Extratos)
A amostra = indica a absorbancia para a amostra Os controles positivos foram
as solugdes dos padrdes: acido ascérbico, butilhidroxi-anisol (BHA) e buitil-
hidroxi-tolueno (BHT).

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram

expressos em CEso, ug/ mL (GraphPad Prism 5 Demo).

4.7.5 Co-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico

O segundo método utilizado foi o método da inibigdo da co-oxidagao do
sistema B-caroteno/acido linoleico. Esse método é baseado na perda da
coloracdo amarela do B-caroteno, devido a sua reagdo com os radicais

formados pela oxidacdo do acido linoleico através da aeracdo do meio
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(SANTANA et al., 2012). A taxa de B-caroteno pode ser retardada na presenca

de antioxidantes.

Deste modo preparou-se o meio oxidante, no qual foram dissolvidos 2
mg de B-caroteno em 10 mL de cloroférmio, adicionados a 2 mL desta solugao
44 mg de acido linoleico e 440 mg de Tween 40.

O cloroférmio foi evaporado sob vacuo a 40 °C e 100 mL de agua
destilada foram adicionados. Em seguida, a mistura foi agitada vigorosamente
durante 2 minutos, conferindo a oxidagao do meio. As solugdes padrao (acido
ascorbico, BHA e BHT) e as amostras em estudo foram preparadas na
concentracdo de 1 mg/mL em etanol. Em seguida, transferir 0,120 mL de
solugao padrao/extracédo para a cubeta, seguido da adicdo de 3,0 mL de meio
oxidante. A absorbancia foi medida imediatamente a 470 nm, e entdo a
amostra foi incubada em banho-maria a 50°C por 2 horas, e a absorbancia foi
medida novamente. Os controles positivos para este teste foram os seguintes
padrdes: acido ascorbico, BHT e BHA. Nos controles negativos, o extrato foi
substituido por igual volume de etanol.

A porcentagem de atividade antioxidante (%) foi avaliada em termos de

branqueamento do B-caroteno utilizando a seguinte formula:

AA % =100 x [1 = “0-40 (4,° = 4,°) /]

AA % = sera avaliada pelo efeito do aditivo em relagéo ao branco, onde:
Ao= absorbancia inicial da amostra e padroes

A.= absorbancia final da amostra e padrdes

A0°= absorbancia inicial do branco

A1°= absorbancia final do branco

Os dois ensaios de atividade antioxidante foram realizados em triplicata.

4.8 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.8.1 Preparacgao e Padronizagao do Inéculo Bacteriano

As culturas bacterianas sao inicialmente mantidas em tubos de ensaio
contendo HIA inclinado, sob refrigeragdo (4°C). Para os testes de

Concentragao Inibitéria Minima e Teste de modificagdo da acédo antibidtica,
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inicialmente os isolados foram cultivados em meio HIA vertido em placa de

Petri, a 37 °C por 24h. A partir deste cultivo, foram preparadas suspensdes dos
microrganismos em tubos de ensaios contendo 3 mL de solugéo estéril (NaCl a
0,9%). Logo em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com
auxilio do aparelho vortex e cada suspensado tem sua turbidez comparada e
ajustada a suspenséao de sulfato de bario 0,5, da escala de McFarland, a qual a
1,5 x 1078 unidades formadoras de colénias (UFC) /mL (SOUZA et al., 2007).

4.8.2 Preparacao Inicial das Solugdes Teste

Para o preparo da solugdo, pesou-se 10 mg dos extratos brutos que
foram posteriormente diluidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO- Merck,
Darmstadt, Alemanha), obtendo-se uma concentragao inicial de 10 mg/mL. A
partir dessa concentragao foi feita uma diluicdo em agua destilada estéril para

atingir a concentracao de 1024 pg/mL, solugao utilizada no teste.

4.8.3 Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicdo (JAVADPOUR et al.,, 1996), definida como a menor
concentracdo onde nao é observado crescimento microbiano (NCCLS, 2008).
Para realiza-la, foram utilizadas placas de microdiluicao estéril com 96 pocos e
preparado um meio de distribuicdo em tubos Eppendorf ®: uma solugdo de 1 mL
contendo 900 uL de BHI 10% e 100uL da suspenséao bacteriana. Esta placa foi
preenchida no sentido numeérico, adicionando-se 100uL das solugdes de
distribuicdo em cada cavidade. Posteriormente realizou-se a microdiluicao
seriada com 100 pL da solugdo teste EEFCB (extrato etandlico da folha do
Croton blanchetianus), EEFCH (extrato etandlico da folha do Croton
heliotropiifolius Kunth), EECCCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus), EECCCH (extrato etandlico da casca do caule do Croton
heliotropiifolius Kunth e Clorpromazina), com concentra¢des variando de 512 a 8
pMg/mL, até a penultima cavidade. A ultima cavidade € destinada ao controle do
crescimento microbiano.

A revelacao da CIM bacteriana é realizada utilizando-se a resazurina,

que apresenta coloragdes distintas nas formas oxidada e reduzida. A forma
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adicionada no pogo foi a oxidada (azul). Nos pogos em que o crescimento

bacteriano superou uma densidade celular acima de 10° UFC/mL, a resazurina
foi reduzida, tornando-se rosa (GALLUCCI et al., 2009).

4.8.4 Teste de modificagao da agao antibiética

Para avaliar o potencial da substdncia como modificadora da
resisténcia bacteriana aos antibidticos, foi utilizado o método proposto por
Coutinho et al., (2008). A solugao dos extratos etandlicos de EEFCB, EEFCH,
EECCCB e EECCCH foram misturados em caldo BHI 10% em concentragbes
sub-inibitérias, obtidos e determinados apds a realizagao de teste de avaliagao
da CIM, sendo que para o teste de modulagdo a concentragdo da solugao de
extrato foi reduzida oito vezes (CIM/8).

