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RESUMO

A espécie Croton campestris A., popularmente conhecida como velame-do-campo, é um
arbusto de origem brasileira e ocorre especialmente nas regides nordeste e sudeste. E
amplamente empregada pela populagdo como poderoso depurativo e entre outras
aplicacdes antiinfecciosa. Staphylococcus aureus e Escherichia coli representam duas das
principais espécies bacterianas causadoras de doencas infecciosas humanas que apresentam
elevada capacidade de desenvolver resisténcia a antibidticos. O presente trabalho tem
como objetivo avaliar em ensaios in vitro a atividade antibacteriana e moduladora da
resisténcia a antibidticos do extrato etanolico e fracdes de Croton campestris A.Todos 0s
ensaios foram realizados in vitro e para isto foi preparado o extrato etandlico, obtendo-se
as fracdes hexanica (FHEECC), diclometano (FDEECC), acetato de etila (FAEECC) e
metanolica (FMEECC). A avaliacéo e identificacdo das classes de metabdlitos secundarios
presentes no extrato foi realizada através da propeccdo fitoquimica, seguindo o método
descrito por Matos, 1997. Os testes se baseiam na observacéo visual da alteracdo de cor ou
formacdo de precipitado apds a adicdo de reagentes especificos, tendo sido detectada a
presenca de taninos, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavononois,
leucoantocianidinas, catequinas e flavononas. Extrato etandlico e as fragfes obtidas das
folhas da espécie vegetal foram analisados para a atividade antibacteriana por meio de teste
de microdiluicdo para determinacao de concentracao inibitéria minima (CIM) e modulacéo
de aminoglicosideos (amicacina gentamicina e neomicina). Os testes foram realizados em
triplicata, onde os resultados foram expressos como média geométrica. Para analise
estatistica foi aplicada a two-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni posttests.
Considerando significancia estatistica p < 0,001. A avaliacdo da CIM, do extrato e fracdes
revelaram valores CIM > 1024 pg/mL frente todas as linhagens bacterianas testadas.
Porém, ndo ocorreu atividade clinicamente relevante. Os testes de modulacdo da
resisténcia bacteriana e de interagBes entre os produtos naturaise os antibidticos,
mostraram que as interacdes do EECC, FDEECC e FHEECC com os aminoglicosideos
potencializaram sua acdo reduzindo a concentragdo de antibiotico utilizado frente todas as
linhagens bacterianas testadas, reafirmando sua atividade moduladora, onde apresentaram
atividade moduladora mais efetiva quando comparado as fragdes FAEECC e FMEECC,
contudo os resultados ndo inviabilizam a utilizacdo destas fracfes para tais testes. Com o0s
resultados obtidos, Croton campestris A., demonstrou ser uma promissora fonte de
pesquisa na area de produtos naturais com a¢do moduladora.

Palavras-chaves: atividade antibacteriana, atividade moduladora, aminoglicosideos, CIM,
Croton campestris, resisténcia microbiana.



ABSTRACT

The species Croton campestris A., popularly known as canopy-of-the-field, is a shrub
originally from Brazil and occurs especially in the northeast and southeast regions. Is
widely employed by the population as a powerful cleanser, and among other anti-infective
applications, Staphylococcus aureus and Escherichia coli represent two of the main
bacterial species that cause infectious human diseases showing a high capacity to develop
resistance to antibiotics. This study aims to evaluate in vitro antibacterial activity and
antibiotic resistance modulator of the ethanol extract and fractions of Croton campestris A.
All assays were performed in vitro and for that the ethanolic extract was prepared, yielding
hexane fractions (HFEECC), dichloromethane (DFEECC), ethyl acetate (AFEECC) and
methanol (MFEECC). The evaluation and identification of secondary metabolites classes
present in the extract was performed by phytochemical prospection, following the method
described by Matos, 1997. The tests are based on visual observation of color change or
precipitate formation after addition of specific reagents, having detected the presence of
tannins,  flavones,  flavonols, xanthones, chalcones, auronas, flavonondis,
leucoanthocyanidins, catechins and flavanones. Ethanolic extract and fractions obtained
from the leaves of plant species were analyzed for antibacterial activity by the means of
microdilution test for determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and
modulation of aminoglycosides (amikacin, gentamicin and neomycin). Tests were
performed in triplicate, where the results were expressed as geometric means. For the
statistical analysis was applied to two-way ANOVA followed by the Bonferroni posttests
test. Considering statistical significance p < 0,001.The evaluation of the MIC, of the
extract and fractions showed MIC values > 1024 mg / mL up against all bacterial strains
tested. However, did not occur clinically relevant activity.The tests of modulation of
bacterial resistance and of the interactions between natural products and antibiotics,
showed that the interactions of the EECC, DFEECC and HFEECC with aminoglycosides
potentiated its action by reducing the concentration of antibiotic used in all bacterial strains
tested reaffirming its modulatory activity, where showed modulating activity more
effective when compared to the fractions AFEECC and MFEECC, however the results do
not set aside the use of these fractions for such tests. With the obtained results, Croton
campestris A., proved to be a promising source of research in the area of natural products
with modulating action.

Keywords: antibacterial activity, modulatory activity, aminoglycosides, MIC, Croton
campestris A., microbial resistance.
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1 INTRODUCAO
1.1APRESENTACAO

O presente trabalho teve como objetivos principais: identificar por meio de prospecc¢ao
fitoquimica, as principais classes de metabdlitos secundarios presentes na espécie Croton
campestris A. e, paralelamente, investigar suas possiveis atividades biologicas, para isto
foram utilizadas como ferramentas ensaios in vitro, com o intuito do avaliar as atividades
antimicrobiana e moduladora do extrato etandlico das folhas de C. campestris e suas fracdes
descritas a seguir: Fragdo Hexanica de Croton campestris (FHEECC), Fragdo Diclorometano
de Croton campestris (FDEECC), Fracdo Acetato de etila de Croton campestris (FAEECC) e
Fracdo Metandlica de Croton campestris (FMEECC).

Diante dos objetivos propostos, os resultados e discussdes desta dissertacdo foram
organizados em dois artigos. A disposi¢do dos experimentos se deu de forma a agrupar os
dados no formato de artigos originais, seguindo as normas de formatacdo propostas pelo
corpo editorial de revistas cientificas selecionadas de acordo com a area de concentracdo dos
trabalhos.

No artigo 1, intitulado “In vitro Evaluation of the Antibacterial and Modulatory-
Antibiotic Activity of Croton campestris A. (Euphorbiaceae)”, identificou- se a composi¢édo
de metabdlitos secundarios no extrato etandlico de folhas de C. campestris e nas fracdes
hexanica e diclorometano. Os ensaios microbioldgicos avaliaram a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) do extrato, frente as cepas padrdo e multirresistente de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa. Em seguida, investigou- se a atividade modulatéria do extrato e de suas fragdes,
guando associados a farmacos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos (amicacina,
gentamicina e neomicina), frente as cepas previamente citadas.

No artigo 2, intitulado “ In vitro Enhancement of the antibiotic activity by fractions
from leaves of Croton campestris A. (Euphorbiaceae)”, identificou- se a composicdo de
metabdlitos secundarios das fracGes acetato de elila e metandlica obtidos através do extrato
etanolico de folhas de C. campestris. Os ensaios microbioldgicos, realizados em triplicata,
avaliaram a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) das fracdes, frente as cepas padrdo e
multirresistente de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Em seguida, investigou- se a atividade
modulatéria das fragdes, quando associados a farmacos antimicrobianos da classe dos

aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e neomicina), frente as cepas previamente citadas.
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Croton campestris A. é uma espécie nativa da Caatinga popularmente conhecida como
velame-do-campo. Possui vasto uso popular sendo usado como poderoso depurativo, bem
como para doencas venéreas, tumorais, artritismos, diarréia, dentre outras. Por apresentar
atividades antimicrobianas comprovadas, foi verificado se o extrato, obtido das folhas da
espécie, e suas fragdes possuiam atividade moduladora de antibidtico. Portanto, optou-se por
produzir o extrato etandlico e a partir deste, as fracGes hexanica, diclorometano, acetato de

etila e metandlica.

1.2 Bioprospeccdo Molecular e Pesquisa com Produtos Naturais

A bioprospeccdo é definida como uma pesquisa de material biolégico que tem como
objetivo a producédo dos seus recursos genéticos (AZEVEDO, 2003). A partir desta definicdo,
a bioprospeccdo molecular, de forma multidisciplinar (envolvendo as ciéncias bioldgicas,
qguimica e da saude), objetiva obter informacgdes importantes quanto a aplicabilidade de
moléculas e substancias quimicas oriundas de material biolégico para varias finalidades, ao
mesmo tempo salientando a importancia do seu uso sustentavel (MATIAS et al., 2010).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos antigos e pelos
indigenas pode ser considerado fator fundamental para a descoberta de substancias toxicas e
medicamentosas ao longo do tempo (VIEGAS JR. BOLZANI, 2006), embora este
conhecimento exposto pelas populagdes seja processado empiricamente, ao longo dos anos
vem sendo elaborados distintos métodos para comprovacao cientifica da eficacia de produtos
naturais na cura de doencas. De forma indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por
exemplo, farmacologia, boténica e fitoquimica, que juntas enriquecem 0s conhecimentos
sobre a fonte medicinal natural: a flora do mundo (LOPEZ, 2006).

A biodiversidade brasileira é a mais rica do planeta: inclui de 15 a 25% de todas as
espécies vegetais e apresenta elevado grau de endemismo. Com distintas hipéteses, uma delas
é que esta biodiversidade tem sido explorada extensivamente desde a ocupacao do territdrio
sul-americano por populaces indigenas que para c4 migraram partindo do continente
asiatico, ha cerca de 15.000 anos (FUSELLI et al., 2003).
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O termo produto natural é atribuido ao material bioldgico que oferece substancias com
moléculas bioativas, que podem ser Unicas a um Unico organismo ou comuns a um grupo de
organismos relacionados filogeneticamente (MANN, 1998).

As substancias naturais compreendem aproximadamente 11,5% do total de prescri¢fes
na medicina moderna e metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo seja, direta ou
indiretamente, sdo oriundos de produtos naturais de plantas. Assim, os herboristas, como
também, as companhias farmacéuticas dependem em grande parte da natureza para a
producdo de drogas com fins comerciais (SIMOES et al., 2002).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 6leos essenciais
produzidos pelos vegetais como uma consequéncia do metabolismo secundario, também séo
reconhecidas empiricamente ha muito tempo e foram apenas recentemente comprovadas
cientificamente (JANSEN et al., 1987). Estudos sobre as atividades antimicrobianas de
extratos e 0leos essenciais de plantas exéticas também tém sido relatados em varios paises tais
como Brasil, Cuba, India, Jordania e México, que possuem uma diversificada flora e uma rica
tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais para uso como antifingico ou antibacteriano.
(AHMAD, 2001; MAHASNEH, 1999; DUARTE, 2005).

Muitas plantas tém sido avaliadas ndo apenas para demonstrar de forma direta seu
potencial antimicrobiano, mas também como fontes de substancias com potencial de serem
agentes capazes de modificar a atividade antibidtica (GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM,
2006). Muitos extratos de plantas fornecem o seu potencial pela presenca de substancias tais
como: compostos fendlicos e taninos. Essas substancias sdo em geral encontradas em diversas
partes das plantas como folhas, raizes, casca. Diversas plantas tém-se, por isso, tornado fontes
de importantes drogas, e as industrias farmacéuticas tém explorado a medicina tradicional
como uma fonte de agentes bioativos que podem ser usados na preparacdo de medicamentos
sintéticos, no controle e tratamento de varias infec¢des e enfermidades (JUNAID et al., 2008).

A busca por fitoconstituintes ativos para formulagéo de fitoterapicos sugere um trabalho
interdisciplinar. Neste sentido, preconiza- se que as pesquisas com plantas medicinais
envolvem investigacbes da medicina popular e tradicional (etnobotéanica); isolamento,
purificacdo e caracterizagdo dos principios ativos (quimica organica: fitoquimica);
investigacdo farmacoldgica dos constituintes quimicos isolados e extratos (farmacologia);
transformacdes quimicas de principios ativos (quimica organica sintética); estudo da relagédo
estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica medicinal e

farmacolodgia) e finalmente a operagdo de formulacfes para a produgdo de fitoterdpicos. A
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integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais leva a um caminho eficaz e
promissor para descobertas de novos medicamentos (MACIEL et al., 2002)

Novas necessidades e novos conhecimentos com certeza encontrardo no reino vegetal
solucdes, atraves da descoberta e desenvolvimento de moléculas novas com atividade
terapéutica, ou com aplicacbes na tecnologia farmacéutica ou no desenvolvimento de

fitoterapicos com uma maior eficiéncia de acéo (SIMOES et al., 2010).

1.3 Produtos Naturais no Brasil

Neste aspecto, o Brasil tem a vantagem de contar com uma biodiversidade exuberante e
uma area fértil extensa. Isso permite indicar que, qualquer gue seja a politica nacional com
relacdo a pesquisa cientifica, ela deve sempre levar em consideracdo a necessidade de estudar
0S compostos presentes na nossa diversidade vegetal. Contudo, sabe-se que diversas plantas
medicinais apresentam substancias que podem desencadear reagdes adversas, Seja por seus
préprios componentes, seja pela presenca de adulterantes ou contaminantes presentes nas
preparacdes fitoterapicas, exigindo um rigoroso controle na qualidade desde o cultivo, coleta
da planta, extragdo dos seus constituintes, até a preparacdo do medicamento final (ELVIN-
LEWIS, 2001).

1.4 Microrganismos e Infeccdes

O mundo possui uma extensa diversidade de microrganismos. Essencialmente podem
ser encontrados nos mais diversos ambientes, estando também presentes sobre o interior e
exterior do organismo humano, desde o nascimento até a morte. Constituindo a flora ou
microbiota normal (TORTORA et al., 2008).

Microrganismos sao seres microscopicos, individualmente mindsculos para serem vistos
a olho nu. Devido a seu arranjo estrutural e celular sdo classificados em procari6ticos e
eucarioticos. Apresentam uma variedade de formas celulares e distintos tipos de reacGes
quimicas. O grupo de microrganismos inclui bactérias, fungos, protozoarios, virus e algas
microscopicas (VERMELHO et al., 2006; TORTORA et al., 2008).

