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RESUMO: Avaliou-se a atividade antibacteriana dos latex e extratos de diferentes polaridades
e farmacogenos de Croton urucurana em ensaios antimicrobianos. Os farmacdgenos foram
coletados em Bardo de Melgago-MT. Os extratos foram obtidos por maceracao a frio em hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol e cloroférmio, rotaevaporado e seco em estufa. No ensaio
de difusdo em disco, os latex mostraram potente acdo contra todas as bactérias, com excegao
da E. coli, ndo diferindo quanto a poténcia e espectro antibacterianos. Extratos em hexano,
diclorometano e etanol das folhas mostraram atividade contra S. pyogenes, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus ¢ S. epidermidis nas maiores doses. Extratos da entrecasca
foram ativos contra S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. faecalis, S. pyogenes, E. coli, K.
pneumoniae ¢ S. typhimurium. Os latex apresentaram espectro de acdo e poténcia maiores que
os extratos obtidos da entrecasca e folhas. Dos extratos obtidos da entrecasca, o cloroférmico
foi o mais potente, seguido pelo etanolico, indicando a presenca de diferentes principios ativos.
Na microdilui¢do em caldo, os latex e extratos foram ativos, porém com maior poténcia para os
primeiros. Os resultados evidenciam atividade antibacteriana para C. urucurana, em diferentes
partes da planta e por diferentes metabolitos secundarios.

Unitermos: Croton urucurana, Euphorbiaceae, atividade antibacteriana.

ABSTRACT: “In vitro screening of antibacterial activity of the latex and extracts from
Croton urucurana Baillon”. We evaluated the antibacterial activity of the latex and extracts
from different polarities and pharmacogens of Croton urucurana using antimicrobial assays.
The pharmacogens were collected in Bardo de Melgago-MT. The extracts were obtained by
cold maceration in hexane, dichloromethane, ethyl acetate, ethanol and chloroform. They were
concentrated in rotatory evaporator and dried in stove. In the disk diffusion assay, the latex
showed a potent action against all bacterial strains, excepting E. coli, not differing in the potency
and antibacterial spectrum. The hexane, dichloromethane and ethanol extracts of leaves showed
activity against S. pyogenes, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus and S.
epidermidis in the major doses. Extracts obtained of stem bark were actives against S. aureus, S.
epidermidis, P. aeruginosa, E. faecalis, S. pyogenes, E. coli, K. pneumoniae and S. typhimurium.
The latex showed higher potency and broad-spectrum of action than extracts from stem bark
and leaves. Among the stem bark extracts, the chloroform was the most potent one, followed by
the ethanol extract. This result suggests the presence of different active principles. In the broth-
microdilution, the latex and all extracts showed activity, even though, the latex presented more
potency. Our results indicate that C. urucurana presents antibacterial activity, in different parts
of the plant and by different secondary metabolites.

Keywords: Croton urucurana, Euphorbiaceae, antibacterial activity.

INTRODUCAO

Deparando-se  com  a problematica da
resisténcia bacteriana aos antibioticos disponiveis no
mercado, tornam-se necessarias pesquisas voltadas ao
estudo e avaliacdo de produtos naturais com propriedades
antibidticas. Entre as principais ferramentas na
busca de novas moléculas, destacam-se os estudos
etnofarmacolégicos (Rates, 2001; Albuquerque &
Hanazaki, 2006). O Brasil possui a maior diversidade
genética vegetal e étnico-cultural, sendo fonte de novos
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farmacos (Simdes et al., 2000). Estima-se que 50% dos
farmacos empregados para o tratamento de infec¢des
sejam de origem natural ou semi-sintética, bem como
19,4% dos produtos naturais como protdtipos para
medicamentos sintéticos (Pretto, 2005).

O género Croton ¢ um dos maiores da familia
Euphorbiaceae, com cerca de 800 espécies distribuidas
entre as Américas ¢ a Asia. Estudos realizados com
algumas espécies de Croton tém revelado varias
atividades farmacoldgicas e constituintes quimicos
como terpendides, flavondides e alcaloides (Palmeira
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Junior et al., 2006; Souza et al., 2006; Costa et al., 2007,
Perazzo et al., 2007; Torrico et al., 2007; Rocha et al.,
2008; Bertucci et al., 2008).

