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CAPITULO 1

ANGELICO, Elissandra Couras. Avaliacio das atividades antibacteriana e antioxidante
de Croton heliotropiifolius Kunte e Croton blanchetianus Baill. Patos- PB: UFCG, 2011.
24p. (Dissertagdo- Mestrado em Zootecnia- Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-rido).

RESUMO

Croton heliotropiifolius Kunte e Croton blanchetianus Baill (Euphorbiaceaes) sdo plantas
medicinais nativas do nordeste do Brasil. Conhecidas popularmente como “velame’ e
“marmeleiro’’, sdo usadas largamente na medicina popular na forma de chds, infusdes,
cataplasmas e laxativos. Essas espécies mostram-se de potencial valor terapéutico em virtude
da presenca de diversos metabdlitos secundédrios como alcaldides, flavondides e terpendides.
O presente trabalho descreve a andlise quimica, as atividades antibacterianas e moduladoras
dos 6leos essenciais, bem como a atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas de
C. heliotropiifolius e C. blanchetianus. Os 6leos essenciais foram extraidos das folhas frescas
por hidrodestilac@o e os constituintes quimicos foram identificados por CG/EM. Destacaram-
se como majoritarios o eucaliptol (16,9%), B-cariofileno (15,9%) e germacreno-D (14,5%)
para C.heliotropiifolius e o cedrol (28,4%), eucaliptol (17,4%) e a-pineno (10,5%) para C.
blanchetianus. Os extratos etandlicos foram obtidos das folhas pelo método de extracdo
exaustiva a frio e submetidos a andlises fitoquimica, nos quais foi possivel identificar a
presenca de classes de metabdlitos como taninos condensados, flavondides, flavononas,
flavonois, flavonondis, catequinas e xantonas. Em seguida, os extratos foram analisados
quanto a atividade antioxidante por seqiiestro de radicais livres, usando o DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazila). Os 6leos essenciais foram avaliados quanto a atividade antibacteriana pelo
método de difusdo em Agar e em interacdo direta, e indiretamente com antibidticos
aminoglicosideos, por microdiluicio em caldo frente a linhagens de bactérias padrio e
multirresistente Gram positivas e Gram negativas. Os resultados preliminares da atividade
antibacteriana mostraram que ambos os 6leos foram mais efetivos frente a linhagem Gram-
positiva Bacillus cereus. Na verificagdo da concentragdo inibitéria minima observou-se que o
Oleo essencial de C. heliotropiifolius ndo mostrou atividade inibitéria frente as linhagens
testadas, com excecdo para a multirresistente Sthaphylococcus aureus (MR 358) com CIM
512pg/mL. Para o 6leo essencial de C. blanchetianus o resultado foi mais significativo para
Sthaphylococcus aureus com CIM de 64 pg/mL. O 6leo de C. blanchetianus potencializou os
antibidticos amicacina, canamicina e gentamicina frente a linhagem Bacilus cereus,
mostrando um efeito sinérgico. Nos testes antioxidantes in vitro por seqiiestro de radicais
livres, usando o DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila), foi observado que ambos os extratos
apresentaram atividade antioxidante, sendo que o extrato das folhas de C. blanchetianus foi o
que apresentou uma atividade mais eficiente com CEsyde 6,5+0,5 ug/mL.

Palavras-chave: atividade moduladora, aminoglicosideo, metabdlitos secundarios.
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CHAPTER 1

ANGELICO, Elissandra Couras. Evaluation of the antibacterial and antioxidant
properties of Croton heliotropiifolius Kunte and Croton blanchetianus Baill. Patos, PB:
UFCG, 2011. 24p. (Master Degree in Animal Science — Agrossilvipastoral Systems in the
Semi-arid).

ABSTRACT

Croton heliotropiifolius Kunte and Croton blanchetianus Baill (Euphorbiaceae) are medicinal
plants native of northeast Brazil. Known popularly as "velame" and “marmeleiro”, these
plants are commonly used as teas, infusions, poultices and laxatives. The therapeutic potential
of these species results from the presence of several secondary metabolites such as alkaloids,
flavonoids and terpenoids. This paper describes the chemical composition, the antibacterial
and modulating activities of essential oils, and the antioxidant activity of leaf ethanolic
extracts of these species. Essential oils were extracted from fresh leaves by hydrodistillation
and the chemical constituents were identified by GC/MS. Eucalyptol (16.9%), B-
caryophyllene (15.9%) and germacrene-D (14.5%) were the main essential oils extracted from
C. heliotropiifolius, and cedrol (28.4%), eucalyptol (17.4%) and a-pinene (10.5%) from C.
Blanchetianus. Ethanol leaf extracts were obtained by the exhaustive cold extraction method
and analyzed phytochemically. Classes of metabolites such as tannins, flavonoids, flavonones,
flavonols, flavonoids, catechins and xanthones were indentified on these extracts.
Subsequently, the antioxidant activity of these extracts were evaluated according to the free
radical sequestration potential by DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila). Antibacterial activity
of the essential oils was evaluated by the direct interaction and Agar diffusion methods, and
indirectly with aminoglycoside antibiotics, by broth microdilution and growth of standard and
multidrug-resistant Gram positive and Gram negative bacteria strains. Preliminary results of
the antibacterial activity showed that both oils were more effective on Bacillus cereus Gram-
positive strain. In verifying the minimum inhibitory concentration (MIC), it was observed that
the essential oil of C. heliotropiifolius showed no inhibitory activity, except on the multidrug-
resistant Staphylococcus aureus (MR 358) strain for MIC=512ug/mL. Croton blanchetianus
essential oil inhibited more significantly Staphylococcus aureus for MIC=64 pg/mL. Croton
blanchetianus oil increased synergistically the activity of amikacin, kanamycin and
gentamicin on Bacillus cereus strain. In vitro antioxidant tests by DPPH (1,1-diphenyl-2-
picryl-hydrazyl) free radical sequestering, showed antioxidant activity for both extracts, and
leaf extract of C. blanchetianus were the most efficient, with EC50=6.5 £ 0.5 pg/mL.

