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RESUMO: O uso popular de plantas medicinais continua sendo de grande interesse para a
populagdo, principalmente em paises em desenvolvimento, nos quais o acesso a medicina
alopatica ainda € muito restrito. Assim, além de sua importancia na medicina tradicional, o
conhecimento das plantas pode fornecer para a industria farmacéutica, direta ou indiretamente,
principios ativos de interesse terapéutico. No presente trabalho foi avaliada a atividade
antimicrobiana dos extratos metandlicos secos de Croton pulegioides Baill. obtidos a partir da
raiz, do caule e das folhas nas concentragbes de 25, 50 e 100mg/mL utilizando o método de
difusdo em Agar (técnica de pogos) frente a cinco cepas Gram-positivas, trés cepas de fungos
e trés cepas de bactérias Gram-negativas. Na execugéo do estudo foi utilizado o antibiético
Gentamicina (100ug/mL) no teste com bactérias, e Cetoconazol (300ug/mL) para as Candidas
verificando-se, ao mesmo tempo, a auséncia de atividade para o diluente DMSO 20% em
agua. Na observacao dos resultados evidenciaram-se halos de inibicdo indicando atividade
dos extratos metandlicos da raiz, caule e folhas, nas concentra¢des de 50 e 100mg/ml, frente
Bacillus subtilis AM 04; dos extratos metandlicos da raiz e do caule, nas concentragdes de 50
e 100mg/ml, frente Staphylococcus aureus AM 103 (ATCC 6538); e do extrato metandlico do
caule, nas concentragdes de 50 e 100mg/ml, frente S. epidermidis AM 235. Por outro lado, todos
os extratos foram inativos nas concentragdes avaliadas frente as bactérias Gram-negativas
utilizadas no estudo (Pseudomonas aeruginosa AM 206, Escherichia coli AM 1050 e Klebsiella
pneumoniae AM 410). Referente a atividade sobre fungos, os extratos metandlicos da raiz e do
caule inibiram, nas trés concentra¢des avaliadas, o crescimento de Candida tropicalis AM 1181
e C. albicans AM 1140, enquanto o extrato das folhas, inibiu o crescimento de C. tropicalis AM
1181 nas concentragdes de 50 e 100mg/ml e de C. albicans AM 1140 apenas na concentragao
de 100mg/mL. Finalmente o extrato metandlico das folhas, na concentragédo de 100mg/mL,
foi o unico a inibir o crescimento de Candida krusei. Os resultados preliminares apresentados
pelo presente trabalho sugeriram que a espécie Croton pulegioides Baill. apresentou resultados
promissores quanto ao potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Croton pulegioides Baill., Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Antimicrobial activity of methanol extracts of root, stem and leaves of Croton
pulegioides Baill. The employment of medicinal plants as a folk custom remains important
to the present time, mainly in developing countries, where access to allopathic medicine is
restricted. Besides their importance in traditional medicine, the knowledge on these plants
can, directly or indirectly, provide information about the active ingredients involved, which may
be of interest to the pharmaceutical industry. The present study evaluated the antimicrobial
activity of dried methanolic extracts of Croton pulegioides Baill, extracted from its roots, stalk,
and leaves, at the concentrations of 25, 50 and 100mg/ml. These were diffused in wells with an
Agar medium, to which five strains of Gram-positive, three strains of fungi and three strains of
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Gram-negative bacteria had been added. For this study, the antibiotic Gentamicin (10ug/100uL)
was used in tests with bacteria, and Ketoconazole (30pg/100uL), with Candidas. When DMSO
diluted in 20% water was used, no activity was observed. The results produced evidence of
inhibition halos, which indicates the activity of the methanolic extracts from the roots, stalk
and leaves at the concentrations of 50 and 100 mg/ml for Bacillus subtilis AM 04; activity of
the methanolic extracts from the roots and stalk at the concentrations of 50 and 100mg/ml for
Staphylococcus aureus AM 103 (ATCC 6538); and activity of the methanolic extract from the
stalk at the concentrations of 50 and 100mg/ml for Staphylococcus epidermidis AM 235. There
was no activity in the concentrations studied for the Gram-negative bacteria (Pseudomonas
aeruginosa AM 206, Escherichia coli AM 1050 and Klebsiella pneumoniae AM 410). With respect
to fungal activity, the methanolic extracts from the roots and stalk inhibited Candida tropicalis
AM 1181 and C. albicans AM 1140 at the three concentrations studied. The extract from the
leaves inhibited the growth of C. fropicalis AM 1181 at the concentrations of 50 e 100mg/ml and
C. albicans AM 1140 only at the concentration of 100mg/ml. Finally, the methanolic extract from
the leaves, at the concentration of 100mg/ml, was the only one to inhibit the growth of Candida
krusei. Preliminary results from this study suggest that the Croton pulegioides Baill showed
promising results as a potential antimicrobial agent.
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INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais é feito desde
a antiguidade e o conhecimento sobre as suas
propriedades representa, muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico de varias comunidades e grupos
étnicos. As observagdes populares contribuem para
adivulgacao destes vegetais pelos efeitos medicinais
que produzem, apesar de que, geralmente, néo se
conhega seus constituintes quimicos e se torne
validas as informagdes acumuladas ao longo dos
anos (Maciel et al., 2002).