Croton urucurana Baillon ¢ conhecida
popularmente como sangra d'agua e sangue de dragdo
(Mattos, 2002). Comumente encontrada no cerrado
mato-grossense, ¢ usada na medicina popular para
infeccdes, diarréia, inflamagdes, cancer e feridas
(Gurgel et al., 2001; Gurgel et al., 2005; Peres et al.,
1997; Milo et al., 2002). Da entrecasca de C. urucurana
foram isolados acido acetilaleuritolico e catequinas
ativos contra S. aureus e S. typhimurium (Peres et
al., 1997). Sdo referidos também os isolamentos de
esterois  (sitosterol, estigmasterol e campesterol),
diterpenos (sonderianina), compostos fendlicos da
entrecascas, estes com propriedades analgésicas, sendo
a sonderianina também dotada de atividade especifica
para Mycobacterium smigmatis e S. aureus (Peres et al.,
1997; Peres et al., 1998a,b; Craveiro et al., 1982).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a
atividade antibacteriana dos latex seco e in natura e
de extratos de diferentes polaridades e farmacdgenos
de Croton urucurana contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, usando testes antimicrobianos in vitro.

MATERIAL E METODOS
Material boténico
O material boténico (folhas, entrecasca e latex)

foi coletado em novembro de 2005, no municipio de
Bar@o de Melgago - MT, nas proximidades do Corrego

Areia (elevagdo 187, 15°47°866”S € 55°36°356”W). A
planta foi identificada pelo botanico Ms. Harry Lorenzi
do Instituto Plantarum para Estudos da Flora, Nova
Odessa-SP e, uma amostra do material florifero foi
depositada no Herbario Central da UFMT (excicata n°
35011).

Preparo dos extratos

Do latex coletado, 150 ml foram secos em estufa
(40 °C) e 30 ml do latex vermelho in natura armazenados
em geladeira. Os extratos das folhas e entrecasca foram
obtidos pelo processo de maceragdo seqiiencial a frio
em solventes hexano, diclorometano, acetato de etila,
etanol 75% e cloroférmio, este Gltimo apenas para a
entrecasca, concentrados em rotaevaporador a 45 °C,
sendo o solvente residual eliminado em estufa a 45 °C.
No momento de uso, os extratos foram dissolvidos em
agua destilada estéril ou com o auxilio de Tween 80
(Synth®).

Microorganismos usados no bioensaio

As cepas bacterianas envolvidas no estudo
foram da marca Newprov®, ATTC: Enterococcus faecalis
29212, Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus
epidermidis 12228, Streptococcus pyogenes 19615,
Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae
13883, Pseudomonas aeruginosa 27853, Salmonella
typhimurium 14028, Shigella flexneri 12022).

Ensaios antibacterianos

Tabela 1. Triagem da atividade antibacteriana dos latex in natura e seco de Croton urucurana pelo método de difuséo em disco.

Didmetro dos halos de inibigdo (mm)

Croton 5
urucurana (mg/(c)lis56<:o) Bactérias
1,0 Ef Sa Se Sp Ec Kp Pa St Sf
1,0 12* 14 14 14 b 18 18 12 14
Litex in natura 0,5 10 12 12 12 -- 14 14 10 12
0,25 -- 10 10 10 - 12 12 8 10
0,125 -- - - -- -- -- 8 -- -
0,0625 -- -- -- -- -- -- - -- -
1,0 10 12 12 14 - 18 18 12 12
0,5 -- 8 10 12 -- 10 15 10 10
Latex seco 0,25 - - 8 10 - 8 13 8 -
0,125 - -- -- -- - - 12 - -
0,0625 -- -- -- -- -- -- 10 -- --
30
Cloranfenicol pg/disco 30 30 30 30 28 25 25 33 30

Legenda: Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Se = Staphylococcus epidermidis; Sp = Streptococcus
pyogenes; Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; St = Salmonella typhimurium, Sf
= Shigella flexneri; a = zona de inibi¢do do crescimento bacteriano em mm; b = auséncia de inibi¢do do crescimento bacteriano.
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Ensaio de difusdo em disco

Para triagem da atividade antibacteriana
de ambos os latex, das folhas e da entrecasca de C.
urucurana, foi realizado o ensaio de difusdo em disco
em agar Muller-Hinton (Ox0id®), segundo o método de
Bauer et al. (1966), frente a um painel de nove bactérias
(5 gram-negativas ¢ 4 gram-positivas), todas ATCC.
As placas testes foram preparadas com agar Muller
Hinton e inoculadas sobre sua superficie a respectiva
suspensdo bacteriana, preparada em salina 0,9% estéril.
A concentracdo da suspensdo bacteriana foi ajustada a
escala 1 de MacFarland (1x10” UFC/ml).

