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Resisténcia medicamentosa continua representando importante problema mundial. A busca por terapias
naturais é frequentemente observada em decorréncia da possibilidade de minimizar o uso de
medicamentos sintéticos, além da menor ocorréncia de efeitos adversos. Capixingui (Croton floribundus)
€ uma espécie arborea, tropical, considerada como planta medicinal. Em sua composi¢do destaca-se o
acido caurendico, com acdo antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatéria. Assim, objetivou-se avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de Croton floribundus a 10% (EHAC10%) sobre
indcuos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Escherichia
coli ATCC 11229, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por difusdo em disco e concentragdo inibitdria minima.
Complementarmente, foi determinada atividade antioxidante, além dos teores de fendis e flavonoides
totais. EHAC10% inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, e
Pseudomona aeruginosa. Quanto a atividade antioxidante, teores de fendis e flavonoides totais, foi
possivel verificar o padrdo dose dependente com valores maximos apresentados na maior dosagem
avaliada pelo presente estudo (1.000 pg mL™?). A atividade antioxidante, foi registrada a partir de 250 pg
mL-1, apresentando valor maximo correspondente a 70,56%. Os maiores teores de fenois e flavonoides
totais corresponderam a 280 mg e 44,41 mg, respectivamente. Dessa forma, as atividades antibacteriana e
antioxidante do EHAC 10% podem representar importante potencial terapéutico para o controle da
mastite bovina, especialmente para sistemas organicos de producéo.

Palavras-chave: Capixingui, plantas medicinais, produc¢do animal orgénica.

The medication resistance remains an important world problem. The search for natural therapy is
frequently noticed due to the possibility to minimize the use of synthetic chemical medication, as well as
the lower occurrence of adverse effects. Capixingui (Croton floribundus) is a tropical tree species
considered as a medicinal plant. In its composition, kaurenoic acid stands out, due to it's antimicrobial,
cytotoxic and anti-inflammatory action. Thus, the objective was to evaluate the antimicrobial activity of
Croton floribundus hydroalcoholic extract at 10% (EHAC10%) on innocuous Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 and Pseudomona aeruginosa ATCC 27853. The antimicrobial activity was
evaluated using disc diffusion and minimum inhibitory concentration. Complementarily, antioxidant
activity was determined, as well as flavonoids and phenols total levels. The EHAC10% inhibited
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, and Pseudomona aeruginosa growth. Regarding
antioxidant activity, phenols and flavonoid total contents, it was possible to verify the dose-dependent
pattern, presenting maximum values at 1.000 pg mL™. The antioxidant activity was recorded from
250 pg mL?, with a maximum value corresponding to 70.56%. The highest levels of total phenols and
flavonoids corresponded to 280 mg and 44.41 mg, respectively. Thus, the antibacterial and antioxidant
activities of EHAC 10% may represent an important therapeutic potential for the control of bovine
mastitis, especially for organic production systems.

Keywords: Capixingui, medicinal plants, organic animal production.
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1. INTRODUCAO

Resistencia medicamentosa continua representando um importante problema mundial [1],
tanto para medicina humana [1], como para medicina veterinaria [2, 3]. Diversas categorias
medicamentosas vém apresentando esse problema, dentre essas destaca-se os anti-helminticos
[4, 5], acaricidas [6, 7] e antimicrobianos [8, 9]. A crescente resisténcia farmacoldgica aos
diferentes antimicrobianos sintéticos, vem determinando importante impacto sobre a saude
publica principalmente pela dificuldade terapéutica em substituir com eficiéncia esses
medicamentos.

A resisténcia bacteriana aos farmacos atuais é responsavel por grande parte das infeccbes
hospitalares [10]. Dessa forma, a busca por terapias naturais é frequentemente observada em
decorréncia da possibilidade de minimizar o uso de medicamentos quimicos sintéticos, aléem da
menor capacidade de resultar efeitos adversos indesejaveis. A Organizacdo Mundial da Salde
tem valorizado a utilizacdo de plantas medicinais, e o Brasil, da mesma forma, acompanha este
incentivo, principalmente pelo estabelecimento das diretrizes para o uso de plantas medicinais,
com a aprovacdo da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Satde desde 2006 [11].

