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RESUMO

Objetivo: Analisar a toxicidade e a atividade antimicrobiana do extrato bruto seco do Marmeleiro (Croton
sonderianus) frente a microrganismos causadores de doencas periodontais. Métodos: A partir da maceragéo
em alcool absoluto, filtracdo e evaporacdo do Marmeleiro (Croton sonderianus) obteve-se o extrato bruto
seco. Os testes toxicoldgicos foram realizados a partir da determinacdo da Fragilidade Osmética Eritrocitaria
e Toxicidade frente a Artemia salina do extrato. Ja os testes microbioldgicos analisaram o poder inibitorio
diante das bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella ssp., Streptococcus pyogenes e Escherichia coli.
Resultados: Os dados dos testes toxicolégicos realizados a partir do extrato apresentaram moderada
toxicidade. Ainda, o extrato apresentou agao inibitéria nas concentracdes (m/v) 50%, 25%, 12,5% e 6,25%
sobre os micro-organismos estudados e sua Concentracdo minima inibitéria (CIM), que foi em 6,25% e
apresentou a formacao de halo indicando acéo antibidtica do extrato analisando. Sendo também avaliada a
concentracao letal por meio dos testes de Artemia salina e toxicidade para os testes de Fragilidade Osmética
Eritrocitaria os quais apresentou moderada toxicidade. Conclus&o: O extrato bruto seco do Marmeleiro
(Croton sonderianus) possui boa atividade antimicrobiana diante de microrganismos causadores de doencas
periodontais e moderada toxicidade.

Palavras-chave: Croton, Toxicologia, Antibacterianos.

ABSTRACT

Objective: To analyze the toxicity and antimicrobial activity of the dry crude extract of Quince (Croton
sonderianus) against microorganisms that cause periodontal diseases. Methods: The dry crude extract was
obtained from the maceration in absolute alcohol, filtration and evaporation of Quince (Croton sonderianus).
The toxicological tests were carried out from the determination of the Erythrocyte Osmotic Fragility and Toxicity
against the brine shrimp extract. The microbiological tests analyzed the inhibitory power against
Staphylococcus aureus, Klebsiella ssp., Streptococcus pyogenes and Escherichia coli bacteria. Results: The
data from toxicological tests carried out from the extract showed moderate toxicity. Still, the extract showed an
inhibitory action at concentrations (m/v) 50%, 25%, 12.5% and 6.25% on the microorganisms studied and its
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), which was 6.25 % and showed the formation of halo indicating
antibiotic action of the extract being analyzed. The lethal concentration was also evaluated by means of the
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saline brine test and toxicity for the Erythrocyte Osmotic Fragility tests, which showed moderate toxicity.
Conclusion: The dry raw extract of Quince (Croton sonderianus) has good antimicrobial antimicrobial activity
against microorganisms that cause periodontal diseases and moderate toxicity.

Key words: Croton, Toxicology, Anti-bacterial agents.

RESUMEN

Objetivo: Analizar la toxicidad y actividad antimicrobiana del extracto seco crudo de membrillo (Croton
sonderianus) frente a microorganismos causantes de enfermedades periodontales. Métodos: EIl extracto
crudo seco se obtuvo de la maceracion en alcohol absoluto, filtracion y evaporacién de Membrillo (Croton
sonderianus). Las pruebas toxicol6gicas se realizaron a partir de la determinacién de la Fragilidad Osmatica
Eritrocitaria y la Toxicidad frente al extracto de camardn de salmuera. Las pruebas microbiolégicas analizaron
el poderinhibitorio frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Klebsiella ssp., Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli. Resultados: Los datos de las pruebas toxicolégicas realizadas al extracto mostraron una
toxicidad moderada. Aun asi, el extracto mostré una accion inhibidora a concentraciones (m/ v) 50%, 25%,
12.5% y 6.25% sobre los microorganismos estudiados y su Concentracién Minima Inhibitoria (CIM), la cual
fue 6.25% y mostré la formacion de halo que indica la accidon antibiética del extracto analizado. La
concentracién letal también se evalu6 mediante la prueba de salmuera salina y la toxicidad para las pruebas
de Fragilidad Osmética Eritrocitaria, que mostré una toxicidad moderada. Conclusién: El extracto seco crudo
de Membrillo (Croton sonderianus) tiene buena actividad antimicrobiana frente a microorganismos causantes
de enfermedades periodontales y moderada toxicidad.