Key words: Modulating activity, aminoglycoside, secondary metabolites



1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre as propriedades terapéuticas das plantas medicinais obtidas a
partir da medicina popular, vem sendo acumulado durante séculos e esse conhecimento
empirico simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de vérias comunidades e grupos
étnicos. O uso e a eficdcia de plantas medicinais sao atribuidos as observacdes populares que
contribuem de forma relevante, para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com freqii€ncia, pelos efeitos medicinais que produzem apesar de ndo terem seus
constituintes quimicos muitas vezes conhecidos, mas tornando vélidas informacgdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas ao longo dos anos (MACIEL et al., 2002).

O interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapéuticos tem sido muito
significativo nos ultimos tempos, principalmente nos paises em desenvolvimento, devido ao
dificil acesso da populacdo aos medicamentos sintéticos. De acordo com a OMS, entre 60-
80% da populagdo mundial utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no tratamento de
vérias doencas (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

A utilizacdo de plantas como medicamento estd fundamentada em estudos
etnofarmacoldgicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre as
propriedades farmacoldgicas (antiinflamatdria, analgésica, antimicrobiana, antiespasmodica,
antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais, indicam o potencial para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos (SCOPEL, 2005).

Neste contexto, as plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais, pode-se utilizar para a sintese de iniimeros farmacos
(WALL; WANI, 1996). Segundo a Organizacdo mundial de Sadde, dos 252 farmacos
considerados bdésicos e essenciais, 11% sdo exclusivamente de origem vegetal (GURIB-
FAKIM, 2006).

No entanto, apesar de toda importincia atribuida as plantas, o seu potencial é ainda
pouco explorado. Segundo estimativas, o nimero de espécies vegetais superiores pode chegar
a 500.000, sendo que destas, apenas 15 a 17% foram investigadas quanto ao seu potencial
medicinal (BARROS, 2008).

Apesar do longo tempo que se conhece o potencial curativo das plantas, apenas

recentemente estas se tornaram objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas
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propriedades medicinais (NOVAIS et al,, 2003). O conhecimento a respeito dessas
propriedades € requisito essencial para a transformagdo da planta medicinal em um produto
fitoterdpico. Sendo assim, pesquisa com plantas medicinais tem sido e continua a ser
considerada uma alternativa importante na busca de novas drogas com propriedades
terapéuticas.

Nas ultimas décadas, dentre as atividades farmacoldgicas, a antimicrobiana vem sendo
exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos em
populacdes bacterianas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006).

Devido ao aumento progressivo da resisténcia, a busca de novos agentes
antibacterianos derivados de produtos naturais de plantas poderia ser uma alternativa, por
terem uma diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos
(NOVALIS et al., 2003). Nos dltimos anos, muitas plantas t€ém sido avaliadas ndo somente pela
atividade antibacteriana, mas também como agente modificador de resisténcia antibidtica
(GIBBONS, 2004).

A regido Nordeste do Brasil abriga em seu ecossistema, com predominancia de
Caatinga, uma grande biodiversidade, com um habitat especifico para plantas medicinais e
aromdticas ndo encontradas em outras regides do globo (MAIA, 2004). Diante do potencial
botanico da Caatinga e da necessidade de se encontrar novos compostos capazes de controlar
a acdo de microorganismos, buscou-se realizar um trabalho que viabilize um maior
conhecimento das espécies existentes na regido, especificamente das espécies de Croton
blanchetianus e Croton heliotropiifolius que permita principalmente contribuir para
identificacdo de novas substancias com atividades bioldgicas definidas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar a composicdo quimica, e
avaliar as atividades antibacterianas, moduladoras e antioxidantes dos Oleos essenciais e

extratos das folhas de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Informacoes Botanica

2.1.1 Género Croton

Croton foi proposto por Linnaeus em 1753 ao descrever 13 espécies da Asia e Africa
na primeira edicdo de Species Plantarum. Depois dessa proposta, o género ja recebeu atengao
de diversos estudiosos (e.g., Baillon 1858; Mueller 1865, 1866, 1873; Bentham 1880),
destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que propds a classificacido infragenérica
mais recente para o género (SILVA; SALES & CARNEIRO-TORRES, 2009).

Taxonomicamente esse género € de dificil classificacdo devido ao seu elevado nimero
de espécies, problemas de delimitacdo especifica, de nomenclatura e polimorfia de seus
representantes (WEBSTER, 1993). Diversos novos taxons de Crofon tém sido propostos para
o Brasil desde a revisdo de Miiller (1873), geralmente em trabalhos esparsos, o que tem
tornado ainda mais confusa a taxonomia do género, dificultando especialmente a
identificacdo.

A literatura (CRAVEIRA, 1981) descreve o género Croton de acordo com a seguinte
transcricao:

Espécies desse género sdo representadas por arvores, arbustos, subarbustos, ervas e
raramente lianas. Podem ser mondicas ou didicas, com tricomas de formas variadas
(estrelados, escamiformes, etc.). As folhas apresentam revestimento piloso, inteiras ou
raramente trilobadas com estipulas, principalmente nos ramos jovens e novos. Algumas
apresentam pélos estrelados enquanto que outras possuem pélos lepdotos ou escamosos. As
flores de ambos 0s sexos sdo pequenas, esbranquicadas e dispostas em racemos algumas
vezes especiformes, dispondo-se as masculinas, geralmente mais numerosas, na parte apical e
as femininas na parte basal. Suas pétalas sdo livres e em nimero de 5 enquanto que o nimero
de estames varia de acordo com a espécie, nunca sendo inferior a 5. J4 o fruto € uma cépsula

triococa, de 2 a 6 mm de didmetro e as sementes sdo geralmente escuras e oleaginosas.
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2.1.2 Croton heliotropiifolius Kunth

E uma espécie endémica do Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como
“velame”, “velaminho” e “velame-de-cheiro” face aos seus mintdsculos pélos (Figural). E
encontrada, freqlientemente, em vegetacdo de Caatinga, embora também ocorra em brejos de
altitude (florestas montanas), restingas e cerrados. Na medicina popular € utilizado para dor
de estdbmago, mal estar géstrico, vOmitos, diarréia com sangue e para atenuar a febre
(RANDAU et al., 2001). A nomenclatura dessa espécie era C. rhamnifolius, sendo que
atualmente segundo Govaert; Frodin & Radcliffe-Smith (2000) esse nome foi reajustado para
C. heliotropiifolius Kunth.

