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RESUMO

FERNANDES, D.N.M. Composi¢do quimica, atividade antimicrobiana e
antioxidante do 6leo essencial de Croton tetradenius Baill (Euphorbiaceae). UESB,
2016. 74 p. (Dissertacdo — Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area de Concentracio
em Meio Ambiente e Desenvolvimento).

O género Croton é um dos maiores e mais diversos dentro da familia Euphorbiaceae,
com aproximadamente 1.300 espécies, distribuidas nas regides tropical e subtropical do
globo terrestre. Muitas espécies do género Croton sdo encontradas no semiarido
nordestino, entre elas: Croton zehntneri, Croton argyrophylloides, Croton nepetaefolius
e Croton sonderianus. Algumas espécies deste género produzem Oleos essenciais,
constituidos por metabdlitos secundarios predominantemente da classe dos terpenos, 0s
quais apresentam diversas propriedades bioldgicas, tais como atividade antimicrobiana,
antiflamatoria, antioxidante, inseticida e antifingica. Apesar do avanco nos estudos com
espécies deste género, ainda é crescente a necessidade de pesquisas etno-farmaco-
quimico-botanicas sobre espécies vegetais da Caatinga, visando encontrar novas
moléculas com propriedades terapéuticas. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a
composicdo quimica, a atividade antibacteriana e antioxidante dos dleos essenciais do
Croton tetradenius, obtidos em diferentes periodos, visando ampliar as informacdes
sobre as espécies vegetais encontradas no bioma caatinga da regido do semiarido
baiano. O material vegetal foi coletado na Floresta Nacional Contendas do Sincora -
BA. O dleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo da parte area e sua composicao
quimica foi determinada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM). A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio da
adaptacdo do método de difusdo em meio solido e pela determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). Os microrganismos utilizados foram as cepas de Escherichia
coli ATCC 35288, Escherichia coli ATCC 25922, Pneumoniae ATCC 700603, Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Enterococcus faecalis ATCC 292012. A avaliacao
da atividade antioxidante foi realizada pelo método do sequestro de radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Os metabdlitos secundarios encontrados no 6leo
essencial da especie sdo predominantemente mono e sesquiterpenos. Os
microrganismos testados mostraram-se resistentes as amostras, nas diferentes
concentracdes avaliadas e a capacidade redutora dos 0leos frente aos radicais DPPH foi
considerada baixa.

Palavras-chave: Atividades bioldgicas, Caatinga, Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

FERNANDES, D.N.M. Chemical composition, antimicrobial and antioxidant
activity evaluation of Croton tetradenius Baill essential oil (Euphorbiaceae). UESB,
2015. 74 p. (Master - Master in Environmental Sciences - Area of Concentration in
Environment and Development).

Croton genus is one of the largest and most diverse in the Euphorbiaceae family, with
about 1.300 species distributed in tropical and subtropical regions of the globe. Many
species of Croton genus have been identified in the Brazilian semi-arid northeast,
including: Croton zehntneri, Croton argyrophylloides, Croton nepetaefolius and Croton
sonderianus. Some species of this genus produce essential oils consist predominantly of
secondary metabolites class of terpenes, which have various biological properties, such
as antimicrobial activity, anti-inflammatory, antioxidant, inseticide and antifungal.
Despite advances in studies of species of this genus, it is also increasing the need for
ethno-pharmaco-chemical-botanical research on plant species of Caatinga Biome,
aiming to find new molecules with therapeutic properties. Given the above, this study
aimed to evaluate the chemical composition, antimicrobial and antioxidant activity of
the Croton tetradenius essential oil, aiming to expand the information on plant species
found in the Bahia semi-arid region. The plant material was collected in Contendas do
Sincora National Forest - BA. The essential oil was obtained by hydrodistillation of the
leaves and stems and its chemical composition was determined by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). The antimicrobial activity evaluation was
carried out by adapting the method of diffusion in solid medium and the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC). Microorganisms used were the strains of Escherichia
coli ATCC 35288, Escherichia coli ATCC 25922, Pneumoniae ATCC 700603, Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Enterococcus faecalis ATCC 292012. The
antioxidant activity was evaluated by sequestration method of free radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl). The secondary metabolites found in the essential oil of the
species are predominantly mono and sesquiterpenes.The microorganisms tested were
resistant to the samples in different concentrations evaluated and the reducing ability of
oils on DPPH radicals was considered low.

Keywords: Biological activities, Caatinga, Secondary metabolites.
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1- INTRODUCAO

No Brasil, a utilizagdgo de plantas no tratamento de doencas apresenta,
fundamentalmente, influéncias da cultura indigena, africana e europeia. Embora os estudos
sobre plantas medicinais brasileiras tenham aumentado significativamente nas ultimas
décadas, ainda ha muito que se conhecer sobre as espécies vegetais encontradas em territorio
nacional, sobretudo as endémicas, haja vista sua extensdo territorial e ampla biodiversidade
(BRITO et al., 2009).

As plantas sdo organismos que sintetizam uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, também chamados de principios ativos, muitos dos quais se apresentam como
produtos naturais biologicamente ativos, que podem apresentar diferentes acfes bioldgicas
sobre outras espécies (AGNES et al., 2005).

A Caatinga, por apresentar um habitat caracteristico, abriga uma variedade de plantas
medicinais e aromaticas, onde diversas de suas espécies sdo largamente empregadas na
elaboracdo de produtos fitoterapicos (MAIA, 2004).

A organizag¢dao mundial de saude classifica as plantas medicinais como “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos”, sendo consideradas ndo apenas coOmpostos bioativos, mas como prototipos para
a descoberta de novas moléculas (BRASIL, 2006).

Muitas das espécies encontradas no bioma caatinga pertencem ao género Croton, sendo
um dos maiores e mais diversos da familia Euphorbiaceae, distribuidos na regido tropical e
subtropical, sendo rico em constituintes quimicos (SALATINO et al, 2007).

O género Croton é composto por diversas espécies, entre elas: Croton zehntneri, Croton
argyrophylloides, Croton nepetaefolius, Croton sonderianus, Croton argyrophyllus, Croton
linearifolius, Croton heliotropypholius, Croton triqueter, Croton tetradenius, entre outras,
encontradas no semiarido nordestino. Muitas dessas espécies sdo aromaticas, produtoras de
Oleos essenciais, que sdo constituidos por misturas complexas de compostos, com
propriedades biologicas caracteristicas, como atividade antimicrobiana e antioxidante
(OLIVEIRA, 2008).
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Dentre as atividades biologicas apresentadas pelos Oleos essenciais, a atividade
antimicrobiana vem sendo exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia de
populacdes de bacteérias, especialmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006). Outra
atividade de interesse é a antioxidante, promovida por compostos capazes de minimizar 0s
efeitos deletérios provocados pelos radicais livres sobre as células e, consequentemente, de
inibirem ou retardarem o desenvolvimento de doengas.

Portanto, estudos relacionados as propriedades quimicas e farmacologicas, bem como
de etnobotanica sdo de grande importancia para o conhecimento e confirmagdo das
propriedades terapéuticas dessas espécies, visando a ampliacdo do conhecimento cientifico e a
preservacdo dos biomas onde elas séo encontradas.

Diante do exposto, o presente trabalho visou avaliar a composi¢do quimica, a
atividade antioxidante e a atividade antibacteriana dos 0leos essenciais do Croton tetradenius,
com o intuito de ampliar as informacgdes sobre as propriedades farmacolégicas dessa espécie,
encontrada no bioma caatinga da regido do semiarido baiano.



13

1.1- OBJETIVOS

1.2.1- Geral

Realizar a prospeccéo quimica e bioldgica de 6leos essenciais da parte aérea de Croton
tetradenius obtidos em diferentes periodos, visando conhecer sua composi¢do quimica e seu

potencial para aplicacdo como antibacteriano e antioxidante natural.

1.2.2- Especificos

e Avaliar a composi¢cdo quimica de Oleos essenciais do Croton tetradenius por
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

e Auvaliar a atividade antibacteriana de 6leos essenciais do Croton tetradenius sobre
diferentes cepas de microrganismos, pelo método de difusdo em meio sélido e
determinar sua concentracdo inibitéria minima (CIM) para as cepas testadas;

e Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais do Croton tetradenius pelo

método do sequestros de radicais livres DPPH.
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2- REFERENCIAL TEORICO

2.1. Bioma Caatinga

O Bioma Caatinga, localizado predominantemente na regido Nordeste do Brasil, é
exclusivamente brasileiro e abriga uma ampla biodiversidade. Com grande variabilidade de
flora, apresenta plantas lenhosas arbustivas, plantas herbaceas anuais e espécies endémicas
(ALBUQUERQUE & ANDRADE, 2002; BRASIL, 2003).

O Ministério do Meio Ambiente considera a Caatinga como um dos biomas mais
amplos encontrado em territério nacional, abrangendo uma érea de cerca de 734 mil km?. No
entanto, nos Gltimos quinze anos, a Caatinga perdeu cerca de 40.000 Km2 de sua é&rea,
transformando-se em deserto, por causa da intervencdo do homem na regido.
Aproximadamente 40% da area original ainda permanece com uma cobertura da vegetacdo
nativa, sendo boa parte de sua cobertura vegetal usada para a extracdo de lenha, para a
agricultura, entre outras (BRASIL, 2002; SILVA et al., 2004; GARIGLIO, 2010).

As areas com uma maior preservacao sdo escassas, fragmentadas e comumente situadas
nos pontos mais inacessiveis. Segundo o Sistema Estadual de InformacGes Ambientais
(SISTEMA) da Bahia, 100.000 ha séo degradados anualmente. Além disso, muitas das areas
avaliadas como primarias sdo, na verdade, areas de exploracdo desde o século XVI
(SISTEMA, 2007). Como consequéncia desta degradacdo, torna-se dificil a identificacdo de
caracteristicas primordiais do bioma (FRANCA et al., 2003).

Mesmo com tanta degradacdo, a Caatinga € ainda um habitat caracteristico para plantas
medicinais e aromaticas, possui diversas espécies que sdo largamente empregadas na
medicina popular, bem como na elaboracdo de produtos fitoterapicos (MAIA, 2004). As
plantas medicinais sdo utilizadas por muitas comunidades tradicionais, curandeiros, empresas
fabricantes de esséncias e aromas, industrias de alimentos, dentre outros.

Em vista disto, 0 numero de pesquisas sobre plantas com propriedades medicinais da
regido semiarida do Nordeste do Brasil tem aumentado, e 0 crescimento da procura por
plantas medicinais gera preocupacgdes para as comunidades do entorno, sobretudo quando as

espécies sdo coletadas para comercializacdo de forma néo sustentdvel (GARIGLIO, 2010).
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Para a TRAFFIC (Andlise de Registros de Flora e Fauna em Comércio), a preservagao
das plantas medicinais é de importancia mundial, sendo de prioridade nas suas atividades,
com destaque em reforcar a protecdo e conservacdo dos recursos naturais com manejos
efetivos, valorizando a cultura e economia (SILVA, 2011; SILVA et al., 2014).

No Brasil, existem muitas espécies de plantas endémicas coletadas de forma
exploratdria, que estdo incluidas na lista oficial da flora brasileira ameacada de exting&o,
como € o caso do Jaborandi (Pilocarpus jaborandi, P. microphyllus e P. trachylophus) (SBB,
1992).

O 6rgao responsavel pelo controle das atividades de comércio de plantas medicinais é o
IBAMA, com funcdo de aplicar politicas ambientais e normativas. A Lei de Crimes
Ambientais (Lei n°® 9605/98) possibilitou a legislacdo ambiental um grande avanco, onde
podem ser aplicandas puni¢fes para quem realiza crimes contra 0 meio ambiente (BRASIL,
1998).

A Portaria n°® 122 de 19 de margo de 1985 do Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal — IBDF rege diversas atividades, tais como a coleta, transporte, comercializacao e
industrializacdo de plantas com propriedades medicinais, aromaticas ou toxicas de cada regido
e a realizacdo das atividades previstas nesta Portaria necessitam de registro e da autorizagédo
do IBAMA (BRASIL, 1995; MARTINS, 2001).