O meio de distribui¢éo foi preparado em tubos de eppendorf® contendo
cada um BHI 10% + 150uL da suspensao bacteriana + substancia teste, em
sua concentragao sub-inibitdria, atingindo 1,5 mL de solugéo. Para o controle, a
solucdo de 1,5 mL apresenta apenas BHI 10% + 150uL de suspensédo
microbiana. A placa de microdiluicdo foi preenchida no sentido alfabético,
adicionando 100uL da solucéo de distribuicdo em cada cavidade.

Em seguida foi realizada microdiluicdo seriada (propor¢édo 1:1 ) com
100uL droga (antibiético) e 100 uL de de cada substancia a ser testada até a
penultima cavidade. As placas preenchidas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e apds esse periodo realizou a leitura da mesma forma que no teste de
CIM. As concentragbes dos antibidticos variaram gradualmente de 512 a 0,5

Mg/mL respetivamente.



5 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em ftriplicatas. Os resultados dos testes
foram expressos como média geométrica. Para analise estatistica foi utilizado
software Graphpad Prism, versao 5.0, aplicando a Two-way ANOVA seguida
do teste post-hoc de Bonferroni. Considerando significancia estatistica p <
0.05. 6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Uma vez obtido o extrato da planta pode-se calcular o rendimento do
processo de extracao por solvente. Os rendimentos dos extratos etandlicos de
folhas e cascas de C. heliotropiifolius e C. Blanchetianus sao apresentados
na Tabela 3, o extrato etandlico da casca do caule de C. blanchetianus obteve
rendimento (13,47%) e o extrato etandlico da casca do caule de C.
heliotropiifolius obteve menor rendimento (7,4%).

O extrato etandlico das folhas de C. heliotropiifolius apresentou
rendimento (9,77%) superior ao extrato etanolico das folhas de C.
blanchetianus foi de (10,68%).

Rodrigues et al., (2017) observou em seus estudos que o extrato
etandlico das folhas de C. blanchetianus apresentou rendimento 3,26% e o
extrato etandlico de C. Heliotropiifolius de 3,29%, embora 0os nossos extratos
tenham sido obtidos pelo mesmo método que o do estudo citado, o fato de
termos coletado em maio, enquanto o no referido estudo a coleta foi entre
outubro e novembro pode ter influenciado no melhor rendimento que

obtivemos.

Tabela 3 - Rendimento dos extratos etandlico das folhas e cascas do caule de Croton

heliotropiifolius e Croton blanchetianus

Etanol 17,73 g 10,68 %
Etanol 19,4 g 7,4 %

Etanol 28,27 g 9,77 %
Etanol 30,89 13,47 %
Legenda: Etanol P.A 95%. Fonte: CAMPINA, 2023.
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6. 2 SCREENING FITOQUIMICO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS
FOLHAS E CASCA DO CAULE DE Croton heliotropiifolius KUNTE E Croton
blanchetianus BAILL

As plantas medicinais apresentam diversas a¢des farmacoldgicas, isso
ocorre devido aos compostos bioativos presentes que exercem fungdes
essenciais para o beneficio e equilibrio homeostatico vegetal, agindo na defesa
contra insetos e microrganismos patogénicos danosos a planta (CAVALCANTI
et al., 2020).

Na avaliagao fitoquimica preliminar (screening) do extrato etandlico das
folhas e casca do caule de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus verificou-se a
presenca de diversos metabolitos secundarios, dentre eles podemos citar:
alcaloides, antraquinonas, cumarinas, compostos fendlicos, derivados
antracéntrico, lignina, monoterpenos e diterpenos, naftoquinonas, taninos
hidrolisaveis e triterpenos e esteroides mostrado na Tabela 4.

No extrato etandlico da folha de C. blanchetianus observou a presenca
de antocianidinas, ausente para os demais extratos da casca do caule de C.
blanchetianus e C. Heliotropiifolius. Antraquinonas esteve ausente apenas no
extrato da folha de C. blanchetianus. A presenca de alcaloides, cumarinas e
compostos fendlicos nas folhas de C. blanchetianus confirma as descri¢gdes
feitas por Silva et al., (2021).

Corroborando com o presente estudo Aquino, (2017) relatou a
presenca de taninos nos extratos etandlico das folhas do C. Blanchetianus.
Com relacéao aos alcaloides, a literatura afirma que o C. blanchetianus é fonte
de alcaloides isoquinolinicos, propondo que a espécie também pode
biossintetizar outras classes de alcaloides (FELIPE et al., 2014).

Naftoquinonas SILVA et al., (2017), foram identificadas nos extratos
etandlico das folhas e casca do caule de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius;
em estudos descritos na literatura, também foi identificado no extrato etandlico
da folha de C. blanchetianus, quinonas, corroborando assim com 0S NOsSs0S

estudos.
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Os estudos realizados por Silva et al.,, (2021) identificaram que os

extratos etandlicos de C. blanchetianus continham compostos fendlicos e

taninos, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo.

Nascimento (2011) observou o potencial terapéutico dos compostos
fracionados, como O-glicosideos, kaempferol e quercetina, flavonoides-C-
glicosideos, taninos e derivados do acido cindmico de Croton cajucara, sobre o
edema de pata em ratos induzido por carragenina, confirmando assim o0 uso
popular desta espécie Croton e atribuiram esse resultado aos compostos
fendlicos amplamente associados a muitas atividades biologicas e

farmacoldgicas das plantas.

Tabela 4-Classes de metabdlitos secundarios identificados no extrato de Croton

heliotropiifolius e Croton blanchetianus

I e

Legenda: EEFCB (extrato etandlico da folha Croton blanchetianus); EEFCH (extrato etandlico
da folha Croton heliotropiifolius); EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius); (+) Presenca de
compostos; (-) Auséncia de compostos. Fonte: CAMPINA, 2023.

Apesar de os fatores ambientais poderem influenciar na composigao
quimica dos vegetais, afetando diretamente a sintese de metabdlitos
secundarios (BUENO; MARTINEZ 2016), nossos dados estdo em consonancia

com os achados a literatura.
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Alguns autores geralmente afirmam que os extratos de plantas tém

efeitos antibacterianos devido a presenca de compostos secundarios como
taninos, terpendides, saponinas, flavonoides e alcaloides (DE BESSA et al.,
2013; SAVOIA, 2012).