Segundo Tortora et al., (2008), uma pequena parte dos microrganismos sdo patogénicas,
responsaveis por diversas infeccdes. Porém a maioria realiza a manutencao do equilibrio entre
0S organismos Vivos e 0s compostos quimicos do ambiente, contribuindo para a manutengéo

dos ecossistemas.
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As doencas infecciosas tem sido a causa de morte de muitas pessoas em todo o mundo.
Quando um patégeno invade um hospedeiro suscetivel, seu processo, ou parte do seu ciclo
vital ocorre dentro dele e ao final, frequentemente, o surgimento de enfermidades (MURRAY
et al., 2010). Embora a proporc¢éo do total de mortes causadas por infecgdes tenham caido de
50% para 5% ao longo dos Gltimos oitenta anos, as doencas infecciosas continuam sendo um
problema de saude publica no Brasil (BARRETO et al, 2011).

Nesta pesquisa abordaremos apenas um grupo microbiano de reconhecida relevancia

clinica;: as bactérias.

1.4.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos simples, de uma Unica célula, cujo material genético ndo
esta envolto por uma membrana nuclear especial, sendo por esta razdo nomeados procariotos.
As milhares de espécies de bactérias sdo caracterizadas por diversos fatores, incluindo a
morfologia (forma), a composicdo quimica (comumente detectada por reacGes de coloragéo),
as atividades bioguimicas, as necessidades nutricionais, e a fonte de energia (luz solar ou
quimica) (TORTORA et al., 2008).

Quanto a composi¢do quimica da parede celular as bactérias sdo classificadas em dois
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas.

Nas bactérias gram-positivas, a parede celular é composta por diversas camadas de
peptideoglicano, que impedem a passagem de compostos hidrofébicos, devido a presenca de
aminoacidos e agUcares, constituindo uma estrutura espessa e rigida. Além de possuir na sua
constituicdo, &cidos teicdicos, que consistem fundamentalmente em um &lcool (glicerol) e
fosfato (SCHAECHTER et al., 2002; TORTORA et al., 2008).

Por outro lado, a parede celular das bactérias Gram-negativas consiste de uma ou
poucas camadas de peptideoglicano e uma membrana externa. Devido a pequena quantidade
de peptideoglicana as bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis ao rompimento
mecanico. A membrana externa formada fundamentalmente por lipoproteina,
lipopolissacarideos e fosfolipidios desempenha varias fungdes especializadas, atribui uma
barreira para enzimas digestivas (lisozima), certos antibidticos (penicilina), os detergentes, 0s
sais biliares, os metais pesados e certos corantes (TORTORA et al., 2008). As diferencas
estruturais entre as células bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas encontram-se

evidenciadas na figura 1.1.
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Figura 1.1: Diferencas morfoldgicas das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
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Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/2008/07/06/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas/. Acesso
em 15 de outubro de 2013.

Neste trabalho iremos abordar trés espécies bacterianas de reconhecida importancia

clinica sdo elas:

1.4.1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, ao lado dos géneros
Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Hoje em dia, o género Staphylococcus possui 33
espécies, destas 17 podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas (SANTOS et al.,
2007). Usualmente, esse género esta presente na microbiota normal da pele humana, além de
estar presente nas fossas nasais, garganta e intestinos. Desses locais anatbmicos, as narinas
possuem o indice de colonizacdo mais elevado (CAVALCANTI et al., 2005). A espécie
estafilococica de maior interesse é o Staphylococcus aureus (Imagem 2A), designada assim
por causa da pigmentacdo amarelada das col6nias (aureus = Dourado). Recentemente é um
dos microrganismos mais comuns nas infecgdes piogénicas em todo o mundo (CASSETTARI
et al., 2005; TORTORA et al., 2008).


http://www.medicinageriatrica.com.br/2008/07/06/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas/
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Bactéria Gram-positiva, Staphylococcus aureus, apresenta-se como cocos esféricos, de
quase 0,5 a 1,5um de diametro, ndo-esporulados, imdveis, e na maioria das vezes nado-
encapsulados (TRABULSI et al., 2005). Os participantes desta espécie sdo germes anaerdbios
facultativos, com temperatura 6tima de crescimento em torno de 30 a 37°C (BRESOLIN et
al., 2005).

Staphylococcus aureus cresce relativamente bem em condic¢des de alta pressdo e baixa
umidade, o que explica em parte a sua capacidade de crescimento e sobrevivéncia nas
cavidades nasais e em certos alimentos que, pelas referidas condi¢Bes de pressao e umidade,
tendem a inibir os outros microrganismos. Devido a uma considerével resisténcia ao calor,
células vegetativas de S. aureus podem tolerar até 60°C por 30 minutos. Sua resisténcia a
dessecacdo e a radiacdo também ajudam a sua sobrevivéncia na superficie da pele, para onde
sdo transportadas a partir das cavidades nasais do hospedeiro. S. aureus produz diversas
toxinas que alargam a sua capacidade de invadir e causar danos aos tecidos. As infecgdes
mais comuns envolvem a pele e feridas em sitios distintos. Algumas infeccbes sdo agudas,
piogénicas e podem espalhar para outros tecidos, provocando focos metastaticos. Quadro mais
grave como bacteremia, pneumonia, endocardite, miocardite, meningite, abscessos
musculares e cerebrais sdo descritos com frequéncia (LOWY, 1998). Além de infecgdes, S.
aureus pode causar distintas intoxicagdes, seja por conta de um processo infeccioso ou néo,

como intoxicacdo alimentar e sindrome do choque téxico (SILVA et al., 2007).

1.4.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli (Figura 1.2B) é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae usualmente encontrada no intestino grosso de seres endotérmicos,
tornando-se reconhecida como um patdgeno versatil e um comensal inofensivo (VOGT et al.,
2005).

E. coli sdo encontrados na forma de bastonetes gram-negativos, ndo esporulados,
tamanho aproximadamente entre 1,1-1,5 um por 2-6 um. Sd0 microrganismos anaerobios
facultativos, uma vez que, possuem o0 metabolismo fermentativo e respiratorio, com
temperatura de crescimento entre 18° - 44° C. Normalmente encontradas na microbiota
intestinal do homem, o local especifico é intestino grosso de seres endotérmicos (VOGT et
al., 2005; FORTES, 2008).

A bactéria E. coli é avaliada um patdgeno versatil e muitas vezes inofensiva, porem, as

linhagens infecciosas séo designadas E. coli enterovirulentas, dividindo-se em quatro grupos:
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E. coli enterotoxigénica (doenca diarréica em individuos de todas as faixas etarias), E. coli
patogénica (gastroenterites com diarréia aquosa e sanguinolenta, predominante em criancas
com menos de um ano) E. coli enterohemorragica (enterocolite hemorragica em individuos de
todas as faixas etarias) e E. coli invasora (diarréia sanguinolenta ou ndo, com presenca de
leucocitos e muco) (TRABULSI et al., 2004).

1.4.1.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Imagem 1.2C), um bacilo Gram-negativo aerdbio,
normalmente habita a agua, o solo, vegetais e ambientes hospitalares (equipamentos, agua,
desinfetantes e utensilios), e ainda faz parte da microbiota normal do ser humano, sendo
encontrada na garganta, pele e fezes de individuos sadios. Por apresentar minimas exigéncias
para seu crescimento, possui ampla distribuicdo ambiental (SILVA, 1999; MURRAY et al.,
2000; SOUZA et al., 2007).

As infeccBes causadas por P. aeruginosa variam desde lesdes superficiais na pele até
septicemias fulminantes. Este microrganismo causa infeccdes oportunistas, em processos
cirirgicos queimaduras, meningites, cateterizagdo urinaria, endocardites e pneumonias,
especialmente ap6s processo de entubacdo, 0 que pode resultar em severas bacteremias
(MURRAY et al., 2010; SOUZA et al., 2007).

Figura 1.2: A - Staphylococcus aureus; B- Escherichia coli; C- Pseudomonas aeruginosa

Modificada a partir de http://golly-gee.org/tag/staph/;
http://www.astrographics.com/GalleryPrintsIndex/GP2144.html; http://fineartamerica.com/featured/3-
pseudomonas-aeruginosa-bacteria-sem-steve-gschmeissner.html.


http://golly-gee.org/tag/staph/
http://fineartamerica.com/featured/3-pseudomonas-aeruginosa-bacteria-sem-steve-gschmeissner.html
http://fineartamerica.com/featured/3-pseudomonas-aeruginosa-bacteria-sem-steve-gschmeissner.html
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1.5 Resisténcia Bacteriana

O conhecimento a respeito da resisténcia a agentes quimicos e fisicos entre o0s
microrganismos data de tempos antigos, essa resisténcia ocorreu devido a introducdo das
primeiras substancias quimicas com finalidade quimioterapica especifica. As bases para o
tratamento farmacoldgico das infecges por microrganismos datam de 1936, com a utilizacéo
clinica de sulfamidas em humanos e a producdo de benzilpenicilina em 1941, o que
colaborou, nas trés décadas seguintes, para 0 aumento de oito anos da perspectiva média de
vida da populagdo (DIAS e MONTEIRO, 2010). O aparecimento dos quimioterapicos trouxe
durante algum tempo conforto e despreocupacées as populacGes humanas, pois se acreditava
que enfermidades existentes seriam curadas e que seria primada e preservada a qualidade de
vida. Desde os anos de 1940, o desenvolvimento de farmacos efetivos e seguros para lidar
com as infeccdes bacterianas revolucionou o tratamento medico, a morbidade e a mortalidade
associadas a estas doencas foram drasticamente diminuidas (RANGE et al., 2007). Porém, a
histéria tomou outra direcdo quando se observou que as pessoas permaneciam suscetiveis aos
mais diversos tipos de infecgdes, e que esta condi¢do vinha sendo alarmantemente ampliada
em relagdo a um amplo nimero de microrganismos. O que ocorria é que em um pequeno
espaco de tempo surgiam linhagens de microrganismos resistentes a droga e capazes de
sobreviver ao tratamento realizado (VERMELHO et al., 2007).

A resisténcia microbiana a multiplos antimicrobianos e agentes quimioterapicos impde
sérios obstaculos as opcles para o tratamento de infeccdes, representando uma ameaga para a
salde da populacdo. Ela é uma inevitavel consequéncia do uso indiscriminado e de maneira
macica dessas drogas em animais e humanos, associado a fatores como doses subterapéuticas,
inefetividade da droga selecionada, baixa penetragdo no local, esquemas terapéuticos curtos
da infeccdo e do conhecimento indevido das propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas do farmaco para escolha terapéutica (SILVEIRA et al., 2006; COUTINHO
etal., 2010).

Para conseguir combater a resisténcia microbiana atualmente estdo sendo utilizadas
combinagbes multiplas de drogas. Essas combinagfes vém sendo utilizadas também entre
produtos naturais, antibidtico e substancias isoladas com o objetivo de alterar a acdo dos
antibidticos, seja revertendo a resisténcia ou aumentando a atividade antibiética (COUTINHO
et al., 2008).

A situacdo atual da resisténcia as drogas tem origem em muitos fatores, incluindo a

transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre cepas bacterianas, selecdo de
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mutantes resistentes por exposicdo a agentes antimicrobianos e disseminacéo clonal de cepas
resistentes entre pacientes hospitalizados e entre instituicbes hospitalares. Como consequéncia
estd 0 aumento da morbidade e mortalidade entre pacientes, a reducdo do numero de drogas
utilizaveis por futuras geracdes de pacientes, além do impacto econémico trazido pelos custos
com infecgdes (McCGOWAN JR, 2004).

Durante muitas décadas, foram desenvolvidos farmacos visando combater, de modo
eficaz, infecces bacterianas, ocasionando a diminuicdo da mortalidade causada por doencas
microbianas (SILVEIRA et al., 2006).

Hoje em dia o problema da resisténcia microbiana tornou-se mais grave devido as
grandes dificuldades para a descoberta e o langamento de novos antimicrobianos no mercado
0 que imp0Be sérios obstaculos as opc¢des para o tratamento de infeccBes, representando uma
ameaca para a saude publica (FERRONATTO et al., 2007).

1.5.1 Mecanismo da Resisténcia Bacteriana

Os dois principais fatores envolvidos no desencadeamento da resisténcia aos
antibidticos em bactérias sdo a pressao seletiva e a presenca de genes de resisténcia (WITTE,
2000). A resisténcia de uma bactéria a um determinado antibidtico é determinada, quando
ocorre in vitro, crescimento em concentrac@es mais altas que a maior concentracao alcangada
pela droga no sitio da infeccdo (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005; TORTORA et al.,
2008).

Os microrganismos muitas vezes adquirem resisténcia através de dois mecanismos
moleculares: os bioguimicos que incluem a producdo de enzimas que inativam a droga e 0s
genéticos, como exemplo as mutacbes (SCHAECHTER et al., 2002).

Através do desenvolvimento de mecanismos bioquimicos, as bactérias podem adquirir
resisténcia aos antibioticos, impossibilitando o antibidtico de realizar o seu mecanismo de
acao no interior ou exterior da célula bacteriana (ANDRADE; 2013).

Segundo Vermelho et al., (2007), os agentes antimicrobianos sdo importantes porque
geralmente possuem como alvos de acdo vias metabolicas, estruturas celulares, ou enzimas
gue sdo especificas para bactérias e ndo para o hospedeiro. Entretanto, uma diversidade de
mecanismos acaba mediando a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos, dentre eles,
inativacdo do antibidtico pelas enzimas, ocorrendo a modificagdo quimica da estrutura da
droga, e no aumento da sintese de substrato com o qual a droga compete; alteragdes no alvo

das drogas, de forma que a ligagéo da droga ou a inibig¢éo da func¢do ndo ocorrem; diminuigéo
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da permeabilidade da célula bacteriana & droga, o que resulta na incapacidade do agente
alcancar o seu alvo em uma concentragdo critica e o efluxo do antibidtico da célula, a
modificacdo ou destruicdo do quimioterapico, tornando o seu transporte para o interior da
célula ou o reconhecimento do alvo impossiveis de ocorrerem.