Assim, os programas da TRAFFIC trabalham com o tema da comercializagéo de plantas
medicinais, com o interesse de garantir a seguranca e conservacdo de recursos, procurando
aprimorar o conhecimento sobre a atividade comercial destas espécies e agenciar um manejo
apropriado e a integracéo de esforcos (SILVA, 2011).

Muitos trabalhos indicam que as populagdes pertencentes a este bioma, em sua grande
maioria, precisam diretamente dos recursos naturais disponiveis para sua sobrevivéncia
(ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002; ALBUQUERQUE e LUCENA, 2004).

Assim, diante da potencialidade dos recursos naturais disponiveis € interessante tracar
planos de conservacdo e recuperacdo das areas exploradas, complementando com trabalhos de
etnoboténica, visando a preservacdo, também, dos conhecimentos tradicionais sobre o0s
recursos naturais (DIEGUES, 2000).
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2.2. Plantas medicinais e aromaticas

No mundo aproximadamente 80% da populacdo mundial faz uso de plantas medicinais
para 0 atendimento de suas necessidades basicas de saude (BAGETTA et al.,, 2010,
SPADACIO et al., 2010). O uso dessas plantas no tratamento das enfermidades é uma pratica
realizada desde tempos remotos, onde o homem, pela sua necessidade e caréncia de outras
fontes, buscava na natureza solucdes para melhorar sua préopria condicdo de vida,
conquistando uma maior longevidade (MUKHERJEE et al., 2010).

No Brasil existem iniciativas do governo que buscam estimular o uso do conhecimento
etnobotanico para cuidados basicos com a salde. O Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos é um exemplo, se baseando nos fundamentos da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, buscando ampliacdo das opc¢des terapéuticas e melhoria da saude
dos usuarios do Sistema Unico de Satde — SUS, bem como a preservacio do conhecimento
das comunidades tradicionais e a valorizagdo do uso sustentdvel da biodiversidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

As plantas usadas tradicionalmente para a preservacdo da saude constituem uma
importante fonte para a obtencdo de novos compostos biologicamente ativos (OLIVEIRA et
al., 2006), bem como para a producdo de um grande nimero de farmacos, provenientes direta
ou indiretamente de plantas (SILVA FILHO et al. 2009).

Os compostos biologicamente ativos produzidos pelas plantas sdo denominados
metabolitos secundarios, muitos dos quais sdo utilizados como farmacos. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, dos 252 medicamentos reconhecidos como basicos e
essenciais, 11% sdo de origem vegetal (GURIB- FAKIM, 2006). Dos produtos
biologicamente ativos obtidos das plantas, 0s 6leos essenciais sdo um exemplo, apresentando
uma constituicdo quimica complexa (GONCALVES et al., 2003, SOUZA, et al., 2010).

Os 6leos essenciais exercem diversas atividades essenciais a sobrevivéncia do vegetal,
sendo uma delas a defesa contra a acdo de microrganismos patogénicos (OLIVEIRA, et al.,
2006).

As avaliacOes das atividades inseticida, bactericida, fungicida e antioxidante de 6leos
essenciais tém demonstrado resultados importantes. Portanto, é de extrema importancia a
caracterizacdo botanica das espécies vegetais, através de estudos de bioprospeccao, que visem
a determinacdo de sua composicdo quimica e suas propriedades farmacoldgicas (CUNHA,;
RIBEIRO; ROQUE, 2007).
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2.3. Género Croton

O género Croton foi proposto por Linnaeus em 1753 ao descrever 13 espécies da Asia e
Africa na primeira edi¢io de Species Plantarum. Depois dessa proposta, o género ja recebeu
atencdo de diversos estudiosos, destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que prop0ds
a classificacdo infragenérica mais recente para o género (SILVA et al,. 2009).

Este género possui cerca de 1.300 espécies, popularmente conhecidas como velames ou
marmeleiros e sdo largamente distribuidas em regibes quentes da Terra, ocorrendo
principalmente nas regides sudeste e nordeste do Brasil. Diversos novos tdxons de Croton tém
sido propostos para o Brasil, desde a revisdo de Muller (1873). Estima-se que no Brasil
existem em média 350 espécies e no Nordeste um total de 52 (SALATINO et al. 2007;
CORDEIRO e CARNEIRO TORRES, 2006).

Entre as principais caracteristicas do género Croton estdo as inflorescéncias, as flores
femininas com pétalas reduzidas, latex ndo-leitoso, estames encurvados no botdo e
indumentos do tipo estrelados, escamiforme ou simples (LIMA,2006).

Espécies desse género sdo encontradas como arvores, arbustos, subarbustos, ervas e
raramente lianas. As folhas apresentam revestimento piloso, inteiras ou raramente trilobadas,
com estipulas, principalmente nos ramos novos (ANGELICO, 2011).

Quimicamente o género Croton é diverso, evento que qualifica as espécies como
amplamente promissoras para estudos de prospeccdo de substancias com propriedades
farmacologicamente ativas, sendo assim, alvo de pesquisas em estudos fitoquimicos e
biologicos (RANDAU et al., 2004). As espécies desse género sdo ricas em metabdlitos
secundarios, tais como, terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos, e possuem um grande
potencial econémico, principalmente para a industria farmacéutica, devido as propriedades
medicinais que estes metabdlitos conferem a muitas espécies (RANDAU et al., 2004; PAYO,
etal., 2001).

Muitas dessas espécies tiveram suas atividades biologicas comprovadas, tais como
atividade inseticida, antifingica, antimicrobiana, antioxidante, dentre outras. E entre os
principais compostos biologicamente ativos das espécies de Croton destacam-se 0s
terpenoides, fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides e tocoferdis (SILVA et al., 2011).

Na Amazbnia, algumas espécies com latex, tais como, Croton urucurana, C.
palanostigma e C. blanchetianus sdo vastamente utilizadas por comunidades no tratamento de
diversas doencas (POLLITO et al., 2004, WEBSTER, 2004). Também existem outras

espécies nativas, que representam um importante recurso medicinal, a exemplo do C.
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cajacara Benth, cujos extratos possuem atividades antioxidante e antilipidémica, sendo usada
no combate da diabetes, diarreias, afec¢des do trato gastrintestinal, maléria, febre, no controle
de colesterol, dentre outras (MATOS, 2011).

Na regido Nordeste ocorre uma extensa variedade de espécies, tais como: C.
argyrophylloides, C. betulast, C. brasiliensis, C. celtidifolius, C. cajucara, C.
heliotropiifolius, C. lobatos, C. muscicapa, C. nepetaefolius, C. sellowii, C. sonderianus, C.
urucurana, C. zehntneri, C. cajucara, C. grewioides, C. rhamnifolioides, entre outras. As
especies de C.cajucara, C.campestres, C. heliotropiifolius, C. rhamnifolioides, C.
grewioides, C. sellowii e C. zehntneri s&o usadas popularmente como inseticidas naturais,
purgantes, antiespasmadicos, antiflaméatorios e antibidticos (VILA-VERDE et al., 2005,
MACIEL et al. 2007; CORDEIRO E CARNEIRO TORRES, 2009).

Extratos da espécie Croton lecheri Miill. Arg., popularmente conhecida como “sangue-
de-drago”, possuem atividades antioxidante, antimicrobiana, mutagénica e antiviral (GUPTA
et. al., 2008, LOPES e LOPES et al., 2004). Outras espécies, como, o Croton urucurana
apresentam atividade antinociceptiva (RAO et al., 2007), o Croton campestres atividade
moluscicida (BABILI et al., 2006) e o Croton cuneatus atividade anti-inflamatéria (SUAREZ
et al., 2006).

Também existe uma variedade de espécies aromaticas pertencentes ao género Croton,
que produzem Gleos essenciais. As espécies de Croton produtoras de 6leos essenciais sdo
ricas em mono e sesquiterpenoides e fenilpropanoides (PALMEIRA et al. 2006; PESSOA, et
al. 2012).

Esses compostos volateis sdo responsaveis pelo aroma dessas plantas, e apresentam uma
grande diversidade estrutural, o que aumenta a probabilidade dos 6leos essenciais serem
verdadeiras fontes de substancias bioativas (RANDAU et al., 2004).

MORAIS (2006), em suas pesquisas com espéecies do Ceara confirmou a atividade
antioxidante do 6leo essencial do C. zenhtneri, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides.

O Croton argyrophylloides Mull. Arg. é utilizado na medicina popular no tratamento de
diversas doencas, como diabetes, inflamacéo, dores nas costas, doencas venéreas, intoxicagcdo
e dores de cabeca (ALBUQUERQUE et al., 2007). O dleo essencial desta espécie apresenta
uma elevada atividade antiflngica frente ao Microsporum canis e uma baixa toxicidade,
sendo uma promissora fonte de novos agentes fitoterapicos. Outras atividades bioldgicas
atribuidas ao seu Oleo essencial foram relatadas, incluindo sua capacidade antioxidante,
larvicida, e antipasmodica (FONTENELE et al., 2008; MORAIS et al., 2006; AGUIAR et al.,
2012).
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Espécies de Croton jacobinensis tiverem suas atividades avaliadas e confirmadas. Estas
espécies sdo restritas ao semiarido brasileiro, tendo o nome popular de velame roxo e velame
preto (SILVA et al., 2010). Estudos com extratos etanolicos dessa espécie demonstraram sua
atividade inseticida (PONTES et al., 2011). Outro estudo com componentes volateis de 6leos
essenciais de caules e folhas dessa espécie evidenciaram atividade acaricida relevante contra
Tetranychus urticae (NEVES e CAMARA, 2011). O Croton jacobinensis também apresenta
atividade antimicrobiana comprovada, sobre cepas de Neisseria, de Nocardia, e de Brucella
(LIMA et. al., 2001).

O Croton nepetaefolius possui atividade sobre cepas de Streptococcus sp., oriundos da
mucosa oral e produtores de biofilme (TEIXEIRA et al.,, 2011). JA o Croton zehntneri
apresenta atividade antimicrobiana importante contra Staphylococcus aureus, entre outros
microrganismos, atividade anti-helmintica e efeito cardiovascular (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2006; COSTA et. al. 2008).

O Croton tetradenius Baill (Figura 1) é uma espécie endémica da regido Nordeste,
ocorrendo em vegetacdo de caatinga nos estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe. E encontrada, geralmente, em florestas
perenifélias sobre solo arenoso ou pedregoso (LUCENA, 2009; CARNEIRO-TORRES,
2009).

Esta espécie possui quatro a seis nectarios cilindricos no peciolo, que é a caracteristica
mais facilmente utilizada no seu reconhecimento. As flores sdo observadas nos meses de
fevereiro, margo, maio e setembro e os frutos em fevereiro e maio (LUCENA e ALVES,
2000).

Figura 1. Croton tetradenius
Fonte: A autora
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Carvalho e colaboradores (2015), ao analisarem os hidrolatos do dleo essencial de
Croton tetradenius, relataram a atividade toxica para as larvas do A. aegypti, demonstrando
um potencial de aplicacdo para o bioproduto. Foram também identificados no 6leo essencial
de Croton tetradenius, monoterpenos e sesquisterpernos como constituintes majoritarios
(SANTANA, 2011). No entanto, sua composi¢do quimica e atividades biol6gicas precisam
ser mais pesquisadas, pois ainda existem poucos trabalhos na literatura sobre esta espécie.

Trabalhos mais recentes tém reunido informacdes sobre o uso medicinal, quimico e
farmacoldgico das espécies de Croton, evidenciando o grande potencial deste género. Porém,
a ampliacdo dos estudos quimicos e farmacoldgicos sdo de suma importancia, devido a grande
distribuicdo do género no pais e ao crescente numero de espécies de Croton identificadas
(SALATINO et al., 2007).

2.4. Producdo de metabolitos secundéarios pelas plantas

O desenvolvimento, adaptacdo e disseminagdo das espécies vegetais sdo decorréncia da
realizacdo de suas reacGes metabdlicas e 0s compostos produzidos durante estes processos sdo
denominados metabdlitos primarios e secundarios. Dentre o0s metabdlitos primarios
encontram-se 0s acucares, proteinas e lipidios, que sdo essenciais a todos 0s seres vivos e
apresentam funcbes definidas. Ja os metabolitos secundéarios, tais como os alcaloides,
terpenoides, antocianinas, esteroides, flavonoides, quinonas e ligninas, apresentam estruturas
complexas e sdo encontrados em concentragdes bem menores nas plantas, sendo sua
distribuicdo restrita a algumas espécies. Os metabdlitos secundarios apresentam propriedades
bioldgicas muito variadas e sdo responsaveis, dentre outras funcles, pela adaptacdo e
disseminacdo das espécies vegetais (CASTRO et al. 2004).