6.3 QUANTIFICAQAO DE FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES DOS
EXTRATOS ETANOLICOS DAS FOLHAS E CASCA DO CAULE DE Croton
heliotropiifolius KUNTH E Croton blanchetianus BAILL

Os compostos polifendlicos sdo componentes importantes da
alimentacao, especialmente por sua agao antioxidante atribuida dentre outras
habilidades a sua capacidade em complexar ions metalicos e inativar reagdes
radicalares (OLIVEIRA et al., 2009).

Concentragdo de fendis totais para os extratos das folhas foram
diferentes entre si e estatisticamente diferentes quando relacionados ao extrato
da casca do caule, apesar de ter sido utilizado o mesmo método de extracao e
dos rendimentos serem semelhantes.

O ensaio de compostos fendlicos totais dos extratos de EEFCB e
EECCCH se destacaram em comparagao aos outros
extratos com valores elevados de fendis totais 339,33 £ 9,49 mg de Eq.AG/g e
106,30 £ 6,34 mg de Eq. AG/g, respectivamente. O teor de flavonoides foi
expresso em 0,29 + 0,03 mg de Eq. C/g para EEFCB e 0,11 + 0,01 mg de Eq.

C/g para EEFCH conforme mostrado na tabela 5.

Tabela 5 — Determinacao de fenodis totais e flavonoides totais dos extratos etandlico

339,33 £ 9,49 0,29 + 0,03
95,30 +4,35 0,11+ 0,01
21,97 £ 0,57 0,01 + 0,005
106,30 + 6,24 0,05+ 0,005

Legenda: EEFCB (extrato etandlico da folha Croton blanchetianus); EEFCH (extrato etandlico
da folha Croton heliotropiifolius); EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Crofon
blanchetianus) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius); mg Eq.AG/g
(Microgramas equivalentes de acido galico por grama); mg Eq. QC/g (Microgramas
equivalentes de quercetina por grama). Fonte: CAMPINA, 2023

Costa et al., (2011) verificou que para o extrato etandlico do caule de

Croton argyrophyllus, o valor do teor de fendis totais foi de 269,72 £ 6,25 mg
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EAG/g, um valor superior aos observados no nosso estudo para os extratos

de casca do caule.

De Vasconcelos et al. (2021) diz em seus estudos com folhas de C.
blanchetianus que o teor de flavonoides no extrato aquoso de folhas fresca foi
de 33,9411,60 mg EAG/g e do extrato aquoso de folhas secas foi de
27,67+0,48 mg EAG/g, que representam valores inferiores ao observado no
presente estudo (Tabela 5).

Dentre os fatores ambientais que influéncia na composicdo quimica
dos vegetais afetando diretamente a sintese de metabdlitos secundarios, a
sazonalidade é um importante fator que deve ser observado para a coleta ou
colheita de plantas medicinais. Uma mesma planta podera ter diferentes niveis
e concentragdes de seus metabdlitos secundarios durante as estagdes do ano
e também durante o dia. (BUENO; MARTINEZ, 2016).

Autores mencionam que as condi¢gdes de temperatura e o tempo de
secagem afetam o rendimento de flavonoides (BORGO et al, 2010;
JANSUMA et al.,, 2020). Estudos realizados por Torres et al., (2020)
identificaram a temperatura como um fator de selecdo para a extracdo de

diferentes categorias de flavonoides.

6.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — SEQUESTRO DO RADICAL DPPH (2,2-
DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL) E A CO-OXIDACAO DO SISTEMA B-
CAROTENO/ACIDO LINOLEICO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE Croton
heliotropiifolius KUNTH E Croton blanchetianus BAILL

O método do sequestro do radical livre DPPH, consiste em um dos
principais métodos adotados para avaliar a atividade antioxidante de extratos
vegetais, apresentando algumas vantagens como boa estabilidade na auséncia
da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (SOUSA et al., 2007;
OLIVEIRA, 2015).

Na analise dos resultados da atividade antioxidante (AA%) frente ao radical
DPPH, considerou-se como valor de referéncia a CEs, de 109,6 + 10,32/mL do
BHT (controle positivo), para comparar com a atividade antioxidante dos

extratos etandlicos das folhas e casca do caule de C. heliotropiifolius e C.
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Blanchetianus. O BHT é bastante utilizado como padrdo para a atividade

antioxidante (MENSOR et al., 2001).

No método do sequestro do radical DPPH, os extratos das folhas e
casca do caule apresentaram o menor valor de CEs, na seguinte sequéncia:
EEFCB 0,11 £ 0,08 pg/mL, EECCCH 0,09 + 0,09 yg/mL e EEFCH 0,32 + 0,05
pug/mL, o EECCCB néao foi determinado conforme descrito na Tabela 6.

No presente estudo trés dos extratos testados (EEFCB; EEFCH,;
EECCCH) demonstraram atividade antioxidante como sequestradores do
radical livre DPPH promissora, quando comparados ao BHT. Esses dados
estdo em acordo com outros presentes na literatura que indicam atividade
antioxidantes em diversas espécies do género Croton (NARDI et al., 2003;
MORAIS et al., 2006; CATUNDA; MORAIS, 2002).

De Menezes Filho et al. 2021 diz em seus estudos que inumeros

extratos vegetais apresentam atividade antioxidante na reducdo de radicais
livres como o oxigénio singleto.
No método da inibigao da co-oxidagao do sistema (-caroteno/acido linoleico, os
extratos apresentaram inibicdo da atividade EEFCH 79,37 + 4,62 mg e EECCH
45,71 £ 4,70 mg quando comparados aos padroes BHA (94,69 £ 0,74 mg) e
BHT (109,6 + 10,32) conforme mostra a Tabela 6.

