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RESUMO

Plantas medicinais da Caatinga nordestina sdo amplamente utilizadas na
medicina popular pelas comunidades locais, devido ao potencial terapéutico
gue apresentam. A resisténcia bacteriana a multiplas drogas tem aumentado
nos ultimos anos devido ao uso indiscriminado de antibidticos, gerando a
necessidade de novos farmacos de amplo espectro. E sabido que os 6leos
essenciais sao misturas complexas de compostos organicos volateis, lipofilicas
e odoriferas que apresentam inimeros constituintes devido aos metabdlitos
secundarios. Esse trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de Croton tetradenius (Euphorbiaceae)
coletado no municipio de Triunfo —PE. Obtido a partir das folhas pelo processo
de hidrodestilacédo, a avaliacdo ocorreu pelo método de difusdo em disco de
papel, em placas de Petri, contendo o meio Agar Mueller-Hinton, semeadas
com suspensdes bacterianas previamente ajustadas a 0,5 da escala de Mac
Farland de trés isolados. Discos contendo 10 uL e 15 pL do 6leo essencial, sem
qualquer diluicdo, foram adicionados as placas e incubadas a 36 °C, por 24
horas. Foi utilizado como controle positivo discos de papel com o antibiético
Amicacina 30 ug/disco. Os testes foram realizados em triplicatas e os halos de
inibicdo estabelecidos na média da medicao dos halos, para cada espécie de
bactérias. Os resultados apresentou que o 6leo essencial de Croton tetradenius
possui atividade antimicrobiana contra os isolados testados Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, exceto para Klebsiella pneumoniae que se mostrou
resistente ao Oleo essencial testado.

Palavras-chave: Disco-difusdo, Hidrodestilacdo; Metabdlitos secundarios;
Resisténcia microbiana.



ABSTRACT

Medicinal plants of northeastern Caatinga are widely used in folk medicine by
local communities, due to the therapeutic potential they present. Bacterial
resistance to multiple drugs has increased in recently due to the indiscriminate
use of antibiotics, generating the need for new broad spectrum drugs. Essential
oils are known to be complex mixtures of volatile, lipophilic and odorous organic
compounds that have numerous constituents due to secondary metabolites.
This work aimed to evaluate the antimicrobial activity of Croton tetradenius
(Euphorbiaceae) essential oil collected in the municipality of Triunfo-PE,
obtained from the leaves by the hydrodistillation process. The evaluation was
made by the paper disc diffusion method, in Petri plates, containing the Mueller-
Hinton Agar medium, sown with bacterial suspensions previously adjusted to a
0.5 of the Mac Farland scale of three isolates. Discs containing 10 yL and 15
ML of the undiluted essential oil were added to the plates and incubated at 36 °C
for 24 hours. Paper discs with the antibiotic Amikacin 30 pg/disc were used as
positive control. The tests were performed in triplicates and the inhibition halos
established in the average of the halos measured for each species of bacteria.
The results show that Croton tetradenius essential oil has antimicrobial activity
against the tested isolates Staphylococus aureus and Escherichia coli, except
for Klebsiella pneumoniae which was resistant to the tested essential oil.

Keywords: Diffusion-disc; Hydrodistillation; Secondary metabolites; Microbial
resistance.
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas para fins medicinais na prevencéo, tratamento, e
cura de doencas é uma das mais antigas formas de préaticas curativas da
humanidade. Diversas culturas se valem das plantas medicinais, como principal
ou a Unica matéria prima da elaboracdo de medicamentos. O conhecimento
sobre o potencial terapéutico dos vegetais tem despertado interesse cientifico,
buscando novos caminhos para o controle e tratamento de diversas doengas. A
partir desses dados etnofarmacoldgicos passados por geracdes e com 0O
desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, um maior nimero de plantas tém
revelado e comprovado valor terapéutico. Logo, resultando no maior nimero de
compostos naturais, conhecidos como metabdlitos secundarios (VEIGA

JUNIOR; PINTO, 2005).

Nas Ultimas décadas, as investigacdes sobre fitoterapicos foram
intensificadas e estas passaram a proporcionar tratamentos alternativos para
varios males, inclusive no controle bacteriano (PUPO, 2007). O estudo desses
agentes é importante no campo da saude, visto que, mundialmente busca-se
substancias menos toxicas e eficazes contra bactérias resistentes, capazes de
combater novos patdgenos (BARBOSA FILHO, 2007; OSTROSKY, 2008).