Os metabdlitos secundarios tém aplicacbes comerciais como farmacos, corantes,
aromatizantes, inseticidas, bactericidas, fungicidas, dentre outras. Esses compostos sdo
diversos em estruturas e tamanhos, sendo distribuidos por todo o reino vegetal (BURT, 2004;
COLLIN, 2001; VERPOORTE e MEMELINK, 2002). S&o produzidos por plantas, insetos,
microrganismos e algumas espécies de animais, podendo constituir modelos em que 0 homem
se inspira para sintetizar, em laboratério, compostos similares com diferentes propriedades e
aplicacdes (TAIZ e ZEIGER, 2009).
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Nas plantas, os metabdlitos secundarios sdo caracteristicos de determinadas espécies,
sendo resultado da adaptacdo as condi¢cGes ambientais, necessarios a sua sobrevivéncia e
perpetuacdo em ambientes hostis (VIEGAS JR., 2003).

As principais vias biosintéticas para a producdo de metabdlitos secundarios nas plantas
sdo: a rota do &cido chiquimico, o qual é precursor de varios compostos aromaticos (Figura
2); a rota do acetato, que é precursor de &cidos graxos, polifendis, isoprenos e prostaglandinas
e a rota dos aminoacidos, responsavel pela formacdo dos alcaloides. Os terpenos sdo
produzidos a partir de isoprenoides, obtidos através da via do mevalonato, sintetizados a partir
do acetil-CoA (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Carboidrato M ROTA DA PENTOSE
FOSFATO

ERITROSE-4-FOSFATO

Acipo FOSFOéNOL PIRUVICO

CICLO DE KREBS _
, , ROTA DO ACIDO
AMINOACIDOS ALIFATICOS CHIQUIMICO
I,' AMINOACIDOS
ALCALOIDES < AROMATICOS
COMPOSTOS
TERPENOS e MEVALONATO - FENCUEES

Figura 2. Esquema simplificado da biossintese dos metabolitos primarios e
secundarios de espécies vegetais.
Fonte: Adaptado de TAIZ e ZEIGER (2009)

As principais classes de metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais sdo 0s
compostos fenolicos, terpenos e alcaloides. Estes metab6litos sdo de grande interesse
comercial, devido as atividades bioldgicas que apresentam, sendo considerados compostos
naturais farmacologicamente ativos (BESSA et al., 2007).
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2.5. Composicdo quimica e propriedades dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de algumas espécies
vegetais, apresentando-se como liquidos volateis a temperatura ambiente, contribuindo para o
aroma das plantas que os produzem. Eles s&o normalmente elaborados nas folhas, mas podem
ser encontrados em flores, inflorescéncias, sementes, gravetos, cascas, frutos e raizes, sendo
armazenados em espacos extracelulares. Quimicamente, 0s Oleos essenciais sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, na sua maioria odoriferas e liquidas (SIMOES
etal., 2007; PORTO et al., 2008).

A composicdo e a concentracdo das substancias que constituem os 0Oleos essenciais
podem sofrer influéncia de fatores como a radiacdo, temperatura, precipitacdo, ventos fortes,
altitude, solo, época de coleta e outros. Os 6leos essenciais sdo produtos complexos e,
dependendo da espécie, podem conter mais de 100 constituintes quimicos, possuindo um ou
dois componentes majoritarios que lhes confere os sabores e odores prdprios. Os constituintes
qguimicos encontrados nos 0Oleos essenciais pertencem principalmente a classe dos terpenos,
acrescidos de moléculas menores, como ésteres de acidos graxos, fenilpropanoides, alcoois,
aldeidos, cetonas de cadeia curta e, em alguns casos, hidrocarbonetos alifaticos (SIMOES et
al., 2007).

Os terpenos, principais constituintes dos 6leos essenciais, sdo divididos em diferentes
subclasses, de acordo com o nimero de unidades de isopreno presentes em suas estruturas,
como: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e, quando ocorre a adicdo de elementos adicionais nas
suas estruturas, geralmente o oxigénio, sdo denominados terpenoides (FRANZ, 2010;
PADUCH et al., 2007).

As propriedades farmacologicas atribuidas aos 6leos essenciais sdo muitas e estes
apresentam vantagens importantes quando comparados a outros produtos, como por exemplo,
a sua volatilidade, que os torna ideais para uso em nebulizacdes e em inalagbes. A sua
volatilidade e o baixo peso molecular dos seus constituintes permitem que eles sejam
absorvidos e rapidamente eliminados do organismo através das vias metabélicas (BANDONI
e CZEPAK, 2008).

A atividade antibacteriana dos 0¢leos essenciais € atribuida aos monoterpenos,
sesquiterpenos e seus derivados oxigenados, a exemplo dos monoterpenos oxigenados linalol,

1,8-cineol, neral e geranial e aos compostos fendlicos, como timol e mentol (SOUZA et al.,
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2003; SOUZA et al., 2006; BANDONI e CZEPAK, 2008), que agem como agentes de
inibicdo do crescimento de microrganismos.

Um dos possiveis mecanismos de acdo desses compostos ocorre pela interacdo dos
componentes do 6leo com a dupla camada fosfolipidica da parede da bactéria, o que produz
um aumento na sua permeabilidade, acarretando na perda dos componentes da célula. 1sso
ocasiona mudancas no sistema enzimaético celular, que podem gerar alteracdes na producgao
energética, destruicdo do material genético e na sintese dos constituintes estruturais da célula
(KUMAR et al., 2008).

Outro fator de extrema importancia no que se refere aos Oleos essenciais € que eles
apresentam um risco minimo de desencadear resisténcia nos microrganismos patogénicos,
uma vez que estes produtos sdo uma mistura complexa de diversas substancias com
propriedades antimicrobianas atuando por multiplos mecanismos (BAKKALI et al., 2008;
OKE et al., 2009).

2.6. Agentes Antibacterianos Sintéticos e Naturais

Os antimicrobianos sdo compostos que tém acdo sobre fungos e bactérias, e sdo
responsaveis pela eliminacdo ou diminuicdo das taxas de morbidade e mortalidade causadas
por doencas infecciosas causadas por microrganismos (SILVA, 2007).

O interesse pelas plantas com propriedades antibacterianas deve-se ao aumento da
resisténcia dos microrganismos aos farmacos sintéticos presentes no mercado. Devido aos
crescentes casos de resisténcia e o surgimento de superbactérias, a utilizacdo de produtos
naturais de origem vegetal surge como uma alternativa, pois 0s vegetais sintetizam uma
diversidade de compostos quimicos bioativos, em relacdo aos produtos sintéticos
(GEORGOPAPADAKOU 2005; NOVAIS et al., 2003).

Nas Ultimas décadas observou-se um aumento significativo na utilizacdo de produtos
naturais para o tratamento de enfermidades, tendo ampliado globalmente sua popularidade em
paises em desenvolvimento e naqueles onde a medicina convencional é predominante nos
sistemas publicos de saude (SILVEIRA et al., 2008).

Pesquisas realizadas com plantas comprovam que alguns metabolitos secundarios, como
os compostos fenolicos, a exemplo dos flavonoides, tém atividade antibacteriana
(NASCIMENTO et al., 2000).

Os antimicrobianos se diferenciam pelo seu mecanismo de acéo, sendo classificados de

acordo com seu local de atuacdo. Assim, existem antimicrobianos que atuam na parede
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celular, na sintese de DNA, na sintese proteica celular e os que afetam a atividade enzimatica
intracelular (MOREIRA, 2004).

Alguns compostos desempenham seu efeito antimicrobiano através de alteracdes na
estrutura da parede celular do microrganismo (SAAD, 2006; EDRIS, 2007). Estas interac0es
promovem uma interferéncia na atividade da bomba de protons, possivelmente alterando a
permeabilidade da membrana citoplasméatica (OUSSALAH et al., 2006 e PASQUA et al.,
2007). Isto pode provocar interrup¢do nos processos essenciais da célula, como transporte de
elétrons, etapas da fosforilacdo, translocacao de proteinas e outras reacdes que dependem das
enzimas, acarretando na perda do controle quimiosmético da célula afetada e, portanto,
provocando a morte bacteriana (DORMAN e DEANS, 2000).

Além deste, existe também outro importante mecanismo de acdo, que inclui a
desnaturacdo das proteinas citoplasmaticas e inativacdo de enzimas celulares que conduzem a
morte das células bacterianas (BURT, 2004).

No entanto, independentemente do mecanismo de acdo, € preciso que todos 0s
antimicrobianos tenham amplo espectro de acdo, toxicidade seletiva e mecanismo de acao

especifico, atuando particularmente nas células-alvo (MURRAY, et. al., 2002).

2.6.1 Métodos de Avaliacdo da atividade antibacteriana

Véarios métodos laboratoriais podem ser utilizados para testar a sensibilidade de
bactérias frente aos agentes antimicrobianos.

O método de difusdo em agar tem por finalidade testar patdgenos de crescimento rapido
e certas bactérias fastidiosas (VALGAS, 2002). A metodologia tem por objetivo fornecer
dados iniciais da acdo antimicrobiana de produtos naturais, pela facilidade e rapidez de
execucdo. Este teste é fundamentado na presenca ou auséncia de um halo de inibicdo
produzidos pelas amostras testadas, € de facil execucdo, demonstrando linearidade e precisdo
(ESMERINO, 20004).

As substancias testadas por este método na sua maioria sdo de natureza hidrofilica, com
excecdo dos Oleos essenciais, sendo necessaria sua diluicio com solventes e agentes
emulsificadores. Os resultados obtidos s@o confidveis quando os testes de difusdo em agar
usam o principio da metodologia padronizada, com as medidas dos didmetros dos halos de
inibicdo correlacionados com as concentragcfes inibitdrias minimas (CIMs), frente as cepas
reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos (KLANCNIK et
al., 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0765
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0270
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0270
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0150
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Os métodos de diluicdo em tubos ou em placas sdo testes semiquantitativos, onde se
realizam diluicGes seriadas de forma quantitativa do produto testado e determina-se a
concentragdo inibitoria minima (VALGAS, 2002). E o método padronizado indicado
atualmente pelo Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana do NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards), descrito originalmente por Bauer e
colaboradores (1966). Porém, esse método e suas variantes devem ser escolhidos conforme
cada amostra a ser testada, onde as adaptacGes devem ser padronizadas e validadas para se

conseguir reprodutibilidade e garantir, assim, que os resultados tenham confiabilidade.

2.6.2 Tipos de Bactérias e patogenicidade

Bactérias sdo microrganismos unicelulares, procariotos, encontrados em todos o0s
ambientes, que podem ou ndo possuir patogenicidade e provocar infeccbes nos animais e
vegetais. As caracteristicas desses microrganismos, sua dose infectante e o meio onde se
encontram sdo fatores cruciais para seu desenvolvimento e proliferacdo (SILVA et al., 2014).

As bactérias possuem uma organizacdo celular relativamente simples, formadas
basicamente por uma membrana plasmatica recoberta por uma parede celular, com seu
material genético localizado normalmente em uma regido do nucleoide, existindo, em alguns
casos, moléculas menores de DNA chamadas de plasmideos (TORTORA, 2012).

Existe também nas bactérias o processo de recombinacdo genética, que permite que elas
se transformem em microrganismos capazes de degradar determinadas substancias, como, por
exemplo, alguns farmacos, tornando-as resistentes aos mesmos (GWENDOLY N, 2005).

As bactérias podem ser classificadas a partir das caracteristicas da parede celular em
Gram positivas e Gram negativas. As Gram-positivas possuem paredes celulares mais
simples, compostas por aproximadamente 90% de peptideoglicanos, diferindo das Gram-
negativas, que contém uma quantidade menor de peptidoglicanos, sendo sua estrutura mais
complexa por ter uma parede externa de lipopolissacarideos, tornando 0s microrganismos
mais resistentes. Assim, de acordo com a estrutura da parede celular serdo coradas de
vermelho ou violeta, em conformidade com a técnica de Gram, sendo classificadas em Gram-
positivas as bactérias que tiverem coloracdo violeta e Gram-negativas com a cor avermelhada
(TRABULSI et al., 1999; TORTORA, 2012).