Newman & Cragg (2012) realizaram uma
ampla revisao referente a origem de novas drogas
aprovadas para uso humano em diversas patologias
nos ultimos 30 anos, destacando a importancia de
produtos naturais e suas estruturas quimicas.

Assim, tendo em vista o potencial terapéutico
de plantas medicinais, a ampliagao da producéao
cientifica nesta area é de grande importancia para
aprofundar o conhecimento de suas atividades
farmacoldgicas e de suas propriedades toxicolégicas
(Calixto, 2000; Barros, 2008).

O Brasil € detentor da maior biodiversidade
do planeta - conta com cerca de 55.000 das
400.000 espécies de plantas existentes, e possui
numerosas espécies produtoras de substancias
bioativas (Albuquerque et al., 2007). Com uma
area territorial de 8,5 milhdes de quilémetros
quadrados e varios biomas (Mata Atlantica, Cerrado,
Pantanal, Amazénia e Caatinga), apresenta grande
diversidade de solos e climas que favorece ariqueza
e variedade de tipos de vegetacédo e espécies
de flora distribuida nos diversos ecossistemas
brasileiros (Portal Brasil, 2010).

No Semi-Arido brasileiro, com extenséo
de 868 mil quildmetros quadrados, observa-se

crescente interesse pelo estudo das plantas
medicinais da regiao (Albuquerque et al., 2007), uma
vez que séo potencialmente ricas em propriedades
curativas, sendo ainda pouco estudadas do ponto
de vista taxonémico, quimico, além do poder
bioativo de suas moléculas (Cunha et al., 2003;
David et al., 2006).

Neste contexto, a mata Atlantica no Estado
de Pernambuco apresenta diferentes grupos
vegetais ainda pouco estudados, dentre os quais
figura o género Croton, que pertence a familia
Euphorbiaceae, a qual compreende cerca de 320
géneros e 8700 espécies (Steinmann, 2002).

O género Croton é representado por
arvores, arbustos e ervas, difundidos em zonas
tropicais e subtropicais das Américas, Africa e Asia
(Govaerts, 2000).

A quimica do género Croton é diversa, fato
que qualifica o grupo como altamente promissor
para estudos de prospecgao de substancias naturais
farmacologicamente ativas, sendo, por este motivo,
alvo de pesquisas tanto em estudos fitoquimicos,
como por suas atividades biolégicas (Randau et
al., 2004).

A composicao quimica das espécies do
género Croton é rica em metabdlitos secundarios,
tais como, alcaloides, flavonoides e terpenoides,
(Randau et al., 2004; Payo, et al., 2001). Além
destes metabdlitos, muitas das espécies de Croton
produzem 6leos essenciais ricos em mono e
sesquiterpenoides, como também fenilpropanoides
(Palmeira et al. 2006).

Pessoa, et al. (2012), também relataram
a presencga de metabdlitos secundarios de
natureza terpénica e fendlica na espécie Croton
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pedicellatus Kunth, a qual pode ser confirmada
pelo isolamento de dois analogos do tilirosideo,
6”-O-p-cumaroil-B-galactopiranosilcanferol e 6”-O-p-
cumaroil-B-glicopiranosil-3’-metoxicanferol, além da
alpinumisoflavona, 3-glicopiranosilquercetina e do
acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico.

Um estudo fitoquimico realizado a partir
das cascas da espécie Croton celtidifolius Baill. ,
descreveu a presencga de elevado teor de compostos
fendlicos totais, proantocianidinas totais e baixo teor
de flavonoides (Horst, 2008).