Muitas das espécies encontradas no dominio Caatinga pertencem ao
género Croton, sendo um dos maiores e mais diversos da familia
Euphorbiaceae. Séo distribuidos na regido tropical e subtropical, sendo rico em
constituintes quimicos com potencial antimicrobiano (SALATINO et al., 2007).
O género Croton € composto por diversas espécies, que entre elas estdo:
Croton argyrophylloides, Croton heliotropypholius, Croton linearifolius, Croton
nepetaefolius, Croton sonderianus, Croton triqueter, Croton zehntneri e Croton
tetradenius, facilmente encontradas no semiarido do Nordeste brasileiro. Muitas
dessas espécies sdo aromaticas e produtoras de 6leos essenciais, que sao
constituidos por misturas complexas de compostos, com propriedades
biol6gicas (OLIVEIRA, 2008).

Neste contexto, o Oleo essencial destaca-se como eficiente

antimicrobiano alternativo. Os principios ativos podem ser encontrados em todo



tecido vivo das plantas, concentrados na casca, flores, folhas, frutos, sementes
e constituidos quimicamente por um grupo de compostos distintos como 0s
hidrocarbonetos, alcodis e compostos carbonilicos como aldeidos e cetonas. A
exploracdo da atividade biol6gica de substancias quimicas de plantas constitui
uma forma potencial de controle alternativo de doengas e resisténcia
microbiana gerando o desenvolvimento de modelos que viabilizem sistemas de
producdo sustentaveis e a conservacao da biodiversidade e recursos naturais.
Os principais compostos naturais com propriedades antimicrobianas
encontrados nas plantas sdo geralmente fendis simples, acidos fendlicos,
quinonas, flavonas, flavonodis e flavondides, assim como o tanino, cumarina,
terpendides, alcaldides, lectinas e polipeptidios (GONCALVES, 2005).

A resisténcia de bactérias as multiplas drogas tem aumentado nos
tltimos anos devido ao uso indiscriminado de antibioticos, gerando a
necessidade de novas formulas para farmacos em geral. Os 0Oleos essenciais
podem ser uma alternativa ao combate desses patdégenos, pois sdo fonte de
vasta diversidade molecular com diferentes mecanismos antimicrobianos.
Assim sendo, a procura por propriedades antimicrobianas em 0leos esséncias

de plantas tem sido intensificada e incentivada (YAP et al., 2014).

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar o
potencial antimicrobiano do Oleo essencial extraido a partir das folhas de
Croton tetradenius Baill, seu potencial frente a isolados bacterianos por meio

da técnica disco-difusao, diferentes volumes do 6leo extraido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Plantas Medicinais

A aplicabilidade de plantas medicinais para a cura de doencas e
sintomas remonta ao inicio da civilizagdo e, em varias culturas, produtos
botanicos eram empregados para essa finalidade (HALBERSTEIN, 2005;
LUCA, 2014). Séao largamente utilizadas na medicina popular pelas
comunidades locais, que possuem uma vasta farmacopeia natural, em boa
parte proveniente dos recursos vegetais cultivados no proéprio local por estas
populacdes ou cultivados em ambientes antropicamente alterados (GOMES,
2008).

As comunidades rurais estdo intensamente ligadas a utilizacdo de
plantas medicinais, pois estas sdo na maioria das vezes 0 UNICO recurso
disponivel para o tratamento de doencas na regido. Além disso, muitas
pessoas crescem ouvindo de seus familiares sobre a importancia e eficacia de
certos vegetais para cura de doencas corriqueiras. (ROQUE et al., 2010). No
Brasil, o uso de plantas medicinais tem recebido relevante destaque, fato
devido ao aumento do uso destas plantas, que sédo fontes de substancias
ativas que provocam no organismo humano reacdes que levam a cura e/ou o
alivio da doenca (ROSA, 2012).