Nos seres humanos, alguns microrganismos fazem parte da microbiota normal, onde

auxiliam no bom funcionamento do organismo. Entretanto, algumas especies de
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microrganismos nocivos a sua salde podem causar doencas de diversos tipos, como
intoxicacBes do trato gastrointestinal e urindrio (GODINHO, 2010).

Doencas infecciosas causadas por bactérias sdo ainda uma das principais causas de
morte no mundo. O desenvolvimento de resisténcia por esses microrganismos aos
antibacterianos comumente encontrados no mercado, associado aos efeitos colaterais que seu
uso por tempo prolongado e em altas dosagens produz, aumenta a necessidade de descoberta
de novos farmacos mais ativos e seletivos contra bactérias patogénicas (HALL-STOODLEY
et al., 2009).

Algumas espécies bacterianas possuem alto potencial para desenvolver cepas resistentes
a varios antibioticos, que podem surgir de forma natural ou adquirida. A natural estd
relacionada com caracteristicas da espécie bacteriana, propria da heranca genética do
microrganismo e ndo apresenta riscos a saude. Ja a resisténcia adquirida pode trazer varios
problemas para o estado clinico dos individuos, visto que surge quando uma bactéria que
anteriormente era sensivel a uma dada droga torna-se resistente & mesma, sendo necessaria a
busca por novos agentes terapéuticos (TORTORA, 2012; NETO, 2000).

Também alguns autores relacionam a resisténcia de muitos microrganismos ao uso
descomedido dos antibidticos por décadas pela industria agricola, pecuaria e no ambiente
domeéstico para tratar ou inibir rapidamente a maioria das infeccGes. Na sua maioria 0 mau
uso dos medicamentos antimicrobianos na medicina humana e animal, tem sido responsavel
pela sele¢do sem precedentes na evolucdo microbiana (DUARTE, 2006; WHITE, 2002). Com
isto, a sociedade esta contribuindo para o aparecimento de doencas infecciosas que
apresentam agentes etioldgicos resistentes a muitos e, algumas vezes, a todos 0s agentes
antimicrobianos usados pela medicina (SOUZA et al., 2005). O crescimento da resisténcia
antimicrobiana causa um aumento na morbidade e mortalidade de individuos e o0 aumento dos
custos das instituicbes de satde com os pacientes (DANCER, 2001; KUNER e OHO, 2003).

Assim, existe uma gama de pesquisas com microrganismos patogénicos, responsaveis
pela contaminacdo de alimentos e capazes de provocar infecgdes em humanos e animais. A
realizacdo de testes in vitro tem por objetivo identificar novos bioprodutos com atividade
antimicrobiana. Determinados microrganismos apresentam maior sensibilidade aos 06leos
essenciais, dentre eles, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae e
Bacillus cereus (SANDRI et al., 2007; PRABUSEENIVASAN et al., 2006).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0400
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0400
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2.6.2.1 Escherichia coli

A Escherichia coli ¢ um bacilo Gram-negativo encontrado na microbiota intestinal
humana e de outros animais de sangue quente. Este microrganismo faz parte dos coliformes
termotolerantes, devido a sua capacidade de resistir a elevadas temperaturas, ocorrendo nas
fezes dos animais. Sua presenca em alimentos indica provavel contaminacdo por fezes ou
esgoto (TORTORA, 2012).

Estas bactérias causam doencas intestinais como diarreias e podem provocar doencas
extra-intestinais como septicemia, meningite e infeccdes urinarias e, portanto, sdo conhecidas
como E. coli patogénicas extra-intestinais. A transferéncia de genes de resisténcia para
bactérias da microbiota intestinal humana € hoje uma das maiores preocupacdes da salde
publica mundial (GAZAL et al., 2014).

2.6.2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus € um género de bactérias Gram-positivas vastamente difundidas na
natureza, sendo parte da microflora da pele e mucosas de animais. Algumas espécies de
Staphylococcus séo reconhecidas como agentes etiologicos de muitas infec¢bes oportunistas
humanas (NOSTRO et al., 2004).

As espécies de S.aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus sdo
espécies mais comuns em provocar infeccdo em humanos e nos animais. Estas espécies sdo
responsaveis também por causar diferentes tipos de intoxicacdes, a exemplo do S. aureus, que
tem sido o microrganismo mais comum de infec¢Oes supurantes que podem atacar diversos
tecidos e/ou orgdos, causando furlnculo, abcesso, miocardite, endocardite, pneumonia,
meningite, artrite bacteriana, dentre outras (PEREIRA et al., 2004).

Das espécies com potencial para o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos e
aumentar a sensibilidade aos agentes antimicrobianos, os estafilococos tém sido reconhecidos
como tendo crescente e preocupante resisténcia antimicrobiana (GEORGOPAPADAKOU,
2002; NOSTRO et al., 2004). Diante disso, se faz necessario buscar novas moléculas
sintetizadas por plantas, ou produtos naturais como 0s 6leos essenciais, ativos contra bactérias
patogénicas (CARVALHO, 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005196#bib0345
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2.6.2.3 Enterococcus faecalis

Enterococcus faz parte de um género das bactérias Gram-positivas que inclui diversas
espécies residentes no trato gastrintestinal, da vagina e da cavidade bucal como comensais.
Algumas de suas espécies, como Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, podem
causar infeccdes urinarias e endocardite. Estes microrganismos sdo facultativos, tém pouca
exigéncia quanto ao seu crescimento, sendo capazes de crescer em temperaturas de 10 a 45°C,
e podem sobreviver a 60°C por alguns minutos (KAYAOGLU et al., 2004).

Mais de 90% das infec¢Bes humanas enterococicas sdo causadas por E. faecalis, sendo
as demais por E. faecium. E. faecalis ocorre com frequéncia em canais obturados, exibindo
sinais de periodontite cronica apical. Estudos in vitro comprovaram a capacidade do E.
faecalis em penetrar nos tdbulos dentinarios. E um microrganismo que possui em sua parede
celular o acido lipopoliteicoico (LTA), que ajuda na ligacdo das bactérias as células
eucaridticas, incluindo linfécitos (ZOLETTI et al., 2006; ROCAS et al., 2004).

2.6.2.4 Proteus vulgaris

O género Proteus engloba bacilos Gram-negativos encontrados amplamente
distribuidos na natureza e fazem parte da flora normal do trato gastrointestinal humano. O
género € composto por cinco espécies, nomeadas por: P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P.
myxofaciens e P. hauseri (BIEDENBACH et al., 1994).

Estes microrganismos estdo relacionados com infec¢Ges graves em seres humanos,
juntamente com espécies de Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Serratia.

Proteus também é encontrado em varios habitats, incluindo instalacGes de hospitais. No
ambiente hospitalar € facil colonizar pele e mucosa oral de pacientes e funcionarios (SMITH
etal., 2009; FAZENDEIRO et al., 1985).

2.6.2.5 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae € um patdgeno Gram-positivo, anaerdbico facultativo,
encontrado no trato respiratério, podendo causar infeccGes invasivas e nao invasivas,
provocando grandes taxas de morbi-mortalidade, especialmente em grupos de risco, como em
criangas menores de cinco anos de idade e idosos. A S. pneumoniae é responsavel, em média,
por 2 milhGes de pneumonias por ano, que levam a morte em todo o planeta, o que
corresponde a cerca de metade das mortes por pneumonia em criangas menores de cinco anos
e idosos (OBARO E ADEGBOLA, 2002; KADIOGLU et al., 2008).


http://emedicine.medscape.com/article/228495-overview
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O Streptococcus pneumoniae é o principal agente etioldgico da pneumonia bacteriana,
exceto no periodo neonatal. A sua estrutura bioquimica consiste de membrana celular com
dupla camada lipidica envolvida por uma parede bacteriana que é formada de peptideoglicano
associado ao polissacarideo (KADIOGLU et al., 2008).

2.7. Agentes Antioxidantes

Compostos antioxidantes possuem a capacidade de neutralizar os radicais livres
produzidos pelas células, através da doagdo de radicais hidrogénio ou elétrons, que irdo reagir
e eliminar a acdo destrutiva destas espécies. No organismo humano existem dois sistemas
antioxidantes de protecdo contra os radicais livres. Um inclui antioxidantes internos, formados
por enzimas, como a catalase, a peroxidase e a superoxido dismutase (Figura 3). O outro
sistema é exdgeno, como é o caso dos antioxidantes fornecidos pela dieta (PIETTA, 2000;
SOUZA, 2007).

Segundo Neves (2009), a acdo dos antioxidantes baseia-se na inativacdo de radicais
livres e na reducdo de peroxidos, para que 0s produtos permanecam impossibilitados de
formar espécies reativas e produtos de decomposicdo. Assim, antioxidantes sdo substancias
que, em quantidades minimas em relacdo a amostra oxidavel, inibem expressivamente a

oxidagdo, retardando o inicio ou reduzindo sua taxa (SILVA et al., 1999).

Antioxidantes

» -
\ radicais livres

Figura 3. Acéo protetora dos antioxidantes na célula
Autor: Gabriel Vieira, 2008.

Na autoxidacédo, que € uma reacdo na qual ocorre a formacao de radicais livres, podendo
ser ou ndo na auséncia de luz, as substancias antioxidantes podem atuar bloqueando as

reacOes em cadeia ou de maneira preventiva nas reagdes de iniciacdo. Deste modo, 0s
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compostos que agem impedindo as reagdes em cadeia sdo classificados como doadores e
receptores de elétrons. Os doadores de elétrons concorrem com os lipidios pelo radical
peroxil, tendo como resposta a reducéo da velocidade das reacdes. Os aceptores de elétrons
concorrem com o0 oxigénio pelo radical livre, diminuindo a formacdo do radical peroxil
(YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001; ARAUJO, 2015). Os oxidantes sdo compostos
formados durante o metabolismo de forma natural e, se ndo regulados, podem causar danos.
Logo, a oxidacdo € um processo no qual o oxigénio ¢ adicionado, ou hidrogénio e elétrons séo
removidos, formando as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (SANTOS et al., 2011). Como
as ERO’s ocorrem como parte normal do metabolismo celular ou por exposicdo a fatores
ambientais, a reducdo do oxigénio a superdxido ocorre em especial pela acdo da NADPH
oxidase, durante a respiracdo. A reacao seguinte forma o peroxido de hidrogénio pela enzima
superdxido dismutase, que tem capacidade maior de oxidacdo pela reacdo, formando o radical
hidroxil, o qual é muito reativo (GASTELL E ALEJO, 2000; SOUZA,2007).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas em excesso quando 0 organismo esta em
desequilibrio, onde o metabolismo energético esta acelerado, sendo assim um fator que
contribui para danos celulares. No entanto, essas espécies reativas de oxigénio (ERO’S) sdo
muitas vezes de grande importancia, como na ativa¢do do sistema imunoldgico e na produgéao
do fator relaxante derivado do endotélio (SCHNEIDER E OLIVEIRA, 2004).

Nos alimentos, as reacdes de oxidacdo produzem efeitos deletérios, como alteracdes no
sabor, no odor, na cor e na textura, podendo ainda gerar compostos toxicos. A falta de
equilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e o controle pelos sistemas de
defesa antioxidantes das células, gera o estresse oxidativo (KOURY E DONANGELO, 2003).

Esse estresse oxidativo produz radicais livres capazes de deteriorar componentes
celulares, como o rompimento de cromossomos, ruptura de proteinas, polissacarideos e acidos
graxos. A oxidacdo também pode acarretar perdas de vitaminas A, D, E e K, carotendides,
fitoesterois e de outros antioxidantes, causando danos as células (KOLAKOWSKA, 2003).

No organismo humano, o surgimento de muitas doengas crénicas e degenerativas, como
0 cancer, doencas cardiacas, Alzheimer e envelhecimento tém sido associados ao estresse
oxidativo (CADENAS E DAVIES, 2000).