Nos mecanismos genéticos a resisténcia desenvolvida por diversas bactérias pode ser
determinada pelo seu genoma, que codifica a expressdo de moléculas capazes de neutralizar
os efeitos dos antibioticos (FERREIRA, 2007). A mutacdo € um mecanismo caracterizado
pelo grande numero de divisdes que ocorre na bactéria, resultando na troca de bases
nitrogenadas durante a sintese do DNA, ocorrendo alteragdes nas caracteristicas genéticas da
celula bacteriana. (JACOBY, 2005; TORTORA et al., 2008).

1.6 Aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicosideos sdo parte importante do arsenal terapéutico
antibacteriano desde sua descoberta, na década de 40. As pesquisas que culminaram com o
descobrimento desta classe de antibidticos iniciaram-se em 1939, no Departamento de
Microbiologia da Unidade de Agricultura Experimental da Universidade Rutgers, de New
Jersey, nos Estados Unidos. Em 1943, apds examinar diversos actinomicetos de solo
Waksman e colaboradores (Tavares, 2001) isolou uma cepa de Streptomyces griseus, que
produzia uma substancia que inibia o crescimento do bacilo da tuberculose e de varios
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, e a partir deste ocorrido, em 1944, a
estreptomicina foi isolada. Logo entdo, foi descoberta uma linha de novas substancias com
potencial antibacteriano, derivadas dos actinomicetos como mostra a tabela 1, assim como 0s
aminoglicosideos semi-sintéticos, amicacina e netilmicina derivados da canamicina e

sisomicina, respectivamente (GILBERT et al., 1995).

Tabela 1: Relacdo de aminoglicosideos, sua origem e ano de descoberta.

Nome Origem Ano
Estreptomicina Streptomyces griseus 1944
Neomicina Streptomyces fradiae 1949
Canamicina Streptomyces kanamyceticus 1957
Paromomicina Streptomyces fradiae 1959
Gentamicina Micromonospora purpurea 1963
Tobramicina Streptomyces tenebrarius 1968
Amicacina Streptomyces kanamyceticus 1972

Netilmicina Micromonospora inyoensis 1975
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Espectinomicina Streptomyces spectabilis 1962
Sisomicina Micromonospora inyoensis 1970
Dibecacina Streptomyces kanamyceticus 1971
Isepamicina Micromonospora purpurea 1978

A atividade antimicrobiana dos aminoglicosideos ocorre especialmente em meio
aerobio e em pH alcalino, pois precisa de oxigénio para transporte ativo nas células
microbianas e é mais ativo em meio alcalino do que &cido. A farmacocinética de todos os

aminoglicosideos € muito semelhante. (OLIVEIRA et al., 2006).

1.7 Resisténcia a Aminoglicosideos

Aminoglicosideos sdo antibidticos inibidores da sintese protéica, exibem atividade
antimicrobiana contra um extenso espectro de microrganismo como bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas (aerébicos), micobactérias e protozoarios (PINSETTA, 2010). A atividade
bactericida destes antibidticos deve- se a capacidade de inibir a sintese protéica por se ligarem
a subunidade ribossomal 30S, tornando o ribossomo bacteriano incapaz para a traducao, o que
resulta em morte celular (KOTRA et al., 2000). Os aminoglicosideos também podem causar
danos a membrana por alterar sua permeabilidade e composicdo, alterar as concentracdes
ibnicas da célula e interferir nos processos de replicacdo e transcricdo (FOURMY et al.,
1996). Na maioria das vezes sdo utilizados no tratamento de septicemias, bacteriemias,
endocardites em associagdo com vancomicina e tuberculose (KATZUNG, 2010).

O grupo aminoglicosideos é isolado de Micromonospora spp. (gentamicina) ou
Streptomyces spp. (estreptomicina, neomicina e trombamicina), ou provindos por semi-sintese
(amicacina, netilmicina, arbecacina e isepamicina e outros) (DURANTE-MANGONI et al.,
2009). Sdo moléculas hidrofilicas, formadas por um anel hexose, que estdo unidos a varios
acucares aminados, através de ligacdes glicosidicas, mas ativos em pH alcalino. O principal
mecanismo de resisténcia estabelecido clinicamente € a producdo de uma enzima chamada
transferase, que inativa o aminoglicosideo por acetilacdo, adenilacdo ou fosforilagdo. Outros
mecanismos sao relatados como a diminui¢do na concentragdo de aminoglicosideo no interior
da célula alvo, pela reducgdo da penetracdo na célula bacteriana e a altera¢éo ou destruicdo da
proteina 30S, local alvo de ligacdo do aminoglicosideo (KATZUNG, 2010).
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1.8 Potencial Modulador

A pesquisa de novas substancias antibacterianas é importante e indispensavel devido ao
avancgo progressivo da resisténcia de patdgenos clinicamente importantes, para as classes de
antibiodticos conhecidos (COSTA et al., 2007).

Modificadores da atividade antibi6tica € um termo usado para substancias que modulam
OuU mesmo que revertem a resisténcia bacteriana a alguns antibidticos, como € o caso de varios
produtos naturais de origem vegetal (fitoconstituintes, extratos ou substancias isoladas) que
alteram a susceptibilidade microbiana a antibi6ticos por inibicdo de bombas de efluxo
(GIBBONS, 2004; COSTA et al., 2008) que sdo proteinas complementares da membrana
citoplasmatica bacteriana e que tem sido responsabilizadas por varios casos de resisténcia a
drogas, as quais sdo lancadas para fora da célula (PIDDOC, 2006).

Hoje em dia, combinagdes multiplas de drogas estdo sendo empregadas no combate a
disseminacdo de bactérias patogénica resistentes a antibidticos. Relatos indicam que
diferentes combinagfes antibidticas testadas in vitro e aplicados em clinicas sdo muito
comuns, é o caso da combinacdo de gentamicina com a penicilina. Essa combinacdo vem
sendo utilizada também entre produtos naturais de origem vegetal e antibiético que vai alterar
a sua acdo, seja revertendo a resisténcia ou aumentando a atividade antibiética (COUTINHO
et al., 2008).

Quando a substancia utilizada na combinacdo, aumenta a atividade do antibidtico, ou
seja, intervém de forma positiva, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario, quando
h& uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibioticos frente a substancia ocorreré o efeito
antagbnico (CANTON; ONOFRE, 2010).

Segundo Katzung (2010) o sinergismo antimicrobiano possuem alguns mecanismos
importantes: 1) Inibicdo das enzimas de inativacdo e 2) Ampliacdo da absorcdo do agente
antimicrobiano.

Devido a determinados fatores as combinagfes sinérgicas entre produto natural,
antimicrobianos e substancia isolada se mostram, na maioria das vezes, mais efetivas quando
comparada a monoterapia com componentes individuais (ANDRADE, 2013).

A acgdo sinérgica de produtos naturais junto a antimicrobianos é conhecida e
normalmente utilizados no tratamento terapéutico, determinando uma diminuicdo na sua CIM
(MATIAS et al., 2010a; SOUSA et al., 2011).
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1.9 Vegetais com Importancia Antimicrobiana e Farmacoldgica

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e/ou prevencao de
doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (DUTRA, 2009).
Ainda hoje, o uso de plantas medicinais, muitas vezes, € o Unico recurso terapéutico de
diversas comunidades e grupos étnicos. Em distintas regides e cidades do pais, verifica-se 0
cultivo de plantas medicinais com o alvo terapéutico em hortos caseiros e sua comercializagdo
em feiras livres e mercados populares (ETHUR et al., 2011).

O aumento do consumo de plantas medicinais em todo 0 mundo tem sido atribuido a
varios fatores e justificado de forma diferenciada. Segundo Tomazzoni et al., (2006) dentre os
fatores relacionados ao crescente interesse pelo uso de plantas medicinais estdo o alto custo
dos medicamentos industrializados, a crise econémica, a falta de acesso da populacdo a
assisténcia médica e farmacéutica e uma tendéncia dos consumidores em utilizar produtos de
origem natural.

Grandes empresas farmacéuticas tém investido intensamente na pesquisa de plantas que
produzam principios ativos medicamentosos, cultivando-as de modo sustentavel, sem o

comprometer o meio ambiente (RIBEIRO, 2001).

1.9.1 Género Croton

A familia Euphorbiaceae, que inclui 280 géneros e aproximadamente 7500 espécies,
disseminadas em todo o mundo especialmente nas regides tropicais, com menor ocorréncia
em regides temperadas e raramente em regides frias. Os maiores centros de dispersao
encontram-se na Africa e nas Américas (HELUANI et al., 2000).

O género Croton, cujo nome significa “carrapato”, é o segundo maior da familia
Euphorbiaceae e pertencente a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae (BRAGA, 1976). E
subdividido em 40 secc¢des, das quais 350 espécies distribuidas em 29 sec¢des ocorrem no
Brasil (BERRY, 2006). Destas, um total de 52 espécies distribuidas em 18 secc¢des sdo
referidas para a regido Nordeste (CORDEIRO; CARNEIRO- TORRES, 2006).

Espécies do género Croton recebeu atencdo de diversos estudiosos (BAILLON, 1858;
MUELLER, 1865, 1866, 1873; BENTHAM, 1880), destacando-se Webster (1993), que
propds a classificacdo infragenérica mais recente para o género. Desde o tratamento de
Mueller (1873), ndo existe uma revisdo de Croton para o Brasil, o que dificulta o

reconhecimento de suas espécies. Embora constitua o principal ponto de partida para estudos
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sobre o género, a Flora Brasiliensis (MUELLER, 1873) se encontra desatualizada devido as
recentes sinonimizacgdes, publicacdo de novos taxons e mudangas na sua classificagdo
infragenérica. Estudos tratando de Croton no Nordeste ainda estdo dispersos na literatura,
ficando restritos a trabalhos floristicos e/ou fitossociologicos (CORDEIRO, 1995; LUCENA,
2001; CARNEIRO-TORRES et al., 2002).

No ecossistema terrestre o Croton é um grupo funcionalmente importante. Vérias de
suas espécies sao pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como beira de estradas,
clareiras de matas e margens de rios. Essa caracteristica se deve principalmente a producéo
massiva de flores e frutos durante a maior parte do ano, o que torna suas espécies indicadas
para a restauracdo de areas degradadas (LIMA; PIRANI, 2008). Além disso, Croton possui
forte potencial econdmico, especialmente para a industria farmacéutica, devido aos diversos
metabolitos secundarios, como alcaldides, flavonoides e terpendides que conferem
propriedades terapéuticas a muitas espécies (RIZSCK, 1987; PAYO et al., 2001).

Diversas espécies de Croton ha muito tempo desempenham papel importante nos usos
tradicionais de plantas medicinais na Asia, Africa e América do Sul. Tais usos incluem
tratamento de cancer, constipacdo intestinal, diarreia e outro problemas digestivos, feridas
externas, febre, vermes intestinais, diabetes, hipertensdo, inflamacdo, Ulcera, dor e obesidade
(SALATINO et al., 2007).

Espécies do género Croton atraem o interesse para seu estudo devido a diversidade do
uso tradicional, atividades bioldgicas e como fonte promissora de novos e interessantes
compostos naturais bioativos (DOURADO, 2003).

Vérias espécies de Croton tém um latex vermelho que contém, em algumas espécies,
pré-antocianidinas e/ou alcal6ides (SALATINO et al., 2007).

Estudos, envolvendo diversas espécies do género Croton, tém mostrado diferentes
atividades farmacologicas tais como: a anti-helmintica e efeito cardiovascular de Croton
zehntneri (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007), moluscicida de Croton campestris
(BABILI et al., 2006), antiinflamatoria de Croton cuneatus (SUAREZ et al., 2006),
antinociceptiva de Croton urucurana (RAO et al., 2007), anticancerigeno de Croton flavens,
mutagénica e antioxidante de Croton lechleri (LOPES; LOPES et al., 2004).
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1.9.2 Croton campestris A.

A espécie Croton campestris A. (Figura 1.3), popularmente distinguida como velame-
do-campo, € um arbusto de 1-2 metros de altura originario do Brasil, ocorrendo
principalmente nas regides sudeste e nordeste (CORREA, 1975). Conhecida popularmente
como velame do campo, velame verdadeiro ou curraleira. Sobre seu aspecto etnoboténico,
suas folhas e raizes, sob a forma de chd, sdo utilizadas na medicina popular em doencas
inflamatdrias e parasitarias (RIBEIRO PRATA et al., 1993). E ha relatos na literatura sobre o
uso de outras espécies de Croton na forma de infusdo ou decocto das raizes e folhas, e chas
das cascas do caule (SALATINO et al., 2007).

Possui ainda vasto emprego tradicional, como poderoso depurativo, usado no combate a
escrofulose, doencas venéreas, tumores, impigens, moléstias de pele, reumatismos, Ulcera do
Gtero, artritismo e diarréia (SANTOS, 2005; CRUZ, 1982).

Figura 1.3: Arbusto de Croton campestri

N

Fonte: LAVOR, 2012

Trata-se de uma espécie largamente distribuida na regido neotropical (CARNEIRO —
TORRES, 2009). No Brasil, sua presenca é verificada em praticamente toda a Regido
Nordeste, estendendo-se até o estado de Minas Gerais (LUCENA, 2001). Frequentemente, é
encontrada em vegetacdo de Caatinga, embora também ocorra em brejos de altitude, cerrados

e restingas.



37

Ao longo de sua &rea de distribuicdo, C. campestris apresenta ampla variacao
morfologica quanto ao tamanho, forma das folhas, cor e indumento. No entanto, pode ser
diferenciada das demais espécies, especialmente, pela columela do fruto tripartida no apice
apos a deiscéncia do fruto. Caracteriza-se, ainda, pelos tricomas estrelados-porrectos
adensados nas estruturas vegetativas e reprodutivas (SILVA et al., 2009).