Destacaram-se no método da inibicdo da co-oxidagdo do sistema B-
caroteno/acido linoleico, os extratos das folhas que exibiram expressiva
atividade quando comparados ao padrao acido ascorbico. Este resultado pode
ser justificado pela presenga na triagem fitoquimica de mono e diterpenos,
triterpenos e esteroides, uma vez que esse método de avaliacdo da atividade
antioxidante € mais sensivel a amostras de alta lipofilicidade, conforme descrito
na literatura (WANNES et al., 2010).

Na literatura descrita por Athayde (2016) observado que os extratos
foliares de C. echinocarpus possuem maior atividade antioxidante do que os de
C. vulnerarius em ambos os testes, enquanto para os extratos caulinares é
observado o oposto: os extratos de C. vulnerarius apresentam maior acao

antioxidante do que C. echinocarpus.

Tabela 6 — Atividade Antioxidante—Sequestro do Radical DPPH (2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil) e a

Co-Oxidagao do Sistema B-Caroteno/Acido Linoleico dos Extratos Etanélico
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Amesia A e A Freene
_ 2,35+ 0,09 10,40 + 1,40
_ 4,52 + 0,85 94,69 + 0,74
_ 109,6 + 10,32 97,24 + 0,07
_ 0,11+ 0,08 32,81 +8,28
_ 0,32+ 0,05 79,37 +4,62
_ ND 10,23 + 0,91
_ 0,09 + 0,09 4571+ 4,70

Legenda: EEFCB (extrato etandlico da folha Croton blanchetianus); EEFCH (extrato etandlico
da folha Croton heliotropiifolius); EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius). AA- Atividade
antioxidante; BHA-Acido Beta-Hidroxido; BHT: Butil hidroxitolueno. ND: Nao determinado.
Fonte: CAMPINA, 2023.

Estudos realizados por Aquino et al. (2017) com essas espécies,
observaram que os extratos etandlico das folhas apresentaram atividade
antioxidante como sequestradores do radical livre DPPH, sendo que o extrato
de C. blanchetianus demonstrou uma maior atividade, isto significa um menor
valor de CEs, em comparacgao ao BHT e ao extrato de C. heliotropiifolius.

A diferenga na atividade antioxidante observada para os extratos
etandlico das espécies em estudo, seja possivelmente atribuida a presenga e a
concentragdo de compostos fendlicos pertencentes as classes dos taninos e
flavonoides verificados nos extratos, cuja agdo antioxidante é conhecida na
literatura. No entanto, a atividade antioxidante desses compostos fendlicos tem
sido atribuida as suas propriedades de oOxido-redugao, que desempenham
importante papel na absorgéo ou neutralizagao de radicais livres (BASILE et al.,
2007).

As plantas medicinais apresentam em sua composicdo compostos
derivados que possuem atividades antioxidantes isolados das mais diversas
familias de plantas (BOUDET, 2007, RAZAVI et al., 2008) e os flavonoides sao,
por certo, as substancias representativas desta atividade (BERG et al., 2000),
uma vez que possuem esqueleto carbbnico propicio para a estabilizacdo de
radicais livres. Contudo, a intensidade da acao antioxidante exibida por estes
fitoquimicos é diferenciada, principalmente devido ao numero e posicao de

hidroxilas presentes nas moléculas (MELO et al., 2008).
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A atividade antioxidante de varias espécies de Crofon ja foi descrita,

como por exemplo C. celtidifolius (NARDI et al., 2003), C. nepetaefolius
(MORAIS et al., 2006) e o C. argyrophylloides (CATUNDA; MORAIS, 2002). E
os resultados dos testes na presente pesquisa corroboram com esses dados,
além de acrescentar informagdes sobre atividade antioxidante de extratos de
caule das espécies C. heliotropiifolius e C. blanchetianus.

No estudo realizado por De Vasconcelos et al. (2021) tais compostos
também foram identificados no extrato aquoso da casca do caule, bem como
no extrato metandlico das folhas, de C. heliotropiifolius, também
correlacionando com as propriedades antioxidantes desta espécie. Além da
atividade antioxidante, lignanas como o pinoresinol encontrados no presente
estudo tém atividade antibacteriana e também pode reduzir o risco de cancer
de mama.

Os extratos obtidos de diferentes partes das plantas como caule e folha
de espécies do género Croton apresentaram efeito antioxidante (DE AQUINO
et al., 2017; SALATINO et al., 2007). Brito et al., (2018) relatou que os extratos
das folhas do C. argyrophyllus e C. heliotropiifolius tiveram maior agao

antioxidante quando comparado ao caule.

6.5 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A CIM é definida como a menor concentracdo onde nao & observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008).

Conforme a tabela 7 o0s extratos apresentaram atividades
antimicrobianos obtendo CIMs de 16 pg/mL para EEFCH frente a cepa
bacteriana Escherichia coli 06 a 8 ug/mL para o EEFCB para a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foram considerados extratos etandlico
de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus com atividade antimicrobiana aqueles
que obtiveram valores abaixo de 1024 ug/mL, tais compostos podem ser
classificados como antimicrobianos (BORGES et al, 2012; TEGOS et al,
2002).
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Este resultado corrobora com dados da literatura que informam que o

extrato aquoso das cascas do caule de C. blanchetianus mostrou-se um
promissor agente antimicrobiano (FERREIRA et al., 2020).

Os resultados mostraram que o extrato da casca do caule de Croton
heliotropiifolius para Staphylococcus aureus — 10 e Escherichia coli — 06; o
EEFCB frente Staphylococcus aureus -10 e Staphylococcus aureus ATCC
25923 nao demostraram atividade clinicamente relevante, obtendo-se uma CIM
> 1024 pug/mL. Na literatura, Gibbons et al., (2004) descreve que a maioria dos
produtos e extratos que apresentam valores de CIM acima de 1000 pg/mL
apresentam pouca relevancia para aplicagao clinica.

Dado semelhante foi encontrado por Da Silva Brito et al. (2018) ao
estudarem a atividade antibacteriana de extratos metabdlicos de folhas e talos
de C. heliotropiifolius frente a diversas bactérias dentre estas linhagens de S.

aureaus e E. coli.