As meia-vidas das ERO’s sao diferentes e estas sdo eliminadas por diferentes
mecanismos de defesa. Os danos provocados pelos oxidantes podem ser reduzidos, antes que
acontecam reagdes com os alvos biologicos, prevenindo as rea¢fes em cadeia. H4 muitos
beneficios dos antioxidantes sintéticos na preservacdo de alimentos, mas sua utilizagdo tem

sido restringida por seus efeitos adversos em diferentes espécies de animais experimentais.
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Dentre estes efeitos estdo o desenvolvimento de canceres no estbmago de animais roedores
apos exposicdo ao BHA e efeitos colaterais nos pulmdes, figado e sangue causado por BHT
(BANNWART E TOLEDO, 1999; JECFA, 2009). Os limites maximos no Brasil permitidos
para adicdo destes antioxidantes, individualmente ou combinados, é de 0,02 g / 100 g de dleos
e gorduras (BRASIL, 2005).

Alternativamente aos antioxidantes sintéticos, existe um interesse pelos antioxidantes
naturais encontrados em ervas, frutas, vegetais e outros alimentos, 0s quais apresentam
capacidade de diminuir ou inibir a oxidacéo dos lipidios. Os extratos vegetais, suas misturas,
concentrados e isolados tém sido constantemente estudados e revisados com relagdo a sua
atividade antioxidante (MOURE et al., 2001).

Dentre os diversos grupos de substancias antioxidantes de ocorréncia natural,
encontram-se 0s compostos fenolicos, que possuem a capacidade de inibir a peroxidacéo
lipidica e a lipoxigenase in vitro. A atividade antioxidante de compostos fendlicos é
normalmente relacionada as suas propriedades redutoras e de seu arranjo quimico. Estes
compostos exercem um papel de extrema importancia na neutralizacdo ou no sequestro de
radicais livres, que atuam tanto na etapa de iniciagdo como na difusdo do processo oxidativo
(RAZAVI et al., 2008).

Uma importante classe de compostos antioxidantes dessa natureza sdo os tocoferois. Os
tipos diferem-se no grau de substituicdo do anel aromético, e tém uma cadeia lateral
isoprénica saturada. A partir do arranjo dos grupos metil no anel sdo nomeados alfa, beta,
gama e sigma (ARAUJO, 2015). Também tem 0s monoterpenos, que estdo presentes nos
vegetais e sdo encontrados em abundancias na natureza, em especial nos 6leos essenciais,
dentre ele, 0 a-terpineol, a-tujona, 1,8-cineol, y-terpineno e o a-pineno (COSTA et al.,2012;
MOTHANA et al., 2011; BICAS et al., 2011).

Portanto, a descoberta de novos produtos como acdo antioxidante é fundamental nos
dias atuais, que possam ser utilizados no tratamento de Parkinson, esclerose multipla, doenga
de Huntington, epilepsia e Alzheimer (REED, 2011; COSTA et al.,2012).

2.7.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

Existem varias metodologias utilizadas para avaliar a atividade antioxidante de uma
substancia ou extratos de plantas, onde se deve fazer uso de mais de um método para

aumentar a confiabilidade dos resultados. Segundo Halliwell (2000), se um composto exibe
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baixa atividade antioxidante in vitro, ele possivelmente terd baixa atividade in vivo, e vice-
versa, 0 que indica o potencial antioxidante dos compostos analisados.

Os métodos mais conhecidos e utilizados sdo ABTS, DPPH, FRAP, Co-oxidacdo do f-
caroteno e acido linoleico (ALVES et al., 2010).

O método ABTS é uma técnica relativamente simples, que permite medir a atividade
antioxidante de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005). Esta
técnica consiste em sequestrar o radical do ABTS [2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-
sulfonado) com persulfato de potassio, que pode ser formado através de uma reacdo quimica,
eletrogquimica ou enzimética. A alteracdo na estrutura que ocorre quando o cation ABTS é
sequestrado provoca um decréscimo na absorbancia, que é lida em diferentes tempos, sendo
representadas a partir de gréaficos (PEREZ e SAURA, 2006). Além deste decréscimo é
possivel observar a mudanca de coloracdo da mistura, que inicialmente é azul, e quando em
presenca da amostra com propriedade antioxidante, ocorre a perda da cor (HENRIQUEZ et
al., 2002).

A metodologia de sequestro dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é
também uma das metodologias mais utilizadas para a determinacéo da atividade antioxidante
é 0 método de sequestro dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), por ser um
teste rapido e sensivel. O DPPH € um radical cromdéforo, que simula as espécies reativas de
oxigénio (EROs) (CANO et al., 2000).

Esta metodologia consiste na capacidade do DPPH em reagir com os doadores de
hidrogénio, onde a substancia antioxidante doa um H+ e assim ocorre uma reducdo. O radical
livre DPPH ¢ estavel, de coloracdo purpura, com absorbancia a 516 nm. Entretanto, quando
ocorre sua reducdo, o0 DPPH passa a ter coloracdo amarela (Figura 4). Portanto, a medida que
o DPPH sofre reducdo pelas substancias presentes na solucdo teste, observa-se a mudanca de
coloracdo, e o grau deste descoramento mostra a capacidade antioxidante da amostra
(OLIVEIRA et al., 2009).

A reagdo entre o radical livre DPPH e um antioxidante é facilmente detectada por
espectroscopia, devido a sua intensa absorcdo na regido do visivel, o que facilita a avaliacdo
do potencial antioxidante de um composto (BLOIS, 1958; BRAND-WILLIAMS et al.,
1995;).
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DPPH DPPH reduzido

Figura 4. Estruturas do DPPH: como radical livre e na sua forma reduzida
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 20009.

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante pelo método do
sequestro do radical livre DPPH, geralmente € expressa como ECsg, que € a concentracdo
efetiva capaz de reduzir em 50% a concentracgdo inicial dos radicais DPPH da solucdo. Dessa
maneira, quanto menor o valor do ECsg, menor tera sido a quantidade da amostra empregada
para reduzir o radical DPPH* e maior a sua atividade antioxidante (COSTA et al, 2010).

Ja 0 método de co-oxidacao do p-caroteno/acido linoleico, primeiro descrito por Marco
(1968) e modificado por Miller (1971), possibilita avaliar a capacidade de um composto em
prevenir a oxidacdo do p-caroteno, protegendo-o dos radicais livres produzidos durante o
processo de peroxidacdo do acido linoleico. A reacdo pode ser monitorada através do
espectrofotdmetro pela perda da coloracdo do p-caroteno, em comprimento de onda de 470
nm, através da leitura imediata e em intervalos de 15 min, num total de 2 h (BROINIZI et al.,
2007). Este método fundamenta-se na perda da coloracdo amarela do S-caroteno, que ocorre
em funcdo do ataque do acido linoléico peroxidado as duplas ligagcGes do p-caroteno, que
perde seu cromdforo, resultando na perda da coloracdo alaranjada prépria da solucédo
(JAYAPRAKASHA, et al., 2007).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagédo dos trabalhos

Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratorios da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), Campus de Itapetinga, destacando-se o Laboratério de Pesquisa
de Produtos Naturais (LAPRON), Nucleo de Estudos em Ciéncia de Alimentos (NECAL),
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e o Laboratério de Microbiologia. A composicao
quimica dos Oleos essenciais foi determinada na Universidade do Vale do Itajai/UNIVALLI,

Santa Catarina.

3.2 Obtencao do material vegetal

A espécie Croton tetradenius foi coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincora,
situada no Municipio de Contendas do Sincora, Estado da Bahia, com o acompanhamento de
um funcionério da reserva, nos meses de novembro de 2012 e abril de 2015. Nos
experimentos foram utilizadas as partes aéreas (folhas, inflorescéncias e cauliculos) de Croton
tetradenius. A identificacdo da espécie foi realizada por um boténico especialista da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. As exsicatas foram depositadas no herbéario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, sob o registro HUESB 3521.

3.3 Extracdo do 6leo essencial

O material vegetal foi encaminhado ao Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais
(LAPRON) da UESB, onde foram pesadas e, em seguida, secas em estufa de circulacéo de ar
da marca Solab, a 50°C no laboratério do NECAL, por um periodo de 24 horas. Para a
extracdo utilizou-se 100 gramas da parte aérea triturada manualmente, submersos em 1,5
litros de agua deionizada em um baldo de fundo chato. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo em um aparelho do tipo Clevenger modificado, por 2 horas e 30 minutos, a
uma temperatura de 100°C (Figura 5). Posteriormente, foi adicionado sulfato de sédio anidro

(Na2S0s) ao 6leo para remocéo da agua residual. Em seguida, o 6leo foi acondicionado em um
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frasco de vidro ambar e armazenado sob refrigeracdo a temperatura de -4°C + 1°C, até a
realizacdo das analises.

O rendimento do 06leo essencial foi calculado pelo método de base livre de umidade
(BLU), de acordo com metodologia proposta por SANTOS et al. (2009).

Figura 5. Extrator de Clevenger modificado
Fonte: A autora

3.4 Determinacdo da composicédo quimica do 6leo essencial

A composicdo quimica dos dleos essenciais foi determinada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), em parceria com a Universidade do Vale do
Itajai/UNIVALLI, Santa Catarina, com o objetivo de identificar e quantificar os constituintes
qguimicos majoritarios das amostras. O cromatografo utilizado foi da marca Shimadzu, com
detector de massa modelo GCMS-QP2010S, apresentando interface acoplada a um
computador para controle e aquisi¢do de dados com sistema de amostragem automatizada. As
condicBes de operacdo do equipamento foram as seguintes: Coluna: Marca Agilent DB -1:
0,25 mm x 30 m, espessura do filme 0,25 um, 100% de dimetil polisiloxano; Forno: Rampa:
inicio 100°C (2min) até 200°C a 10°C/min, logo ap6s a 25°C/min até 300°C permanecendo por
4 min; Volume de injecdo: 1,0 uL; Detector: MS razdo m/z com scan 40 a 450 uma; Eluente:
He, 0,75 mL/min (100°C); Injetor: splitless: razdo do split 50,0:1 a 280° C. As analises dos
espectros de massas foram realizadas por comparagéo aos espectros encontrados na biblioteca
NIST 8.0 e, também, pelo calculo dos respectivos indices de Kolvats (1K) e comparagdo com

os valores descritos na literatura.
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3.5. Avaliacao da atividade antibacteriana

3.5.1 Obtencgéao dos microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdo nos testes de Difusdo em Agar e Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), originarias de culturas do “American Type Culture Collection” (ATCC),
obtidas na Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC.

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana utilizaram-se sete cepas bacterianas padréo.
As cepas foram de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Enterococcus
faecalis ATCC 292012, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e Proteus vulgaris.

3.5.2 Método de difusdo em agar

A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de difusdo em meio sélido
adaptado (BAUER et al., 1966). As semeaduras dos microrganismos foram feitas em meio
solido de &gar nutriente e Brain Heart Infusion Broth (BHI), incubadas a 37°C por 24 horas.
Em seguida, os in6culos destes microrganismos foram retirados e colocados em 9,0 mL de
BHI e incubados em shaker (Incubadora Shaker refrigeradora SL 222/ CFR Solab) a uma
temperatura de 37°C a 160 rpm por 24 horas. No dia seguinte, a suspensdo do meio contendo
0s microrganismos foi diluida 10 vezes, seguido pela medicdo da densidade 6tica (D.O) em
um espectrofotdmetro (Nova 2000 Wavelength) a 600 nm. Para obter a D.O desejada, agitou-
se novamente a suspensao no shaker por 1 hora a 37°C e 160 rpm. Ao obter a D.O. esperada
(0,6 - 0,8), na fase LOG de crescimento bacteriano, colocou-se 1 mL da suspensao bacteriana
em placas estéreis e adicionou-se 25,0 mL de meio semi- sélido, contendo agar (10%) mais
BHI fundido a 50°C.

Apos o processo de solidificagdo do meio de cultura, discos de papel de filtro com 9
mm de didmetro foram impregnados com 10 pL das solugdes etandlicas do 6leo essencial de
Croton tetradenius, nas concentracbes de 1,0; 3,0; 6,0; 12,0 e 24,0 mg.mL?, e foram
colocados nas placas sobre os meios solidificados e incubadas a 37°C por um periodo de 48
horas.