Palabras clave: Croton, Toxicologia, Antibacterianos.

INTRODUCAO

Dados apontam que aproximadamente 80% da populacdo mundial faz uso de plantas para alguma
finalidade terapéutica (ZENI ALB, et al., 2017). A utilizacdo de plantas medicinais ainda é uma prética
recorrente, principalmente, devido a baixa acessibilidade financeira e/ou geografica de algumas populagdes
aos medicamentos alopéaticos. Essas tendéncias levam ao uso crescente de remédios tradicionais por certas
populacdes (CERQUEIRA TMJ, et al., 2020).

Sendo assim, de grande importancia para terapéutica, os estudos sobre o uso destas espécies através do
mecanismo de acdo de seus metabdlitos secundéarios, além de garantir critérios de seguranca sobre a
dosagem, mesmo que ndo tenham seus constituintes quimicos totalmente esclarecidos. De maneira, que
mantenha o conhecimento empirico dos usuérios e a propagacao do conhecimento acumulado durante os
anos, aumentando as possibilidades de aplicacao em diversas areas da saude (COSTA G e SILVA PS, 2014).

Por esses motivos, o uso de fitofarmacos efitoterapicos tem proporcionado um grande impulso na indUstria
farmacéutica e no dmbito terapéutico odontolégico (SOUZA GFM, et al., 2016). Frente as limitagdes dos
métodos mecanicos de higiene bucal adotam-se, agentes antimicrobianos que em forma de enxaguatérios
bucais sdo amplamente utilizados no controle da placa dental, diminuindo o nimero de microrganismos
patogénicos na cavidade oral (GOMES MS, et, al., 2020).

As plantas medicinais constituem a maior fonte de compostos quimicos com atividades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatérias (FARIAS PAM, et al., 2021; MAIA MCR, et al., 2021). Entre as espécies
vegetais utilizadas para a saude bucal, plantas nativas dos biomas do cerrado e caatinga apresentam
finalidades terapéuticas para revigoramento da saude oral. (BORBA AM e MACEDO M, 2006).

A Caatinga € 0 Unico bioma exclusivamente brasileiro, possuindo uma vasta flora e fauna. Neste
seguimento, a vasta diversidade de plantas medicinais existentes e exclusivas desse bioma ainda necessitam
de estudos que busquem conhecer amplamente seus potenciais terapéuticos, e posteriormente as possiveis
aplicabilidades diante das diversas enfermidades (MAIA MCR, et al., 2021; TORRES MCM, et al., 2020).
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As plantas sdo constituidas por varios componentes quimicos, dentre eles se destacam os 6leos
essenciais que sao fragdes volateis naturais, sendo estes responsaveis por conferir aromas caracteristicos
em muitas espécies vegetais e que tém proporcionado um interesse notavel para o uso medicinal por todo
mundo em virtude de sua complexa composicao e seus efeitos farmacoldgicos desencadeados, tornando-0s
potenciais fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos. Diversas espécies nativas da caatinga
possuem o6leos essenciais, em destaque espécies pertencentes ao género Croton L., assim a busca de
informac8es sobre mecanismos de acdo e toxicidade de espécies desse género sdo relevantes para garantir
o uso eficaz e seguro (SILVA MHM, 2016).