Tabela 7: Determinacéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) em pyg/mL

_ Extratos Etandlico Inibidor de Bomba Efluxo
EECCH EECCB CHLOP
. SA10 2 1024 64 512
'SA-ATTCC 25923 512 16 512
.~ EC-06 2 1024 32 > 1024
~ EC-ATTCC 25992 512 32 512
~ Bactérias EEFEH EEFCB CHLOP
~ SA10 2 1024 64 2 1024
~ SA-ATTCC 25923 2 1024 8 2 1024
.~ EC-06 16 32 128
~ EC-ATTCC 25992 32 8 128

Legenda: EEFCB (extrato etandlico da folha Crotfon blanchetianus); EEFCH (extrato etandlico
da folha Croton heliotropiifolius); EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus) e EECCH (extrato etanodlico da casca do Crofon heliotropiifolius); CHLOP
(Clopromazina). Fonte: CAMPINA, 2023.

Ferreira et al. 2020, trabalhando com o extrato aquoso do caule do
marmeleiro, reportaram a atividade inibitéria e bactericida para bactérias Gram
positivas (L. monocytogenes e S. aureus) e Gram-negativas (S. Enteritidis, E.
coli e P. aeruginosa), com concentragdes que variaram de 0,5 a 3 mg/mL para
Gram-positivos e 4,3 a 19 mg/mL para Gram-negativas.

Silva et al., (2011) analisou atividade antimicrobiana do extrato de

Croton sonderianus sobre cepas bacterianas causadoras de carie dentaria.



59
Para o estudo, todas as linhagens de Streptococcus tiveram o crescimento

inibido pelo extrato: Streptococcus salivaris e Streptococcus sobrinus foram
sensiveis ao extrato até a diluicdo de 1:16, Streptococcus mutans e
Streptococcus sanguinis até a diluicdo de 1:32 e Streptococcus mitis foi a
linhagem mais sensivel ao extrato com formagdo de halos de inibicdo até a
diluicdo de 1:64. A capacidade antimicrobiana do extrato foi atribuida a
fitoquimicos presentes como alcaloides, flavonoides, mono e diterpenos

comprovando os achados em nossos estudos.

6.6 EFEITO MODIFICADOR DA ACAO DO ANTIBIOTICO

O uso indevido de antimicrobianos pode levar ao surgimento de cepas
resistentes de bactérias, como mutagdes cromossdmicas e genéticas,
permeabilidade da membrana, alteragdes no local de acdo dos antibidticos,
desenvolvimento da capacidade de produzir bombas de efluxo e destruicéo
de antibidticos por enzimas (DE SOUZA et al., 2021).

A utilizacdo de extratos como agentes antimicrobianos apresenta um
baixo risco ao aumento da resisténcia microbiana, porque sao misturas
complexas, fazendo com que haja maiores dificuldades para adaptabilidade
microbiana (MATIAS et al., 2011). Dentre os principais mecanismos de
resisténcia podemos apontar a inativagao enzimatica, e alteragdes no sistema
de transporte e bomba de fluxo.

Na atividade modificadora da acdo de antibidticos, avaliou-se o efeito
extratos de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus em concentragdes sub-
inibitérias  (CIM/8) sobre a atividade de penicilinas, aminoglicosideos e
fluoroquilononas, demonstrando uma interferéncia na atividade antibidtica
sobre algumas cepas bacterianas.

Para investigar a expressdo do mecanismo enzimatico nas cepas
testadas foi usado o sulbactam, um inibidor de B—lactamases. Este quando em
associagdo com antimicrobianos B-lactamicos como a ampicilina, liga-se as [3-
lactamases e dessa forma, evita a hidrolise do anel B—lactamico e potencializa
sua atividade (AMATO NETO et al., 2007).

O resultado apresentado na figura 10 demonstra que o mecanismo de

resisténcia enzimatica esta expresso, ao avaliar a acdo modificadora sobre a
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ampicilina + sulbactam, observa-se uma potencializagdo do EEFCB e EEFCH

frente a linhagem bacteriana S. aureus 10 e EEFCB para E. coli 06 onde a CIM
apresentou uma redugao significativa. Em contrapartida, observa-se efeitos
antagobnicos para o extrato EEFCH frente a cepa E. coli 06; entre o controle

ampicilina onde a CIM foi aumentada de forma isolada.

Figura 10 - Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Folha de Croton heliotropiifolius
KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Ampicilina+ Sulbactam
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Legenda: Efeito modulador do extrato EEFCB (extrato etandlico da folha Croton blanchetianus
+ Ampicilina); EEFCH (extrato etandlico da folha Croton heliotropiifolius + Ampicilina); contra
Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06; Controle (Controle do Antibiético) Antibidtico +
sulbactam (Ampicilina+ sulbactam). **** valor estatisticamente significante com p < 0,0001; ns
— nao estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte: CAMPINA, 2023.

Para esse resultado estudos descritos na literatura afirmam que a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus apresentou um maior indice de
inibicdo quando comparado ao crescimento apresentado pela Gram-negativas
Escherichia coli. Isto pode ocorrer devido que as bactérias Gram-positivas sao
mais susceptiveis a modulagao do que as Gram-negativas. Isto ocorre, pois, as
bactérias Gram-negativas sao rodeadas por uma membrana externa resistente
composta por fosfolipideos, proteinas e lipopolissacarideos, que proporcionam

uma superficie hidrofilica agindo como wuma Dbarreira, conferindo
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impermeabilidade a alguns antibioticos (NIKAIDO, 2001; KOJIMA; NIKAIDO,

2013; VARGIU; NIKAIDO, 2012).

Foi realizado teste usando a clorpromazina que tem sido usada como
inibidor do sistema de efluxo MDR em S. aureus, exibindo acéo sinérgica ou
aditiva sobre os substratos da bomba (KAATZ et. al., 2003).