2.2. Metabdlitos Secundarios

Devido a grande importancia dos produtos vegetais para o tratamento de
diversas doencas, a quimica e a medicina desenvolveram 0S seus campos
especificos para identificar as substancias bioativas e consequentemente
introduzi-las em tratamentos terapéuticos (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Essas
substancias sao provenientes do metabolismo secundario das plantas, este
processo metabdlico € derivado do metabolismo priméario, que € um conjunto
de processos que desempenham funcdes essenciais na planta e forma varios
compostos organicos, que por sua vez pode apresentar atividade biolégica
(DELBONE; LANDO, 2010).

Os metabdlitos secundarios possuem atividades  bioldgicas

comprovadas, muitos s&o de valor comercial elevado. Do ponto de vista
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farmacéutico o maior interesse esta no numero de substancias ativas. Muitas
técnicas podem ser empregadas para a deteccdo e a quantificacdo de
metabdlitos secundarios em amostras de espécies vegetais. Os métodos
espectrofotométricos sdo mais praticos, reprodutiveis e baratos que outras
metodologias, permitindo assim a andlise desses compostos. (SOBRINHO,
2011). Metabdlitos secundarios sdo amplamente distribuidos e apresentam
varias funcBes ecolégicas e inumeras atividades farmacoldgicas,
cientificamente comprovadas, sendo bem representadas por taninos,
flavonoides e cumarinas (AMORIM, 2008).

Pelo fato de serem naturais e biodegradaveis geralmente apresentam
baixa toxicidade aos mamiferos podendo atuar sobre variadas moléculas-alvo
ao mesmo tempo, quando comparados a farmacos sintéticos, tornam-se
substancias chaves para a pesquisa de novos medicamentos (FIGUEIREDO et
al., 2008). Tanto na industria de alimentos quanto na area da saude ha uma
enorme necessidade de encontrar novos agentes antimicrobianos para garantir
a inocuidade alimentar e a saude do ser humano. Simultaneamente a esse
fato, a investigacdo de novos agentes antimicrobianos tem recebido destaque,
devido ao aumento do numero de espécies de bactérias que se mostram
resistentes aos agentes desinfetantes e antimicrobianos sintéticos utilizados
(DAVIDSON; HARRISON, 2002).

23. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo responsaveis por desempenhar diversas
funcdes importantes para as plantas, agindo como sinais quimicos para
comunicacao entre as espécies, protecdo para microrganismos patogénicos,
atracdo de animais polinizadores e dispersores de sementes, para perpetuacao
da espécie, assim como nos odores liberados pelas folhas, flores e frutos
(MARASCHIN; VEPOORT, 1999).

Sao misturas complexas de compostos organicos volateis, lipofilicas e
odoriferas, que apresentam numerosos constituintes e podem ser extraidos
dos vegetais de diversas formas (folha, cascas, raizes, frutos e flores). Nos
altimos anos tem se visto um grande avanco cientifico envolvendo os estudos
guimicos e farmacolégicos de plantas, visando obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (FILHO; YUNES, 1997). Dentre as atividades
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farmacoldgicas a antimicrobiana vem sendo estudada com mais vigor devido
ao agravamento da resisténcia microbiana a antibiéticos convencionais. O
interesse na busca por agentes antimicrobianos provenientes de produtos
naturais é justificavel, uma vez que possuem uma diversidade molecular muito
superior aquelas derivadas de produtos sintéticos (ANGELICO, 2011). Os 6leos
essenciais de plantas exibem atividade antimicrobiana contra um grande
namero de microrganismos incluindo espécies resistentes a antibioticos e
antifuingicos (CARSON; RILEY, 1995). Podem apresentar acdo tanto contra
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Ainda que as industrias
farmacéuticas tenham produzido um nimero consideravel de novos antibiéticos
nas ultimas trés décadas, tem aumentado a resisténcia de microrganismos a
essas drogas. Em geral, bactérias tem uma habilidade genética para transmitir
e adquirir resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos
(NASCIMENTO et al., 2000).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais resulta do clima, da
estacdo do ano, condi¢cdes geograficas, periodo de colheita e a técnica de
destilacdo (MACIEL et al., 2002). O conteudo pode variar consideravelmente
de uma espécie para outra, em funcdo de parametros climaticos e de fatores
agronémicos como fertilizacao, irrigacdo, colheita e principalmente a fase de
desenvolvimento da planta na época da colheita. Muitas plantas existem sob
varios fendtipos, isto €, diferindo na sua aparéncia e diversidade qualitativa e
guantitativa, normalmente detectada na composicdo do 6leo essencial obtido
(KERROLA et al., 1994).