Segundo Silva, Sales & Carneiro-Torres (2009), Croton heliotropiifolius Kunth € um
arbusto 0,7-2,5 m, mondico, latex incolor ou laranja quando oxidado. Os ramos sdo
cilindricos e verde-acinzentados. As Folhas alternas a subopostas no dpice dos ramos;
estipulas 1,4-1,8 x 0,3 mm, persistentes, ndo folidceas, elipticas, sem glandulas; peciolo 0,5-
1,5 cm, nao viscoso; sem nectdrios, inflorescéncia 2,6-6,5 cm, terminal, racemiforme,
continua entre as cimulas estaminadas e pistiladas; cimulas estaminadas 2-3 flores, flores
pistiladas solitdrias curtamente pediceladas ou sésseis; bracteas 1-2 com 0,8-1,2 x 0,3-0,4 mm,
inteiras, lanceoladas, e glandulares.

A espécie caracteriza-se ainda pela presenca de tricomas estrelado-porrectos
adensados nas estruturas vegetativas e reprodutivas, dando um aspecto tomentoso. Além
disso, geralmente ndo apresenta nectirios no peciolo ou quanto presente estes sao
inconspicuos, globosos e muitas vezes encobertos pelos tricomas. Floresce em maio, junho,
julho e novembro e frutifica em maio e junho (SILVA, SALES & CARNEIRO-TORRES,
2009). Diferencia-se de C. campestris pelas folhas concolores, inflorescéncia eglandular,

sementes lisas e ramos com tricomas dendriticos (SATIRO & ROQUE, 2008).
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Figura 1 Croton heliotropiifolius Kunth. Fonte: ANGELICO, E. C. CSTR/UFCG, (2009).

2.1.3 Croton blanchetianus Baill

Essa espécie é exclusivamente brasileira (Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), ocorrendo em vegetacdo de
carrasco (Ceard) e de Caatinga (GOMES, 2006). Popularmente €é conhecida como
marmeleiro. Na medicina popular € utilizado via oral para inchaco (FRANCO & BARROS,
2006), hemorragia uterina, hemoptise, dor de estdbmago, vomitos e diarréia (MATOS, 1999).
De acordo com Govaert; Frodin & Radcliffe-Smith (2000) a nomenclatura dessa espécie foi
reajustada de C. sonderianus para C. blanchetianus.

Cresce de forma silvestre ocupando as dreas desmatadas e formando grandes
conjuntos relativamente homogéneos na caatinga que somam alguns milhares de hectares
(LORENZI & MATOS, 2002). Isso se deve a sua grande resisténcia a seca e a capacidade de
rebrotar intensamente na época das chuvas mesmo sendo cortada pelo homem, permitindo que
o marmeleiro se difunda por quase toda a drea da caatinga, com exce¢do apenas, dos espagos

extremamente Secos.
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De acordo com Silveira (1979) a espécie Croton blanchetianus pode ser descrita
botanicamente como:

“Planta arbustiva, podendo chegar a pequena darvore. Apresenta ramos, peciolos,
racemos € na pdagina inferior das folhas, delicado indumento de pelos estrelados de cor
acinzentada, as vezes com brilho vitreo, densamente tomentoso e ndo lepdoto. Os ramos sio
quase cilindricos, apresentando sua sec¢do transversal elitica. As folhas medem cerca de 10 a
14 cm de comprimento por 5 a 7 cm de largura na parte mais inferior sdo triangular-ovais ou
quase triangular-lanceoladas, de dpice acentuadamente acuminados e levemente cordatas na
base, glandulosas, peninérvias, com 4 a 6 nervuras secunddrias que se aproximam da base,
apresentando estipulas cetdceas, alongadas, levemente lacinadas. O peciolo é 4 a 5 vezes mais
curto que o limbo. Os racemos possuem flores abundantes com bricteas linear-lanceoladas
cada uma com uma flor. A flor feminina destituida de pétalas apresenta cdlice pentafendido,
com lobos orbicular-ovais, obtusos, ondulados nas margens e acrescente superando quase a
metade da cdpsula. Os lacinios subsaccato-reflexos apresentam sinuosidades. O ovdrio é
viloso-tomentoso. As capsulas medem cerca de 7 mm de comprimento, sdo depresso-globosas
e as sementes 5 mm de comprimento por 4 mm de largura e aproximadamente 2 mm de

espessura (Figura 2).

e

Figura 2: Croton blanchetianus Baill. Fonte: ANGELICO, E. C. CSTR/UFCG, (2009).
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2.2 Constituintes quimicos e atividade biologica do 6leo essencial de espécies de Croton

As espécies de Croton tém sido largamente estudadas em relacdo aos seus
constituintes volateis e ndo-volateis. Muitas espécies sdo produtoras de um grande nimero de
substancias pertencente as classes dos alcaldides, fenilpropandides e terpendides (RANDAU
et al., 2004).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Crofon de ocorréncia
brasileira tém proporcionado ao isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas
classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaldides (24,8%) flavonéides (12,8%) e
triterpenos (11%) (TORRES, 2008).

Os fenilpropandides, como anetol e derivados do eugenol, comuns nos 6leos de erva-
doce, cravo e manjericio tém sido relatados como os principais componentes dos Oleos
essenciais de espécies de Croton encontradas em diferentes partes do mundo, como por
exemplo, C. zehntneri e C. nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e C.
cuneatus na Venezuela (SUAREZ et al., 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no México
(PEREZ-AMADOR; MONROY & BUSTAMANTE, 2007).