No uso popular, as espécies do Croton
sdo utilizadas sob a forma de chas e infusdes
para o alivio de dores (Abreu, 2001), tratamento
de disturbios digestivos tais como: constipacoes
e diarreias, e também como antiinflamatérios e
antiulcerogénicos, analgésicos, antidiabéticos e
antimalaricos. Além disso, segundo Morais, 2006,
trés espécies originarias do Ceara (C. zenhtneri,
C. nepetaefolius e C.argyrophylloides) foram
recentemente confirmadas como antioxidantes
devido a acao de sete diferentes constituintes de
seus Oleos essenciais.

Outras espécies de Croton, também ja
tiveram suas atividades avaliadas e confirmadas,
como o caso do Croton lechleri, para o qual foram
descobertas atividades antioxidante, antimicrobiana
e antiviral (Gupta et. al., 2008), as atividades
anti-helmintica e efeito cardiovascular do Croton
zehntneri (Camurga-Vasconcelos et al., 2007, De
Siqueira et al., 2006), antinociceptiva do Croton
urucurana (Rao et al., 2007), moluscicida do Croton
campestris (Babili et al., 2006), anti-inflamatdria do
Croton cuneatus (Suarez et al., 2006), e mutagénica
e antioxidante do Croton lechleri (Lopes e Lopes et
al., 2004).

O género Croton possui algumas espécies
com atividade antimicrobiana, podendo-se citar uma
substancia isolada do caule de Croton jacobinensis
Baill. , com agdo sobre cepas de Neisseria, de
Nocardia, e de Brucella (Lima et. al., 2001); e a
agao dos diterpenos isolados da espécie Croton
nepetaefolius, sobre cepas de Streptococcus sp.
oriundos da mucosa oral e produtores de biofiime
(Teixeira et al., 2011).

A espécie Croton pulegioides Baill. ,
conhecida popularmente como “Zabelé”, foi objeto
de poucos estudos fitoquimicos, havendo dentre
eles, uma pesquisa em que se relata a presenga de
constituintes volateis (Da Camara & Neves, 2012).

Tendo em vista o potencial terapéutico e
econdmico do género, o presente trabalho buscou a
ampliagao do conhecimento sobre a espécie Croton
pulegioides Baill, espécie ainda n&o estudada
quanto a sua atividade antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

A planta fresca foi coletada no municipio
de Gravata — PE - Brasil, no periodo compreendido
entre novembro de 2010 e setembro de 2011. O
material botanico foi identificado pela Prof? Dr?. Rita
de Cassia Araujo Pereira (curadora do Herbario —
IPA) e exsicata depositada no Herbario Dardano de
Andrade Lima, Instituto Agronémico de Pernambuco,
sob o numero 80985.

Obtencao dos extratos

Os extratos foram preparados a partir da
raiz, caule e folhas do Croton pulegioides Baill,
usando respectivamente 20g, 70g e 50g do vegetal
seco. O material vegetal seco e moido foi submetido
a uma extragdo por maceragao usando metanol
como solvente. Seguidamente, o solvente foi filtrado
e o procedimento de extragao foi repetido por mais
duas vezes. A solugao foi destilada a pressao
reduzida em evaporador rotativo obtendo-se o0s
rendimentos de 16% para o extrato bruto seco da
raiz, 9% para o extrato bruto seco das folhas, € 10%
para o extrato bruto seco do caule.

Microorganismos

Na determinagdo da atividade
antimicrobiana foram utilizadas 11 (onze) cepas
pertencentes a “Colegao de Culturas do Laboratério
de Analises Microbioldgicas (AM)” do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), das quais, 8 (oito) bactérias:
Staphylococcus aureus AM 103 (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis AM 235, Staphylococcus
saprophyticus AM 245, Enterococcus faecalis
AM 1056, Pseudomonas aeruginosa AM 206,
Escherichia coliAM 1050, Klebsiella pneumoniae AM
410, Bacillus subtilis AM 04, e trés cepas de fungos:
Candida krusei AM 1168, Candida tropicalis AM 1181,
Candida albicans AM 1140.