As plantas medicinais tém despertado crescente interesse nao sO para a comunidade
académica [12], como também para a populagdo em geral [13]. O uso de extratos vegetais
isolados ou associados pode retardar o desenvolvimento de resisténcia medicamentosa frente a
bactérias e fungos [14]. Consequentemente, incentivos governamentais foram implantados nos
Gltimos anos a fim de contribuir para o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos.

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PLANAPLO, 2016-
2019), é norteada pelos principios de melhoria da atencdo a saulde, sustentabilidade e
desenvolvimento socioecondémico, além de contemplar o fortalecimento da agricultura familiar
pela producdo e comercializacdo de plantas medicinais de qualidade. Além disso, a adicional
vantagem relativa as plantas medicinais refere-se ao fato de que por ser um produto natural,
apresenta menor impacto sobre o meio ambiente e sua biodiversidade [15].

A Croton floribundus Spreng. pertence a familia Euphorbiaceae, popularmente conhecido
como capixingui ou tapichingui, é uma espécie arbdrea pioneira, adaptada as margens de rios,
caracteristica de area de borda de floresta [16]. Considerada uma planta medicinal, sua
importancia se deve principalmente por suas propriedades citotoxicas, antimicrobianas,
antioxidantes, anticolinesterasica [17], antisifilitica e antiulcerativa [18]. Em relacdo aos
compostos bioativos da planta, destaca-se o acido caurendico (2% em cascas secas) pela sua
acdo antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatoria [19], o que justifica sua utilizacdo no
combate a diversas doencas, principalmente as infectocontagiosas [20].

Dentre as doencas infectocontagiosas de grande impacto na medicina veterinaria, a mastite
bovina se destaca pelo seu grande prejuizo econbmico a atividade leiteira [21]. Doenca
multifatorial de dificil controle sanitario, pode se manifestar nas formas clinica e subclinica,
levando a prejuizos como: queda na producgdo, descarte e Obito prematuro de animais, além da
reducdo na quantidade e qualidade do leite [22]. Staphylococcus aureus (S. aureus) corresponde
ao principal agente etiol6gico, o qual produz enterotoxinas termoestaveis, que mesmo apés a
pasteurizacdo do leite podem permanecer presentes, ocasionando disturbios alimentares ao
consumidor [23]. Adicionalmente, Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) [24] e Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) [25] também sdo agentes
relativamente frequentes de contaminacdo microbiana associada a mastite bovina. Assim,
objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana do extrato hidroalc6olico de Croton floribundus
a 10% (EHAC10%) na inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomona aeruginosa, assim como
sua atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras de Croton floribundus foram coletadas no municipio de Boituva, Sdo Paulo e uma
exsicata foi herborizada, identificada no Instituto Florestal de Assis/SP e registrada. A fim de
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produzir extrato hidroalcéolico de casca de Croton floribundus a 10% (EHAC10%), as cascas
secas do caule foram trituradas, e adicionadas a solucdo constituida de 30% de &gua destilada e
70% de alcool etilico (etanol) absoluto 99,8% para analise (PA).

A extragdo dos principios bioativos ocorreu por meio de agitagdo mecanica durante 30
segundos e subsequente acondicionamento em frasco estéril de vidro d&mbar, protegido da luz,
durante 24 horas. Apds esse periodo procedeu-se a filtragem a vacuo, sendo o produto da
primeira filtracdo armazenado em frasco estéril de vidro &mbar, protegido da luz. O material
vegetal foi novamente acrescido de solucdo hidroalcodlica, nas mesmas proporgdes
supracitadas, e esse procedimento ocorreu por trés vezes acrescentando solucdo hidroalcoodlica a
cada nova filtracdo, buscando aproveitar a0 maximo a extracdo dos compostos bioativos da
amostra vegetal utilizada.

Apds extracdo, procedeu-se concentracdo utilizando evaporizador rotativo a 60°C e pressao
500 mmHg. Posteriormente foi realizada a liofilizacdo a 50°C negativos, e pressdo negativa de
150 mmHg.