Os latex e os extratos das folhas e entrecasca
foram testados em diferentes doses (0,062; 0,125;
0,250; 0,5 e 1,0 mg/disco) utilizando-se como droga
padrdo, o cloranfenicol (Cecon®, 30ug/disco). Foram
usados como controles negativos, agua destilada
estéril para os extratos aquosos do latex e Tween 80
em agua destilada (3-5 %) para os extratos em hexano
e diclorometano (folhas e entrecasca) e extrato em

cloroférmio (entrecasca). Os discos de papéis estéreis
(Cecon®) foram impregnados com o extrato teste (20 pl)
nas diferentes doses e depositados sobre a superficie das
placas e estas acondicionadas em geladeira por 4 h. Apos
esse periodo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e, logo apds, procedeu-se a mensuragdo das zonas
de inibi¢@o de crescimento bacteriano, considerando-se
ativos os halos de inibigdo de crescimento bacteriano
> a 10 mm. A triagem antibacteriana foi realizada em
duplicata (Bauer et al., 1966; Barry et al., 1979).

Microdilui¢do em placas

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
extratos aquosos do latex seco e in natura e dos extratos
em cloroférmio e etanol 75% da entrecasca, foi obtida
através da metodologia de microdiluicdo em caldo,
contra nove bactérias (5 gram-negativas e 4 gram-
positivas), todas ATCC. Para determinar os valores do
CIM foram usadas microplacas de 96 cavidades. Da
solug¢do mae (1 mg/ml) dos latex ou de cada extrato foi

Tabela 2. Triagem da atividade antibacteriana dos extratos das folhas de Croton urucurana pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

Croton

urucurana Dose

Bactérias

(mg/disco)

Ec

1,0 P -
0,5 - -
0,25 - -
0,125 - -
0,0625 - -

EH

1,0 - -
0,5 - -
0,25 - -
0,125 - -
0,0625 - -

EDCM

1,0 - -
0,5 - -
0,25 - -
0,125 - -
0,0625 - -

EA

1,0 -- 10
0,5 -- 8
0,25 -- --
0,125 -- --
0,0625 -- --

EE

30

Cloranfenicol pg/disco 30 30

Legenda: EH = extrato em hexano; EDCM = extrato em diclorometano; EA = extrato em acetato de etila; EE = extrato em etanol

75%; Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus;

Se = Staphylococcus epidermidis; Sp = Streptococcus pyogenes;

Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa,; St = Salmonella typhimurium; Sf = Shigella
flexneri; a = zona de inibi¢do do crescimento bacteriano em mm; b = auséncia de inibi¢do do crescimento bacteriano.

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
18(4): Out./Dez. 2008

589



Iris S. Oliveira, Joaquim C. S. Lima, Regilane M. Silva, Domingos T. O. Martins

Tabela 3. Triagem da atividade antibacteriana dos extratos da entrecasca de Croton urucurana pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

Croton Dose (o
urucurana (mg/disco) Bacterias
1,0 Ef Sa Se Sp Ec Kp Pa St Sf
1,0 b 12 10 - - - 17 - -
0,5 -- 8 8 -- -- - 14 -- -
EH 0,25 - - - - - - 12 - -
0,125 -- - - - - - - - -
0,0625 -- - - - - - - - -
1,0 - 12 10 -- -- -- 13 -- --
0,5 -- 8 -- -- - - 10 - -
EDCM 0,25 -- - - - - - 8 - -
0,125 -- - - - - - - - -
0,0625 -- - - - - - - - -
1,0 14 14 12 18 12 14 15 - -
0,5 12 12 8 15 8 12 12 - -
EC 0,25 - 10 - 12 - 10 10 - -
0,125 -- - - - - -- 8 - -
0,0625 -- - - - - - - - -
1,0 - 8 10 8 - 20 - - -
0,5 - - - - - 16 - - -
EA 0,25 -- - -- -- - 12 - -- -
0,125 -- - -- -- - -- -- -- -
0,0625 -- - -- -- - - - -- -
1,0 12 12 -- 18 12 -- 15 10 -
0,5 10 - -- 14 8 -- 13 -- -
EE 0,25 -- -- -- 12 -- - 10 -- --
0,125 -- -- -- -- -- -- -- -- --
0,0625 -- -- -- -- -- - -- -- --
30
Cloranfenicol pg/disco 30 30 30 30 28 25 25 33 30