Os ensaios foram realizados em triplicata, acompanhados do controle positivo, 0
antibidtico Cloranfenicol na concentragdo de 3,0 mg.mL™ e do controle negativo, o solvente

etanol. Os resultados finais foram expressos como as medias das medidas dos halos de
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inibicdo provocados por cada amostra, considerados como positivos os halos com tamanho
igual ou superior a 10 mm de didmetro, conforme descrito por ROMEIRO (2001).

3.5.3 Método da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada segundo o
método do CLSI (2003), no laboratorio de Produtos Naturais e Biotecnoldgicos (LPNBio) da
Universidade do Sudoeste da Bahia. Os valores da CIM foram determinados através da
diluicdo do dleo essencial de Croton tetradenius em dimetilsulfoxido (DMSO 5%). Todos 0s
testes foram realizados em triplicata e utilizou-se o antibiético Cloranfenicol como controle
positivo.

Utilizaram-se placas de 96 pocos estéreis, proprias para microdiluicdo. Inicialmente,
colocou-se em cada pogo, 90 pL do meio Caldo Muller Hinton (CMH) e, posteriormente,
adicionou-se a partir da terceira coluna (A3), até a décima segunda coluna (A12), as solucdes
do dleo essencial, nas concentragdes de 40,0; 20,0; 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,62 e 0,31 mg.mL™.
Cada coluna recebeu uma concentracéo diferente do 6leo essencial, de acordo com os valores
especificados anteriormente. Por Gltimo foi adicionada uma aliquota de 10 pL da suspenséao
do microrganismo em cada poco. Utilizou-se também o controle positivo na concentracéo de
20,0 mg.mL?, na coluna A13, para observacdo do crescimento dos microrganismos.
Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, em estufa. Apds este periodo
de incubacdo foram adicionados 30 uL de rezasurina na concentracao final de 0,01% para
analise quantitativa do crescimento microbiano nos pogos de ensaio e determinacdo da
atividade antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras. Neste ensaio foram
realizados os controles de viabilidade dos microrganismos testados, de esterilidade do meio de
cultura, do 6leo essencial e do potencial de inibicdo do DMSO sobre 0s microrganismos
testados. Para a determinagdo da Concentragcdo Minima Microbicida (CMM) repicou-se uma
aliquota de 5,0 pL das concentragdes que apresentaram atividade na placa do CIM, em placas
de Petri contendo Agar Mueller Hinton (AMH). Estas placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. A CMM foi considerada a menor concentracdo do Oleo essencial onde ndo houve

crescimento celular sobre a superficie do AMH.
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3.6. Avaliagédo da atividade antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada preliminarmente uma analise
qualitativa por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Como fase estacionéria
utilizaram-se placas de vidro cobertas com silica gel e como fase mével uma mistura de
Hexano e Acetato de Etila na proporcdo de 9:1. A revelacdo das cromatoplacas foi realizada
com uma solugdo metandlica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) a 0,2%.

A avaliagdo da atividade sequestradora de radicais livres DPPH foi determinada de
acordo com o método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), adaptado por Rufino et
al. (2010). O método DPPH é baseado na captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por compostos antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm.
Para a realizacdo dos testes foram pesados 100 mg do 6leo essencial, homogeneizados em 10
mL de alcool metilico, para obtencdo de uma solucdo estoque de concentracdo correspondente
a 10,0 mg.mL™. A partir da solugdo estoque foram obtidas as diluicdes de 5,0 e 2,5 mg.mL™.
As solucgdes para a realizacdo dos ensaios foram preparadas adicionando-se 0,1 mL de cada
diluicdo do 6leo essencial, inclusive da solucdo estoque, em tubos de ensaio contendo 3,9 mL
da solugdo metanodlica de DPPH a 0,06 mM e homogeneizados em agitador de tubos. As
misturas foram mantidas em ambiente escuro durante 50 minutos antes da realizacdo das
leituras. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As leituras foram realizadas no
comprimento de onda de 515 nm. A curva padrdo foi feita com solucGes de DPPH nas
concentracdes de 10 a 60 uM e o alcool metilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotdmetro. O controle negativo foi feito utilizando-se metanol no lugar das amostras e
o controle positivo foi feito utilizando-se o padrdao BHT.

A atividade antioxidante € indicada pelo decaimento da absorbancia das amostras,
correlacionado ao decaimento da absorbancia do controle, resultando na porcentagem de
sequestro de radicais livres. A porcentagem da atividade antioxidante das amostras foi

calculada de acordo com a Equacao 1, descrita abaixo:

%AA =100 -{[(Abs amostra — Abs branco X 100] / Abs controle}

Eqg. 1
Onde:

AA%: atividade antioxidante em porcentagem

Abs amostra: absorbancia da amostra

Abs branco: absorbancia do branco

Abs controle: absorbancia do controle
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Utilizou-se como controle positivo uma solugdo de BHT nas concentracfes de 0,25; 0,5
e 1,0 mg.mL%, nas mesmas condicdes realizadas para as amostras do 6leo essencial.

O valor correspondente a metade da absorbancia inicial do controle (solugdo metandlica
de DPPH a 0,06M) foi substituido pelo y da Eq. 2, para encontrar o consumo em uM de
DPPH e, em seguida, transformado para g de DPPH.

Equacdo da curva do DPPH

y= - 6.105x + 0,665 (R2= 0,0884)

Onde:

y = Absorbancia inicial do controle / 2

X = concentra¢do em uM do DPPH

g DPPH = (uM DPPH / 1.000.000) * 394,3 (peso molecular do DPPH)

As médias das absorbancias obtidas para as diferentes diluicdes do 6leo essencial foram
plotadas no eixo Y e as diluigdo correspondentes (mg.L ™) no eixo X, para a determinacéo da
equacdo da reta (Eg. 3). Para calcular a Atividade Antioxidante (AA) substitui-se a
absorbancia equivalente a 50% da concentracdo do DPPH pelo y (Eq. 3) para encontrar o
resultado que corresponde a quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentracdo inicial do radical DPPH (ECso).

Calculo do ECsxp

y= -0,0004x + 0,555 (R%= 0,9776)

Eqg. 3

Onde:
y = Absorbancia inicial do controle / 2
X = ECso (mg.L?)

O valor encontrado na Eq.3 (mg.L™?) foi dividido por 1.000 para transformar para g.L™*
e, em seguida, dividiu-se pelo valor encontrado em g de DPPH (Eq. 1) para obter o resultado

final, que é expresso em g de 6leo essencial / g DPPH.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos 6leos essenciais

Os Gleos essenciais extraidos das partes aéreas do C. tetradenius, das espécies coletadas
nos meses de novembro de 2012 e abril de 2015 foram obtidos com rendimentos semelhantes,
de 2,73% e 2,75%, respectivamente.

O rendimento dos 6leos essenciais extraidos de diversas espécies de Croton varia de
0,05 a 3,15%, de acordo com informacGes encontradas na literatura. O rendimento do dleo
essencial da parte aérea do C. tetradenius foi maior que o encontrado por Dourado e Silveira
(2005), que ao avaliarem o rendimento dos 6leos essenciais obtidos das folhas de espécies de
C. blanchetianus e C. heliotropiifolius obtiveram valores de 0,075% e 0,72%.

No trabalho realizado por Aguiar et al. (2014), o 6leo essencial das folhas de C.
zehntneri foi obtido com rendimento de 2,0%. Em trabalhos com espécies de Croton cajucara
foram obtidos rendimentos de 0,97%, e 0,65%, respectivamente, de dois morfotipos, o branco
e o vermelho (CHAVES et al., 2006).

A variacdo na producdo de 6leos essenciais por espécies vegetais esta relacionada a
fatores como temperatura ambiente, umidade do ar, diversidade genética de cada espécie, bem
como a época do ano (SILVA et al., 2006). Assim, observou-se que o Croton tetradenius
produz o 6leo essencial em um excelente rendimento em relagdo a outras espécies do mesmo

género.

4.2 Avaliacdo da composic¢do quimica dos 6leos essenciais

A composi¢do quimica dos Oleos essenciais das partes aéreas de Croton tetradenius foi
determinada por Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
onde foram identificados e quantificados os constituintes quimicos majoritarios presentes nos
oOleos avaliados. Os resultados foram obtidos através da determinacgéo das areas dos principais

picos observados nos cromatogramas, juntamente com a comparagdo dos espectros de massas
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de cada constituinte presente no 6leo com aqueles encontrados na biblioteca da base de dados
do NIST 8.0

A analise da composicdao quimica do Oleo essencial das partes aéreas de Croton
tetradenius coletadas no més de novembro de 2012 evidenciou a presenca de 32 constituintes,
dos quais 24 foram identificados, pertencentes a classe dos monoterpenos e sesquiterpenos
(Tabela 1). Os monoterpenos encontrados no 6leo foram: a-tujeno, a-pineno, canfeno,
sabineno, S-mirceno, a-felandreno, p-cimol, jterpineno, p-linalol, céanfora, isoborneol,
terpinen-4-ol, acetato de a-terpineol, representando 62,08% dos constituintes. Os
sesquiterpenos identificados foram: elixeno, copaeno, p-elemeno, p-cariofileno,
a—cariofileno, p-selineno, germacreno, S-bisaboleno, (—)—espatulenol e hexahidrofarnesil

acetona, correspondendo a 14,17% dos constituintes identificados.

Tabela 1. Principais constituintes quimicos encontrados no 6leo essencial das partes aéreas de
C. tetradenius coletadas no més de novembro de 2012

a-tujeno Monoterpeno 932 930 1,61
a—pineno Monoterpeno 941 939 3,95
Canfeno Monoterpeno 956 954 2,52
Sabineno Monoterpeno 976 975 1,31
S-mirceno Monoterpeno 9866 990 5,67
a-felandreno Monoterpeno 1008 1002 4,03
p-cimol Monoterpeno 1020  --—---- 8,57
y-terpineno Monoterpeno 1059 1056 5,89
pS-linalol Monoterpenoide 1088 - 3,04
Céanfora Monoterpenoide 1136 1146 19,01
Isoborneol Monoterpenoide 1152 1160 1,05
Terpinen-4-ol Monoterpenoide 1171 1177 2,48
a-Terpineol Monoterpeno 1181 1188 0,62
Acetato de a-terpineol Monoterpenoide 1340 - 2,33
Elixeno Sesquiterpeno 1344 - 0,39
Copaeno Sesquiterpeno 1387 1432 2,74
f—elemeno Sesquiterpeno 1395 1390 1,22
p-cariofileno Sesquiterpeno 1431 1419 1,75
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a—cariofileno Sesquiterpeno 1463 1454 2,95
S-selineno Sesquiterpeno 1494 1492 0,71
Germacreno Sesquiterpeno 1503 1500 1,48
S-bisaboleno Sesquiterpeno 1509 1505 0,62
(-)-Espatulenol Sesquiterpenoide 1577 1578 1,32
Hexahidrofarnesil acetona | Sesquiterpenoide 1821 - 0,99

IKC=indice de retengdo de Kovats calculado
IKL= indice de retencdo de Kovats da literatura

Entre os compostos identificados, a canfora foi 0 componente majoritario encontrado
no 6leo (19,01%), seguida de um componente ndo identificado (12,42%), p-cimol (8,57%), -
terpineno (5,89%), S-mirceno (5,67%), a-felandreno (4,03%), a-pineno (3,95%), S-linalol
(3,04%), a-cariofileno (2,95%), copaeno (2,74%), canfeno (2,52%), terpinen-4-ol (2,48%) e
acetato de a-terpineol (2,33%).

A analise do 6leo essencial extraido das partes aéreas de Croton tetradenius coletadas
no més de abril de 2015, comprovou a presenca de 65 constituintes quimicos, dos quais foram
identificados 35, pertencentes as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos (Tabela 2).
Foram encontrados 75,44% de monoterpenos, 3,69% de sesquiterpenos; 20,87% dos
compostos ndo foram identificados.

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial da espécie coletada em
novembro de 2012 foram semelhantes aos encontrados no Oleo essencial do Croton
tetradenius coletado em abril de 2015, onde a canfora também foi o componente majoritario
(24,81%), seguida do p-cimol (13,11%), a-pineno (5,57%), canfeno (4,27%), limoneno
(4,49%), p-mirceno (4,23%) e o y~terpineno (3,19%).