Ultimamente, alguns estudos tém revelado o potencial fitoquimico e farmacoldgico do
Croton campestris A. Do extrato butandlico das folhas foram isolados quatro flavonoides,
todos O-glicosideos da quercetina (SANTOS, 2005; PUEBLA et al., 2002). No “screening”
fitoquimico realizado com o extrato etanolico bruto das folhas (EBF) de Croton campestris
foi confirmada a presenca de alcal6ides (RIBEIRO PRATA et al., 1993).

Segundo RIBEIRO PRATA et al. (1993) o extrato bruto das folhas de Croton
campestris, apresentou efeito sobre algumas preparacGes farmacoldgicas tais como:
relaxamento de preparacOes isoladas da musculatura lisa intestinal, uterina e da arvore
brénquica de cobaios.

Croton campestris A. apresenta atividade purgativa (BABILI et al, 1998), moluscida
(BABILI et al., 2006), antimicrobiana (MATIAS, 2010) e gastroprotetora (BRITO JUNIOR,
2010),

Estudos relatam a presenca de duas substancias, velamona e velamolona, que podem ser
responsaveis ou agir em sinergismo com outras moléculas, contribuindo para a atividade
anticancer (MONTEIRO, 2012).

1.10 Justificativa da Pesquisa

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, 0 uso de plantas medicinais e preparacdes
caseiras assumem essencial importdncia no tratamento das patologias que afetam as
populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da
transmissdo oral dos héabitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS, 1989).

A partir das informacdes obtidas no referencial tedrico sobre os aspectos fitoquimicos,
etnobotanicos, etnofarmacoldgicos e quimiossistematicos disponiveis, ficaram demonstradas
a relevancia quanto a busca de se conhecer potencialidades antibacterianas do extrato
etanolico e as fragbes hexanica (FHEECC), diclorometano (FDEECC), acetato de etila
(FAEECC) e metandlica (FMEECC) obtidas das folhas da espécie vegetal Croton campestris

A. (velame do campo) podendo assim descobrir nessa planta t&o importante na cultura



38

popular de moradores da regido Nordeste um poderoso fitoterapico aliado ao desenvolvimento
de novas terapias.



2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar em ensaios in vitro a atividade antibacteriana e moduladora da resisténcia a

antibioticos do extrato etandlico e fracbes de Croton campestris A.

2.2 Objetivos Especificos

v Realizar o fracionamento do extrato etandlico bruto de Croton campestris nas fracdes
hexanica, diclorometano, acetato de etila e metanolica.
v" Identificar por meio de prospeccao fitoquimica as principais classes de metabolitos

secundarios presentes no extrato e fragdes.

v" Avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato e fracfes obtidos a partir
das folhas de Croton campestris A., oriundos da Biorregido do Araripe mais efetivos sobre as

linhagens bacterianas patogénicas in vitro.

v' Verificar a eficacia do extrato e fracbes obtidos a partir de folhas de Croton

campestris A., na modulacdo da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos.



3MATERIAL E METODOS
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3.1 Drogas e reagentes
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Quanto as drogas e 0s reagentes utilizados, estes estdo relacionados na tabela 1 com

suas respectivas procedéncias:

Tabela 1. Drogas e Reagentes utilizadas nos ensaios.

SUBSTANCIAS ORIGEM
Acetato de Etila QEEL, Brasil
Amicacina Sigma, EUA
Brain Heart Infusion (BHI) HIMEDIA, India
Diclorometano QEEL, Brasil

Dimetilsulféxido (DMSO)

Etanol
Gentamicina
Hexano
Metanol
Neomicina

Resazurina

Merck, Alemanha
Dinamica, Brasil
Sigma, EUA
QEEL, Brasil
QEEL, Brasil
Sigma, EUA
Sigma , EUA

3.2 Material Permanente e Equipamentos Utilizados

e Autoclave de esterilizacdo a vapor quente (Prismatec autoclaves)

e Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
e Ultrathermal Banho (Modelo 100, Fanem Ltda.)

e Estufa de secagem e esterilizacdo (Modelo SL 100, SOLAB)
e Estufa Microbioldgica de Cultura (incusafe, SANYO)

e Materiais de biosseguranca

e Pipetas automaticas (Maxipette e Kasil)
e Placas de microdiluigéo estéreis

e Condesador Rotativo a Vacuo (Fisatom)

e Microtubos de centrifuga



e Tubos Falcon

e Vidrarias gerais

3.3 Metodologia Geral
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Na figura abaixo é possivel observar a sequéncia de operacGes para a execucdo do

trabalho.

Figura 3.1: Esquema indicando os passos seguidos e todas as bioatividades avaliadas durante
0 desenvolvimento da pesquisa.

N/

-
e
S

FHEECC- Fracdo Hexanica do Extrato Etandlico de Croton campestris A; FDEECC- Fracdo Diclorometano do
Extrato Etanélico de Croton campestris A; FAEECC- Fracdo Acetato de Etila do Extrato Etandlico de Croton
campestris A; FMEECC- Fracdo Metandlica do Extrato Etanélico de Croton campestris A; CIM- Concentracdo

Inibitéria Minima.
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3.4 Selecéo e Coleta do Material Boténico

Foi utilizado nos experimentos o extrato etanolico e fracdes obtidos das folhas frescas
de Croton campestris A. A utilizacdo de folhas do material vegetal em estudo, se deve ao fato
de serem partes que estdo em constante renovacao, ndo prejudicando assim o vegetal.

A coleta de material para preparo do extrato foi realizada na Fazenda Barreiro Grande
(7°12°30S € 39°28°42,4”W, altitude: 892m acima do nivel do mar), Crato- Ceara, em area de
Cerrado da Chapada do Araripe no més de maio/ 2012, em dia ensolarado, cujas coordenadas
foram obtidas através de aparelho GPS (Garmin) (Figura 3.2). O material vegetal foi
identificado e uma exsicata da espécie foi depositada em Herbario da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN), sob o0 nimero: #7095.

Figura 3.2 : Mapa ilustrativo do municipio de Crato e da Fazenda Barreiro Grande onde o

material vegetal foi coletado.

Fonte: http://www.achetudoeregiao.com.br/ce/crato/meio_ambiente.htm; LAVOR, 2012.


http://www.achetudoeregiao.com.br/ce/crato/meio_ambiente.htm
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3.5 Preparacdo e Obtencao do Extrato Etandlico e Fracfes de Croton campestris A.

Para preparacdo e obtencdo do extrato (figura 3.3) foram coletadas folhas que ainda
frescas foram cortadas com tesoura manual, tendo assim aumentada a superficie de contato,
em seguida foram acondicionadas em recipientes individualizados contendo solvente
suficiente para submergir todo material vegetal por 72h, sendo ap6s esse periodo, filtrado em
papel filtro e concentrado em condensador rotativo a vacuo (model Q-344B — Quimis, Brazil)
e ultrathermal banho (model Q-214M2 — Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al., 2006),
obtendo-se massa de extrato bruto indicado na tabela 2, sendo o procedimento realizado para
a espécie vegetal.

Para obtencdo das fracdes, 49 g do extrato foi misturado a silicagel 60 (VETEC), sendo
depois colocados em um funil de Busting com papel de filtro acoplado a um Kkitassato e
bomba a vécuo para filtracdo. Solventes em escala crescente de polaridade foram vertidos e
misturados a farofa um a um nesta ordem: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
para enfim se obter as fragdes desejadas. Cada fracdo foi concentrada em evaporador rotativo
e levadas a banho-maria para retirada de todo o solvente. Foram obtidos 0s seguintes
rendimentos: fragdo hexénica de C. campestris (FHEECC): 7,85 g; fracdo diclorometano de
C. campestris (FDEECC): 3 g; fracdo acetato de etila de C. campestris (FAEECC): 3 g e
fracdo metandlica de C. campestris (FMEECC): 28,18 g.

Figura 3.3: Preparacdo do Extrato Etanolico.

4 .. N
Condicionamento
em recipiente de
vidro contendo
solvente por 72h
em temperatura
ambiente

Aumento da
superficie de
contato e pesagem

Coleta de material
vegetal

Concentragao em
condensador Filtracéo
rotativo a vacuo
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Tabela 2. Extrato seco e rendimento (g).

Espécie Biologica Solvente (Sigla) Matéria Massa seca  Rendimento
(9) (9)
Etanol - (EECC) Folhas 1704 97.1
Hexano - (FHEECC)  Extrato 49 7.85
. Diclorometano -
Croton campestris A. (FDEECC) Extrato 49 3
Acetato de etila -
(FAEECC) Extrato 49 3
Metanol -
(FMEECC) Extrato 49 28.18

EECC — Extrato Etandlico de Croton campestris; FHEECC —Fracdo Hexanica do Extrato Etandlico Croton
campestris; FDEECC — Fracdo Diclorometano do Extrato Etandlico Croton campestris; FAEECC — Fracdo
Acetato de Etila do Extrato Etandlico Croton campestris; FMEECC — Fragdo Metandlica do Extrato Etandlico
Croton campestris.

3.6 Preparo das Solugdes a partir do Extrato

3.6.1 Preparo da Solucéo Inicial e das Solucdes de Teste.

No preparo da solucdo inicial, (figura 3.4) o extrato foi solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo observadas as seguintes
proporcdes: 10mg de extrato solubilizados em 1mL de dimetilsulféxido (DMSO), para obter
uma concentracdo inicial de 10mg/mL. Em seguida, esta solucdo foi diluida em dgua destilada
atingindo concentragdo de extrato de 1024ug/mL e reduzindo a concentragdo de DMSO para
10% e a partir desta, efetuaram-se diluicGes seriadas 1:1, durante o teste microdiluicao,
obtendo-se as concentragdes de extrato variando de 512 a 8ug/mL ¢ DMSO para 5% de

concentracao.
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Figura 3.4: Preparacao da solucdo para testes.
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3.7 Prospeccao Fitoquimica

A avaliacdo e identificacdo das classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato
foi realizada através da prospecgdo fitoquimica, seguindo o método descrito por Matos
(1997). Os testes se baseiam na observacdo visual da alteragdo de cor ou formacéo de

precipitado apds a adicdo de reagentes especificos.

3.8 Microrganismos

Os microrganismos que foram utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Saude. Foram utilizadas linhagens padrdo e multirresistente de bactérias S.
aureus (SA- ATCC 25923 e SA358), E.coli (EC- ATCC 10536 e EC 27) e P. aeruginosa
(PA- ATCC 15442 e PAO3).

Teste de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM): linhagens bacterianas (padréo): S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 10536 e P. aeruginosa ATCC 15442 e (multirresistentes
de isolados clinicos) S. aureus 358, E. coli 27 e P. aeruginosa 03.
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Teste de modulacéo da agdo de antibioticos: linhagens bacterianas (multirresistentes de
isolados clinicos) S. aureus 358, E. coli 27 e P. aeruginosa 03 cujo perfil de resisténcia se

encontra descrito na tabela 3:
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Tabela 3: Fonte das cepas bacterianas e perfil de resisténcia a antibioticos.

Bactéria Origem Perfil de resisténcia

Staphylococcus aureus Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
SA358 cirdrgica But, Sis, Net

Staphylococcus aureus _ _

ATCC 25923

Escherichia coli Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
EC27 cirurgica Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob
Escherichia coli _ _

ATCC 10536

Pseudomonas aeruginosa Ponta de Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami
PAO3 catéter

Pseudomonas aeruginosa _ _

ATCC 15442

Ast-Aztreonan; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefadroxil;
Cfc- cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciproflaxacina; Clo —Clorafenicol; Im- Imipenem;
Can-Canamicina; Szt-Sulfametrim, Tet-Tetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxacilina; Gen-
Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicina; But- Butirosina; Sis-Sisomicina; Net- Netilmicina;
(-)auséncia de resisténcia ou resisténcia sem relevancia.

3.9 Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios biologicos os seguintes meios de cultura: Agar Heart
Infusion - HIA (Difco Laboratories Ltda.), Brain Heart Infusion broth — BHI
(concentracdo indicada pelo fabricante e 10%). Todos os meios de cultura foram
preparados segundo as especificacbes do fabricante e esterilizados em autoclave de

vapor quente.
3.10 Preparo e Padronizagdo de Inéculos Bacterianos

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Infusdo de Coracdo em Agar
(Heart Infusion Agar - HIA). Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para o
meio citado e incubadas a 35°C por 24 horas. As linhagens repicadas a serem testadas
foram inoculadas em Caldo de Coracdo e Cérebro (Brain Heart Infusion - BHI) na
concentracdo recomendada pelo fabricante, e incubadas nas mesmas condigdes citadas
anteriormente. SuspensGes com crescimento bacteriano foram diluidas em BHI em
concentracdo de 10% até a obtencéo de 10° UFC/mL (NCCLS, 2000).



Figura 3.5: Padronizacdo e preparo do inoculo bacteriano.
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3.11 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios para determinacdo da CIM do extrato etandlico e fragdes foram
efetuados através do Método de Microdiluicdo em Caldo, com concentragdes variando
de 512 a 8 pg/mL.

3.11.1 Preparo dos In6culos Bacterianos

As suspensdes bacterianas previamente padronizadas foram diluidas na proporcéao
1:10 em Caldo BHI 10% para obtencéo da concentracéo final de 10° UFC/mL (NCCLS,
2000).

3.11.2 Execucao e Leitura dos Ensaios

Este método utiliza pequenos volumes de meio e de solugbes preparadas a partir
do extrato, distribuidos em cavidades de microplacas estéreis. As solugdes de testes
foram preparadas em concentragdo dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentragdo

inicial definida e volumes de 100 pL e posteriormente serdo diluidas seriadamente 1:1
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em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100 pL do meio de cultura uma amostra de
suspensdo bacteriana foi diluida na propor¢do 1:10. Controles positivos (meio +
inoculo) e controles de inibi¢ao utilizando solu¢do em concentragdo de 512 a 8 ug/mL
foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24
horas (JAVADPOUR et al., 1996).

Para evidenciar a CIM das solucdes frente as linhagens bacterianas, foi preparada
uma soluc¢do indicadora de resazurina sodica em agua destilada estéril na concentracéo
de 0,01% (p/v). Apo6s a incubagdo, 20 pL da solugdo indicadora foram adicionados em
cada cavidade e as placas passardo por um periodo de incubacdo de 1 hora em
temperatura ambiente. A mudancga de coloracdo azul para rosa devido a reducdo da
resazurina indica o crescimento bacteriano (MANN, MARKHAN, 1998; PALOMINO
et al., 2002), auxiliando a visualizacdo da CIM, definida como a menor concentragdo

capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciado pela cor azul inalterada.