Estudo realizado com 6leo essencial extraido de diferentes partes de C. blanchetianus
(folhas, flores, raizes e cascas do lenho) coletadas em diferentes regides do estado do Ceara,
em diferentes horas do dia, possibilitou investigar e identificar 32 compostos dentre os quais
B-felandreno, (20,4%), (folhas), biciclogermacreno (29,1%) nas flores e (17,7%) nas folhas, 3
-elemeno (17,8%) nas flores e (22,0%) nas cascas do caule, cipereno (14,2%) nas raizes e
germacreno D (12,8%) nas cascas do caule sendo os constituintes majoritarios (DOURADO,
2005).

Avaliando a atividade antinociceptiva do dleo essencial das folhas de C.
blanchetianus, Santos et al., (2005), obtiveram resultados promissores e ainda conseguiram
identificar 11 compostos majoritdrios, dentre eles podem ser citados: biciclogermacreno
(10,2%), cis-calameneno (10,8%) e guaiazuleno (8,3%)

De acordo com Block (2006) o 6leo essencial das folhas de C. zambesicus possui como
constituintes majoritarios, os compostos 6xidos de cariofileno (19,5%), B-cariofileno (10,8%), a-
copaeno (6,3%), linalol (6,1%) e B-pineno (5,2%).

Sylvestre et al., (2006) verificaram que no 6leo essencial das folhas de C. flavens ha
47 compostos, dos quais o viridifloreno (12,2%), a germacrona (5,2%), o (E)- y-bisaboleno

(5,2%) e o B-cariofileno (4,9%) sdo os compostos principais.
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A espécie C. nepetaefolius, comumente conhecida como “marmeleiro sabid”, foi
estudada quimicamente e foram identificados como constituintes majoritarios o 1,8-cineol
(37,5%), o PB-cariofileno (23,0%) e o y-elemeno (12,0%) (CRAVEIRO et al., 1980). A
composi¢do do 6leo essencial das cascas de C. aubrevillei e folhas de C. zambesicus foram
estudadas por Menut (1995) que constatou que em ambas as espécies possuem 0S mesmos
constituintes majoritdrios, porém em propor¢des diferentes: Linalol (34,6% e 9,9%), B-
cariofileno (11,9% e 9,9%).

As atividades bioldgicas sdo investigadas utilizando tanto 6leo essencial, como
extratos ou fracdes, principalmente as constituidas de alcaldides e compostos fendlicos. O
diterpeno clerodano trans-desidrocrotonia (DCTN), isolado de C. cajucara, apresentou
diversas atividade como hipoglicémica, hipolipidémica, antigenotdpica, antiulcerogénica,
antitumoral, antiinflmatdria e antinociceptiva, antiestrogénica e cardiovascular (COSTA et al.,
2007). Ensaios com flavondides extraido dessa mesma espécie também foi observada
atividade antiinflamatoria e antioxidante (NARDI et al., 2007).

Andlises quimicas realizada por Fontenell et al., (2008) mostraram que C.
nepetaefolius tem metil-eugenol (15,7%) e biciclogermacreno (14,1%) como principais
constituintes, enquanto que os principais constituintes C. argyrophylloides sdo espatulenol
(20,3%) e biciclogermacreno (11,7%), e os de C. zehntneri sdo estragol (72,9%) e anetol
(14,3%). O ¢6leo essencial de C. zenhteneri apresenta atividade antifingica (FONTENELL et
al., 2008). Essa atividade pode ser atribuida ao estragol principal constituinte e/ou anetol, que
ja demonstraram propriedades antifingicas contra Aspergillus parasiticus (SINGH et al.,
2006).

Os princiapais constituintes identificados no 6leo essencial extraido das folhas de C.
palanostigma foram linalol (25,4%), (E)-cariofileno (21,0%), metileugenol (17,2%) e B-
elemeno (6,0%) o qual foram analisados por CG e CG-EM. J4 o 6leo da casca do tronco C.
palanostigma mostrou atividade larvicida com CLsp, 3,71 + 0,01 mg.mL-1), podendo ser
cosiderado altamente téxico (BRASIL et al., 2009), pois quanto menor o valor de CL5y maior
a atividade bioldgica.

Um total de 22 compostos foi identificado no 6leo essencial de C. grewioides
perfazendo 98,6 € 99,9 % dos 6leos de caule e folha, respectivamente. Desses 22 compostos,
somente (E)-anetol, metil-eugenol, (E)-metil-isoeugenol, B-cariofileno, 5-cadineno e 6xido de

carifileno foram encontrados simultaneamente nos 6leos de caule e folhas (SILVA, 2007).
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O dleo essencial de C. grewioides mostrou atividade inseticida quando avaliada sobre
o caruncho do feijdo Zabrotes subfasciatus (Boheman) sendo a acdo do dleo essencial das
folhas 3,4 vezes menor do que a estimada para o 6leo essencial do caule. (SILVA, 2007).

No levantamento bibliografico realizado por Torres (2008) quanto a composicao
quimica, os diterpenos que compdem a classe dos terpenddes e os alcaléides foram os

compostos encontrados com maior freqii€éncia em espécies do género Croton estudadas no

Brasil.

2.3 Oleo Essencial

Nos ultimos anos, tem se verificado um grande avanco cientifico, envolvendo os
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas, visando obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (FILHO & YUNES, 1997). Neste sentido, dentre os agentes
terapéuticos provenientes de plantas destacam-se os Oleos essenciais, também denominados
de dleos volateis ou dleos etéreos.

Os 6leos essenciais do ponto de vista quimico sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Sdo extraidos de diversas partes das
plantas (flores, inflorescéncias, sementes, folhas, gravetos, cascas, frutos e raizes) por
processos especificos. Sao dotados de aroma quase sempre agradavel, incolores quando
recentemente extraidos ou ligeiramente amarelados de aparéncia oleosa. Tem como
caracteristica principal a volatilidade, que os difere dos Oleos fixos que sdo misturas de
substancias lipidicas obtidos geralmente de sementes (SIMOES et al., 2007).