O método de extracao do 6leo essencial pode ser realizado através de
diversas técnicas e suas propriedades dependem do tipo de extracdo. Os
métodos mais empregados sdo: extracdo por arraste a vapor, hidrodestilacéo,
prensagem a frio, extragdo por solventes organicos, extracao por alta presséo e
extracdo por CO? supercritico (MACHADO; JUNIOR, 2011).

A técnica da hidrodestilacdo baseia-se na separacdo dos componentes
de uma mistura por meio das diferencas em suas pressdes de vapor. O

material vegetal permanece em contato com as moléculas de agua em
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ebulicdo, o vapor formado forga a abertura das paredes celulares, permitindo a
evaporacdo do Oleo que esta situado entre as células da planta. O vapor
formado que consiste de uma mistura de moléculas de agua e de 6leo é entéo
resfriado por um condensador, gerando um produto liquido de duas fases, visto
que, trata-se de dois liquidos ndo capazes de misturar-se e que posteriormente
serdo separados (BIASI; DESCHAMPS, 2009; SARTOR, 2009; SILVA, 2011).

24. Atividade Antimicrobiana

A natureza € considerada um precioso reservatorio de substancias a
serem exploradas para o desenvolvimento de novos farmacos. Diversas drogas
foram descobertas por triagem de compostos naturais e ja sao utilizadas para o
tratamento de uma variedade de doencas (BARBOSA et al., 2016).

As doencas infecciosas ainda causam morte em todo mundo, sendo de
significativa importancia o desenvolvimento de novos compostos
antimicrobianos. Nesse aspecto, o0 estudo de extratos e 06leos essenciais
organicos pode ser uma boa alternativa na busca de compostos promissores

gue apresentem diversas atividades biologicas (PAULA, 2015).

Com o passar dos anos a deteccdo de microrganismos com uma ampla
diversidade genética vem sendo perceptivel as pesquisas, sendo estes
capazes de provocar diversas doencas. Apesar de existirem muitas opcdes de
terapias antimicrobianas disponiveis no mercado para as diferentes infeccdes
bacterianas, seu uso indiscriminado levou muitas espécies de bactérias

patogénicas a adquirirem resisténcia (KIM, 2007).

Muitos sdo os mecanismos fisiol6gicos através dos quais as bactérias se
tornam resistentes: producdo de enzimas que inativam as drogas, mudanca nha
conformacao do receptor da droga, impermeabilidade da membrana a droga,
sistemas de bombeamento que expulsa a droga de forma ativa de dentro das
células, impedindo assim a sua acdo. Devido a estes fatores ocorrem
complicagdes no tratamento, como a ineficacia terapéutica e até mesmo a
morte do paciente (MARQUES; ZUCCHI, 2006)
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A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais esta relacionada com
sua hidrofobicidade que os faz interagir com os lipideos da parede, membrana
celular e mitocbndria das células microbianas, alterando a permeabilidade e
gerando disturbios nestas estruturas, resultando em fraturas grosseiras que
provocam o vazamento de ions, moléculas e conteudo celular, levando a morte
ou inibicdo da bactéria (BURTS, 2004). Em funcao do carater multicomponente
dos Oleos essenciais a resisténcia bacteriana é menos provavel de ser
desenvolvida, uma vez que esses 0Oleos afetam numerosos alvos no patégeno
(FARISA, 2017).

Tendo em vista a resisténcia das bactérias a multiplos antimicrobianos, o
conhecimento sobre determinadas espécies de plantas com propriedades
antimicrobianas e a busca por substancias derivadas desses vegetais teve um
grande impulso nos ultimos anos (COELHO et. al., 2004). O interesse pelas
plantas é devido a grande variedade de substancias quimicas pertencentes a
diferentes classes de metabolitos secundarios, tais como alcalbides,
flavondides, terpendides e compostos fendlicos, os quais, ja possuem potente
atividade antimicrobiana demonstradas por trabalhos (NASCIMENTO et. al.,
2000).