Avaliacao antimicrobiana do EHAC10%

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado a técnica de difusdo em disco de
acordo com Kirby & Bauer [26]. O EHAC10% liofilizado foi ressuspendido em agua destilada
estéril na concentracdo inicial de 50 mg mL™, e a partir desta diluicdo foram realizadas as
seguintes diluicdes de 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, € 0,78 mg mL™,

Em cémara de fluxo laminar unidirecional, 40 pL de cada concentragdo do EHAC10% foi
impregnada em discos de papel filtro (7mm), em quintuplicada. Subsequentemente, ap6s a
secagem, os discos foram fixados sobre placas de Agar Mueller—Hinton, previamente semeadas
com swab estéril pelos in6cuos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305, Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, todas na concentragdo de 108 UFC mL™
Posteriormente, procedeu-se a incubagdo em estufa microbioldgica a 37°C por 24 a 48h.

Para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) o EHAC10% foi
ressuspendido em meio caldo nutriente, has mesmas concentragdes descritas anteriormente. Da
mesma forma, procedeu-se a inoculacdo utilizando as mesmas cepas bacterianas descritas,
contendo aproximadamente 5 x 10° UFC mL™. A concentracéo inibitéria minima é a mais baixa
concentracdo de um produto responsavel por limitar o crescimento de uma bactéria. Conforme
indicado pela normativa do CLSI (2011) [27], a incubagdo ocorreu por 16-20h, em estufa
microbioldgica a 35°C; sendo possivel o desenvolvimento microbioldgico caracterizado pela
turvacéo dos caldos.

Avaliagdo da atividade antioxidante do EHAC 10%

Para determinacdo da atividade antioxidante (AA%), teores de fendis totais e flavonoides, o
EHAC10% foi avaliado nas dosagens de 25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 pg mL-1, em
triplicada.

A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade doadora de H+ para o radical
estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com Blois (1958) [28]. Este método
baseia-se na reducdo do radical livre estavel DPPH de coloracdo violeta a coloracdo amarelada.
O teste € sensivel para detectar baixas concentracdes dos principios ativos [29], e o resultado
pode ser visualizado pelo grau de descoloragdo do reagente apds 0s 30 minutos necessarios para
a reacdo atingir o estado de platd. Para tanto, foi utilizado 1mL de solucdo tampéo acetato (pH
5,5 ¢ 100 mM), 1,25 mL de etanol P.A., 250 uL de solugdo de DPPH (250 uM) e 50 uL das
diferentes dosagens do EHAC10% a serem avaliadas. O DPPH apresenta méxima absorbancia a
517 nm, que decresce na presenca de moléculas doadoras de H+, sendo que o extrato reage com
o radical DPPH em ambiente de pouca luminosidade, em seguida é submetido ao
espectrofotdmetro ultravioleta visivel (UV-Vis) a um comprimento de onda de 517 nm [30].

O célculo da atividade antioxidante foi realizado de acordo com a férmula:
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Atividade antioxidante (%) = [(A controle — A amostra) / A controle] x 100

Em que:
A amostra: absorbancia das amostras apés 30 minutos
A controle: absorbancia do DPPH

Avaliacdo dos compostos fitoquimicos do EHAC10%

Fendis totais

Para determinacdo de fenois totais, foi utilizada a técnica do reagente de Folin-Ciocalteu,
utilizando acido galico como padrao de comparacao.

A cada 0,5 mL de extrato, foi adicionado 5 mL de agua destilada e 0,25 mL de Folin-
Ciocalteu (molibdato, tungstato e &cido fosforico). Apoés 3 minutos, foi adicionado 1 mL de
solugdo de Na,COs saturada a 10%, e a mistura armazenada por 1 hora. A absorbancia foi
medida a 725 nm usando um espectrofotbmetro UV-Vis. Os resultados foram expressos em mg
de &cido galico por g de extrato. O &cido galico é precursor de diversos tipos de compostos
fendlicos, possui estrutura simples, e por esse motivo € considerado substancia de escolha como
padréo.

