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Resumo

Uma das maiores familias dentre as dicotilodonias ¢ a das Euforbiaceas. No Brasil o género mais
comum ¢ o Croton com cerca de 1.300 espécies. O Croton piauihensis Mull. Arg., conhecida
popularmente como ‘“velame”, ¢ uma planta aromatica nativa do nordeste brasileiro, utilizada na
medicina popular para aliviar desturbios intestinais. O objetivo deste trabalho foi comparar a agao
do extrato da folha e do caule do Croton piauihensis, na inibi¢ao e estimulo do crescimento das
bactérias gram-positiva (S. Aureus) e gram-negativa (P. Aeruginosa). Uma aliquota do estoque das
espécies gram-positiva (S. Aureus) e gram-negativa (P. Aeruginosa), mantido em freezer -80 °C, foi
utilizada para o cultivo em BHI (Brain Heart Inffusion) caldo, por 24 horas e através de um repique,
um novo inéculo foi realizado visando o crescimento por mais 18 horas. O extrato foi solubilizado
em DMSO 10% (v/v) em agua (Mili-Rios) . Em seguida, a concentra¢do inibitéria minima foi
verificada através de metodologia realizada em micro placas de poliestireno com 96 pocos. Na
diluicdo seriada realizada, a substancia foi diluida na propor¢do 1:2 até a diluicao 1:128. As placas
foram montadas colocando-se 100 pL. de BHI caldo duas vezes concentrado e 100 uL da solugdo
oriunda da dilui¢do seriada. Em seguida, foram adicionados 5 pL da bactéria ajustada para uma
concentragdo de 10°10° UFC/ml em cada pogo. Foi utilizado como controle dgua do tipo Mili-
RiOs. As leituras das placas foram realizadas em leitor de placas de ELISA (DOgonm) logo apds
montagem da placa e com 24 e 48 h de incubacdo a 37°C com 10% de CO,. Verificou-se que a
altas concentragdes, 500 pg/mL e 250 ug/mL pg/mL o EECCP (extrato etnolico do caule do Croton
piauihensis), interferiu o crescimento da bactéria P. Aeruginosa. O mesmo extrato interferiu o
crescimento da bactéria S. aureus, nas mesmas condi¢cdes. Da mesma forma, enquanto o EEFCP
(extrato quinolico da folha do Croton piauihensis), inibiu o crescimento de P. Aeruginosa, para a S.
aureus 0 mesmo extrato estimulou o seu crescimento. Pode-se afirmar que cada um dos extratos
interferem de formas diferenciada diante das bactérias gram-positiva S. Aureus e gram-negativa P.

Aeruginosa.
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Introduciao

As plantas medicinais t€ém sido utilizadas para o tratamento, cura e prevencdo de
diversas doengas como uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Esses
tratamentos a base de plantas continuam a ter um papel essencial no cuidado a satde, sendo
estimado pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) que aproximadamente 80% dos habitantes
mundiais confiam na medicina tradicional para o cuidado primario de sua saude. Além do fato de
74% substancias quimicas, originarias de varias espécies de plantas, consideradas como importantes
farmacos utilizados atualmente em varios paises, terem sido descobertas por meio de estudos
quimicos direcionados ao isolamento dos principios ativos de plantas utilizadas na medicina
tradicional (FENEL et al., 2004).

Levando em consideragdo a biodiversidade vegetal que existe no planeta (cerca de
250.000 espécies de plantas superiores) e que somente cerca de 5 a 15% foi investigada do ponto de
vista fitoquimico e/ou farmacologico, as pesquisas com plantas superiores apresentam-se como uma
fonte extremante promissora para a descoberta de novas substancias que possam ser utilizados no
tratamento de varias doencas (ROJAS et al., 2003).

Dentre a grande variedade de vegetais utilizados na medicina popular, destacam-se os
Crotons. O género Croton da familia Euphorbiaceae, ¢ subdividido em 40 secgdes e possui mais
de 1.300 espécies de distribui¢do principalmente pantropical (FARNSWORTH et al.,1969). Para o
Brasil, ¢ o género com maior numero de espécies da familia, com um total de 350 espécies
distribuidas em 29 sec¢des (SALES, 2002). Para a Regido Nordeste estima-se um total de 52
espécies distribuidas em 18 sec¢des (BARBOSA-FILHO et al.,20006).

As bactérias sdo classificadas em dois grandes grupos: gram-positivas e gram-
negativas, esta técnica muito usada para identificar bactérias, ¢ feita com base em coloragdo
desenvolvida pelo microbiologista dinamarqués Hans Christian Gram, a técnica de gram; dividindo
as bactérias em dois grupos. As bactérias Gram-positivas sdo aquelas que obtém uma coloragao
violeta ou azul escura através da técnica de gram. S3o o oposto das bactérias gram-negativas, que
sdo incapazes de fixar a violeta de genciana, retendo em seu lugar o corante de contraste (safrina ou
fucsina) que lhes da a tonalidade vermelha ou rosa (PELCZAR, 2009). Este critério de identificagdo
auxilia, por exemplo, o tratamento a estes agentes etiologicos (as bactérias), visto que as gram-
negativas sao mais tolerantes e as gram-positivas sdo mais sensiveis a antibioticos (penicilina)
(PURVES et al., 2002).