Pesquisas cientificas comprovam que muitas espécies do género Croton sdo produtoras
de O6leos essenciais, sendo seus constituintes pertencentes principalmente a classe dos
terpenoides, além dos fenilpropandides (PALMEIRA-Jr. et al., 2006). Estes constituintes
volateis proporcionam o agradavel aroma das plantas (RANDAU et al., 2004) e exibem uma
enorme variedade estrutural, aumentando as chances desses Oleos essenciais se tornarem
fontes de novas moléculas biologicamente ativas e menos tdxicas, que poderdo ser
transformadas em novos farmacos, visando ampliar o arsenal terapéutico, substituindo os
produtos industrializados e importados, gerando uma grande economia para o pais.

Os 6leos essenciais das partes aéreas das espécies de C. zenhtneri, C. argyrophylloides e

C. nepetaefolius encontradas na regido nordeste foram estudados e sua composi¢do quimica
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identificada. O C. zenhtneri e o C. nepetaefolius sdo constituidos por monoterpenoides,
sesquiterpenoides e arilpropanoides, enquanto no o6leo do C. argyrophylloides foram
encontrados monoterpenoides e sesquiterpenoides, mas nao arilpropanoides (MORAIS et al.,
2006).

Tabela 2. Principais constituintes quimicos encontrados no 6leo essencial das partes aéreas de
C. tetradenius coletadas no més de abril de 2015

Cog?J-IEI{;IrILCJZIONTE CLASSE IKC IKL CONSO{I(')IPI'S INTE
Tricicleno Monoterpeno 922 @ - 2,34
a-pineno Monoterpeno 931 939 5,57
Canfeno Monoterpeno 944 954 4,27

2-ciclohexeno-1,4-diona Cetona 952  eeeee- 0,34
Sabineno Monoterpeno 965 975 1,32
S-pineno Monoterpeno 972 979 0,83
S-mirceno Monoterpeno 979 990 4,23

a-felandreno Monoterpeno 999 1002 1,53
(+)-4-careno Monoterpeno 1010 1011 3,53
p-cimol Monoterpeno 1013 - 13,11
Limoneno Monoterpeno 1021 1029 4,49
f—-ocimene Monoterpeno 1034 1037 0,16
y-terpineno Monoterpeno 1047 1059 3,14
[S-terpineol Monoterpenoide 1052 1144 0,10
pS-linalol Monoterpenoide 082 1096 1,05
Canfora Monoterpenoide 1123 1146 24,81
Isoborneol Monoterpenoide 1140 - 0,77
Borneol Monoterpenoide 1147 - 0,10
4-terpineol Monoterpenoide 1160 1177 1,78
a-terpineol Monoterpenoide 1170 1188 0,30
Carvacrol Monoterpenoide 1262 1299 0,16
Acetato de mirtenila Monoterpenoide 1303 1326 0,37
Acetato de a-terpineol Monoterpenoide 1330 - 1,14
Copaeno Sesquiterpeno 1373 1375 0,96
S-elemeno Sesquiterpeno 1385 1390 0,16
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p-cariofileno Sesquiterpeno 1414 1419 0,35
a-cariofileno Sesquiterpeno 1446 1454 0,61
f-eudesmene Sesquiterpeno 1476 - 0,32
y-elemeno Sesquiterpeno 1487 - 0,08
S-bisaboleno Sesquiterpeno 1498 1505 0,15
o-cadineno Sesquiterpenoide 1511 1523 0,07
Nerolidol Sesquiterpenoide 1545 1563 0,08
(-)-Espatulenol Sesquiterpenoide 1558 1578 0,35
Oxido de cariofileno Sesquiterpenoide 1564 1583 0,22
Hexahidrofarnesil
2cetona Sesquiterpenoide 1814  --—--- 0,34

IKC= indice de retencéo de Kovats calculado
IKL= indice de retencdo de Kovats da literatura

Craveiro e colaboradores (1981), investigando a composicdo de varias espécies do
género Croton identificaram uma gama de compostos, dentre eles a-pineno, canfora, 1,8-
cineol, p-cariofileno, a-humuleno, jp-elemeno, cadideno, mirceno, «-cubebeno, p-
cimeno, metil-eugenol, metil isoeugenol, a-guaieno, estragol, limoneno, dentre outros.

Também foi possivel identificar uma variedade de mais de 20 compostos nas espécies
de Croton antanosiensis, C. decaryi, C. geayi e C. sakamaliensis (RADULOVIC et al., 2006),
destacando-se a e 8-pinenos, 1-8-cineol, borneol, a-terpineol e sesquiterpenos néo oxigenados
(cariofileno e a-humuleno).

Os Oleos essenciais de Croton tetradenius demonstraram uma diversidade de
monoterpenos e sesquiterpernos, (Tabela 3). Porém, as analises revelaram distintas
concentracdes dos mesmos constituintes encontrados nos dois 6leos e, também, demonstraram
uma elevada porcentagem de diferentes constituintes no éleo extraido no ano de 2015,
enquanto o 6leo essencial extraido no ano de 2012 teve muito menos constituintes quimicos
identificados.

A diferengca na composicdo dos Oleos essenciais podem estar relacionada com a
fisiologia da planta, na qual a sua composicdo e o seu rendimento dependem de enzimas
especificas que catalisam a formacdo de compostos volateis em um o6rgdo, na fase de
crescimento e de estresses abidticos da planta, como a temperatura, a salinidade do solo e a
umidade do ar do ambiente (SANGWAN et al., 2001).
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Tabela 3. Estruturas quimicas dos constituintes quimicos majoritarios identificados por
CG/EM nos 6leos essenciais das partes aéreas de C. tetradenius.

e g

a-tujeno

a—pineno
p-mirceno yterpineno )-Espatulenol
~ 7 ; ; | O
Sabineno Hexahidrofarnesil
a-felandreno p-cimol Canfeno acetona
H JL
P
g& L J
\\O OH o H
Blinalol Canfora Isoborneol Terpinen-4-ol 2-Ciclohexeno-1,4-
diona
\
\ OH
Acetato de a- Elixeno Copaeno f-elemeno Isoborneol
terpineol
Bcariofileno a-cariofileno B-selineno Germacreno
Carvacrol
X OH
=
|
. Tricicleno
Oxido de .
Limoneno Nerolidol

cariofileno o-cadineno
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A literatura apresenta dados compativeis com os encontrados neste trabalho, onde os
6leos essenciais do género Croton sdo caracterizados pela predominancia de monoterpenos e
sesquiterpenos (MECCIA et al., 2000).

Fatores abidticos como a radiacdo, temperatura, precipitacdo, época de coleta, ventos,
altitude, solo e outros, geralmente estdo relacionados a diferenca de composicdo e a
concentracdo dos constituintes quimicos presentes em um 6leo essencial (GOUINGUENE &
TURLINGS, 2002).

Outras espécies tiveram seus 6leos essenciais analisados e alguns dos constituintes
encontrados foram semelhantes aos dos 6leos essenciais de Croton tetradenius estudados. No
oleo essencial extraido das folhas de Croton heliotropiifolius foram identificados o a—pineno,
linalol, p—cariofileno, germacreno, espatuleno, eucaliptol, entre outros. No 6leo essencial de
Croton blanchetanus foram identificados 0os compostos: «a-pineno, S-pineno e S-mirceno
(OLIVEIRA, 2008; ANGELICO, 2011).

Pino e colaboradores (2006) identificaram como componentes majoritarios dos oleos
essenciais das espécies de C. rosmarinoides, C. litoralis, C. spiralis e C. myricifolius os
compostos: a-bisabolol, 1,8-cineol, espatulenol, a-terpineol, borneol, éxido de cariofileno, e
acetato de bornila.

No 6leo essencial de C. blanchetianus foram identificados 18 compostos a partir da
analise por CG/EM, dos quais 38,88% sdo monoterpenos, 55,55% sdo sesquiterpenos e 5,57%
diterpenos. Os compostos encontrados em maior concentracdo foram o -limoneno (24%), o
cariofileno (19%), o o-elemeno (17%) e o a-pineno (15%). No ensaio de toxicidade sobre
Artemia salina os indices de mortalidade variaram entre 0 e 100% (MEDEIROS et al., 2014).

Também foram identificados através de CG-EM os constituintes do 0leo essencial de C.
zehntneri, sendo os principais constituintes encontrados o Eucaliptol, o Estragol (99,15%) e o
Espatulenol (AGUIAR et al., 2014).

Trabalhos com outras espécies de Croton, como o C. heliotropiifolius, C. muscicapa e
C. zambesicus comprovaram a presen¢a dos compostos g-cariofileno, a-pineno e Oxido de
cariofileno nos seus 0leos essenciais. Assim, a composi¢cdo quimica das espécies do género
Croton tem demonstrado uma rica diversidade de constituintes quimicos presentes em seus
6leos essenciais (ANGELICO et al., 2012; FREITAS et al., 2010; ANGELICO, 2011).

Rao e colaboradores (2007), em seus trabalhos, comprovaram que a complexidade

quimica dos 6leos essenciais proporciona uma variedade de fungdes bioldgicas. J& Dourado
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(2003), descreve a importancia do género Croton, evidenciando o quanto € rico em
constituintes com grande diversidade quimica e propriedades biologicas.

O Croton tetradenius é uma espécie promissora para estudos de atividades analgésica e
anti-inflamatoria por ser rica em monoterpenos (AGUIAR, 2005). Alguns estudos associam
essa acdo a presenca de monoterpenos como a carvona, S-mirceno, citral, limoneno e linalol,
compostos presentes no Oleo essencial da espécie estudada. Segundo Guimardes e
colaboradores (2013) os monoterpenos séo excelentes constituintes para o desenvolvimento
de novas drogas para o tratamento da dor.

Trabalho recente realizado por Sa (2013), confirma a atividade anti-iflaméatoria de 32
monoterpenos. A partir deste trabalho é possivel destacar a atividade anti-inflaméatoria de
6leos essenciais, mas pouco se sabe do mecanismo de a¢ao dos seus constituintes.

Outro composto presente no 6leo essencial de Croton tetradenius que possui atividade
antinociceptiva, analgésica e anti-inflamatéria é o p-cimeno (BONJARDIM et al., 2012;
MENDES et al., 2010).

Trabalhos com o carvacrol também demostraram o seu efeito antinociceptivo
(GUIMARAES et al., 2012). Os monoterpenos 1,8-cineol, borneol, canfora e S-tujona s&o
constituintes também presentes no Oleo essencial de Croton tetradenius que possuem
atividade anti-inflamatdria comprovada (EHRNHOFER-RESSLER, 2013).

4.3 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

Os testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em meio
sélido, com os 6leos essenciais de Croton tetradenius, nas concentragdes de 1,0 mg.mL™ a
24,0 mg.mL?, ndo produziram halos de inibicdo em nenhuma das concentracdes testadas
frente aos microrganismos (Tabela 4).

As cepas bacterianas foram resistentes ao controle negativo, comprovando que o
solvente ndo interferiu no crescimento dos microrganismos e, portanto, ndo altera os

resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana.
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Tabela 4. Resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Croton
tetradenius frente a diferentes cepas de bacterianas

. . Concentracbes Halos de inibicéo
Microrganismos mg.mL'l (mm)
ATCC Escherichia coli 35288 1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0 0

ATCC Escherichia coli 25922
ATCC Pneumoniae 700603

ATCC Proteus vulgaris

ATCC Staphylococcus aureus 25923
ATCC Staphylococcus aureus 43300
ATCC Enterococcus faecalis 51299
ATCC Enterococcus faecalis 292012

1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0
1,0; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0

O O O o o o o

Como controle positivo foi utilizado o antibidtico Cloranfenicol, na concentracéo de 3,0

mg.mL™, para a avaliagdo comparativa das amostras frente ao padrdo de referéncia.

Os halos de inibicdo formados com o antibio6tico Cloranfenicol variaram de 10 a 25 mm

(Tabela 5). A cepa ATCC E. coli 25922 foi a que sofreu a maior inibicdo pelo antibi6tico,

indicando sua maior susceptibilidade ao mesmo. Referente ao tamanho dos halos, Alves

(2000), propds uma classificagdo na qual se considera como inativas as amostras que

produzam um halo menor que 9 mm.

Tabela 5. Resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana do antibi6tico Cloranfenicol na

concentragdo de 3,0 mg.mL™!