Assim, existe uma série de pesquisas com microrganismos patogénicos,
responsaveis pela contaminacao de alimentos e capazes de provocar infeccdes
em humanos e animais. A realizacdo de testes in vitro tem por objetivo
identificar novos bioprodutos com atividade antimicrobiana (SANDRI et al.,
2007). Diversos métodos avaliam a atividade antimicrobiana e antifingica dos
extratos vegetais e Oleos essenciais, sendo 0s mais conhecidos: difusdo em
disco, difusdo utilizando cavidades no agar, diluicio em agar e diluicdo em
caldo para determinacdo da concentracao inibitéria minima - CIM. S&o técnicas
comumente aceitas internacionalmente para medir quantitativamente a
atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado isolado
bacteriano (OSTROSKY, 2008).

Pesquisas realizadas com o objetivo de avaliacdo de extratos vegetais e

Oleo essencial, sugerem a utilizacao de diferentes metodologias para que 0s
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resultados possam ser comparados com outros estudos de diferentes grupos
de pesquisas (OSTROSKY, 2008; OTHMAN et al., 2011).

25. Croton tetradenius Baill

A familia botanica Euphorbiaceae Juss, atualmente abriga cerca de 64
géneros e 950 espécies no Brasil, nas formas: arbusto, arvore, erva, liana,
voluvel, trepadeira ou subarbusto, sdo encontradas em diferentes tipos de
substratos. A familia é de origem nativa, mas ndo € endémica do Brasil, possuli
uma ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia confirmada em todas as
regides do Brasil e na maioria dos dominios fitogeograficos como: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (FLORA DO BRASIL
2020 em construcao, 2019).

O género Croton L. € o segundo maior género da familia Euphorbiaceae,
com aproximadamente 1.200 espécies distribuidas predominantemente no
continente americano. Com cerca de 316 espécies, o Brasil € um dos principais
centros de diversidade do género, que esta representado nos mais variados
ambientes e tipos de vegetacdo (BERRY et al., 2005). Apesar disso, € um
género que apresenta dificuldades, pois é taxonomicamente complexo e por
isso tem sido negligenciado em favor de géneros menores e mais claramente
delimitados. Para muitos botanicos e ecologos Croton tem sido uma incognita
taxondmica esse fato pode ser devido ao grande tamanho do género, a
proliferacdo de nomes e a dificuldade em se acessar as colec¢des-tipo que se
encontram depositadas em diversos herbarios do mundo. (LIMA; PIRANI,
2008).

Muitas espécies de Croton crescem com facilidade em locais
degradados, tais como beira de estradas, margem de rios e clareiras de matas.
Essa caracteristica se deve especialmente a producdo massiva de flores e
frutos durante a maior parte do ano, o que as tornam espécies candidatas para
a restauracdo de areas degradadas (LIMA; PIRANI, 2008). Além disso a

guimica do género Croton é consideravelmente diversa, fato que qualifica o
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grupo como altamente promissor para estudos de prospeccao de substancias
naturais farmacologicamente ativas, sendo, por esta causa, alvo de pesquisas
tanto em estudos fitoquimicos como para testes de suas atividades biolégicas
(RANDAU et al.,, 2004). Sendo assim um forte potencial econdmico,
especialmente para a industria farmacéutica, devido aos diversos metabdlitos
secundarios, como alcaldides, flavondides e terpendides, que sdo atribuidos a
propriedades terapéuticas a muitas espécies vegetais (RIZSCK, 1987; PAYO et
al., 2001).

A espécie Croton tetradenius apresenta forma de vida: arbusto, erva,
subarbusto. E nativa e endémica do Brasil. Possui distribuicdo geogréfica
confirmada nas regides: Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Goias) e
Sudeste (Minas Gerais). Na regiao Nordeste tem por nome popular Velaminho-
da-serra (FLORA DO BRASIL 2020 em construgéo, 2019).

Carvalho (2016), trabalhando com o Oleo essencial obtido a partir das
folnas de Croton tetradenius expde efeito toxico sobre larvas e adultos do
Aedes aegypti, comprovando assim o0 seu possivel uso como inseticida
botanico. O estudo teve suas concentracfes avaliadas e estdo de acordo com
os testes de toxicidade. A composicado quimica € constituida por monoterpenos

e sesquiterpenos, sendo a canfora 0 componente mais importante.
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3. MATERIAL E METODOS
31. Areade Estudo:

O municipio de Triunfo em Pernambuco, situa-se na regido da Serra da Baixa
Verde, territério do Pajeld. Tem area da unidade territorial de 191,518km2. A
cidade esta situada a 1.004 metros de altitude o que Ihe configura o titulo de
cidade mais alta do Estado de Pernambuco. Possui cerca de 15.006 habitantes
de acordo com o ultimo censo realizado pelo IBGE em 2010. IBGE (2019). A
coleta do material vegetal da espécie Croton tetradenius, foi realizada na zona
rural do municipio de Triunfo em maio de 2019, periodo chuvoso, durante a
floracdo da espécie de planta utilizada.