A espécie Croton sonderianus MUELL. ARG., conhecido pelo nome popular de marmeleiro preto, &
encontrado na regido nordeste do Brasil. Esta espécie possui 6leos essenciais, cuja composi¢cdo quimica é
rica em monoterpenos e sesquiterpenos que sao conhecidos por apresentarem atividades larvicidas, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, entre outras. Recorrentemente essa espécie € associada com potencial
antimicrobiano, principalmente a frente dos principais microrganismos patogénicos da carie. O
desenvolvimento de uma forma farmacéutica com uso do marmeleiro (Croton wonderlands) por si so,
representa grande fonte de pesquisas para fins medicinais e no controle a doencgas, especialmente do biofilme
dental (GOMES MS, et, al., 2020; TORRES MCM, et al., 2020).

Com base no exposto, este estudo teve como finalidade analisar a toxicidade e a atividade antimicrobiana
do extrato bruto seco do Marmeleiro (Croton sonderianus) frente a microrganismos causadores de doengas
periodontais.

METODOS
Material Botanico

Foi realizada a coleta das folhas, sendo estas utilizadas para a producdo do extrato. Foram pesadas
frescas e lavadas com agua corrente limpa e secas com papel toalha, colocadas porum periodo de 24h a
sombra e em seguida retiradas na estufa botanica a 50°C para secagem até aperda de 95% da umidade. Por
fim, triturada em moinho industrial e encaminhada para a maceracdo. A qual foi realizada com &lcool etilico a
99,5% durante sete dias e ap0s filtrada para obtencdo do extrato bruto fluido. Este foi seco em evaporador
rotativo a temperatura de 60°C tendo uma evaporacdo de 95% do alcool, o extrato foi colocado em um
dessecador avacuo, até a estabilizacdo da massa, quando se obteve o extrato bruto seco do vegetal. Com o
preparo do extrato bruto seco foram realizados os testes toxicolégicos e microbioldgicos.

Avaliacdo datoxicidade
Teste da Fragilidade Osmética Eritrocitaria (FOE)

O teste foirealizado com base na metodologiadescritapor Darcie JV e Lewis SM (1975). Para tanto, foram
utilizados tubos com 5 ml de solugao salina NaCl 0,9%. O tubo 0, foi adicionado 25 pl de sangue de carneiro
e incubado por 30 minutos. Os tubos seguintes, de 1 a 6, receberam o extrato em quantidade suficiente para
atingir as respectivas concentragdes: 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/m1,100 pg/mle 50 pg/ml. Em
seguida, foram adicionados 25 pl de sangue de carneiro em cada tubo, sendo também incubados por 30
minutos. Apoés esse periodo, as amostras foram submetidas a centrifugacéo a forgca de 3300 x g durante 15
minutos.

Por fim, o sobrenadante foi lido no espectrofotémetro Bioplus com comprimento de onda 540nm. Os
ensaios foram realizados em duplicata. Para obtengéo do resultado foi-se calculado a média aritmética dos
valores da duplicata de cada concentracdo para obter-se a média de absorbéancia, os valores obtidos no
experimento apresentaram hemolise de 15,3% na maior concentracdo, de 1000 pg/ml. Os dados foram
plotados no Microcal origin 4.1® e gerou-se grafico com o percentual de hemolise do extrato em estudo.

Toxicidade frente a Artemia salina

A metodologia de determinagdo da Concentragdo Letal utilizada foi descrita por Meyer BN, et al., (1982).
Onde os cistos de Artemia salina Leach s&o incubados em solucéo de 4gua do mar em recipiente, que seja
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mantido sob iluminagdo e temperatura constante, durante um periodo de 48 horas. Apés o periodo
estabelecido, os cistos eclodem em formas larvais, conhecidas como metanauplios, esses que sao excelentes
modelos testes para analises toxicoldgicas, visto sua maior sensibilidade.

Em sequéncia, 50 miligramas do extrato bruto seco de Croton sonderianus L. foi solubilizado em solugéo
de agua do mar, 5mL com &gua salinizada a pH = 8,0, com auxilio de Tween 80 a 5%. Destas solucgdes,
preparou-se aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25 uL que foram transferidas para tubos de ensaio que
continham 5mL de solugdo salina, obtendo-se concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para
cada amostra. No final, as solu¢gdes em contato com os metanauplios foram incubadas durante 24 horas,e
em seguida os resultados foram tabelados utilizando o programa MicrocalOrigin 4.1.