As substancias quimicas encontradas nos 6leos essenciais sdo formadas por ésteres de
acidos graxos, terpendides, fenilpropanonas, alcodis, aldeidos e em alguns casos, por
hidrocarbonetos alifaticos. No entanto, 6leos essenciais sdo constituidos principalmente de
terpenos, sesquiterpenos, ésteres, alcodis, fendis, aldeidos, cetonas e dacidos organicos
(ROCHA & SANTOS, 2007). Os compostos terpénicos mais freqiientes nos 6leos sdo os
monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos, podendo também estd presente os
diterpenos quando extraidos com solventes organicos (SIMOES et al., 2007).

A composi¢do e a concentracdo das substancias que constituem os Oleos essenciais
podem sofrer influéncia de fatores como a radiacdo, temperatura, precipitacdo, ventos fortes,
altitude, solo, época de coleta e outros (GOUINGUENE & TURLINGS, 2002).

Os dleos essenciais demonstram uma imensa variedade de agdes farmacoldgicas,

tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas. Dentre estas acdes
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estdo a antiparasitdria, antimicrobiana, analgésica, diurético, antimalérico, antthemorroidério,
miorelaxante, antiespasmotico, antiinflamatério, anticonvulsivanlte e gastroprotetora

(OLIVEIRA et al., 2001; ABDON et al., 2002).

2.4 Atividade Antibacteriana

Ao longo das altimas décadas, desde a descoberta das penicilinas naturais, o avango da
inddstria farmacéutica levou ao surgimento de diversos antimicrobianos, com espectro de
acdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposi¢do aos antibacterianos desencadeou
resisténcia bacteriana, limitando as opg¢des terapéuticas dos processos infecciosos (CUNICO
et al., 2004). A resisténcia a drogas de patdgenos humanos e animais € um dos casos mais
bem documentados de evolucdo bioldgica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento (DUARTE, 2006).

Em decorréncia do aumento da resisténcia, a busca por substincias antibacterianas
derivadas de plantas teve um grande impulso nos ultimos anos (COELHO et al., 2004).

No entanto, os produtos naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento
desses novos compostos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000), permitindo a descoberta de
agentes terap€uticos ndo somente para tratar doengas infecciosas, mas também para tratar o
cancer, imunodeficiéncia e outras (CLARDY; WALSH, 2004). Extratos e dleos essenciais de
plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias.

As propriedades antimicrobianas de substancias e Oleos essenciais que as plantas
contéem como produtos de seu metabolismo secundario t€ém sido reconhecidos empiricamente
durante séculos, mas foram confirmadas cientificamente apenas recentemente (JANSEN,
SCHEFFER, BAERHEIM, 1987).

O interesse dos pesquisadores pelas plantas para investigacdes de novos
antimicrobianos € devido a variedade de substancias quimicas pertencente a diferente classe
de metabdltitos secundérios, tais como, cumarina, flavondides, terpendides, alcaldides e
taninos (COWAN, 1999). Virias pesquisas realizada com plantas demonstraram que os
compostos fendlicos como os flavondides j4 possuem potente acdo antibacteriana
(NASCIMENTO et al., 2000).

Dentre as plantas ja estudadas e que apresentaram potencial antimicrobiano podemos

citar a Mentha suaveolens que € conhecida como mentrasto e pertencente a familia
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Lamiaceaeo, onde o 6leo essencial sinalizou uma capacidade de inibi¢do do crescimento sobre
bactérias Gram positivas e negativas (OUMZIL et al., 2000).

Alzoriky & Nakahara (2003) estudando a a¢do de extrato de A. absinthium sobre as
bactérias Staphyloccocus aureus, Bacillus cereus, Listeria sp, Salmonella sp e Escherichia
coli, observaram a concentracdo inibitoria minima variando entre 165 a 2640 mg/mL. J4 Imai
et al., (2001) testando a atividade antimicrobiana de dleos essenciais das espécies Mentha
piperita L. e Mentha arvensis L. verificaram acdo contra as bactérias Helicobacter pylori e
Staphylococcus aureus, tanto linhagens sensiveis como resistentes a antibioticos.

Um total de 32 extratos hexanicos e etandlicos de Protium bahianum, P.
heptaphyllum, C. sellowii, C. rhamnifolius, C. jacobinensis, C. micans e Muntingia calabura,
foram avaliados para atividade antibacteriana, pelo método de difusdo em disco. A presenca
de atividade antibacteriana foi observada com os extratos hexanicos das flores de M. calabura
contra B. subtilis, e extratos etanoOlicos das folhas contra S. aureus and B. subtilis na
concentracdo de Img/mL. (RAMOS et al., 2009).

Pelissari, Pietro e Moreira (2010) analisaram a atividade antibacteriana dos Oleos
essenciais obtido a partir de partes aéreas de M. divaricatum, utilizando-se o método de
difusdo em disco frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis
(ATCC 9372), Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 25933) e as cepas
de campo: Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Serratia marcescens. Os resultados
obtidos monstraram que apenas as espécies Gram-positivas (S. aureus e B. subtilis) foram
sensiveis ao 6leo essencial, e as demais espécies testadas ndo tiveram seu crescimento inibido.

Na avaliagcdo da atividade antibacteriana dos extratos brutos e das fracdes acetato de
etila e do composto n-butanol isolado das folhas e galhos de C. psidiiflorus apresentaram
“moderadamente ativas” frente as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.
Enquanto que a substancia isolada 8-hidréxicalameneno apresentou-se “fortemente ativa”
frente as bactérias S. aureus (CMI = 7,8 pg/mL e CMB = 15,6 pg/ mL) e B. subtilis (CMI e
CMB = 7,8 pg/mL) (DOMINGUES et al., 2010).

Mendonca, Onofre e Sideney (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo da
resina de Copaifera multijuga, pela a técnica de difusdo em dgar em meio Muller-Hinton
frente as linhagens Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Os resultados mostraram que o O6leo possui
capacidade de inibir o crescimento das trés bactérias avaliadas, apresentando com isso uma
concentracao inibitéria minima de 1,56, 3,12 e 12,5% para E. coli, S. aureus e P. aeruginosa,

respectivamente.
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O o6leo essencial das folhas de L. camara mostrou considerdvel atividade
antibacteriana frente as linhagens Proteus vulgaris (ATCC 13315) e Escherichia coli (ATCC
25922) na qual foi mais significativo contra Sthaphylococcus aureus (ATCC 10390) (COSTA
et al., 2009).