Avaliagao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato seco
metandlico de Croton pulegioides foi determinada
pela metodologia de Técnica de Pogos — Difusao
em Agar. No teste, as culturas microbianas foram
preparadas a partir de colbnias isoladas das cepas
reativadas e suspendidas em 5 mL de solug&o salina
estéril. A turvagcao da suspensado microbiana foi
padronizada comparando-se com a escala 0,5 de
MacFarland, a qual corresponde a concentragao de
1,5x108 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colbnia
por mililitro), semeando cada suspensao microbiana
com o auxilio de um swab estéril sobre a superficie
da placa contendo 20 mL de Agar Mueller Hinton
(bactérias) ou Agar Sabouraud (fungos) para obter
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um tapete homogéneo, e furando seguidamente
os meios até o fundo da placa com um perfurador
estéril para obter os pogos de 6 mm de didametro
(5 pocgos por placa) que vao receber cada um 100
microlitros das respectivas solugdes:os extratos
em trés diferentes concentragdes; a solugédo do
antibidtico padrédo, gentamicina ou cetoconazol,
e o diluente utilizadoDMSO/H,O0. Assim, as
concentragdes dos extratos em teste foram 100 mg/
mL (ou 10 mg/100 pL), 50 mg/mL (ou 5 mg/100 uL)
e 25 mg/mL (ou 2,5 mg/100 uL), respectivamente;
no quarto poco foi introduzida a concentragdo do
antibiético Gentamicina 0,1 mg/mL (ou 10 ug/100
pL), ou Cetoconazol 0,3 mg/mL (ou 30 ug/100 L),
deixando o quinto pogo para o controle do diluente
(DMSO/H,0 a 20%). As placas foram incubadas
por 18 horas a 37°C * 1°, medindo-se os halos de
inibicdo produzidos, sendo realizado todos os
ensaios em ftriplicata.

319

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista o problema da resisténcia
das bactérias a multiplos antimicrobianos, revelou-
se a importancia do conhecimento de espécies
vegetais com propriedades antimicrobianas e,
consequentemente, a busca por substancias
derivadas de plantas teve grande impulso nos
ultimos anos (Coelho et. al., 2004). O interesse
pelas plantas € devido em parte, a grande
variedade de substancias quimicas pertencentes
a diferentes classes de metabolitos secundarios,
tais como alcaldides, flavondides, terpendides e
compostos fendlicos, dos quais, muitos deles,
possuem potente atividade antimicrobiana ja
demonstrada por pesquisas (Nascimento, 2000).

Os resultados da atividade antimicrobiana
dos extratos metandlicos de Croton pulegioides Baill
sao apresentados nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. Atividade antimicrobiana do extrato metandlico seco da Raiz, do Caule e das Folhas de Croton

pulegioides Baill. .

Concentragao Halos de inibigdo (mm) GENTAMICINA s
Microorganismo de extrato ExMR > ExMC ExMF ¢ Halos de inibigdo (mm)
Bacillus subtilis AMe 04 10 1 13 13 (25), (31), (32)
5 10 12 10
2,5 (-) (-) (-)
Staphylococcus aureus AM 103 10 14 16 (-) (24), (23), (27)
5 1 12 (-)
2,5 (-) (-) (-)
Staphylococcus epidermidis 10 (-) 15 (-) (22), (25), (27)
AM 235 5 (-) " (-)
2,5 (-) (-) (-)
Staphylococcus saprophyticus 10 (-) (-) (-) (22), (25), (26)
AM 245 5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)
Enterococcus faecalis AM 1056 10 (-) (-) (-) (22), (13), (17)
5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)
Pseudomonas aeruginosa 10 (-) (-) (-) (22), (23), (23)
AM 206 5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)
Escherichia coli AM 1050 10 (-) (-) (-) (19), (18), (27)
5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)
Klebsiella pneumonia AM 410 10 (-) (-) (-) (17), (22), (26)
5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)

Legenda: (-) = inativo; 1 = mg/100 pL (a solugéo diluente empregada — DMSO 20% - n&o interferiu no crescimento bacteriano); 2 = ExXMR
(Extrato seco Metandlico da Raiz); 3 = ExMC (Extrato seco Metandlico do Caule); 4 = ExMF (Extrato seco Metandlico das Folhas); 5 =
antibiotico padrao (As trés leituras para cada cepa correspondem aos valores obtidos nos ensaios feitos com cada um dos trés extratos);
6 = AM: Colegéao de cepas do Laboratério de Analises Microbiolégicas, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE.
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TABELA 2. Atividade antifungica do extrato metandlico seco da raiz de C. pulegioides Baill. .