Flavonoides totais

A dosagem dos flavonoides totais do extrato foi determinada por espectrofotdmetro UV-Vis,
segundo a metodologia de Zhishen et al. (1999) [31]. Esse teste é baseado na complexagdo dos
flavonoides com AICI;, ocorrendo deslocamento das bandas de absorcdo para maiores
comprimentos de onda.

Uma aliquota de 250 pL dos extratos para cada uma das dosagens supracitadas foi
adicionada a 1,25 mL de agua destilada, e 75 pL de solucdo de NaNO- a 5%. Apo6s 6 minutos,
150 pL de solugdo de AICIs/H,0 a 10% foi adicionada, e ap6s mais 5 minutos foi acrescentado
0,5 mL de solucdo de NaOH 1M. Para finalizar o volume total acrescentou-se 2,5 mL de &gua
destilada. As amostras foram agitadas em vdrtex, e a absorbancia mensurada a 510 nm. Os
resultados foram expressos em mg de rutina por g de extrato, considerando que a rutina, assim
como a quercetina, apresenta estrutura basica de flavonoides, podendo ser empregada como
indicador indireto de flavonoides.

Métodos estatisticos

Todos os dados foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel®(2021). Porteriormente,
calculou-se a média dos valores da atividade antioxidante do extrato hidroalcéolico. A atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcoolico da casca do caule de Croton floribundus a 10%
(EHAC10%) sobre S. aureus ATCC 25923, S. saprophyticus foi verificada pela inibicdo (-) ou
crescimento (+).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliago da atividade antimicrobiana do EHAC10%

O teste de difusdo em disco evidenciou inibi¢cdo do crescimento bacteriano nas dosagens de
25 e 50 mg mL? sobre as cepas de S. aureus ATCC 25923, e S. saprophyticus ATCC 15305.
Porém, nao foi possivel observar inibicdo sobre as cepas de E. coli ATCC 11229, K.
pneumoniae ATCC 700603 e P. aeruginosa ATCC 27853 (Tabela 1).
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico da casca do caule de Croton floribundus a
10% (EHAC10%) sobre Streptococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus saprophyticus ATCC 15305,
Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 e Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853.
Bactérias Dosagens do EHAC 10% (mg mL™?)
0,7813 15625 3,125 6,25 125 25 50
S. aureus ATCC 25923 + + + + + - -
S. saprophyticus ATCC 15305 + + + + + - -
E. coli ATCC 11229 + + + + + o+ 4+
K. pneumonia ATCC 700603 + + + + + + o+
P. aeruginosa ATCC 27853 + + + + + + +

Legenda: (-) Inibigdo, (+) Crescimento

Avaliando o latex puro (100%) de Croton urucurana (C. urucurana), Soldera et al. (2010)
[32] verificaram que esse também apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus ATCC
25923 e nenhuma atividade diante da E. coli e P. aeruginosa ATCC 27853. Da mesma forma,
Silva Janior et al. (2009) [33], ao estudarem C. urucurana (100 pug mL-1), observaram inibicdo
do crescimento de S. aureus ATCC 25923, o que ndo ocorreu para E. coli e Klebsiella
pneumoniae.

A acdo antimicrobiana do EHAC10%, sobre S. aureus ATCC 25923 e S. saprophyticus
ATCC 15305, pode ser explicada pela presenca de compostos fendlicos, pois esses apresentam
atividade inibitéria sobre bactérias Gram positivas [34]. Complementarmente, os flavonoides
[35] formam complexos com a parede bacteriana e proteinas sollveis extracelular, rompendo as
mesmas [36].

O teste de CIM do EHAC 10% identificou a eficacia frente a S. aureus ATCC 25923, S.
saprophyticus ATCC 15305 e P. aeruginosa ATCC 27853, uma vez que inibiu completamente
0 crescimento bacteriano. Porém, observou-se que o0 EHAC10% inibiu o crescimento de S.
aureus ATCC 25923 em dosagens diferentes das observadas no teste de difusdo em disco,
acontecendo o0 mesmo com S. saprophyticus ATCC 15305.