Testes microbioldgicos
Cepas utilizadas

Foram utilizadas as cepas padrdao de bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella ssp., Streptococcus
pyogenes e Escherichia coli, pois de acordo com a literatura analisada anteriormente eram as cepas que
apresentavam acdo. As respectivas cepas foram obtidas mediante compra na empresa Labor & Labor Bioclin
Comercial Ltda., todas com certificados de qualidade.

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentragd@o Inibitéria Minima (CIM) do extrato de Croton sonderianus L. foifeita a
partir da técnica de pocgos, conforme metodologia determinada por Koneman EW, et al. (2008). Foram
preparados in6culos dos respectivos patégenos em solucéo salina, a partir de semeio por esgotamento feito
anteriormente. Para controlar a concentracdo bacteriana foi utilizada a escala 0,5 de Marc-Farland. E com o
auxilio do swab, se deu 0 semeio com o indculo de todaa extens&o das placas de Petri contendo Agar Mueller-
Hinton.

Para cada placa semeada houve producdo de pogos comtamanho de 6 milimetros de diametro, onde,
aconteceu a inclusdo do extrato de 50uL nas seguintes concentragdes: 50%, 25%,12,50% e 6,25% a partir
da amostra inicial de 1 grama. A metodologia descrita foi realizada em duplicata, com posterior incubagéo em
estufa microbioldgica a 37°C durante 24 horas, para entdo medir em milimetro dos halos formados. Por fim,
a determinacao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), sendo esta entendida como a menor concentragao
do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste da Fragilidade Osmoética Eritrocitaria (FOE), o qual se da pela avaliagdo da concentragdo do
extrato necessaria para que ocorra a hemélise. Quando a hemécia é expostaa uma concentracdo diferente
pode ocorrer uma ruptura celular. Na Tabela 1 sdo apresentadas as diferentes concentragdes de extrato nos
quais foram medidas a absorbancia, obtendo assim os percentuais de hemoélise.

Tabela 1 - Percentual de hemélise em diferentes concentragdes de extrato de Croton sonderianus.

Concentracdes | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 Absor,bgnma Percentual de hemolise
média (%)
1000 pg/mL 0,210 0,195 0,202 15,30
750 pg/Ml 0,178 0,160 0,169 12,80
500 pg/Ml 0,109 0,110 0,110 8,33
250 pg/mL 0,059 0,064 0,062 4,69
100 pg/mL 0,042 0,046 0,044 3,33
50 pg/mL 0,024 0,029 0,027 2,04

Fonte: Lima JS, et al., 2021.

O Grafico 1 permite uma andlise diretamente proporcional da hemodlise em diferentes concentragdes do
extrato. A reta formada apresenta um pequeno desvio padrdo e uma hemdlise de 15,3% na maior
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concentracdo, de 1000 pg/ml. Tendo como base os dados obtidos, conclui-se que no extrato do marmeleiro
apresentou moderado percentual, de acordo com o padrdo de de Darcie JV e Lewis SM (1975) de lise das

hemacias que considera percentuais entre 10-25% como moderada hemodlise diante dos parametros e
condi¢des testadas.

Grafico 1 - Percentual diretamente proporcional da hemélise em diferentes concentragdes.

16
14
12

10

% de hemolise
0]
1

4—: e

T T T T
400 600 800 1000

T
° ~

Fonte: Lima JS, et al., 2021.
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Silva JAG, et al. (2016) em andlise objetivou avaliar a capacidade téxica do extrato metandlico da espécie
Croton heliotropiifolius K., através do ensaio in vitro de fragilidade osmética em eritrécitos, onde evidenciou
baixa atividade hemolitica. A divergéncia entre resultados pode ser dada a partir da diferenca entre a
constituicdo fitoquimica entre ambas as espécies, da mesma maneira que o diferente método de extracéo
entre nossos trabalhos, sendo importante obtencao deste conhecimento para elucidar a diferente toxicidade
de diferentes espécies de um mesmo género.