Legenda: EH = extrato em hexano; EDCM = extrato em diclorometano; EC = extrato em cloroférmio; EA = extrato em acetato de
etila; EE = extrato em etanol 75%; Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Se = Staphylococcus epidermidis; Sp
= Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa, St = Salmonella
typhimurium,; Sf = Shigella flexneri; a=zona de inibi¢ao do crescimento bacteriano em mm; b = auséncia de inibi¢ao do crescimento

bacteriano.

feita a diluicdo seriada (0,0625 - 0,125 -0,25-0,5¢ 1,0
mg/ml) e adicionados 100 pl de cada diluigdo ao meio de
Muller-Hinton. Em seguida, as placas foram inoculadas
com 100 pl de cada bactéria, ajustadas a escala 1 de
MacFarland (1x107 UFC/ml), incubadas a 37 °C por 24
horas e realizada a leitura das microplacas.

A CIM representa a menor concentragdo da
droga teste capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano no meio (NCCLS - Document M7-A6, 2003).
Os testes foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nas tabelas 1, 2 ¢ 3 podem ser vistos os
resultados do ensaio de difusdo em disco. O latex seco
nas doses de 0,0625 a 1,0 mg/disco e o latex in natura nas
doses de 0,125 a 1,0 mg/disco exibiram zona de inibig¢ao
de 8 a 18 mm, exceto para E. coli, para a qual ambos os
latex foram inativos. Em relagdo a poténcia, verificou-
se maiores halos de inibi¢do para K. pneumoniae ¢ P.
aeruginosa (10-18 mm). Esses resultados indicam que
0os compostos polares presentes nos latex sejam os
responsaveis pela atividade antibacteriana (Tabela 1). O
extrato em hexano das folhas apresentou maior espectro
de agdo para as bactérias gram-negativas e potente agao
contra K. pneumoniae ¢ P. aeruginosa, formando zonas
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Tabela 4. Atividade antibacteriana dos latex in natura e seco e dos extratos em etanol e cloroférmio da entrecasaca de Croton

urucurana no ensaio de microdilui¢do em caldo.

CIM (mg/mL)*
CEPAS Latex Extratos
in natura seco Etanol Cloroférmio

E. faecalis 0,25 0,125 0,5 0,5
S. aureus 0,25 0,25 0,5 1,0
S. epidermidis 0,25 0,25 0,25 1,0
S. pyogenes 0,25 0,5 0,5 0,5
E. coli 0,25 0,125 0,25 0,25
K. pneumoniae 0,25 0,25 0,5 0,25
P. aeruginosa 0,125 0,125 0,25 0,25
S. typhimurium 0,25 0,25 0,25 0,25
S. flexneri 0,25 0,25 0,5 0,25

2CIM - concentragdo inibitoria minima.

de inibi¢do de 10-13 mm (0,5 e 1,0 mg/disco), enquanto
que o extrato em diclorometano foi ativo apenas para
S. pyogenes com halos de 10-12 mm nas mesmas
doses. O extrato em etanol 75% das folhas apresentou
maior espectro de agdo para bactérias gram-positivas
e potente agdo contra S. typhimurium (0,5 ¢ 1,0 mg/
disco) com halos de 10-12 mm. O extrato em acetato
de etila mostrou-se inativo. Com base nesses achados,
sugere-se que os principios ativos presentes nas folhas
tenham baixa polaridade e possivelmente ndo se tratam
de flavonoides (Tabela 2).