Acredita-se que a maioria dos Oleos essenciais exerce seu efeito antimicrobiano
através de modificacdes na estrutura da parede celular do microrganismo. Mas
especificadamente, altera a permeabilidade de membrana citoplasmatica pela modificacdo no
gradiente de fons hidrogénio (H") e potéssio (K*), causando a interrup¢do dos processos
essenciais da célula, como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, etapas da
fosforilagdo e outras reagdes dependentes de enzimas, resultando em perda do controle
quimiosmético da célula afetada e, conseqiientemente, a morte bacteriana (DORMAN &

DEANS, 2000).

2.5 Atividade moduladora

Combina¢des multiplas de drogas estdo sendo cada vez mais importantes no combate a
disseminagdo de bactérias patogénica resisténcia a antibidticos. Vdarios relatos mostram que
diferentes combinagdes antibidticas testadas in vitro e aplicados em clinicas sdo comums, € 0
caso da combinacdo de penicilina com a gentamicina. Essa combinacdo vem sendo utilizada
também entre antibidtico e produtos naturais de origem vegetal que vai alterar a acdo dos
antibidticos, seja aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO
et al., 2008).

Quando esses produtos naturais interferem de forma positiva aumentando a atividade
do antibidtico, provoca um efeito sinérgico. J4 o efeito antagénico ocorre quando hd uma
diminui¢do ou inativagdo da acdo dos antibidticos frente ao produto natural (CANTON &
ONOFRE).

Estudos cientificos com extratos e 6leos essenciais de diversas plantas t€ém sido
relatados, além de suas propriedades antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade
antibidtica, demonstrando um efeito sinérgico ou antagonico.

Zago et al., (2009) estudando as possiveis interagdes entre 6leos essenciais de canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume Lauraceae), capim-cidreira (Cymbopogon citratus, hortela
pimenta (Mentha piperit), gengibre (Zingiber officinale), cravo-da-india (Caryophillus
aromaticus) e alecrim (Rosmarinus officinalis) combinados a oito drogas antimicrobianas

frente a doze linhagens de Staphylococcus aureus e doze de Escherichia coli isoladas de
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humanos, verificaram que S. aureus foi mais suscetivel as interacdes Oleos e drogas, tendo o
6leo de capim cidreira apresentado sinergismo com as oito drogas testadas, seguido pelo 6leo
de hortela com sete drogas.

Estudo realizado por Oliveira et al., (2006) para verificar a interferéncia dos 6leos
essenciais de Lippia sidoides Cham, Plectranthus amboinicus Lour Spr., Conyza bonariensis
L. e Eucalyptus citriodora sobre o efeito de antibidticos, mostrou comportamento sinérgico e
antagdnico nas interagdes com cepas de S. aureus e S. epidermidis. De outra forma, observou-
se uma menor interferéncia dos 6leos essenciais no efeito dos antibidticos sobre as cepas
Gram negativas, principalmente P. aeruginosa.

De acordo com Nascimento et al., (2010) ndo foi verificado o efeito sinérgico da
associacdo entre antibidticos comerciais € o Oleo essencial de Eucalyptus sp frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

O extrato etandlico das folhas de Mormodica charantia quando analisado para a
atividade antibacteriana frente a E. coli multirresistente, ndo foi observado atividade do ponto
de vista clinico com CIM > 1024 pg/mL, porém, quando combinado em associacdo a

amicacina e neomicina apresentou sinergismos com efeito aditivo (COUTINHO et al., 2009)

2.6 Atividade Antioxidante

O organismo humano produz constantemente radicais livres por meio de suas
atividades metabdlicas normais que envolvem reacdes de transferéncia de elétrons. Os radicais
livres sdo definidos como sendo moléculas ou dtomos que possuem elétrons de valéncia
desemparelhados, tornando-os altamente reativos. Quando ocorre um desequilibrio entre a
producdo de oxidantes e a concentracdo de defesas antioxidante, conseqiientemente ocorre o
estresse oxidativo, originando processos fisiopatolégicos como aterosclerose, diabetes
inflamacao, doengas hepaticas, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, vérios tipos de céncer,
entre outras desordens neuroldgicas e ndo-patoldgicas, como o envelhecimento (SALVADOR
e HENRIQUES, 2004). Os principais alvos de ataque dos radicais livres sdo os lipidios
(peroxidacdo lipidica), proteinas, carboidratos e dcidos nucléicos (DNA) (HENRIQUES et al.,
2001) comprometendo desta forma a integridade celular.

Os antioxidantes sdao um grupo de substincias que, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxiddveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo. Podem ser divididos em sintético, substancias

utilizadas na industria alimenticia, destacando-se o BHT, BHA, GP, TBHQ (SOUSA et al.,
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2007).ou naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os
compostos fendlicos (flavondides) (SOUSA et al., 2007) os quais sdo os responsaveis pela
remocgao dessas espécies reativas.

As evidéncias de que alguns compostos antioxidantes sintéticos largamente utilizados
na inddstria podem promover o desenvolvimento de células tumorais (BOTTERWECK et al.,
2000) tem levado a um aumento crescente na procura de similares naturais, dentre estes os
extratos vegetais e os Oleos voldteis constituidos por compostos terpénicos com importante
atividade antioxidante (SACCHETTI et al., 2005).

Portanto, o interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes naturais tem aumentado
nos ultimos anos, levando as industrias de alimentos, de cosméticos e farmacéuticos a ter
maior atencdo em novas fontes, principalmente as de origem vegetal. Os antioxidantes
vegetais sdao de natureza muito variada, mas os compostos fendlicos t€m sido apontados como
responsaveis por maior capacidade antioxidante, sendo representados pelos flavondides e
1soflavondides, taninos, lignanas, xantonas e outros (RAZAVI et al., 2008).