Figura 3.6: Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM).
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3.12 Avaliacdo da Interferéncia do Extrato Sobre a Resisténcia aos Antibioticos

Aminoglicosideos

Para avaliar os extratos como moduladores da agdo antibidtica, a CIM de
antibioticos da classe dos aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e neomicina)
foram avaliados na presenca e na auséncia dos extrato em microplacas estéreis. Os
aminoglicosideos foram avaliados nas concentragdes variando de 2500 a 2,5ug/mL.
Todos os antibidticos testados foram obtidos junto a Sigma.

3.12.1 Execucao e Leitura dos Ensaios

Para verificar se 0 extrato modificaria a acdo dos antibiéticos frente as cepas
testadas, utilizou-se 0 método proposto por Coutinho et al. (2008), onde a solucdo do
extrato foi testada em concentracdo sub-inibitoria (CIM/8) de 128 pg/mL. Foram
preparados tubos eppendorf, contendo cada um deles 1,5 mL de solu¢do com 1.162 pL de
BHI 10%, 150 pL da suspensdo bacteriana e 188 pL do produto natural (extrato ou fragdes).
Para o controle foram preparados tubos eppendorf, com 1,5 mL de solugdo contendo 1.350
pL era BHI (10%) e 150 puL de suspensdo de microrganismos. A placa foi preenchida no
sentido alfabético adicionando-se 100 pL desta solugdo em cada pogo. Em seguida, 100 puL
de droga (antibidtico) foi misturada ao primeiro pogo, procedendo a microdiluicdo em série,
numa proporcdo de 1:1 até a penultima cavidade. As concentragdes de aminoglicosideos
variavam gradualmente de 5000 a 2,44 pg/mL. As placas preenchidas no sentido
alfabético foram incubadas a 37°C por 24 horas e ap0s esse periodo a leitura foi
evidenciada pelo uso de resazurina como citado anteriormente no teste de determinagéo
da CIM.
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Figura 3.7: Avaliacdo da atividade moduladora do extrato frente a aminoglicosideos.
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3.13 Analise estatistica dos resultados microbiolégicos

Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média
geométrica. A andlise estatistica aplicada foi a two- way ANOVA seguido por

Bonferroni posttests usando o software GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo realizado sobre as atividades biologicas de Croton campestris A.,
originou dois artigos. Até o presente momento foram submetidos em revistas indexadas.
Estas producdes estdo apresentadas abaixo, bem como os comprovantes de submisséo as

referidas revistas e editora, aos quais foram encaminhadas.

Nomes dos Artigos

Artigo 1- Avaliacéo in vitro da atividade antibacteriana e moduladora de antibi6tico de
Croton campestris A. (euphorbiaceae). — O artigo foi submetido para publicagdo no
European journal of integrative medicine.

Artigo 2- Aumento in vitro da atividade antibacteriana de Fragdes de folhas de Croton
campestris A. (euphorbiaceae). — O artigo foi submetido para publicacdo na
Chemotherapy.

Quando realizada a prospeccéo fitoquimica fram identificadas algumas classes de
metabdlitos secundarios presentes no extrato. Nesta pesquisa foi confirmada no extrato
e fracbes a presenca de taninos, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
flavononois, leucoantocianidinas, catequinas e flavononas, descritos na literatura como
agentes antimicrobianos, fortalecendo a hipétese da atividade moduladora do extrato e
fracOes da espécie avaliada.

A avaliacdo antibacteriana para determinacdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) do extrato e fracOes testados frente as linhagens bacterianas padrbes e
multirresistentes foram descritas nos artigos “Avaliacdo in vitro da atividade
antibacteriana e moduladora de antibiotico de Croton campestris A. (euphorbiaceae)” e
“Aumento in vitro da atividade antibacteriana por Fracdes de folhas de Croton
campestris A. (euphorbiaceae)” onde foi identificada uma CIM de > 1024 pug/mL para
todas as linhagens, sendo considerado valor com relevancia clinica a CIM < 256 pg/mL.

A atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideo foi avaliada,
descrita e discutida nos artigos titulados “Avaliac¢do in vitro da atividade antibacteriana e

moduladora de antibiético de Croton campestris A. (euphorbiaceae)” e “Aumento in
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vitro da atividade antibacteriana por Fracdes de folhas de Croton campestris A.
(euphorbiaceae)”. Nestes manuscritos, foi descrito a utilizacdo dos aminoglicosideos:
amicacina, gentamicina e neomicina, combinados com o extrato e as fragdes em
concentracdo subinibitoria (CIM/8) determinada ap6s o teste de CIM por microdiluicdo
frente as linhagens multirrestistente de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Observamos que em todos 0s casos ocorreram modificagdo
da resisténcia bacteriana para os aminoglicosideos, reduzindo consideravelmente a
concentracdo desses antibioticos. Nesta avaliagdo observamos e confirmamos que o
EECC, FHEECC e FDEECC proporcionaram maior modulacdo dos antibidticos em
comparacdo as fragdes FAEECC e FMEECC nos testes de modulagdo da atividade
antibacteriana.

O fato do EECC ter proporcionado maior potencializacdo deve- se provavelmente
aos extratos, obtidos de vegetais, apresentar diversos mecanismos que podem inibir o
crescimento de microrganismos, que pode ser devido a natureza hidrofébica de alguns
componentes. Esses componentes podem interagir com dupla camada lipidica da
membrana celular levando a suspensdo da atividade celular vital seja afetando a
producdo de energia ou mesmo tornando a estrutura celular mais permeavel aos
antibidticos.

Quando comparado que as fragbes FHEECC e FDEECC proporcionaram maior
potencializacdo aos antibidticos em comparacdo as fracbes FAEECC e FMEECC este
fato deve-se a caracteristica lipofilica da membrana plasmatica podendo estar
relacionado com uma maior afinidade com as fracfes apolares. Porém, ndo torna a
utilizacdo das fracGes acetato de etila e metandlica inviaveis.

Foi elucidado o efeito modulador do extrato etanolico e fragbes obtidos da espécie

Croton campestris através das técnicas relacionadas a atividade antibacteriana.
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41 ARTIGO 1

14.1.1 In vitro Evaluation of the Antibacterial and Modulatory-Antibiotic Activity of
Croton campestris A. (Euphorbiaceae)

Os testes deste artigo que tratam da atividade antimicrobiana e modulatoria da planta
Croton campestris A., sdo parte inerentes da dissertacdo sendo assim eles sdo 0s que compdem
0 projeto original.

Esse artigo encontra-se em inglés, pois foi desta maneira que foi submetido na revista

European journal of integrative medicine.
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In vitro Evaluation of the Antibacterial and Modulatory-Antibiotic Activity of Croton

campestris A. (Euphorbiaceae)

Aumento in vitro da atividade antibacteriana e moduladora de antibidtico de Croton

campestris A. (Euphorbiaceae).

Anne Karyzia L. S. Lavor® , Edinardo F.F. Matias®, Erivania F. Alves® , Beatriz S. Santos®,
Fernando G. Figueredo®, Luciene F. Lima® , Nadghia F. Leite®, Celestina E. Sobral-Souza®,
Jacqueline C. Andrade®, Liscassia B.B. Alencar®, Dara 1.V. Brito®, Rosimeire S. Albuquerque?,
Henrique D.M. Coutinho®

RESUMO

Croton campestris A. popularmente conhecido como “Velame do campo” da familia
Euphorbiaceae, é um arbusto originario do Brasil, ocorrendo principalmente nas regides
sudeste e nordeste. Usado na medicina popular na forma de decoc¢do contra varias doencas
com caracteristica inflamatoria, transtornos hematoldgicos, gripe e gastrite. Este estudo teve
como objetivo avaliar o extrato etanodlico (EECC), a fracdo diclorometano (FDEECC) e a
fracdo hexénica (FHEECC) do extrato etandlico de Croton campestris A. quanto ao seu
potencial antibacteriano e possivel acdo moduladora da resisténcia bacteriana a
aminoglicosideo frente linhagens padrdo e resistentes Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa. Para avaliar a atividade antibacteriana e moduladora foi utilizado o
método de microdiluicdo com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) que
foram realizados em triplicatas sendo os resultados expressos pela média geométrica e foram
submetidos a andlise estatistica (ANOVA) two- way e seguida do teste de Bonferroni posttests
com significancia p < 0.001. Os resultados da atividade antibacteriana do EECC, DFEECC e
HFEECC revelaram valores da CIM > 1024 pg/mL frente todas as linhagens bacterianas
testadas, onde se considera CIM < 256 ug/mL como valor clinicamente relevante. Para os
testes de modulacdo da resisténcia bacteriana e as possiveis interacfes entre 0os produtos
naturais e 0s antibidticos, os resultados mostraram que as interacdes do EECC, DFEECC e
HFEECC com os aminoglicosideos demonstraram efeito sinérgico com significancia p<0.001
reduzindo a concentracdo do antibidtico e potencializando seu efeito frente todas as linhagens
bacterianas testadas. Os presentes resultados indicam que o extrato e as fracdes podem ser uma
fonte alternativa de produtos naturais com uma atividade modificadora da resisténcia bacteriana
aos aminoglicosideos

Palavras-chave: Croton campestris A., atividade antibacteriana, atividade moduladora,
aminoglicosideos, resisténcia microbiana.

Artigo Submetido: Outubro de 2013, European journal of integrative medicine.
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Resume: Plants have been used as a source of remedies throughout human history. A great
deal is already known about their use partly due to popular knowledge. With scientific
advances, this age-old practice has lost ground to synthetic medications. However, the high
cost of these drugs, along with the associated side effects, has contributed to the reemergence
of phytotherapy (therapy through plants). Croton campestrisA., popularly known as "Velame
do campo” (from the Euphorbiaceae family), is a shrub originating from Brazil, mainly present
in the Southeast and Northeast regions. The objective of this study was to evaluate the
antibacterial activity of the ethanol extract (EECC), hexane (HFEECC) and dichloromethane
fractions (DFEECC), obtained from the ethanol extract of Croton campestris A. leaves.
Antibacterial and modulating activity (on bacterial resistance) was determined by micro
dilution method to identify the MIC (Minimum Inhibitory Concentration), performed in
triplicate and statistical significance tested by ANOVA (two-way) with Bonferroni post hoc
test (P < 0,001). In the antibacterial activity tests the fractions showed a MIC of > 1024pug/mL
(where < 256 pg/mL for MIC is considered clinically relevant). In regards to modulation of
bacterial resistance, all products showed synergism when combined with antibiotic against
bacterial strains. Was observed that all products potentiated the antibiotic action af all
antibiotics assayed against all bacterial strains. The results indicate that the extracts and
fractions obtained from Croton campestris leaves could represent an alternative source of
natural products capable of modifying and interfering with bacterial resistance to
aminoglycosides.

Key words: aminoglycosides, antibacterial activity, modulating activity, Croton campestris A.,

microbial resistance.
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The Bacteria domain is composed of a highly diverse group in terms of physiology and
morphology, as well as varied nutritional requirements related to sources of carbon, energy and
environmental factors (oxygen, PH, temperature and osmotic pressure)’. Bacteria are simple
unicellular organisms whose genetic material is not contained within a special nuclear
membrane, which is why they are called prokaryotes?.

Bacteria of the Staphylococcus genus are found throughout nature as well as on the
skin's normal microbiota and the mucosa of animals and birds. Some of these are commonly
recognized as causative agents in opportunist infections in humans and animals®*.
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus and S. haemolyticus are the most
frequently reported species causing hospital and human infections. Besides causing different
types of illness, S. aureus represents the most common cause of infections such as boils,
carbuncles, abscesses, myocarditis, endocarditis, pneumonia, meningitis and bacterial arthritis®.

Escherichia coli is a major cause of infections in humans and is known for producing
enterotoxins whose properties and role in diarrhea have been investigated. The activities of
cytotoxins and their role in human illness has been elucidated®’®, especially in urinary tract
infections9. Pseudomonas aeruginosa is responsible for a wide range of infections including
those that affect the skin, urinary tract, ears and eyes. The wide environmental distribution of
the Pseudomonas is guaranteed by its limited developmental requirements. In addition, they
possess abundant structural factors, enzymes and toxins that potentiate its virulence as well as
making them more resistant to the most common antibiotics™.

The ability to develope resistance to antibacterial agents is a characteristic generally
observed among microorganisms. However, bacteria have managed to develop distinct
resistance mechanisms that are genetically coded with resistance genes being acquired through
mutation and transfer of genetic material™'.

There has been vast scientific interest in chemical and pharmacological investigations of

12-17

medicinal plants in regards to biological properties It is well known that various
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medications used in clinical procedures have derived from medicinal plants. The use of extracts
as antimicrobial agents presents a lower risk of microbial resistance because they contain
multiple compounds, increasing the complexity for microbial adaptation®.

Plants of the Euphorbiaceae family encompass 290 genus and approximately 7500

species distributed worldwide (especially in tropical regions) with the largest dispersion centers
found in Africa and in the Americas™.
Numerous biological studies relate to the Croton genus. The plants from this genus are rich in
secondary metabolites responsible for biological activities. The active constituents include
proanthocyanidin, alkaloids, terpenes, flavonoids and other phenolic compounds®’. Among the
activities attributed to the Croton genus we note: anthelmintic and cardiovascular effect of
Croton zehntneri®!; anti-nociceptive effect of C. zehntneri?'; moluscicidal activity of C.
campestris®®; anti-inflammatory activity of C. cuneatus®*; the anti-cancerous properties of C.
flavens; and the antioxidant and mutagenic effects of C. lechleri®.

Croton campestris A., commonly known as "velame-do-campo™ is a shrub originating
in Brazil that stands out in the Southeast and Northeast regions. It is popularly used as a
powerful depurative agent and used to combat scrofula, venereal diseases, dermatophytosis,

tumors, skin diseases, rheumatisms, ulcers of the uterus, arthritis and diarrhea.