Na figura 11 observou-se que as bactérias nao expressaram
mecanismos de resisténcia de bomba de efluxo. Porém, foi possivel observar
presenca de um efeito antibidtico quando os extratos foram associados a
gentamicina, um antibiético convencional. Em relagdo ao antibidtico
gentamicina, observa-se que os extratos EEFCB e EEFCB potencializando o
efeito do antibidtico apenas contra E. coli 06, apresentado um efeito
modificador da CIM em relagdo ao controle. Nas demais cepas, 0s grupos
apresentam efeitos estatisticamente semelhantes entre si, ou nao
apresentaram significancia, como por exemplo, entre o controle gentamicina +
EEFCH e EEFCB.

Figura 11 — Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Folha de Croton heliotropiifolius

KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Gentamicina + Chlorpromazina
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Legenda: Efeito antibiotico do extrato EEFCB (extrato etandlico da folha Croton blanchetianus
+ Gentamicina); EEFCH (extrato etandlico da folha Croton heliotropiifolius + Gentamicina);
contra Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06; Controle (Controle do Antibiotico)
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Chlorpromazine + C (Chlorpromazine + Gentamicina). **** valor estatisticamente significante
com p < 0,0001; ns — nao estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte: CAMPINA, 2023.

Diversos estudos demostram que um dos constituintes quimicos
presentes em diversos estudos com agao antimicrobiana sdo os taninos.
Principais responsaveis por apresentarem atividades bactericidas e fungicidas,
devido a sua complexagdo com ions metalicos e com outras moléculas,
principalmente proteinas e polissacarideos e por ser sequestradora de radicais
livres (CASTEJON, 2011).

Ao avaliar o efeito modificador da acdo de antibidticos Norfloxacino
observa-se efeito de potencializagcdo dos extratos EEFCH frente as cepas
E.coli 06 e S.aureus 10. Em relacdo ao controle Norfloxacino houve um
aumento da CIM frente a cepa E. coli 06 para o extrato EEFCB e para o
EEFCB frente a cepa S. aureus 10 ndo apresentou significancia (Figura 12).
Mecanismo de bomba de efluxo foi observado na figura 12, para as duas cepas
bacterianas.

Segundo Silva (2011) o extrato etandlico das folhas de Crofon
sonderianus demonstrou atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mitis,

comum colonizador da cavidade bucal, produzindo biofilme dentario.

Figura 12- Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Folha de Croton heliotropiifolius

KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Norfloxacino + Chlorpromazina
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Legenda: Efeito modificador do extrato EEFCB (extrato etandlico da folha Croton
blanchetianus + Norfloxacino); EEFCH (extrato etandlico da folha Crofon heliotropiifolius +
Norfloxacino); contra Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06; Controle (Controle do
Antibiético) Chlorpromazine + C (Chlorpromazine + Norfloxacino). **** valor estatisticamente
significante com p < 0,0001; ns — ndo estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte:
Campina, 2023.

Com base em estudos anteriores, a atividade sinérgica observada em
diferentes estudos, esta associada a constituicido de metabdlitos secundarios
tipo, taninos, flavonoides e terpenos da espécie do género Croton, em resposta
a infecgbes microbianas (KUETE et al., 2011). Estes, segundo autores,
possuem a capacidade de destruir a membrana plasmatica da bactéria ou até
mesmo altera-la, facilitando, deste modo, a absor¢ao das drogas (TSACHEVA
et al., 2004). O que se pode inferir que tal substancia testada no presente
estudo, pode modificar a estrutura bacteriana, facilitando e potencializando a
acao dos antimicrobianos.

Testes semelhantes foram realizados com os extratos da casca do
caule das duas espécies, sendo possivel observar na figura 13 a expressao do
mecanismo de resisténcia enzimatica, ao mostrar redugcdao de CIM da
associagao do antibiético (ampicilina) com o sulbactam quando comparado ao

antibiético isolado.

Figura 13 — Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Casca do Caule de Croton

heliotropiifolius KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Ampicilina+ Sulbactam
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Legenda: Efeito modulador do extrato EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus + Ampicilina) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius +
Ampicilina) contra Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli,06; Controle (Controle do
Antibiético) Antibiético + sulbactam (Ampicilina+ sulbactam). **** valor estatisticamente
significante com p < 0,0001; ns — ndo estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte:
CAMPINA, 2023

Ambos os extratos, EECCM e EECCV demonstraram capacidade de
potencializar a atividade do antibiético frente as cepas testadas, sugerindo sua
atuacdo em diminuir o mecanismo de resisténcia enzimatica.

Para os estudos realizado por ALMEIDA et al. 2013, tais resultados
significativos podem estar associados aos constituintes como os compostos
fendlicos presentes nas espécies em estudos pois abordagens terapéuticas
tém demostrado que, o uso de extratos etandlicos, associados de forma
sinérgica a antibioticoterapia, € muito promissor para o tratamento de doencgas
bacterianas e pode ajudar a reduzir os mecanismos de resisténcia bacteriana
induzidos por drogas.-

Ao analisar a figura 14 observa-se que o mecanismo de bomba de
efluxo nao foi expresso para a cepa bacteriana S. aureus 10, os extratos nao
apresentaram significancia quanto ao mecanismo, nem efeito modulador para
Gentamicina. Ja para E. coli 06 o mecanismo de bomba de efluxo foi

bloqueado pelos extratos em Croton heliotropiifolius KUNTH e Croton
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blanchetianus diminuido a CIM e potencializando a agado da gentamicina sob a

bactéria.

Notavelmente, outros estudos tém mostrado que microrganismos
Gram-positivos sdo mais suscetiveis aos efeitos antibacterianos de extratos
vegetais (ASKARI et al., 2012; FERREIRA et al., 2010), o que corrobora os

achados do resultado deste estudo.

Figura 14 - Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Casca do Caule de Croton

heliotropiifolius KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Gentamicina + Chlorpromazina
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Legenda: Efeito modulador do extrato EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus + Gentamicina) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius
+ Gentamicina) contra Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli,06; Controle (Controle do
Antibiotico) Chlorpromazine + C (Chlorpromazine + Gentamicina). **** valor estatisticamente
significante com p < 0,0001; ns — nao estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte:
CAMPINA, 2023.