32. Obtencao do Oleo Essencial

Apés a coleta, no laboratério do Nucleo de Pés-Graduacdo em Producéo
vegetal (PGPV), as folhas foram colocadas em sacos de papel tipo Kraft de 2kg
e em seguida levados a uma estufa de secagem por um periodo de 48 horas
sob a temperatura de 50 °C. Posteriormente as folhas foram trituradas para
iniciar o processo de extracdo do 6leo essencial. Para tal, 100 g do material
vegetal foi triturado e colocado em um bal&o volumétrico de 3 | contendo 2 | de
agua destilada e submetido ao processo de hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger modificado. Nesse processo € obtido o liquido emulsionavel. O qual
foi acondicionado em um funil de bromo, onde foram fracionados 400 ml de
emulsdo para 100 ml de solvente diclorometano (CH2CI2). A solucdo foi
agitada e colocada em decantacédo para a obtencédo de duas fases, onde uma
delas comporta a mistura solvente-6leo e na outra apenas agua. Apés a
decantacdo, a mistura de Oleo-solvente foi transferida para um baldo
volumétrico com auxilio de um funil de vidro contendo algoddo e sulfato de
sédio anidro (Na2S04), para evitar a contaminacdo da mistura com agua. O
baldo volumétrico foi acoplado ao aparelho rotaevaporador, ligado a uma
bomba de vacuo, para a etapa de separacédo do 6leo e do solvente, restando
apenas o 0Oleo no baldo, o qual foi coletado com auxilio de uma pipeta e
acondicionado em vidro ambar, hermeticamente fechado e armazenado em

baixas temperaturas (5°+ 2 °C) para conservacao das caracteristicas.
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FIGURA 1. (A) Processo de hidrodestilacao para extracao do 6leo essencial de Croton

tetradenius em aparelho tipo Clevenger modificado; (B) Baldo volumétrico acoplado ao
aparelho rotaevaporador, ligado a uma bomba de vacuo; (C) Vidro &mbar com o 6leo

essencial coletado.

3.3 Isolados Bacterianos

Os isolados bacterianos foram obtidos da Colecao de Culturas UFPEDA,
Departamento de Antibioticos da UFPE, Recife-PE. As bactérias utilizadas
foram Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus,

mantidos em meio de cultura Agar Nutriente.

34. Testes da Atividade Antimicrobiana

Para os testes em disco-difuséo, as bactérias foram repicadas em tubos
de ensaio, contendo 10 ml do meio de cultura Agar Nutriente, ap6s 24 horas de
crescimento foram realizadas suspensfes bacterianas em solugcdo de agua
destilada esterilizada, ajustadas ao tubo 0,5 da escala de McFarland, o que
corresponde aproximadamente a 1,5 x 106 UFC/ml, com o auxilio de um
agitador de tubos de ensaio tipo Vortex, as culturas ativas das bactérias em
suspensao foram semeadas por superficie nas placas com auxilio de Swab
esterilizado, em placas de Petri, com meio de cultura Agar Mieller-Hinton
(composicéo g/L: Peptona de caseina 17,5; Peptona 3,0; Agar 15 Ca2+ 20-25;
Mg2+ 10-12,5; pH 7,4). Para todas as espécies de bactérias testadas: S.
aureus, E. coli e K. pneumoniae foram montadas por placas, um disco de
controle positivo contendo 30 pg do antibidtico Amicacina vendido
comercialmente e dois discos de papel Whatmann com 6 mm de diametro com
0 Oleo essencial de Croton tetradenius, um foi embebido com 10 pl de 6leo