Os extratos em hexano e diclorometano da
entrecasca mostraram atividade contra as bactérias S.
aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa (0,25-1,0 mg/
disco), produzindo halos de inibi¢do de 10-17 mm.
Apresentam, portanto pequeno espectro de agdo, porém
com potente acdo contra P. aeruginosa (0,5 ¢ 1,0 mg/
dose). O extrato em cloroformio apresentou amplo
espectro de acdo, sendo o mais potente dos extratos
contra E. faecalis, S. aureus, S. pyognes, K. pneumoniae,
ndo sendo ativo apenas para S. flexneri e S. typhimurium.
O extrato em acetato de etila da entrecasca apresentou
pequeno espectro de agdo, sendo ativo apenas para K.
pneumoniae ¢ S. epidermidis (10-20 mm). O extrato em
etanol 75% mostrou amplo espectro de agdo e potente
acdo antibacteriana contra E. faecalis, S. pyogenes, P.
aeruginosa (Tabela 3). Tanto os extratos da entrecasca
de C. urucurana preparados com solventes de baixa
polaridade (cloroférmio) quanto de alta polaridade
(etanol 75%) apresentaram atividade antibacteriana
significativa. Estes solventes sdo bons extratores de
substincias ativas como flavondides, alcaldides e
terpenos. Esses resultados estdo de acordo com os de
Peres et al. (1997), que relatam as presencas de catequina
e acido acetilaleuritolico isolados da entrecasca e ativos
para S. aureus e S. typhimurium. Cloranfenicol (30
pg/disco), droga padrdo, exibiu zona de inibicdo de

crescimento entre 25 - 35 mm.

A atividade antibacteriana pelo método de
difusdo em disco apresentou variagdo da zona de
inibi¢do formada, entre os extratos apolares e polares
das folhas e entrecasca. O tamanho da zona de inibi¢do
de crescimento ¢ influenciado pela velocidade de difusédo
das substancias no agar (Virtuoso et al., 2005); tendo
os extratos apolares maiores dificuldades de difusdo no
agar, o que pode explicar, em parte, a menor atividade
verificada para os extratos em hexano e diclorometano
comparada com os latex e extratos polares.

O latex seco e in natura apresentaram atividade
antibacteriana semelhantes, com espectro de agdo e
poténcia maiores que a atividade apresentada pelos
extratos obtidos das folhas e entrecasca. O latex seco
e in natura e os extratos em cloroformio e etanol 75%
da entrecasca apresentaram as melhores atividade
antibacteriana no ensaio de difusdo em disco, e por isso
foram selecionados para determinagdes do CIM’s.

Os dois latex e extratos ndo apresentaram
diferencas quanto ao espectro de acgdo, porém o latex
seco mostrou maior poténcia antibacteriana contra
E. coli, P. aeruginosa ¢ E. faecalis (CIM = 0,125 mg/
ml). O extrato em etanol apresentou maior poténcia
para as bactérias gram-positivas, comparada ao extrato
em cloroformio, o qual ndo apresentou diferenga de
poténcia para bactérias gram-negativas e gram-positivas
(Tabela 4). Os extratos obtidos do latex seco e in natura
e os extratos da entrecasca em cloroférmio e etanol 75%
foram ativos frente a todas as bactérias testadas, mesmo
para aquelas que mostraram resistentes no método
de difusdo em disco. E reconhecido que o método de
microdiluicdo em caldo apresenta maior sensibilidade
as drogas do que o método de difusdo em disco, pois
permite um contato direto entre a droga, o meio de
cultura e as bactérias, que sdo incubadas sob agitagdo
continua (Hadacek & Greger, 2000).
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O latex seco ¢ in natura ndo diferiram quanto a
poténcia e ao espectro de acdo antibacteriano nos ensaios
realizados, porém apresentaram melhor atividade
antibacteriana quando comparada aos extratos obtidos
de outros farmacdgenos (folhas e entrecasca) (Tabelas
1e4).

A abordagem fitoquimica preliminar do latex
seco de C. urucurana (dados ndo publicados) revelou
as presencas de alcaldides, flavondides, compostos
fendlicos, taninos condensados e esteroides, classes
de metabdlitos secundarios com conhecidos efeitos
antimicrobianos (Rauha et al., 2000; Simdes et al., 2000;
Sartori, 2005; Pretto, 2005).

A presenga de atividade antibacteriana no latex
seco ¢ in natura € nos extratos obtidos por parti¢do
em diferentes solventes ¢ em diferentes partes de C.
urucurana indica que os principios ativos sdo de natureza
diferente ¢ distribuem-se de modo ndo uniforme nas
diferentes partes da planta.
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