A alta sensibilidade da E. coli frente a gentamicina, pode estar
associado ao seu mecanismo de acgao, diferente dos [B-lactdmicos. Este
farmaco pertence ao grupo dos aminoglicosideos, constituido por farmacos
altamente efetivos contra bacilos Gram-negativos. Sao farmacos primariamente
bactericidas por causarem alteragdes em proteinas sintetizadas pela bactéria,
ao ligarem-se irreversivelmente aos ribossomos bacterianos. Podem também

atuar de forma bacteriostatica ao inibirem a sintese de proteinas (BOLLELA et
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al., 2018). No entanto, a sua principal limitagdo é a nefrotoxicidade e

ototoxicidade, que devem sempre ser monitoradas (GONCALVES, 2019).
Na figura 15 pode ser observado expressdao do mecanismo de bomba
de efluxo nas duas bactérias. O extrato EECCM frente a S. aureus 10,

potencializou a agao do norfloxacino.

Figura 15 — Atividade modificadora dos extratos etandlicos da Casca do Caule de Croton

heliotropiifolius KUNTH e Croton blanchetianus BAILL Norfloxacino + Chlorpromazina
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Legenda: Efeito modulador do extrato EECCB (extrato etandlico da casca do caule do Croton
blanchetianus + Norfloxacino) e EECCH (extrato etandlico da casca do Croton heliotropiifolius
+ norfloxacino) contra Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli,06; Controle (Controle do
Antibiético) Chlorpromazine + C (Chlorpromazine + Norfloxacino). **** valor estatisticamente
significante com p < 0,0001; ns — ndo estatisticamente significante com p > 0,05. Fonte:
CAMPINA, 2023.

A maioria dos estudos realizados sobre atividade modificadora de
antibioticos com género Croton e de suas espécies é sobre seus Oleos
essenciais, com constituicado quimica bem diferente dos extratos reportados na
nossa pesquisa inviabilizando um estudo comparativo.

Relatos de estudo com extratos hexanico e metandlico das folhas C.
campestris, onde se observou que estes extratos tiveram sinergismo quando
combinados com gentamicina e amicacina frente a linhagens de S. aureaus e
E. coli. Segundo os autores, os resultados obtidos indicaram que C. campestris

poderia servir como fonte de produtos naturais derivados de plantas que
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modificam a resisténcia aos antibidticos para utilizacdo contra bactérias

multirresistentes (MATIAS et al., 2011).

Diante da crescente resisténcia a antibacterianos, o reforco da
atividade dos antibidticos comercialmente disponiveis com diferentes tipos de
produtos naturais € uma estratégia antimicrobiana bem-sucedida e os seus
mecanismos de acdo estdo comegando a ser determinados (NITSCH-
VELASQUEZ et al., 2022). A atividade antibacteriana observada para as
bactérias Gram-negativas pode ser decorrente do ambiente em que esta planta
foi coletada, pois plantas medicinais de diferentes ambientes produzem
diversificados teores de compostos bioativos, resultando em respostas
terapéuticas e atividades farmacolégicas diversas (PERIM et al., 2019).

Os resultados da presente pesquisa mostram que os extratos das
folhas e cascas do caule de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius
apresentaram atividades antibacterianas e moduladora de antibiéticos que
colocam as espécies como fonte de moléculas uteis na luta contra a resisténcia
bacteriana.

A atividade antibacteriana de varios extratos da folha de C.
bonplandianum contra isolados bacterianos tiveram melhores resultados na
concentracao de 7,5 mg/ul. O extrato aquoso da folha apresentou zona maxima
de inibicdo 152 mm contra S. aureus enquanto a zona minima de inibicao10£1
mm contra P. aeruginosa quando comparado a outros isolados bacterianos. O
extrato de acetona de folha mostrou uma zona maxima de inibigdo 192 mm
contra E. aerogenes e E. coli enquanto a zona minima de inibicdo 101 mm
contra P. aeruginosa. O extrato de cloroférmio da folha mostrou 1922 mm de
inibicdo contra S. aureus e E. aerogenes e o extrato benzénico de folha
apresentou 202 mm de inibicdo contra S. aureus (GHOSH et al.,2018).

A producdo de enzimas B-lactamases tem sido relatada como um
importante mecanismo de resisténcia a antibidticos B-lactamicos, hidrolisando o
anel B-lactamico pela quebra da ligagdo amidica perdendo assim, a capacidade
de inibir a transpeptidase, sendo esta responsavel pela sintese da parede
celular (DE SOUSA; EDINELSON et al., 2022).

Ostrosky et al., (2008) relataram a importadncia de desenvolver e

produzir medicamentos a partir de extratos de plantas com efeitos
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antimicrobianos. Portanto, o estudo de plantas oferece um caminho promissor

e eficiente para a descoberta de novos farmacos, sendo necessaria a
elucidacao dos principios ativos nelas presentes e seus mecanismos de acao
(DE VASCONCELOS et al., 2021).
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7 CONCLUSAO

A analise fitoquimica de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius permitiu
determinar o ter de compostos fendlicos e flavonoides, onde os resultados
obtidos corroboram significativamente com os estudos encontrados na
literatura.

Os extratos vegetais de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus
demonstraram atividade antioxidante, provavelmente atribuida a presenca de
compostos fendlicos encontrados em analises fitoquimicas de extratos
etandlicos de ambas as plantas.

Na CIM os extratos demostraram uma promissora atividade inibitéria
contra as cepas E. coli 06 e S. aureus 10, para a casca do caule e folhas de C.
blanchetianus. Para o extrato da folha de C. heliotropiifolius resultados
significativos foram demostrados para E. coli 06 e sua padréo E. coli ATTCC
25992.

Os extratos potencializaram a ag¢ao de antibiéticos, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas contra as bactérias multirresistentes, que parecem ser
dependentes do tipo de droga e da linhagem bacteriana.