essencial e o outro disco com 15 pl. Apos 24 horas de incubacado as placas
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foram retiradas da estufa e analisadas visualmente para verificacdo de
formagao halos de inibi¢cdo, a atividade antimicrobiana foi analisada a partir da
formacdo de halos de inibicdo, os quais foram medidos seus diametros e
expressos em milimetros. Os testes foram realizados em triplicatas e os halos
de inibicdo estabelecidos na média da medicado dos halos, para cada espécie
de bactérias. considerados como positivos os halos com tamanho igual ou
superior a 10 mm de diametro, conforme descrito por ROMEIRO (2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de sensibilidade para a avaliagéo da atividade antibacteriana ao
ser analisado os resultados do 6leo essencial extraido a partir das folhas de
Croton tetradenius, foi verificado inibicdo do crescimento da espécie
Staphylococcus aureus, com a maior formacéo de halos. Nos volumes de 10 pyL
e 15 L respectivamente, do 6leo puro por disco de papel de 6 mm, foi possivel
a visualizacdo e medicdo do halo de inibicdo correspondente em uma média da
medicao dos halos das triplicatas de 18 mm e 21 mm (Figura 2). Nos mesmos
volumes para a espécie Escherichia coli foi possivel detectar maior resisténcia
bacteriana apresentando halos de inibicdo pequenos com 10 mm e 13 mm
(Figura 3). Klebsiella pneumoniae n&o produziu halos de inibicdo em nenhum
dos volumes testados (Figura 4).

Os resultados obtidos pelo controle positivo com o antibiético Amicacina
30ug, vendido comercialmente, em cada espécie de bactéria testada foram os
seguintes: para Staphylococcus aureus 29mm foi a maior inibicdo pelo
antibidtico, indicando susceptibilidade ao farmaco, em relacdo a Escherichia
coli foi possivel visualizar halos de inibicdo correspondente a 20mm. Para
Klebsiella pneumoniae a meédia da medicdo dos halos das triplicatas foi
correspondente a 19mm (Tabela 1). Referente ao tamanho dos halos, Alves
(2001), propbs uma classificacdo na qual se considera como inativas as

amostras que produzam halo menor que 10mm.

Microrganismo  Oleo Oleo Antibiético
essencial essencial Amicacina
10/disco 15/disco 30 Mg

/disco

S. aureus 18 mm 21 mm 29 mm

E. coli 10 mm 13 mm 20 mm

K. pneumoniae AS AS 19 mm

Tabela 1: Diametro dos halos de inibicAo apds andlise da atividade

antimicrobiana do 6leo essencial de Croton tetradenius. (SA = sem atividade)
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Os Oleos essenciais de plantas, em geral, tém atraido interesse dos
pesquisadores e da industria farmacéutica devido a vasta diversidade de
constituintes bioativos. Estudos comprovam a atividade antibacteriana de éleos
essenciais de algumas espécies do género Croton (COSTA et al., 2008), no
qual o dleo essencial das folhas de Croton zehntneri, conhecida popularmente
como “canela de cunhd” demonstrou potencial biolégico contra bactérias
patogénicas, sendo constituido principalmente de monoterpendides e
sesquiterpendides. O 6leo essencial de Croton blanchetianus, apresenta
atividade antibacteriana e fungicida e seu constituinte majoritario encontrado €

0 espatulenol (TZAKOU; SKALTSA, 2003).

Assim como espécies do género Croton comprovam potencial biolégico
no o6leo essencial, a espécie testada Croton tetradenius nesse trabalho,
apresentou atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.

Staphylococcus € um género de bactérias Gram-positivas amplamente
distribuida na natureza, que sado sensiveis a altas temperaturas. A
disseminacdo é comum, pois faz parte da microbiota da pele e da nasofaringe
de 15% dos humanos sadios, com isso € responsavel por muitas das infeccdes
contraidas nos hospitais. Staphylococcus aureus desenvolveu ao longo da sua
evolucao estratégias e mecanismos bioquimicos e genéticos de patogenicidade
para sua perpetuacdo na nhatureza, tais mecanismos podem causar desde

simples contaminacdes até infec¢cdes mais graves. (SANTOS, 2007).

De acordo com os resultados do presente trabalho o 6leo essencial de
Croton tetradenius mostrou-se ativo em compostos antimicrobianos, tendo em
vista que o teste in vitro frente a Staphylococcus aureus apresentou halos de
inibicdo significativos, podendo ser amplamente estudada a respeito dos seus

metabdlitos secundarios.
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Figura 2. Teste de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton

tetradenius coletado em Triunfo, PE, frente a Staphylococcus aureus.