Estudos recentes t€m demonstrado que véarios extratos de plantas, particularmente os
que contém flavondides, parecem apresentar uma significativa atividade antioxidante, capaz
de diminuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais livres, e conseqiientemente o surgimento
de doencas associadas a agdo destes radicais (NUNES, 2007).

Osakabe et al., (2000) mostraram que o extrato de sementes de cacau (Teobroma
cacdo L.), possui efeito antioxidante devido a presenca de proantocianidinas. Fenglin et al.
(2004) estudando o extrato metandlico das folha de 300 plantas medicinais chinesas,
encontraram 56 espécies, ricas em taninos e flavondides, com grande capacidade de seqiiestro
de radicais livres.

Estudos realizados com extratos etandlicos das diferentes partes de C. chelidonioides
utilizando o modelo fotocolorimétrico in vitro do radical livre estivel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila) demonstraram atividade antioxidante, principalmente na maior concentragao
usada (250 pg/mL) (FALCAO et al., 2006). Ramos e folhas de Maytenus ilicifolia também
mostraram uma boa atividade antioxidante (NEGRI; POSSAMAIL NAKASHIMA, 2009).

No trabalho realizado por Barreiros et al., (2003) foi avaliada a capacidade
antioxidantes de substincias isoladas de D. violacea e E. numuldria, onde foi possivel
constatar que as substancia epicatequina (ICso = 171,68 mg/L) demonstrou maior atividade,
superando o BHT (ICsp = 480,69 mg/ L) e a quecertina (ICsp = 184,41 mg/L) 2'3,4,4'-
tetraidroxichalcona (buteina) (ICsy = 279,49 mg/L) e 3',4',7-triidroxiflavanona (butina) (ICsy =

318,89 mg/ L) também apresentaram atividade considerdvel.
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Saldanha (2005) avaliando a atividade antioxidante in vitro das diferentes
concentracdes de extratos de erva-mate verde e tostada e chd verde, observou que, utilizando
o sistema M-caroteno/4cido linoléico, apenas os extratos aquosos e étereos de chd verde, na
concentracdo de 0,5 mg/mL, apresentaram resultados inferiores ao BHT (padrdo), sendo que
os demais, para ambas as concentracdes (0,5 e 1,0 mg/mL) apresentaram 6tima inibicdo da
oxidagao lipidica (semelhante ao padrio).

Analisando a atividade antioxidante de extratos metandicos das folhas de L. camara
em quatro diferentes idades de desenvolvimento, Ganjewala, Sam e Khan (2009) verificaram
um potencial antioxidante de todos os extratos, sendo as melhores atividades observadas para
os extratos obtidos das folhas nas primeiras fases iniciais do desenvolvimento.

Segundo Basile et al., (2005), o extrato das folhas de bardana, indicou atividade
antioxidante, podendo este atuar como seqiiestrante de radicais livres e inibi¢cdo da
peroxidacdo lipidica, contribuindo para a prevencdo ou reducdo do desenvolvimento de

patologias associadas ao estresse oxidativo.
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CAPITULO 2

ANGELICO, Elissandra Couras. Composicio Quimica dos Oleos Essenciais das folhas de
Croton blanchetianus Baill e do Croton heliotropiifolius Kunth. Patos- PB: UFCG, 2011.
15p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia- Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-drido).

RESUMO

O género Croton (Euphorbiaceae) possui aproximadamente 1.200 espécies, das quais 300
ocorrem no Brasil. Muitas espécies de Crofon sdo produtoras de Oleos essenciais cuja
composi¢do quimica € rica em mono- e sesquiterpendides, além de fenilpropandides. Devido
a grande diversidade das propriedades bioldgicas apresentadas por esses constituintes
quimicos, o género Croton estd entre os mais ricos da familia Euphorbiaceae como fonte de
compostos bioativos. Assim, este estudo teve como objetivo analisar a composicdo quimica
dos dleos essenciais das folhas de C. heliotropiifolius Kunth e do C. blanchetianus Baill. Os
Oleos essenciais foram obtidos das folhas frescas por hidrodestilacio e a sua composi¢dao
quimica foi analisada por meio de CG-EM. Com essa técnica, foi possivel identificar 32
constituintes quimicos, destes, o eucaliptol (16,9%), o B- cariofileno (15,9%) e o germacreno-
D (14,5%) foram os compostos majoritirios do 6leo de C. heliotropiifolius. Para C.
blanchetianus, os compostos majoritarios foram cedrol (28,4%), eucaliptol (17,4%) e o-
pineno (10,5%). Nas andlises dos 6leos foi possivel reconhecer a presenga de mono- e
sesquiterpenos como componentes predominantes em ambas as espécies.

Palavras chave: Euphorbiaceae, eucaliptol, sesquiterpenos.



40

CHAPTER 2

ANGELICO, Elissandra Couras. Chemical Composition of Essential Oils from the leaves
of Croton blanchetianus Baill and the Croton heliotropiifolius Kunth. Patos, PB: UFCG,
2011. 15p. (Master Degree in Husbandry Science — Agrossilvipastoral Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The genus Croton (Euphorbiaceae) has approximately 1.200 species, of which 300 occur in
Brazil. Many species of Croton are producers of essential oils whose chemical composition is
rich in mono-and sesquiterpenoids, and phenylpropanoids. The wide diversity of biological
properties of these chemical constituents, the genus Croton is among the richest family
Euphorbiaceae as a source of bioactive compounds. This study aimed to analyze the chemical
composition of essential oils from leaves of C. heliotropiifolius Kunth and C. blanchetianus
Baill. Essential oils were obtained from fresh leaves by hydrodistillation and its chemical
composition was analyzed by GC-MS. With this technique, we identified 32 chemical
constituents of these, eucalyptol (16.9%), the B-caryophyllene (15.9%) and germacrene-D
(14.5%) were the major components of the oil C . heliotropiifolius. For C. blanchetianus, the
compounds were cedrol (28.4%), eucalyptol (17.4%) and a-pinene (10.5%). In the analysis of
oils was possible to recognize the presence of mono-and sesquiterpenes as predominant
components in both species.