Microorganismo Concentragéao Halos de inibicdo (mm) CETOCONAZOL 5
de extrato ExMR 2 ExMC = ExMF Halos de inibigdo (mm)

Candida albicans AM 1140 10 23 13 13 (15), (15), (15)
5 17 12 10
2,5 14 (-) (-)

Candida krusei AM 1168 10 (-) (-) 12 (22), (22), (22)
5 (-) (-) (-)
2,5 (-) (-) (-)

Candida tropicalis AM 1181 10 23 22 14 (15), (15), (15)
5 19 17 12
2,5 16 13 (-)

Legenda: (-) = inativo; 1 = mg/100 pL (a solucéo diluente empregada — DMSO 20% - n&o interferiu no crescimento bacteriano); 2 = ExXMR
(Extrato seco Metandlico da Raiz); 3 = ExXMC (Extrato seco Metandlico do Caule); 4 = ExMF (Extrato seco Metandlico das Folhas); 5 =
antifungico padrao (As trés leituras para cada cepa correspondem aos valores obtidos nos ensaios feitos com cada um dos trés extratos);
6 = AM: Colecao de cepas do Laboratério de Analises Microbioldgicas, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE.

A atividade antibacteriana apresentada
na Tabela 1, destaca-se os halos obtidos com o
extrato seco metandlico da raiz frente a cepa de
Staphylococcus aureus AM 103 (ATCC 6538) com
halo de 14 mm para a maior concentracao testada
(10mg/100pL ou 100mg/mL). No caso do extrato
seco metandlico do caule, houve atividade para
as cepas de Staphylococcus aureus AM 103 e
Staphylococcus epidermidis AM 235 (halos da
ordem de 15 mm para a concentragdo de 100mg/
mL), enquanto n&o se observou atividade do extrato
seco metandlico das folhas.

Referente ao tamanho dos halos, Alves
(2000) propds uma classificagdo da acgao para os
extratos, na qual se considera como inativo aquele
produz um halo menor que 9 mm; enquanto que
resultados de 9 a 12 mm indicam extratos ativos,
e finalmente halos de 13 a 18 mm, ou maiores,
correspondem a extratos muito ativos.

Do que antecede, podemos considerar
promissores estes primeiros resultados com
extratos metandlicos do Croton pulegioides
Baill. , destacando ainda a importancia de sua
atividade sobre microrganismos Gram-positivos,
especialmente Staphylococcus aureus.

A prospeccéo fitoquimica indica que o
género Croton apresenta em sua composicgao,
alcaloides, flavonoides, triterpenoides e uma grande
variedade estrutural de diterpenoides, os quais
podem estar relacionados com essa atividade
antimicrobiana contra diversos microorganismos
(Urzua, 2008).

Estudos anteriores assinalaram haver, para
0 oleo essencial das folhas de Croton zehntneri,
uma atividade antimicrobiana importante contra
Staphylococcus aureus, entre outros microrganismos
(Costa et. al. 2008). Enquanto que para Croton

urucurana, a atividade antimicrobiana foi relatada
para diversas cepas bacterianas (Oliveira et. al.,
2008).

Desta forma, a atividade antimicrobiana
observada para os extratos do C. pulegioides Baill.
pode ser devida a presenga de compostos como
flavonoides, terpenos ou taninos reconhecidos
com atividade para uma ampla variedade de
microrganismos (Ho et al., 2001; Rajan et al., 2011).

No que concerne aos resultados com
os isolados de Candida sp. testados (Candida
albicans AM 1140 - origem: urina; Candida tropicalis
AM 1181 — origem: swab retal; e Candida krusei AM
1168 - origem: sangue), conforme a “Guideline
method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing of Yeasts” (NCCLS, 2004), os halos obtidos
de 15 mm correspondem a um carater sensivel de
dose-dependente.

Com relacao a cepa de Candida krusei, a
qual apresentou um halo maior frente ao antifungico
padrédo utilizado nos ensaios, é considerado
um patdégeno oportunista (Pfaller et al., 2010),
com caracteristicas de sensibilidade variaveis com
a origem.

CONCLUSAO

Adeterminacao da atividade antimicrobiana
da espécie C. pulegioides Baill. indicou que os
maiores halos de inibigdo foram frente aos fungos
e as bactérias Gram-positivas. Esta diferencga
de acao pode estar relacionada nado s6 aos
préprios produtos testados, como também devido
a estrutura mais complexa da membrana externa
das bactérias Gram-negativas, que pode impedir a
passagem de moléculas (Franga et al., 2009), além
de particularidades relacionadas aos diferentes
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mecanismos de resisténcia das linhagens em
estudo.

Os resultados preliminares obtidos pelo
presente trabalho, conforme a classificagéo proposta
por Alves (2000), sugerem que a espécie C.
pulegioides Baill. , apresenta resultados promissores
quanto ao potencial antimicrobiano.
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