A espécie Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo encontrado na
microbiota intestinal humana. Este microrganismo faz parte dos coliformes
termotolerantes, devido a sua capacidade de resistir a elevadas temperaturas,
ocorrendo também nas fezes de animais. Sua presenca em alimentos indica
provaveis fontes de contaminagcdo (TORTORA, 2012).

Essa bactéria pode causar doencas intestinais como diarreias, além de
doencas extra-intestinais como meningite e infec¢des urinarias. A transferéncia
de genes de resisténcia para bactérias da microbiota intestinal humana €
apontada como uma das maiores preocupacdes da saude publica mundial
(GAZAL et al., 2014).

Nos testes da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton
tetradenius, frente a Escherichia coli foi evidenciado halos de inibicdo menores
se comparados aos testes frente a Staphylococcus aureus, porém, o0s
resultados também apresentaram sensibilidade desta bactéria ao 06leo

essencial.
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Figura 3. Teste de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton

tetradenius coletado em Triunfo, PE, frente a Escherichia coli.

Costa e colaboradores, (2008) trabalhando com o 6leo essencial de
Croton zehntneri, evidenciaram atividade antimicrobiana positiva frente a
Staphylococcus aureus. Também foi observado a atividade antimicrobiana em
outras espeécies do género Croton, a exemplo, o C. pulegioides, comprovou a
atividade biologica com maiores halos de inibicdo frente as bactérias Gram-
positivas, principalmente com Staphylococcus aureus, sendo uma espécie que
se mostra sensivel a varias espécies do género Croton com potencial
antimicrobiano (ARRAIS et al., 2014).

Gonzalez e colaboradores, (1981) no trabalho realizado com o 06leo
essencial de Croton sonderianus identificaram diterpenos na constituicao
guimica do produto que exibe atividade antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus entre outras espécies de bactérias.

Dentre as bactérias Gram-negativas, responsaveis por grande parte das
infeccBes nosocomiais resistentes, esta a Klebsiella pneumoniae, pertencente
a familia Enterobacteriaceae, que se destaca pela habilidade de desenvolver
mecanismos de resisténcia enzimaticos (KOLPA et al., 2018). As doencas
causadas por K. pneumoniae geralmente estdo relacionadas com o estado
imunoldgico do individuo e sua gravidade muitas vezes € potencializada devido

ao uso indiscriminado de antimicrobianos (PEREIRA et al., 2015).

Nos testes o Oleo essencial da espécie Croton tetradenius néao

apresentou atividade antimicrobiana contra K. pneumoniae, apenas o controle
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positivo com o antibidtico Amicacina contendo 30 pg, evidenciando assim a

ineficiéncia do 6leo essencial nos volumes testados.

Uma justificativa para que a espécie Klebsiella pneumoniae apresente
resisténcia ao 6leo essencial pode ser atribuida a acdo da sua parede celular,
onde as camadas de fosfolipidios as tornam impermeaveis aos compostos
lipofilicos. Além disto, existe a bomba de efluxo, outra defesa que os

microrganismos apresentam, que consiste em eliminar as substancias

exdgenas, defendendo os microrganismos de concentracdes inibitorias ou
letais dos agentes antimicrobianos (NIKAIDO; VAARA, 1985; NIKAIDO, 1989).

Figura 4. Teste de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton

tetradenius coletado em Triunfo, PE frente a Klebsiella pneumoniae.

Ainda que muitos Oleos essenciais e seus constituintes apresentem
atividades bioldgicas frente a diversos microrganismos, mais estudos sao
necessarios, visando maior prospeccao sobre seus mecanismos de acao
(KURITA et al., 1981).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo constatou que o 6leo essencial de Croton tetradenius
apresenta atividade antibacteriana frente aos isolados de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Esses resultados abrem caminho para novas
prospeccdes no controle e tratamento de infeccbes causadas por agentes
patogénicos resistentes aos farmacos convencionais. Futuros estudos sao
necessarios para esclarecer quais componentes sdo efetivamente
responsaveis pela atividade antimicrobiana da espécie Croton tetradenius e os
mecanismos envolvidos nos processos bioquimicos no desenvolvimento de

novos agentes farmacolégicos.
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