Os objetivos deste trabalho foram, obter extratos do Croton piauihensis, verificar a sua
atividade bacteriana e comparar a acdo do extrato da folha e do caule na inibi¢do e estimulo do

crescimento das bactérias gram-positiva (S. Aureus) e gram-netegativa (P. Aeruginosa).
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Metodologia

A metodologia utilizada na realizagdo deste trabalho, consiste em duas etapas distintas,
sendo primeira relativa a preparagdo dos extratos e a segunda relativa ao teste de atividade bioldgica

(MIC), dos mesmos, conforme descritas a seguir.

Os Extratos etandlicos foram preparados a partir de folhas e caules do Croton
piauihensis, coletados na zona rural do municipio de Sobral/CE. O material botanico foi seco e
submetido a extracdo exaustiva com o solvente (etanol) a frio. Os extratos foram concentrados

evaporando-se o solvente utilizando evaporador rotativo.

Uma aliquota do estoque das espécies gram-positiva (S. Aureus) e gram-negativa (P.
Aeruginosa), mantido em freezer -80 °C, foram utilizadas para o cultivo em BHI (Brain Heart
Inffusion) caldo, por 24 horas e através de um repique, um novo indculo foi realizado visando o
crescimento por mais 18 horas. O extrato foi solubilizado em DMSO 10% (v/v) em agua (Mili-
Rios) . Em seguida, a concentrag¢ao inibitéria minima (MIC) foi verificada através de metodologia
realizada em micro placas de poliestireno com 96 pogos. Na diluicdo seriada realizada, os extratos
foram diluidos na propor¢ao 1:2 até a dilui¢ao 1:128. As placas foram montadas colocando-se 100
uL de BHI caldo duas vezes concentrado e 100 uL da solu¢do oriunda da diluigdo seriada. Em
seguida, foram adicionados 5 pL da bactéria ajustada para uma concentragio de 10°-10® UFC/ml em
cada poco. Foi utilizado como controle agua do tipo Mili-RiOs (controle de crescimento normal).
As leituras das placas foram realizadas em leitor de placas de ELISA (DOeomm) logo apds montagem

da placa com 24 h de incubagdo a 37°C com 10% de CO..

Os dados obtidos da leitura das placas foram tratados estatisticamente utilizando o

programa GraphPad Prism, especifico para este tipo de analise.

Resultados e Discussio

Os resultados mostrados a seguir, sdo representados graficamente a partir dos dados
relativos a leitura de cada uma das placas contendo os extratos EECCP (extrato etanolico do caule
do Croton piauihensis) e (EEFCP) (extrato etandlico da folha do Croton piauihensis) e (EEFCP)e

bactéria.
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Figura 1 - Grafico EECCP x P. aeruginosa Figura 2 — Grafico EECCP X S. Aureus

Nos graficos 1 e 2 estdo representados os dados relativos ao extrato etanolico do caule
do Croton piauihensises frente as bactérias, gram-negativa (P. Aeruginosa) € gram-positiva (S.
Aureus), quando comparadas com a agua (controle de crescimento normal). .

O gréfico 1 mostra que o EECCP inibiu o crescimento de P. Aeruginosa (p< 0,001) nas
concentragdes 500 a 250pg/mL. Verificou-se que o mesmo extrato nas mesmas condigdes,
estimulou o crescimento de S. aureus (p< 0,001) nas concentracdes 500 a 250ug/mL, apresentado

no grafico 2, quando comparadas com a agua (controle de crescimento normal).
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Figura 3 - Grafico EEFCP x P. aeruginosa Figura 2 — Grafico EEFCP X S. Aureus

Nos graficos 3 e 4 estdo representados os dados relativos ao extrato etanolico da folha
do Croton piauihensises frente as bactérias, gram-negativa (P. Aeruginosa) e gram-positiva (S.

Aureus).
A andllise do gréfico 3 indica que o EEFCP inibiu o crescimento de P. Aeruginosa (p<

0,001) nas concentracdes 500, 250, 125, 62,5 e 31,29ug/mL. Verificou-se que o mesmo extrato nas
mesmas condi¢des, estimulou o crescimento de S. aureus (p< 0,001) nas concentracdes 500, 250,
125, 62,5 e 31,29ug/mL, como indicado no grafico 4, quando comparadas com a agua (controle de

crescimento normal).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que os extratos EECCP e o EEFCP
interferem de forma diferenciada no crescimento das bactérias gram-positiva (S. Aureus) e gram-

negativa (P. Aeruginosa), inibindo o crescimento da gram-negativa e estimulando o crescimento da

gram-positiva.
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Outro fato observado ¢ que o EEFCP apresenta-se mais eficiente que o EECCP, de

acordo com os dados obtidos.

Consideracoes Finais

Pode-se firmar que existe forte indicativo de que os extratos EECCP e EEFCP
interferem de forma diferenciada frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas. Apresentando
efeitos opostos, isto €, 0 mesmo extrato nas mesmas condigdes, inibe o crescimento das bactérias

gram-negativas e estimula e crescimento das bactérias gram-positivas.

Entretanto um grupo maior de bactérias devera ser testado frente aos extratos para

comprovar o que foi observado nesta pesquisa.

Este trabalho nos traz uma perspectiva para que novos estudos possam ser realizados e
os extratos do caule e da folha do Crofon piauihensis possam ser utilizados como meio seletivo em

determinadas situagdes.
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