The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of the ethanol
extract of Croton campestris (EECC) as well as the hexane and dichloromethane fractions of
the extract. In addition, we evaluated the capacity to modulate the bacterial resistance to
aminoglycosides of compounds against strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa.

Materials and Methods
Bacterial Material - The bacterial strains used were: S. aureus (SA-ATCC25923 and SA358),

E.coli (EC- ATCC 10536 and EC 27) and P. aeruginosa (PA-ATCC15442 e PA03) with
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resistance profile identified in table 1. All the strains were kept inHeart Infusion Agarslants
(HIA, Difco Laboratories LTDA). Before testing the cells were cultivated for 24h at 37°C in
brain heart infusion (BHI, Difco Laboratories LTDA).

Plant Material - Croton Campestris leaves were collected in the city of Crato, Ceard, Brazil,
during May/2012 at 9am. The plant material was identified and a specimen was deposited at
the Herbarium of the Federal University of Rio Grande do Norte (UFRN), under registry n°
7095.

Preparation of the extract and fractions of Croton campestris - For the preparation of the
extract and fractions, the leaves (which remained immersed in ethanol for 72h) were filtered
and concentrated in a rotary vacuum condenser(model Q- 344B — Quimis Brazil) and
ultrathermal bath (model Q — 214M2 — Quimis), to give a mass return from the gross extract.
To obtain Hexane and dichloromethane fractions, we used vacuum filtration with solvents of
varied polar characteristics from the extract, (see table 2 for products obtained). The solutions
tested were prepared at a concentration of 10 mg/mL, dissolved in DMSO and then diluted in
distilled water to a concentration of 1024 pg/mL. A pilot study using only DMSO (in varied
concentrations) was performed. The concentration used in the antibacterial and modular tests

did not show interference or toxicity.

Phytochemical prospecting - Phytochemical tests were done to detect the presence of
heterosids, saponins, tannins, flavonoids, steroids, triterpens, cumarines, quinones, organic
acids and alkaloids®”. The tests were based on colorimetric analysis or formation of precipitate

following the addition of specific reagents.

Drugs - Antibiotics used were: Amikacin, Gentamycin and Neomycin obtained from SIGMA

and prepared according to the manufacturer's instructions.
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Test of Antibacterial Activity - The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined
via broth microdilution assay?® using a 100 pL innoculation from each bacterial strain,
suspended in broth BHI at a concentration of 105 UFC/mL on 96 well microtiter plates, with
dilutions in a series (50%). In each well, we added 100uL of test solution and the final
concentrations varied between 8 - 512 pg/mL. Standard antibiotics were used as controls
(Amikacin, Gentamycin and Neomycin) whose final concentrations were between 2.4 - 2500
ug/mL. The preparations were incubated to a temperature of 35°C for 24 hours. Colorimetric
analysis was performed with resazurin with the MICs recorded as the lowest concentrations for

growth inhibition.

Test of Bacterial Resistance Modulation — Extracts were tested at sub-inhibitory concentrations
(MIC/8), where 100uL of a solution was distributed with BHI 10%, bacterial inoculations and
test solution. After that, 100 uL of antibiotic was serially diluted at 1:1. The concentrations of
aminoglycosides gradually varied from 2.44to 5000 pg/mL. The plates were incubated at 35°C

for 24h. Plates were read by using resazurin. All the tests were performed in triplicates®.

Statistical Analysis - The test results were expressed as geometric means. For statistical
analysis, a two-way ANOVA test was used followed by a Bonferroni post hoc test, considering
the p < 0.001 as statistically significant.
Results

Phytochemical examination of the ethanol extract of C. campestris and the hexane and
dichloromethane fractions revealed the presence of various potentially bioactive compounds,
such as: condensed tannins, flavones, flavonols, xantones, chalcones, aurones, flavononols,
leucoanthocyanidins, catequines, flavonones and alkaloids displayed on table 3.

To determine antibacterial activity and the Minimum Inhibition Concentration (MIC) of

EECC, HFEECC and DFEECC against standard and multi resistant bacterial strains, a MIC of
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> 1024 pg/mL was identified for all strains (the value < 256 ug/mL was considered clinically
relevant).

Figures 1, 2 and 3 represent analysis of the modulating activity of bacterial resistance
when EECC, HFEECC and DFEECC are combined with aminoglycosides. The natural
products potentiated the effects of the antibiotic when applied together against all bacterial
strains tested (p<0.001).

Discussion

Metabolites identified by phytochemical screening included an extensive variety of

biological activities, for example, antioxidant™, anti tumor, anti-ophidic and antimicrobial **.

Secondary metabolites such as tannins are synthesized by plants in response to

32,33

microbial infections®*°, modifying the cellular wall or destroying the bacterial plasma

membrane3*?8,

Flavonoids are phenolic compounds that can inhibit growth, replication, increase the

membrane's permeability and interfere with the cell motility of micro organisms®.

This activity could be due to its ability to form complexes with extracellular soluble
proteins (and with the cellular wall) or to the lipophilic characteristics of flavonoids damaging

the cellular membrane of micro organisms>*3¢.

Studies highlighting natural products or bioactive plant substances with antimicrobial
activities have presented significant data'’. The antibacterial activity of natural products
depends on their composition and interaction among the various chemical components®”.

Due to complex mixtures, the plant extracts display diverse mechanisms that can inhibit
the growth of micro organisms, which can in part be due to the hydrophobic nature of some
compounds. These compounds can interact with phospholipids of the cellular membrane, affect

energy production and the respiratory chain®®, or make the cellular structure more permeable to
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antibiotics, leading to the suspension of vital cellular activity®®. Interference with the bacteria's
enzymatic activity can also be a potential action mechanism®.

Aminoglycoside antibiotics exhibit bactericidal activity by specifically linking
themselves to 30S sub units of bacterial ribosomes. This interrupts ribosome-mRNA
interactions consequently reducing the synthesis of bacterial proteins**2. The continuous use
of aminoglycoside antibiotics should be carefully controlled, due to the nephrotoxic and
ototoxic effects “**2. Due to these side effects, the combination of the ethanol extract of C.
campestris could represent an excellent therapeutic option in minimizing such side effects of
this group of antibiotics.

Studies done with extracts of different polarities obtained from C. campestris leaves
presented antibacterial activity with a clinically relevant MIC?® . These natural products, when
combined with aminoglycosides, presented a synergistic effect, considerably reducing the
concentration of antibiotics used in tests*.

Conclusion

We conclude that the ethanol extract a the hexane and dichloromethane fractions of the
extract from the Croton campestris leaves worked synergistically with aminoglycosides against
the resistant bacterial strains used in the modulation tests. The extract and the fractions could
therefore be potential sources of natural products with a modifying activity of bacterial
resistance. Nevertheless, new studies would be required to create new therapeutic alternatives

for the treatment of pathologies caused by bacteria.
Acknowledgements

The authors are grateful to the braziliam agencies CNPQ, CAPES and FUNCAP by the

finantial support and URCA by the institutional support.



67

References
1. Vermelho AB, Bastos MCF & Branquinha M (2007), Bacteriologia Geral. Rio de
Janeiro, Guanabara Koogan.
2. Tortora GJ, Funke BR & Case CL (2008), Microbiologia. 82 ed. Porto Alegre, Artmed.
3. Nostro A, Blanco AR, Cannatelli MA, Enea V, Flamini G & Morelli I, Susceptibility of
methicillin-resistant staphylococci to oregano essential oil, carvacrol and thymol. FEMS
Microbiol Lett, 230 (2004) 191.
4. Coutinho HDM, Costa JGM, Siqueira-JR JP & Lima EO, Effect of Momordica charantia
L. in the resistance to aminoglycosides in ethicilin-resistant Staphylococcus aureus. Comp

Immunol Microbiol Infect Dis, 33 (2010) 467.



68

5. Verhoeff J, Beaujean D, Vlok, H, Baars A, Meyler A & Werkwn VDC, A dutch approach
to methicillin-resistance Staphylococcus aureus. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 18 (1999)
461.

6. Konowalchuk J, Speirs JI & Stavric S, Vero response to a cytotoxin of Escherichia coli.
Infect Immunity, 18 (1977) 775.

7. Konowalchuk J, Dickie NS, Stavric S & Speirs JI, Properties of an Escherichia coli
cytotoxin. Infect Immunity, 20 (1978) 575.

8. Scotland SM, Day NP, Willshaw GA & Rowe B, Cytotoxic enteropathogenic Escherichia
coli. Lancet, 315 (1980) 90.

9. Hughes C, Muller D, Hacher J & Goebel W, Genetics and pathogenic role of Escherichia
coli haemolysin. Toxicon 20 (1982) 247.

10. Murray PR (2004), Microbiologia médica. 4a ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan.

11. Carneiro JCO (2006), Padrdo de consumo de antibacterianos em uma UTI geral:
correlacdo com a resisténcia bacteriana. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas)-
Universidade de Brasilia, Brasilia.

12. Saude-Guimardes DA & Faria AR, Substancias da natureza com atividade anti-
Trypanosoma cruzi. Rev Bras Farmacogn, 17 (2007) 455.

13. Barbosa-Filho JM, Nascimento-Janior FA, Tomaz ACA, Athayde-Filho PF, Silva MS &
Cunha EVL, Natural products with antileprotic activity. Rev Bras Farmacogn, 17 (2007)
141.

14. Biavatti M, Marensi V, Leite SN & Reis A, Ethnopharmacognostic survey on botanical
compendia for potential cosmeceutic species from Atlantic Forest. Rev Bras Farmacogn, 17
(2007) 640.

15. Oliveira FQ, Gobira B, Guimardes C, Batista J, Barreto M & Souza M, Espécies vegetais

indicadas na odontologia. Rev Bras Farmacogn, 17 (2007) 466.



69

16. Barbosa-Filho JM, Alencar AA, Nunes XP, Tomaz ACA, Sena-Filho JG & Athayde-
Filho PF, Sources of alpha-, beta-, gamma-, delta- and epsilon-carotenes: A twentieth
century review. Rev Bras Farmacogn, 18 (2008) 135.

17. Coutinho HDM, Costa JGM, Siqueira-JR JP & Lima EO, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus-MRSA strains. Braz Jour Pharmacog, 18 (2008) 670.

18. Daferera DJ, Ziogas BN & Polissiou MG, The effectiveness of plant essential oils on the
growth of Botrytis cinerea, Fusarium sp. and Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. Crop Protect, 22 (2003) 39.

19. Heluani CS, Catalan CAN, Hernandez LR Tapia, EB & Natan PJ, Three new
diterpenoids based on novel sarcopetalene skeleton from Croton sarcopetalus. J Nat Prod,
63 (2000) 222.

20. Dalbo S (2004), Avaliacdo da atividade antinociceptiva da subfracdo 63 (SF63) obtida
a partir das cascas da Croton celtidifolius (EUPHORBIACEAE) — estudo do mecanismo de
acao. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) Curso de P6s-Graduacdo em Farmacologia,
UFSC, Florianépolis..

21. Camurca-Vasconcelos ALF, Bevilagua CML, Morais SM, Maciel MV, Costa CT,
Macedo IT, Oliveira LM, Braga RR, Silva RA & Vieira LS, Anthelmintic activity of Croton
zehntneri and Lippia sidoides essential oils. Vet Paras, 148 (2007) 288.

22. Rao VS, Gurgel LA, Lima-Janior RCP, Martins DT, Cechinel-Filho V & Santos FA,
Dragon's blood from Croton urucurana (Baill.) attenuates visceral nociception in mice. J
Ethnopharmacol, 113 (2007) 357.

23. Babili FEL, Fabre N, Moulis C & Fouraste I, Molluscicidal activity against Bulinus
truncatus of Croton campestris. Fitoterapia, 77 (2006) 384.

24. Suarez Al, Blanco Z, Compagnone RS, Salazar-Bookaman MM, Zapata V & Alvarado
C, Anti-inflammatory activity of Croton cuneatus aqueous extract. J Ethnopharmacol, 105

(2006) 99.



70

25. Lopes E Lopes MI, Saffi J, Echeverrigaray S, Henriques JA & Salvador M, Mutagenic
and antioxidant activities of Croton lechleri sap in biological systems. J Ethnopharmacol,
95 (2004) 437.

26. Matias EFF, Santos KKA, Costa JGM & Coutinho HDM, Atividade antibacteriana In
vitro de Croton campestris A., Ocimum gratissimum L. e Cordia verbenacea DC. Rev Bras
Bioci, 8 (2010) 294.

27. Matos FJA (1997), Introducédo a Fitoquimica Experimental. 22 Ed. Ed UFC, Fortaleza.
28. NCCLS (2003), Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that
grow aerobically; Approved Standard—Sixth Edition. NCCLS document M7-A6. NCCLS,
Pennsylvania.

29. Coutinho H DM, Costa JGM, Lima E O, Falcdo-Silva V S & J P Siqueira-jr,
Enhancement of the Antibiotic Activity against a Multiresistant Escherichia coli by Mentha
arvensis L. and Chlorpromazine. Chemotherapy, 54 (2008) 328.

30. Barreiros ALBS & David JM, Estresse Oxidativo: Relacdo entre geracdo de espécies
reativas e a defesa do organismo. Quim Nova, 29 (2006) 113.

31. Okuda T, Yoshiba T & Hatano T, Ellagitannins as active constituents of medicinal
plants. Planta Med, 55 (1989) 117.

32. Dixon RA, Dey PM & Lamb CJ, Phytoalexins: enzymology and molecular biology. Adv
Enzymol Rel Areas Mol Biol, 55 (1983) 1.

33. Ho KY, Tsa, CC, Huang JS, Chen CP, Lin TC & Lin CC, Antimicrobial activity of
tannin components from Vaccinium vitisidaea L. J Pharma Pharmacol, 53 (2001) 187.

34. Tsuchiya H, Sato M, Miyazaki T, Fuyiwara S, Ohyama M, Takasa T & Linuma M,
Comparative study on the antibacterial activity of phytochemical flavones against

methicillin-resistant Staphylococcus aureus. J Ethnopharmacol, 50 (1996) 27.