Microrganismos

Halos de inibi¢&o (mm)

ATCC Escherichia coli 35288
ATCC Escherichia coli 25922
ATCC Pneumoniae 700603

ATCC Proteus vulgaris

ATCC Staphylococcus aureus 25923
ATCC Staphylococcus aureus 43300
ATCC Enterococcus faecalis 51299
ATCC Enterococcus faecalis 292012

10
25
11
16
19
15
10
18
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O Cloranfenicol é um antibiotico da classe dos anfenicdis, que age principalmente como
bacteriostatico, interferindo na sintese proteica bacteriana. Ele é ativo contra microrganismos
Gram-positivos, Gram-negativos e anaerobios (MELO et al., 2012).

Os microrganismos testados no ensaio anterior foram submetidos a microdiluicdo em
caldo para determinacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e os resultados estdo
resumidos na Tabela 6.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é considerada a menor concentracdo
responsavel em inibir por completo o crescimento microbiano. Os valores de CIM séo
determinados pela leitura visual, depois da adi¢cdo de resazurina, sendo considerada como
positiva para 0s pogos que permaneceram com a coloragdo azul e negativa para 0s que
obtiveram coloracdo rosada (SALVAT et al., 2001). Assim, o teste realizado com o 6leo
essencial de Croton tetradenius foi negativo onde 0s pocos apresentaram a cor rosada, com

excecédo do controle positivo (Figura 6).

7'

Fifura 6. Teste de determinacdo da CIM do 6leo essencial de C. tetradenius

Nao foi possivel determinar a CIM do 6leo essencial de Croton tetradenius, uma vez
que este ndo mostrou atividade frente aos microrganismos testados, o que ja havia sido
constatado nos testes de difusdo em meio solido.
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Tabela 6. Resultados dos testes para determinacdo da CIM do Oleo essencial de Croton
tetradenius frente a microrganismos patogénicos

E. Fecalis S. aureus S. aureus S. E. fecalis
ATCC ATCC ATCC  saprophyticus  ATCC
31299 43300 25921 ATCC 35552 29212

Microrganismo
S

P. aeruginosa
ATCC 27853

Concentracéao
mg.mL'1
40,0 - - - - - -
20,0 - = = - - -
10,0 - - - - - -
50 - - - - - -
2,5 - - - - - -
1,25 - - - - - -
0,62 - - - - - -

0,31 . - - . . .

(+) Apresentou sensibilidade nas concentragdes testadas. (-) N&o teve atividade nas concentra¢des testadas
(**) Bacteriostatico (*) Bactericida.

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas bactérias a multiplos
antimicrobianos tem sido um problema, e a procura por substéncias bioativas, principalmente
derivadas de plantas, tem sido grande nas Ultimas décadas. Este interesse se d& devido a
diversidade de metabolitos secundarios produzidos pelos vegetais como, alcaloides,
flavonoides, terpenoides e compostos fenolicos, os quais apresentam comprovadas
propriedades farmacoldgicas, dentre elas, atividade antibacteriana (COELHO et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2000).

O dleo essencial das folhas de Croton zehntneri, evidenciou atividade antimicrobiana
positiva, principalmente frente a Staphylococcus aureus (Costa et. al. 2008). Também foi
observado a atividade antimicrobiana em outras espécies de Croton, a exemplo, o C.
pulegioides, onde ao analisar o extrato metanolico, comprou a atividade antimicrobiana com
maiores halos de inibicdo frente as bactérias Gram-positivas, principalmente sob as
Staphylococcus aureus e aos fungos, sendo um género promissor com uma gama de espécies
com potencial antimicrobiano (ARRAIS et al., 2014).

Em trabalhos realizados com o oOleo essencial de Croton sonderianus foram
identificados diterpenos na sua constituicdo quimica, os quais exibem atividade
antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae e
atividade fungicida contra Candida albicans, Trichophyton mentagrophyts e Polyporus
sanguineus (GONZALEZ et al., 1981; MCCHESNEY et al., 1991).
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Os 6leos essenciais apresentam em sua constituicdo diversas substancias com provaveis
atividades bioldgicas, de maneira que se esperava encontrar resultado positivo em relagcdo a
atividade antibacteriana do 0leo essencial de Croton tetradenius. Entretanto, este resultado
ndo é unico e nem restrito ao 6leo essencial analisado (PACKER, LUZ, 2007).

A inexpressiva atividade antibacteriana do 6leo essencial da espécie estudada pode estar
relacionada a quantidade insatisfatoria de determinados metabdlitos no 0leo, sobretudo
aqueles com hidroxilas fendlicas, como € o caso do linalol, 1,8-cineol, geranial e carvacrol,
gue possuem acdo antimicrobiana comprovada. Outro fator a ser considerado é que nas folhas
contém uma menor concentragdo de compostos com propriedades antimicrobianas que em
outras partes da planta, a exemplo da casca (BURT, 2004; OYEDEMI, et al., 2009).

Outra justificativa para a falta de resultados dos 6leos sobre as bactérias pode estar
atribuida a acdo da sua parede celular, onde a camada de fosfolipidios as tornam
impermeaveis aos compostos lipofilicos. Além disto, existe a bomba de efluxo, outra defesa
que 0s microrganismos apresentam, que consiste em eliminar as substancias exdgenas
estranhas, defendendo os microrganismos de concentracdes inibitorias ou letais dos agentes
antimicrobianos (NIKAIDO e VAARA, 1985; NIKAIDO, 1989).

Ainda que muitos 6leos essenciais e seus constituintes apresentem atividades bioldgicas
frente a diversos microrganismos, mais estudos sdo necessarios, visando uma maior

elucidacéo sobre seus mecanismos de acdo (KURITA et al., 1981).

4.4 Avaliacéo da atividade antioxidante

A avaliagdo qualitativa da atividade antioxidante do Oleo essencial de Croton
tetradenius, pela técnica de CCD, utilizando solucdo reveladora de DPPH a 0,2% em metanol,
comprovou a existéncia de substdncias com propriedades antioxidantes, evidenciada nas
cromatoplacas pela presenca de manchas amarelas intensas sobre o fundo parpuro, resultantes
da reducéo do radical DPPH.

O radical livre DPPH exibe coloracdo violeta e na presenca de doadores de elétrons e
hidrogénio se reduz, tornando-se amarelo. Esta reacdo é bastante utilizada para testar a
capacidade de compostos em sequestrar radicais livres ou radicais hidrogénio e, assim, é util
para analisar a atividade antioxidante de extratos vegetais (ALVES et al., 2010).

Na avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante, feita pelo método do sequestro de
radicais livres DPPH, o 0leo essencial apresentou tempo 6timo de 50 minutos de reacdo para
consumir a quantidade maxima de DPPH e, a partir desta analise, realizaram-se os testes, pois

é de extrema importancia que se determine o tempo de reagdo de cada amostra.
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O oleo essencial extraido no ano de 2012 da espécie de C. tetradenius exibiu valor de
ECso correspondente a 2,49 mg.mL, encontrado a partir da curva y= 0,0001x - 0,5110 (R*=
0,9991). O controle positivo BHT apresentou um valor de ECso correspondente a 0,61
mg.mL, encontrado a partir da curva y= -0,0004x + 0,555 (R?= 0,9776).

Os resultados das porcentagens de inibicdo para as diferentes concentracdes do dleo
analisado foram crescentes, onde a concentragdo de 2,5 mg.mL? foi de 7,06%, a de 5,0
mg.mL? foi de 12,21% e a de 10,0 mg.mL? de 21,37% (Figura 7). Os valores de
porcentagem de atividade antioxidante demonstram que o Oleo essencial analisado apresenta

uma capacidade antioxidante moderada, quando analisado por este método.

Porcentagem de Inibi¢gao do DPPH

25

A 21,3740458

20

15
12,21374046
10

7,061068702

% de Inibicao

y =0,019x + 2,4809
RZ=0,9991

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentra¢do em mg/L

Figura 7. Resultados de porcentagem de inibi¢&o dos radicais livres DPPH provocados
pelo 6leo essencial de Croton tetradenius

O o6leo essencial do C. tetradenius extraido no ano de 2015 exibiu valor de ECso de 4,03
mg.mL%, encontrado a partir da curva de regressdo linear y= - 6.10°x + 0,665 (R?= 0,9884),
enquanto o controle positivo BHT apresentou um valor de ECso de 0,61 mg.mL™, encontrado
a partir da curva y= -0,0004x + 0,555 (R?= 0,9776).

O resultado da porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH foi de 3,84% para a
concentracéo de 2,5 mg.mL™, 6,94% para a de 5,0 mg.mL™* e de 11,01% para a concentrago
de 10,0 mg.mL™. Esses resultados demonstram que 6leo essencial extraido no ano de 2015
apresentou uma menor capacidade antioxidante que o obtido no ano de 2012. Este fato pode
ser justificado pela dificuldade de doacéao de radicais hidrogénio por parte dos constituintes do
6leo, para estabilizar os radicais DPPH.
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Estudos realizados com diferentes partes de C. chelidonioides, utilizando o método
fotocolorimétrico de sequestro de radicais livres de DPPH, indicaram atividade antioxidante
da espécie, sobretudo na maior concentragdo usada de 250 pg.mL* (FALCAO et al., 2006).

Em outros trabalhos realizados com espécies de Croton, como C. blanchetianus, e C.
heliotropiifolius, encontrou-se atividade antioxidante positiva, com CEso de 6,5 pg.mL? e
50,15 pug.mL?, respectivamente (ANGELICO, 2011).

Em trabalho realizado por Morais et al. (2006), com os 6leos essenciais do C. zenhtneri,
que apresentou como compostos majoritarios o E-anetol, formiato de anisila e anisaldeido,
com o C. nepetaefolius, com compostos majoritarios como o metileugenol e a-Copaeno e C.
argyrophylloides, com o 1,8-cineol, a-pineno e espatulenol como compostos majoritarios,
indicou que os 6leos essenciais dessas espécies apresentam resultados positivos para atividade
antioxidante.

Catunda e colaboradores (2002), relataram a atividade antioxidante do 6leo essencial de
Croton argyrophylloides, constituido pelos terpenos, a-pineno e p-guaieno, enquanto
CANUTO (2005), verificou a presenca outras atividades, tais como, atividade anti-
edematogénica e antinociceptiva.

Ja Lourens e colaboradores (2004), evidenciaram atividade antioxidante nos Gleos
essenciais de quatro outras espécies deste mesmo género, descrevendo assim, o potencial que
este género apresenta.

Assim, uma vez que os metabdlitos secundarios sdo responsaveis pelo efeito de
protecdo contra varios processos patoldgicos na planta, os resultados descritos neste trabalho
estimulam a continuidade de outros estudos, para avaliar a acdo bioldgica de substancias
isoladas e produtos obtidos da espécie Croton tetradenius.
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5- CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de Croton tetradenius foram obtidos com rendimento médio de
2,74%, o que é considerado um 6timo resultado.

A andlise por CG-EM demonstrou a presenca de 32 constituintes no 6leo essencial
obtido do material vegetal coletado no ano de 2012, dos quais 24 foram identificados,
enquanto no Oleo essencial obtido do material vegetal coletado no ano de 2015 foram
encontrados 65 constituintes quimicos, dos quais foram identificados 35 compostos.

Os principais constituintes quimicos encontrados em ambos o0s Oleos essenciais
pertencem a classe dos monoterpenos e sesquiterpenos, sendo a canfora o composto
majoritario encontrado.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana feita pelo método de difusdo em meio sélido e
pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) demonstrou que as cepas bacterianas testadas
foram resistentes ao 6leo essencial obtido das partes aéreas do C. tetradenius.

O oleo essencial obtido das partes aéreas do C. tetradenius extraido em 2012 apresentou
capacidade antioxidante melhor que o 6leo obtido em 2015.

Outro aspecto que pbde ser analisado no trabalho, apesar de ndo ter sido objeto desse
estudo, indica que o 6leo essencial de Croton tetradenius € um produto natural com potenciais
propriedades anti-inflaméatorias e analgésicas, através de dados da literatura referentes aos
seus constituintes quimicos individuais. Desta forma, faz-se necessario avaliar, além das
propriedades farmacoldgicas, possiveis efeitos toxicos das substancias bioativas presentes nos

Oleos essenciais.
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