O gréafico da Figura 4 representa a relagdo entre a concentracdo de extrato bruto e o percentual de
nauplios mortos no teste de toxicidade. Utilizando-se a linha de tendéncia e a equagdo da reta, permitiu o
célculo da concentracéo letal para 50% dos nauplios (CLso). Portanto, a CLso = 5,5 mg.mL1 (5500 ppm). De
acordo com Meyer BN, et al. (1982) apenas s&o toxicas substancias que apresentam valores de DLso abaixo
de 1000 ppm. Portanto, para & Artemia salina, o extrato bruto de marmeleiro ndo é toxico. A auséncia de
toxicidade em baixas concentragdes do extrato frente aos nauplios de Artemia salina fornecem dados para a
utilizacéo do referido extrato em futuras preparacdes para controle microbiano.
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Grafico 2 - Andlise de CLso de Artemia salina frente o extrato do Croton sonderianus.
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Fonte: Lima JS, et al., 2021.

O teste com Artemia salina é capaz de avaliar preliminarmente se as amostras analisadas apresentam
propriedades biolégicas de interesse em fungdo da sua toxicidade associada, podendo ser submetidas a
bioensaios mais especificos posteriormente (HOMEM ICM, 2015).

Na auséncia de testes de Cotron sonderianus a frente Artemia salina, estudos analisaram a toxicidade da
espécie sonderianus usando o extrato aquoso das folhas a frente de um outro bioindicador Tetranychus
bastosi (acaro), atoxicidade se comportade maneira positivana concentragdo de 15%, onde pode se verificar
mortalidade de 40% de T. bastosi, a partir da concentracao de 20% a mortalidade se estabilizou, atribuindo a
responsabilidade da citotoxicidade a presenga de cedrol, eucaliptol e 0 a-pipeno componentes majoritarios
encontrados no referido extrato. (CAVALCANTI DFG, et al., 2020).

Comparando nosso resultado com testes de Artemia a frente de outras espécies do género Croton. Silva
WA, et al. (2020) encontrou resultados mostraram que o extrato etanélico apresentou toxicid ade moderada
com CL50 de 396,6 pg/mL. O desacordo em nossos resultados pode ser advindo da diferenca entre as
espécies, entretanto a moderada toxicidade de C. heliotropiifolius frente a Artemia é equivalente a toxicidade
encontrada em nosso teste de fragilidade osmoética.

Em relacdo ao Potencial Inibitério (P1) o extrato apresentou a¢do contra todos 0s microrganismos emtodas
as concentracfes testadas, sendo comparado com os resultados do controle positivo com. O extrato
apresentou concentracao inibitdria minima de 6,25% para as cepas de S. aureus, Klebsiella spp., S. pyogenes
e E. coli, com a menor formagao de halo. Podendo assim ser considerada com presenca potencial de agcédo
antibidtica do extrato analisando.

Tabela 2 - Concentragdo Minima Inibitéria do extrato bruto seco do marmeleiro, em diferentes concentracdes,
frente as cepas de microrganismos.
Diferentes Concentracdes do Extrato e Formacéo de Halo Inibitério

Cepas Testadas

50% 25% 12,5% 6,25%

Escherichia coli 14 mm 12 mm 11 mm 10 mm
Klebsiella ssp. 14 mm 13 mm 12 mm 10 mm
Staphylococcus aureus 16 mm 14 mm 12 mm 10 mm
Streptococcus pyogenes 15 mm 13 mm 12 mm 10 mm