71

35. Simdes CC, Aratjo DB & Araujo RPC, Estudo in vitro e ex vivo da acdo de diferentes
concentragcdes de extratos de propolis frente aos microrganismos presentes na saliva de
humanos. Rev Bras Farmacogn, 18 (2008) 84.

36. Cowan MM, Plant products as antimicrobial agents. Clin Microbiol Rev, 12 (1999) 564.
37. Dorman HJD, Deans SG, Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of plant
volatile oils. J Appl Microbiol, 88 (2000) 306.

38. Nicolson K, Evans G & O’toole PW, Potentiation of methicillin activity against
methicillin-resistant Staphylococcus aureus by diterpenes. FEMS Microbiol Lett, 179 (1999)
233.

39. Burt S, Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods — a
review. Int J Food Microbiol, 94 (2004) 223.

40. Wendakoon C & Sakaguchi M, Inhibition of amino acid decarboxylase activity of
Enterobacter aerogenes by active components in spices. J Food Protect, 58 (1995) 280.

41. Patrick GL (2005), An Introduction to Medicinal Chemistry, Oxford University Press,
New York.

42. Guimardes DO, Momesso LS & Pupo MT, Antibidticos: importancia terapéutica e
perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes. Quim Nova, 33 (2010)
667.

43. Walsh C (2003), Antibiotics: Actions, Origins, Resistence. ASM Press, Washington.

44. Matias EFF, Santos KKA, Almeida TS, Costa JGM & Coutinho HDM, Modulation of
antibiotic resistance on multiresistant bacterial strain by Croton campestris A.

Chemotherapy, 57 (2011) 305.



Figure 1. Modulatory antibiotic activity of the Ethanol Extract of Croton campestris (EECC) in
association with aminogycosides.
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Figure 2. Modulatory antibiotic activity of the Hexane fraction of Ethanol Extract of Croton campestris

(HFEECC) in association with aminogycosides.
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Figure 3. Modulatory antibiotic activity of the Dichloromethane Fraction of Ethanol Extract of
Croton campestris (DFEECC) in association with aminogycosides.
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Table 1. Source os the bacterial strains and resistance of antibiotics profile.

Bacteria Source Resistance profile

Staphylococcus aureus Surgical wound Oxa, Gen, Tob, Ami, Can,

SA358 Neo, Para, But, Sis, Net

Staphylococcus aureus ATCC _

ATCC 25923

Escherichia coli Surgical wound Ast, AX, Amp, Ami, Amox,

EC27 Ca, Cfc, Cf, Caz, Cip, Clo,
Im, Can, Szt, Tet, Tob

Escherichia coli ATCC _

ATCC 10536

Pseudomonas aeruginosa Tip of catheter Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev,

PAO3 Mer, Ami

Pseudomonas aeruginosa ATCC _

ATCC 15442

Ast-Aztreonan; Ax- Amoxacilin; Amp-Ampicilin; Ami-Amikacin; Amox-Amoxilin, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf- Cefalotine; Caz-Ceftazinidime; Cip-Ciprofloxacin; Clo —Clorafenicol; Im- Imipenem; Can-
Kanamycin; Szt-Sulfametrim, Tet-Tetraciclin; Tob- Tobramycina; Oxa- Oxacilin; Gen-Gentamicin; Neo-
Neomycin; Para- Paramomycin; But- Butirosine; Sis-Sisomycin; Net- Netilmycina.



74

Table 2. Dry extract and yield from ethanol fractions (g).

Specie Solvent used (Sigla)  Materia  Dry mass Yield
I
Ethanol Leaves 860.8 49
(EECC)
Croton campestris Hexane Extract 49 7.85
A. (HFEECC)
Dichloromethane Extract 49 3
(DFEECC)

EECC — Ethanol Extract of Croton campestris; HFEECC — Hexane Fraction of Ethanol Extract of Croton
campestris; DFEECC — Dichloromethane Fraction of Ethanol Extract of Croton campestris.

Table 3. Phytochemical prospection of the extract and fractions of Croton campestris.

METABOLITES

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EECC - - + - - + + o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
HFEECC - - + - - + + o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ -
DFEECC - - + - - + + o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ -

1 — Phenols; 2 — Hydrolizable Tannins; 3 — Condensed Tannins; 4 — Anthocianins; 5 — Anthocianidines; 6 —
Flavones; 7 — Flavonols; 8 — Xanthones; 9 — Chalcones; 10 — Aurones; 11 — Flavononols; 12 —
Leucoanthocianidines; 13 — Catequines; 14 — Flavonones; 15 — Alkaloids; (+) presence; (-) absense. EECC-
Ethanol Extract of Croton campestris; DFEECC- Dichloromethane Fraction of Ethanol Extract of Croton
campestris; HFEECC- Hexane Fraction of Ethanol Extract of Croton campestris.
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4.2 ARTIGO 2

?4.2.1 In vitro Enhancement of the antibiotic activity by fractions from leaves of

Croton campestris A. (Euphorbiaceae)

Os testes deste artigo que tratam da atividade antimicrobiana e modulatoéria da
planta Croton campestris A., sdo parte inerentes da dissertacdo sendo assim eles sdo os
que compdem o projeto original.

Esse artigo encontra-se em inglés, pois foi desta maneira que foi submetido na

revista Chemotherapy.
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In vitro Enhancement of the antibiotic activity by fractions from leaves of Croton

campestris A. (Euphorbiaceae)

Aumento in vitro da atividade antibidtica de Fragdes de folhas de Croton
campestris A. (euphorbiaceae).

Anne Karyzia L. S. Lavor®, Edinardo F.F. Matias®, Erivania F. Alves®, Beatriz S. Santos”,
Fernando G. Figueredo®, Luciene F. Lima® , Nadghia F. Leite®, Celestina E. Sobral-
Souza®, Jacqueline C. Andrade®, Liscassia B.B. Alencar®, Dara 1.V. Brito®, Rosimeire S.

Albuquerque®, Henrique D.M. Coutinho®*

RESUMO

Croton campestris A. popularmente conhecido como “Velame do campo” da familia
Euphorbiaceae, € um arbusto originario do Brasil. Este estudo teve como objetivo avaliar
a atividade antibacteriana e moduladora da resisténcia bacteriana das fracdes metandlica
(FMEECC) e acetato de etila (FAEECC) obtidas a partir do extrato etanolico de folhas de
Croton campestris A. A avaliacdo atividade antibacteriana e moduladora foi realizado
pelo método de microdiluicdo para determinacdo da CIM, realizados em triplicata e
submetido a andlise estatistica (ANOVA) two- way e seguida do teste de Bonferroni
posttests com significancia p < 0,001. Os resultados mostraram que as interacGes da
fracdo metandlica com os aminoglicosideos demonstraram significancia com p<0,001
para a associa¢do com a amicacina frente a Escherichia coli e com gentamicina frente a
todas as linhagens testadas. Também houve sinergismo com significancia p<0.001 na
associacdo do produto com a neomicina frente a coli 27, P. aeruginosa 03 e S. aureus
358. Além de evidenciar antagonismo com significancia de p<0,001 nas associacfes da
fracdo com amicacina frente a P. aeruginosa 03. Os resultados mostraram que as
interacOes da fracdo com os aminoglicosideos demonstraram significancia com p<0,001
na associacdo com amicanina frente P. aeruginosa 03 e S. aureus 358. Além de indicar a
mesma significancia sinérgica na associacdo do produto com a gentamicina contra a P.
aeruginosa 03. Porém apresentou antagonismo com significancia de p<0,001 na
associacdo da amostra com a amicacina e gentamicina frente a E. Coli — 27. Além de
indicar a mesma significancia antagénica na associacdao do produto com a neomicina
frente a P. aeruginosa 03. Apresentou antagonismo com significancia de p<0,001 na
associacdo da amostra com a gentamicina frente a S. aureus 358. Produtos naturais
extraidos de Croton campestris poderiam representar uma excelente opcao terapéutica no
tratamento de infec¢Ges sugerindo a composi¢do de um farmaco com multi-drogas.

Palavras-chave: aminoglicosideos, atividade antibacteriana, atividade moduladora,
Croton campestris A., resisténcia microbiana.
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Abstract:

Background: The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity
of methanol (MFEECC) and ethyl acetate (AFEECC) fractions, obtained from
the ethanol extract of C. campestris A. leaves. Methods: Antibacterial and modulating
activity (on bacterial resistance) was determined by micro dilution method to identify the
MIC (Minimum Inhibitory Concentration), performed in triplicate and statistical

significance tested by ANOVA (two-way) with Bonferroni post hoc test (P < 0,001).
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Results: In the antibacterial activity tests the fractions showed a MIC of > 1024 ug/mlL.
In regards to modulation of bacterial resistance, MFCC showed synergism when
combined with antibiotic against bacterial strains. In the modulation tests, AFCC
potentiated the effects of amikacin against S. aureus and P. aeruginosa but had an
antagonistic effect against E. coli. AFCC combined with gentamicin displayed
antagonism against S. aureus and E. coli and an antagonistic effect against P. aeruginosa.
When AFEECC was combined with Neomycin it resulted in antagonism against P.
aeruginosa but did not affect S. aureus and E. coli. Conclusions: The results indicate that
the extracts and fractions obtained from C. campestris leaves could represent an
alternative source of natural products capable of modifying and interfering with bacterial

resistance to aminoglycosides.

Key words: aminoglycosides, antibacterial activity, modulating activity, Croton

campestris A., microbial resistance.

Introduction

Bacteria of the Staphylococcus genus are widely distributed, occurring on the
normal  skin  microbiota and on the mucosaof animals and birds.
Some Staphylococcus species are recognized as etiological agents of opportunist
infections in animals and humans [1]. Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus and S. haemolyticus are the most frequent cause of hospital-related and
human infections. Besides causing distinct types of illness, S. aureus represents the most
common etiological agent in infections such as boils, carbuncles, abscesses, myocarditis,

endocarditis, pneumonia, meningitis and bacterial arthritis [2].

Escherichia coliis a major cause of infections in humans. It
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produces enterotoxins whose properties and role in diarrhea have been widely
investigated. The activities of cytotoxinsand their role in human infection have

been described [3]in urinary tract infections [4].

Pseudomonas aeruginosa is responsible for a large number of infections including
those affecting the skin, urinary tract, eyes and ears. The broad distribution of
the Pseudomonas is guaranteed by its limited developmental requirements. In addition, a
large number of structural features such as enzymes and toxins potentiate its virulence

and make them more resistant to the most common antibiotics [5].

With the emergence of antibiotic resistant bacterial strains, natural products can
be a convenient alternative [6]. Different plants were analyzed, not only for a direct
antimicrobial activity but also as potential agents for modifying antibiotic resistance [7].
There is growing interest in the use of biologically active compounds, isolated from
plants for the treatment of infections caused by microorganisms that are resistant to

antibiotics [8-9].

Even new antibiotics have been produced in the last three decades,
microorganisms resistance has increased for these drugs [10]. In general, bacteria have a
genetic capacity to transmit and gain resistance to these drugs, which are used as

therapeutic agents [11].

The mechanisms of bacterial resistance to antibiotics are three fold: 1)
Inactivation of the antibiotics by enzymatic activity; 2) Molecular modifications to avoid
the antibiotic binding to its target site; 3) Permeability barrier or modifications to restrict

antibiotic reaching its target. It is also possible that these can occur simultaneously [12].

The association of antimicrobials is evaluated by its ability to suppress the

emergence of resistant mutants and produce an in vivo synergic effect. Extending the



80

working life of current antimicrobials could be possible if used in combination with other
products, such as natural ones. These could represent a therapeutic alternative in the

treatment of infections caused by pathogens [13].

Plants of the Euphorbiaceae family (290 genus and approximately 7500 species)
are distributed globally, especially in tropical regions. The largest dispersion centers are
found in Africa and in the Americas [14]. Numerous biological studies focus on
the Croton genus. The plants from this genus are rich in secondary metabolites
responsible for biological activities. Active compounds include: proanthocyanidins,
alkaloids, terpenes, flavones and other phenolic compounds [15]. Among the activities
attributed to the Croton genus we note the anti-helminth, cardiovascular, anti-nociceptive,

moluscicidal, anti-inflammatory, anti-cancer, antioxidant and mutagenic effects [16-20].

Croton campestris A., popularly known as "velame-do-campo”,is a shrub
originating in Brazil. The species is common in the Southeast and Northeast regions and
popularly used as a powerful depurative as well as to combat scrofula, venereal
diseases, dermatophytosis, tumors, skin diseases, rheumatisms, ulcers of the uterus,

diarrhea and arthritis [21].

The objective of the present study was to assess the antibacterial properties and
modulating effect on antibacterial resistance to aminoglycosides of
the methanol and ethyl-acetate fractions of the ethanol extract from Croton campestris A.

leaves against standard and multi resistant bacterial strains.

Materials and Methods

Bacterial Material

The bacterial strains used were: S. aureus (SA-ATCC25923 and SA358), E. coli (EC-
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ATCC 10536 and EC 27) and P. aeruginosa ( PA-ATCC15442 e PA03) (see Table 1 for
resistance profiles). All the strains were kept in Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco
Laboratories LTDA). Prior to experiments, the cells were cultivated for 24h in 37°C

in brain heart infusion (BHI, Difco Laboratories LTDA).

Plant Material

Croton campestris leaves were collected in the city of Crato, Ceara, Brazil (May/2012 at
9am). The plant material was identified and a specimen deposited at Herbarium of the

Federal University of Rio Grande do Norte (UFRN), under registery n° 7095.

Preparation of the extract and fractions of Croton campestris

For extract and fraction preparation, leaves (which were submerged in ethanol for 72h)
were filtered and concentrated in a rotary vacuum condenser(model Q- 344B — Quimis
Brazil) and ultrathermal bath (model Q — 214M2 — Quimis), obtaining a mass return from
the gross extract. To isolate the methanol and ethyl-acetate fractions, we used vacuum
filtration with solvents of varied polar characteristics from the extract (table 2). Test
solutions were prepared at a concentration of 10 mg/mL, dissolved in DMSO and then
diluted in distilled water to a concentration of 1024 pg/mL. A preliminary study(using
only DMSO in various concentrations) was performed. We observed that DMSO (at
the concentration used in the antibacterial and modular tests) did not show interference or

toxicity.