Para contribuir com os resultados aqui expostos, outras pesquisas
devem ser realizadas comprovando que as espécies testadas sao promissores
agentes moduladores da atividade antibacteriana em combinagdo com
antibioticos comerciais.

A possibilidade de utilizagdo desses compostos no combate a
resisténcia microbiana eleva os produtos naturais a uma posicdo de

valorizagao, estimulando o investimento em pesquisas dessa area.
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	A amostra = indica a absorbância para a amostra Os controles positivos foram as soluções dos padrões: ácido ascórbico, butilhidroxi-anisol (BHA) e butil-hidroxi-tolueno (BHT).
	Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em CE50, µg/ mL (GraphPad Prism 5 Demo).
	4.7.5 Co-oxidação do sistema β-caroteno/ácido linoleico
	O segundo método utilizado foi o método da inibição da co-oxidação do sistema β-caroteno/ácido linoleico. Esse método é baseado na perda da coloração amarela do β-caroteno, devido à sua reação com os radicais formados pela oxidação do ácido linoleico através da aeração do meio (SANTANA et al., 2012). A taxa de β-caroteno pode ser retardada na presença de antioxidantes.
	Deste modo preparou-se o meio oxidante, no qual foram dissolvidos 2 mg de β-caroteno em 10 mL de clorofórmio, adicionados a 2 mL desta solução 44 mg de ácido linoleico e 440 mg de Tween 40.
	O clorofórmio foi evaporado sob vácuo a 40 °C e 100 mL de água destilada foram adicionados. Em seguida, a mistura foi agitada vigorosamente durante 2 minutos, conferindo a oxidação do meio. As soluções padrão (ácido ascórbico, BHA e BHT) e as amostras em estudo foram preparadas na concentração de 1 mg/mL em etanol. Em seguida, transferir 0,120 mL de solução padrão/extração para a cubeta, seguido da adição de 3,0 mL de meio oxidante. A absorbância foi medida imediatamente a 470 nm, e então a amostra foi incubada em banho-maria a 50°C por 2 horas, e a absorbância foi medida novamente. Os controles positivos para este teste foram os seguintes padrões: ácido ascórbico, BHT e BHA. Nos controles negativos, o extrato foi substituído por igual volume de etanol.
	A porcentagem de atividade antioxidante (%) foi avaliada em termos de branqueamento do β-caroteno utilizando a seguinte fórmula:
	𝐴𝐴 % = 100 𝑥 [1 − (𝐴0 − 𝐴1) (𝐴00 − 𝐴10 ) ⁄ ]
	AA % = será avaliada pelo efeito do aditivo em relação ao branco, onde:
	A0= absorbância inicial da amostra e padrões
	A1= absorbância final da amostra e padrões
	A00= absorbância inicial do branco
	A10= absorbância final do branco
	Os dois ensaios de atividade antioxidante foram realizados em triplicata.
	4.8 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS
	4.8.1 Preparação e Padronização do Inóculo Bacteriano
	4.8.3 Concentração Inibitória Mínima (CIM)
	Para avaliar o potencial da substância como modificadora da resistência bacteriana aos antibióticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al., (2008). A solução dos extratos etanólicos de EEFCB, EEFCH, EECCCB e EECCCH foram misturados em caldo BHI 10% em concentrações sub-inibitórias, obtidos e determinados após a realização de teste de avaliação da CIM, sendo que para o teste de modulação a concentração da solução de extrato foi reduzida oito vezes (CIM/8).
	O meio de distribuição foi preparado em tubos de eppendorf® contendo cada um BHI 10% + 150μL da suspensão bacteriana + substância teste, em sua concentração sub-inibitória, atingindo 1,5 mL de solução. Para o controle, a solução de 1,5 mL apresenta apenas BHI 10% + 150μL de suspensão microbiana. A placa de microdiluição foi preenchida no sentido alfabético, adicionando 100μL da solução de distribuição em cada cavidade.
	Em seguida foi realizada microdiluição seriada (proporção 1:1 ) com 100μL droga (antibiótico) e 100 μL de de cada substância a ser testada até a penúltima cavidade. As placas preenchidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e após esse período realizou a leitura da mesma forma que no teste de CIM. As concentrações dos antibióticos variaram gradualmente de 512 a 0,5 μg/mL respetivamente.
	5 ANÁLISE ESTATÍSTICA
	6.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS
	Uma vez obtido o extrato da planta pode-se calcular o rendimento do processo de extração por solvente. Os rendimentos dos extratos etanólicos de folhas e cascas de C. heliotropiifolius e C. Blanchetianus são apresentados na Tabela 3, o extrato etanólico da casca do caule de C. blanchetianus obteve rendimento (13,47%) e o extrato etanólico da casca do caule de C. heliotropiifolius obteve menor rendimento (7,4%).
	O extrato etanólico das folhas de C. heliotropiifolius apresentou rendimento (9,77%) superior ao extrato etanolico das folhas de C. blanchetianus foi de (10,68%).
	Rodrigues et al., (2017) observou em seus estudos que o extrato etanólico das folhas de C. blanchetianus apresentou rendimento 3,26% e o extrato etanólico de C. Heliotropiifolius de 3,29%, embora os nossos extratos tenham sido obtidos pelo mesmo método que o do estudo citado, o fato de termos coletado em maio, enquanto o no referido estudo a coleta foi entre outubro e novembro pode ter influenciado no melhor rendimento que obtivemos.
	Tabela 3 - Rendimento dos extratos etanólico das folhas e cascas do caule de Croton heliotropiifolius e Croton blanchetianus
	Parte da espécie
	Solvente Utilizado
	Massa do Extrato
	Rendimento (%)
	Croton heliotropiifolius
	Folha
	Etanol
	17,73 g
	10,68 %
	Casca do Caule
	Etanol
	19,4 g
	7,4 %
	Croton blanchetianus
	Folha
	Etanol
	28,27 g
	9,77 %
	Casca do Caule
	Etanol
	30,8 g
	13,47 %
	Legenda: Etanol P.A 95%. Fonte: CAMPINA, 2023.