Com relagéo a P. aeruginosa ATCC 27853 no teste de difusdo em disco, ndo foi observado
halo de inibicdo em qualquer dilui¢do avaliada pelo presente estudo. Entretanto, no teste de CIM
a bactéria foi inibida (Tabela 2). Provavelmente o teste de difusdo em disco pode ter
influenciado esses resultados, por favorecer a volatilizagdo dos principios ativos do extrato e
assim, dificultar sua difusdo no agar.

.....

floribundus a 10% (EHAC 10%), sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305, Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Bactérias Extrato de Croton floribundus (mg mL™?)
S. aureus ATCC 25923 1,5625
S. saprophyticus ATCC 15305 12,5

E. coli ATCC 11229 -
K. pneumoniae ATCC 700603 -

P. aeruginosa ATCC 27853 25
Legenda: (-) Ndo apresentou inibi¢&o de crescimento
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Barth et al. (2018) [18], também verificaram eficécia do extrato bruto do caule de Croton
floribundus contra S. aureus, registrando valor de CIM correspondente a 39,6 ug mL™. Essa
dosagem é consideravelmente maior quando comparada ao presente estudo. Esse efeito pode ter
sido decorrente da utilizacdo de extracdo etandlica. Mentonca et al. (2016) [35], sugeriram que 0
alcool absoluto apresenta volatilizagdo durante o processo de extracao.

Avaliacdo antioxidante dos compostos fitoquimicos do EHAC10%
O EHAC 10% apresentou atividade antioxidante registrada a partir de 250 pg mL?, com
valores maximos de 70,56% (Tabela 3).

Tabela 3: Valores em porcentagem da atividade antioxidante do extrato hidroalcéolico da casca do caule
de Croton floribundus a 10% (EHAC10%).

Dosagens (ug mL?) Atividade Antioxidante (%0)

25 0
50 0
75 0

100 0

250 4,43

500 29,03

1000 70,56

As propriedades antioxidantes do EHAC10% registradas pelo presente estudo, podem ser
atribuidas a presenca de fenois totais, conforme observado por Takao et al. (2015) [36].

Avaliando o extrato alcodlico da casca do caule de Croton floribundus, Barth et al. (2018)
[18] verificaram o valor de 62,2 pg mL™ de 1Cso, OU Seja, a concentragdo necessaria para inibir
pela metade os radicais livres presentes na solugéo, e ao avaliarem o extrato na concentracao de
1000ug mL%, verificaram até 90% de atividade antioxidante.

Adicionalmente, foi observada presenca de fendis e flavonoides no extrato avaliado. Em
relacdo aos teores de fendis totais, verificou-se que cada grama do extrato apresentou 280 mg de
acido galico. Silva et al. (2019) [37] ao avaliarem o extrato etandlico das folhas de Croton
floribundus observaram o valor de 91,41 + 1,13 mg de &cido galico por grama do extrato na
dosagem de 250pg mL™.

Em relacéo aos teores de flavonoides totais, verificou-se que cada grama do extrato avaliado
apresentou 44,41 mg de rutina. Silva et al. (2019) [37] utilizaram quercetina como padrdo e
verificaram 54.32 £ 2.99 mg para cada grama de extrato (ainda na concentracdo de
250pug mL™?). Esses resultados diferentes para a mesma espécie podem ser justificados por
inimeros fatores ambientais, como sazonalidade, estagio de desenvolvimento da planta,
nutrientes do solo, disponibilidade de agua, temperatura, entre outros [36].

4, CONCLUSAO

Dessa forma, e a partir dos resultados encontrados, pdde-se concluir que o EHAC10%
apresentou atividade antimicrobiana contra o Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus e Pseudomona aeruginosa e atividade antioxidante. Assim, potencial terapéutico
particularmente importante para sanidade animal em sistemas agroecol6gicos e orgénicos de
producdo, cujo uso de antibi6ticos quimicos sintéticos € fator limitante para a manutencdo das
certificacbes dos produtos de origem animal.
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