Fonte: Lima JS, et al., 2021.
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Silva VA, et al. (2011) analisou atividade antimicrobiana do extrato de marmeleira (C. sonderianus) sobre
cepas bacterianas causadoras de cérie dentaria pelo método difusdo em meio solido de Bauer (1965). Para
o estudo, todas as linhagens de Streptococcus tiveram o crescimento inibido pelo extrato sendo: S. salivaris
e S. sobrinus foram sensiveis ao extrato até a diluicdo de 1:16, S. mutans e S. sanguinis até a diluicdo de
1:32 e S. mitis foi a linhagem mais sensivel ao extrato com formacédo de halos de inibicao até a diluicdo de
1:64. A capacidade antimicrobiana do extrato foi atribuida a fitoquimicos presentes, como: alcaldides,
flavonoides, mono e diterpenos. Mcchesney JD, et al. (1991) associou o potencial antibiético da espécie a
dois diterpenos acidos, (-) - acido hardwicke e ao acido 3,4-secotraquilobandico.

Melo GFA (2011) realizou teste de difus@o em disco para determinagcdo da concentracdo inibitéria minima
de uma outra espécie de Croton. O 6leo da espécie C. blanchetianus também foitestado em espécies de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 25922), entretanto ndo foi demonstrado atividade
antimicrobiana a frente destas cepas. Nascimento JC (2011) analisou a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais das folhas e caule C. grevioides frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923) com concentragcéo
sendo a concentragao inibitéria minima encontrada de 1000 pg/mL.

Para bactérias do género Klebsiella, Silva MHM (2016) testou pelo método de microdiluicdo o potencial
antimicrobiano de 6leos essenciais presentes na espécie Croton adamantinus e Croton grewioides. O trabalho
apresentou concentragdo inibitéria e bactericida minima em concentragdes maiores de 100 pl/mL. Em
comparagdo, nosso estudo apresentou concentracdo inibitéria para Klebsiella ssp. em diferentes
concentragdes abaixo de 100 pl/mL. Ambas as espécies também foram testadas a frente de S. aureus com
concentragdes de 1,56 pl/mL para C. adamantinus e 18,75 pl/mL para C.grewioides.

Arrais LG, et al. (2014) a partir dos extratos da raiz, caule e folhas do Croton pulegioides Baill em diferentes
concentracfes de droga vegetal, sendo respectivamente 20, 50 e 70g. Os extratos da raiz apresentaram
formacgao de halo inibitério para S. aureus AM 103 (ATCC 6538) de 14mm para concentracdo de 100mg/mL
e 11mm para concentracdo de 50mg/mL. O extrato do caule de C. pulegioides formam halos maiores para
espécie de S. aureus AM 103 (ATCC 6538) sendo esses de 16 e 12mm, em adi¢do o caule também inibiu o
crescimento da espécie de S. epidermidis AM 235 com halos de inibicdo de 15mm para 100 mg/mLe 11 mL
para 50 mg/mL. Os extratos dafolhando apresentaram atividade antimicrobiana a frente de nenhuma espécie.
Os testes também ndo obtiveram resultados positivos a frente de E. coli AM 1050 e Klebsiella pneumoniae
AM 410.

Nosso estudo mostra-se em acordo com a literatura de Silva VA, et al. (2011) e Nascimento JC (2011)
apresentando inibicdo para microrganismos da linhagem Streptococcus e Staphylococcus, entretanto a falta
da inibicdo para S. aureus e E. coli no teste de Melo GFA (2011) mostra desacordo com nossos testes que
apresentaram halos inibitérios acima de 10mm em todas as concentracdes testadas para as respectivas
bactérias.

CONCLUSAO

ApO0s os testes realizados e a exposicdo dos resultados, conclui-se o extrato bruto seco do Marmeleiro
(Croton sonderianus) possui boa atividade antimicrobiana, principalmente a frente de bactérias patégenas da
saude oral, sendo nossos achados equivalente a resultados encontrados na literatura cientifica. Entretanto,
ainda sdo necessérias aplicac6es de novas metodologias para uma maior elucidacdo da toxicidade da
espécie, devido ao achado de diferentes resultados na literatura, de maneira que o avancgo cientifico com a
espécie C. sonderianus seja eficiente e seguro para manipulacdo do extrato em formas farmacéuticas para
aplicagé@o odontoldgica, assim como enxaguatérios bucais.
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