Phytochemical analysis

Phytochemical tests were done to detect the presence of heterosids, saponins, tannins,
flavonoids, steroids, triterpenes, cumarines, quinones, organic acids and alkaloids [22].

The tests were based on colorimetric readings or formation of precipitate following the
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addition of specific reagents.
Drugs

Antibiotics used were: Amikacin, Gentamycin and Neomycin (SIGMAChemicals (St.

Louis,USA) prepared according to the manufacturer's instructions.
Testing Antibacterial Activity

The MIC (Minimum Inhibitory Concentration) was calculated by broth microdilution
assay [23] using a 100 pL innoculation from each bacterial strain, suspended in BHI broth
at aconcentration of 10° UFC/mL on 96 well microtiter plates, with serial twofold
dilutions. To each well, we added 100uL of  test solution with
final concentrations varying between 512-8 pg/mL. Standard antibiotics were used as a
control (Amikacin, Gentamycin and Neomycin) whose final concentrations varied
between 2500-2.4 ug/mL. Plates were incubated at 35°C for 24 hours before colorimetric
readings were performed withresazurin. MICs were recorded as the

lowest concentrations for inhibition of growth.
Modulation of Bacterial Resistance

Extract and fractions were tested at a sub-inhibitory concentration (MIC/8) with 100uL of
a solution containing BHI 10%, bacterial suspension and test solution. 100uL of
antibiotic solution was added (in a proportion of 1:1) until the penultimate well. The
concentrations of aminoglycosides varied between 5000-2.44 pg/mL. Plates were
incubated at 35°C for 24h, after which, colorimetric readings were made using resazurin.

Tests were performed in triplicates [24] .

Statistical Analysis
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Data are expressed as geometric means. Statistical significance was assessed with a two-
way ANOVA test followed by the Bonferroni post hoc test (where p < 0.001 was

considered significant).

Results

The phytochemical analysis of the methanol (MFCC) and ethyl acetate (AFCC)
fractions revealed the presence of several potentially bioactive compounds, such as:
condensed tannins, flavones, flavonols, xanthones, chalcones, aurones, flavonoids,

leucoanthocyanidins, catechins, and alkaloids (Table 3).

Antibacterial activity of MFCC and AFCC displayed a MIC of > 1024 pg/mL
against standard and multi resistant bacterial strains (an MIC value of <256 pg/mL was

considered clinically relevant).

When combined with aminoglycosides, MFCC showed synergistic activity against
tested bacterial strains (where we verified a reduction in antibiotic concentration in the
presence of a natural product). Only the combination of amikacin and natural product did
not affect bacterial growth (tested against S. aureus). In addition, the combination also
resulted in reduced efficacy when assayed against P. aeruginosa (as seen by an increase

on MIC of amikacin in the presence of natural product).

When investigating the modulation of bacterial resistance to aminoglycosides we
found that when AFCC was combined with amikacin potentiated the antibiotics effects
against S. aureus and P. aeruginosa while an antagonistic effect was observed against E.
coli. When AFCC was combined with Gentamicin, it displayed antagonism against S.
aureus and E. coli, an antagonistic effect against P. aeruginosa. When combined with
neomycin, AFCC showed antagonism against P. aeruginosa and no difference when

tested against S. aureus and E. coli. Synergism was characterized by a reduction in the
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antibiotics' MIC while antagonism was defined as the increase in antibiotic MIC. Results
were analyzed statistically and significance attained when p< 0.001. Sub inhibitory
concentration of MFCC and AFCC were combined with aminoglycosides to test

antibiotic resistance in multi-resistant bacterial strains (see Figures 1 and 2).

Discussion

The metabolites identified in the phytochemical analysis displayed a variety of
biological activities such as antioxidant [25], antitumor, anti ophidic and
antimicrobial [26]. Because they are factors of interaction among organisms, secondary

metabolites frequently provide interesting biological activities [27].

Flavonoids represent one of the most important and diverse phenolic groups
among the products produced by plants [27]. Recently, interest in the
pharmacological properties of flavonoids has grown because they present a diverse array
of activities [28], including antimicrobial [29]. This activity could be due to its ability to
form complexes with extracellular soluble proteins (and cellular wall). The antimicrobial
activity could also be attributed to the lipophilic character of the flavonoids, which could

rupture the cellular membrane of microorganisms [30].

Tannins are described as substances with antimicrobial properties. This effect
could be associated with the hydrolysis of a gallic acid ester bond, which works as a
natural defense mechanism against microbial infections. The antimicrobial property of
tannic acid can also be used in food processing to increase the shelf life of products.
The tannin component of epicatequine and catequine (Vaccinium vitisidaea L.) had a

strong antibacterial activity against fungi and bacteria [31].

Other studies that used active plant substances or natural products with

antimicrobial and modulating activities have obtained satisfactory results [9]. The
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antibacterial activity of isolated compounds depends on its chemical structure [32]. There
are numerous mechanisms by which the extracts could inhibit the development of
microorganisms. This could be partly due to a hydrophobic nature of some components.
These can interact with the double lipid layer of the cellular membrane and affect the
respiratory chain and energy production [33]. It may also increase the permeability to
antibiotics leading to the suspension of vital cellular activity [34]. Interfering with

enzymatic activity could also be a potential action mechanism [35].

Aminoglycoside antibiotics exhibit a bactericidal effect by binding to 30S sub
units of bacterial ribosomes. This activity prevents ribosomal activity on the mRNA,
consequently  blocking  protein  synthesis  [36]. The  continuous  use
of aminoglycoside antibiotics should be controlled due

to ototoxic and nephrotoxic effects [37,36].

When used in combination with Gentamicin and Neomycin, natural products
obtained from plants could be used to minimize the undesirable effects of these
antibiotics when used for the treatment of tested strains. When the natural product
potentiates the effects of the antibiotic, the MIC of these drugs could be lowered to

achieve therapeutic success [38].

The different activities (synergistic or antagonistic) of natural products on
amikacin against resistant strains could be associated with structural differences of
these aminoglycosides. These are hydrophilic molecules formed by an aminociclitol ring
linked to one or more amino sugars through a glycosidic connection. In most of these
compounds used in the clinic, the aminococlitol group is a 2-deoxystreptamine, which
can be irreplaceable in t he position 4 and 5 or 4 and 6 [39], therefore being able to

interfere in the polarity, solubility and ultimately in the absorption of these drugs.
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Conclusion

The results indicate that the methanol and ethyl acetate fractions obtained
from Croton campestris leaves did not present clinically relevant antibacterial activity.
However, when combined with antibiotics we report that MFCC and AFCC significantly
modulate antibiotic resistance to aminoglycosides, reducing or potentiating
the pharmacological action.  Thus, natural  products extracted from Croton
campestris could represent an excellent therapeutic option in the treatment of infections,
combining multiple compounds to create a greater effect. In the meantime, more in
depth phytochemical studies are necessary to isolate and identify the substances

responsible for modulating aminoglycosides antibiotic activitiy.
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Table 1. Source of bacterial strains and antibiotic resistance profile.

Bacteria Source Resistance profile

Staphylococcus aureus Surgical Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
wound But, Sis, Net

SA358

Staphylococcus aureus ATCC _

ATCC 25923

Escherichia coli Surgical Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
wound Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

EC27

Escherichia coli ATCC _

ATCC 10536

Pseudomonas aeruginosa Tip of Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami
catheter

PAO3

Pseudomonas aeruginosa ATCC _

ATCC 15442

Ast-Aztreonan; Ax- Amoxacilin; Amp-Ampicilin; Ami-Amikacin; Amox-Amoxilin, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf- Cefalotine; Caz-Ceftazinidime; Cip-Ciprofloxacin; Clo —Clorafenicol; Im- Imipenem; Can-
Kanamycin; Szt-Sulfametrim, Tet-Tetraciclin; Tob- Tobramycina; Oxa- Oxacilin; Gen-Gentamicin; Neo-
Neomycin; Para- Paramomycin; But- Butirosine; Sis-Sisomycin; Net- Netilmycin.

Table 2. Dry extract and yield of fractions methanolic and ethyl acetate (g)

Specie Solvent used (Sigla) Material Dry mass Yield
Croton campestris A. Methanol (MFCC) Extract 49 28.18
Ethyl-acetate (AFCC) Extract 49 3

MFCC — Methanol Fraction of Ethanol Extract of Croton campestris; AFCC — Ethyl acetate Fraction of
Ethanol Extract of Croton campestris.
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Table 3. Phytochemical prospection of the fractions of Croton campestris.

METABOLITES

1 — Phenols; 2 — Hydrolizable Tannins; 3 — Condensed Tannins; 4 — Anthocianins; 5 — Anthocianidines; 6 —
Flavones; 7 — Flavonols; 8 — Xanthones; 9 — Chalcones; 10 — Aurones; 11 — Flavononols; 12 —
Leucoanthocianidines; 13 — Catequines; 14 — Flavonones; 15 — Alkaloids; (+) presence; (-) absense.

MFCC- Methanol Fraction of Ethanol Extract of Croton campestris; AFCC- Ethyl-acetate Fraction of
Ethanol Extract of Croton campestris

Figure 1. Modulatory antibiotic activity of the Methanol Fraction of the Ethanol Extract of
Croton campestris (MFCC) in association with aminoglycosides.

Methanolic Fraction Ethanolic Extract Croton campestris (MFEECC)
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Figure 2. Modulatory antibiotic activity of the Ethyl-acetate Fraction of Ethanol Extract of
Croton campestris (EECC) in association with aminoglycosides.
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CONCLUSOES

A andlise fitoquimica revelou a presenca de importantes classes de metabdlitos

secundarios, sendo elas taninos, flavonoides e alcaldides.

Croton campestris ndo apresentou atividade antibacteriana nas concentragoes

testadas.

O extrato e as fragdes hexanica e diclorometano contribuiram de forma aditiva

para a inibicdo dos microrganismos quando associados as drogas.

A fracdo acetato de etila apresentou interagdo sinérgica associada a amicacina
contra S. aureus 358 e P. aeruginosa 03, onde ocorreu a mesma significancia

sinérgica na associacdo da gentamicina contra P. aeruginosa 03.

A fracdo metanolica apresentou sinergismo quando associada a amicacina contra
E. coli 27, e a mesma significancia sinérgica na associacdo da gentamicina e

neomicina frente a todas as linhagens testadas.
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Tabela 1: Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos do extrato
etandlico de Croton campestris A.

S. aureus
A A+EECC % G G+EECC % N N+EECC | %
124,0 31,00 75 49,22 7,751 84 | 496,1 78,13 84
E. coli
A A+EECC % G G+EECC % N N+EECC | %
393,7 62,01 84 248 31,00 87,5 | 496,1 78,13 84

P. aeruginosa

A A+EECC % G G+EECC % N N+EECC | %

248,0 196,9 21 | 156,3 19,53 87,5 | 496,1 98,43 80

EECC = Extrato Etandlico de Croton campestris A.; A= Amicacina, G= Gentamicina e N= Neomicina.

Tabela 2: Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos da fracao
hexanica obtida do extrato etandlico de Croton campestris A.

S. aureus

A A+FHEECC % G G+FHEECC | % N N+FHEECC | %

124,0 62,01 50 | 49,22 15,50 68,5 | 496,1 145,15 71

E. coli

A A+FHEECC % G G+FHEECC | % N N+FHEECC | %

393,7 78,13 80 | 248,0 9,77 96 | 496,1 196,9 60

P. aeruginosa

A A+FHEECC % G G+FHEECC | % N N+FHEECC | %

248,0 124,0 50 | 156,3 15,50 90 | 496,1 124,0 75

FHEECC = Fracdo Hexanica do Extrato Etandlico de Croton Campestris A.; A= Amicacina, G=
Gentamicina e N= Neomicina.




Tabela 3: Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos da fragdo
diclorometano obtida do extrato etandlico de Croton campestris A.

S. aureus
A A+FDEECC | % G G+FDEECC % N N+FDEECC | %
124,0 98,43 21 | 49,22 19,53 60 | 496,1 196,9 60
E. coli
A A+FDEECC | % G G+FDEECC % N N+FDEECC | %
393,7 248,0 37 | 248,0 39,06 84 | 496,1 196,9 60
P. aeruginosa
A A+FDEECC | % G G+FDEECC % N N+FDEECC | %
248,0 49,22 80 | 156,3 19,53 87,5 | 496,1 156,3 68,5
FDEECC = Fragdo Diclorometano do Extrato Etanodlico de Croton campestris A.; A = Amicacina, G =
Gentamicina e N = Neomicina.
Tabela 4: Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos da fracao
acetato de etila obtida do extrato etanolico de Croton campestris A.
S. aureus
A A+FAEECC % G G+FAEECC % N N+FAEECC | %
1240 62,01 50 | 49,22 62,01 26 | 496,1 496,1 0
E. coli
A A+FAEECC % G G+FAEECC % N N+FAEECC | %
393,7 496,1 26 | 248,0 496,1 100 | 496,1 496,1 0
P. aeruginosa
A A+FAEECC % G G+FAEECC % N N+FAEECC | %
248,0 124,0 50 | 156,3 78,13 50 | 496,1 625,0 é

FAEECC = Fragdo Acetato de Etila do Extrato Etanolico de Croton campestris A.; A= Amicacina, G=

Gentamicina e N= Neomicina.




Tabela 5: Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos da fragéo
metanolica obtida do extrato etandlico de Croton campestris A.

S. aureus
A | A+tFMEECC | % G G+FMEECC % N N+FMEECC | %
124,0 124,0 0 | 4922 13,30 73 | 496,1 196,9 60
E. coli
A | A+tFMEECC | % G G+FMEECC % N N+FMEECC | %
3983,7 312,5 20,6 | 248,0 19,53 92 | 496,1 98,43 81
P. aeruginosa

A | A+tFMEECC | % G G+FMEECC % N N+FMEECC | %
248,0 393,7 58,7 | 156,3 124,0 20,7 | 496,1 312,5 37
FMEECC = Fracdo Metandlica do Extrato Etandlico de Croton campestris; A= Amicacina, G=

Gentamicina e N= Neomicina.