Keywords: Euphorbiaceae, eucalyptol, sesquiterpenoids.
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1 INTRODUCAO

Croton, um dos maiores género da familia Euphorbiaceae, é constituido por
aproximadamente 1200 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais.
Compreendem plantas de habitos heterogéneos que vao desde drvores, arbustos, subarbustos,
ervas e trepadeiras (RADULOVIC et al., 2006). Com cerca de 300 espécies, o Brasil € um dos
principais centros de diversidade do género, que estd representado nos mais variados
ambientes e tipos vegetacionais (BERRY et al., 2005). No Nordeste, a maioria das espécies €
conhecida popularmente como marmeleiro, canela e velame.

Espécies desse género sdo freqiientemente utilizadas na medicina popular (na forma de
infusdes, chds e emplastos) para aliviar dor (ABREU et al., 2001), para tratamento de cancer,
constipacdo intestinal, diarréia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas, inflamacao,
febre e hipertensdo (SALATINO, SALATINO & NEGRI, 2007). Estudos realizados com
algumas espécies t€m revelado vdérias atividades farmacoldgicas, como: antidiabético
(BARBOSA-FILHO et al., 2005), antiinflamatéria, antiulcerogénica, analgésica e anti-
hipertensiva (PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006), dentre outras.

Muitas espécies de Croton possuem forte potencial econdomico, especialmente para a
industria farmacéutica, devido aos diversos metabdlitos secundarios, como alcaldides,
flavondides e terpendides (PAYO et al., 2001), que conferem propriedades terapéuticas a
muitas espécies. A maioria das espécies sdo produtoras de dleos essenciais cuja composicao
quimica € rica em mono- e sesquiterpenos, além de fenilpropanéides (PALMEIRA-JUNIOR
et al., 2006). Esses componentes voldteis, que sdo os responsdveis pelo agraddvel aroma
dessas plantas (RANDAU et al., 2004), apresentam uma enorme diversidade estrutural, o que
aumenta as chances desses 6leos essenciais de se tornarem verdadeiras fontes de substancias
bioativas.

C. blanchetianus Baill (sindbnimo Croton sonderianus Miill. Arg.), conhecida como
marmeleiro preto, ¢ um arbusto difundido largamente no nordeste do Brasil. As folhas e
cascas sdao usadas na medicina popular para o tratamento de distirbios gastrintestinais,
reumatismo e cefaléia (CHAVES AND REINHARD, 2003). Possui um alto teor de dleo
essencial que pode variar de 0,5% para 1,5% no seu rendimento (CHAVES & REINHARD,
2003). Além disso, é uma planta rica em diterpenos, com atividades bioldgicas diversificadas

(McCHESNEY et al., 1991).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4GG2M11-3&_user=686465&_coverDate=10%2F21%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037638&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686465&md5=4cfd58584fcf8142b87eb185aed080ab&searchtype=a#bib5
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A espécie C. heliotropiifolius Kunth, endémica do Nordeste do Brasil, é conhecida
popularmente como velame. Na medicina tradicional € usado para dores de estdmago, mal-
estar géstrico, vomitos, diarréia e banhos para atenuar a febre (RANDAU, 2001).

Portanto, tendo em vista a importancia de contribuir com o conhecimento quimico
destas espécies, este trabalho teve por objetivo analisar a composicdo quimica dos Oleos

essenciais das folhas de C. heliotropiifolius Kunth e do C. blanchetianus Baill.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Pesquisas de Produtos
Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-Ceard, e Laboratério
Multiusudrio de Pesquisas Ambientais — LAMPA da Universidade Federal de Campina
Grande - UFCG.

2.2 Selecao das Espécies Botanicas

As espécies estudadas foram selecionadas a partir de um levantamento bibliogréfico,
identificando-se plantas referenciadas com varios potenciais terapéuticos. Foi realizado um
mapeamento na drea de caatinga para a localizacdo, identificacdo e coleta das amostras

desejadas.

2.3 Coleta e identificacdo do material

As folhas de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius foram coletadas nos meses de
outubro e novembro de 2009 as 8:00 horas, no sitio Sao José do Bonfim — municipio de Patos,
entre as coordenadas geogréficas de latitude de 07° 0820 9” e longitude 037° 18> 062”. Em
seguida uma mostra representativa de cada espécie foi identificada pela professora Maria de
Fatima e depositada no herbario da Caatinga da Universidade Federal de Campina Grande —

UFCG, Patos- PB, sob o registro de numero # 496 e # 497, respectivamente.

2.4 Extracao dos oleos essenciais

Os Oleos essenciais das folhas frescas de C. blanchetianus (820,0g) e C.
heliotropiifolius (652,95g) foram obtidos por hidrodestilacdo, utilizando aparelho tipo
Clevenger, por um periodo de duas horas (MATOS et al., 1999). Em seguida, os 6leos foram
secos com sulfato de sédio anidro para retirar o excesso de dgua e foram mantidos em

refrigerador no periode de 30 dias até as andlises.
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2.5 Analises da composicao quimica dos 6leos essenciais

A identificacdo dos componentes quimicos dos Oleos essenciais das folhas de C.
blanchetianus e C. heliotropiifolius foram obtidos através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), em um espectrometro Hewlett-Packard modelo 5971,
operando com energia de ionizag@o de 70 eV. Utilizou-se coluna capilar de silica fundida DB-
5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pm de espessura do filme) e carreador de gds hélio com fluxo de
I mL/min com split. As temperaturas do injetor e detector foram programadas de 250 °C e
200 °C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada de 35 °C a 180°C a
4°C/min e, em seguida de 180°C a 280°C a 10°C/min. Os espectros de massa foram obtidos de
30 2450 m/z.

Os Componentes individuais foram identificados por correspondéncias de seus
espectros de massa, 70 eV, com os da base de dados, usando a biblioteca construida através
do espectrometro (Wiley, 229) e outros dois computadores utilizando indices de retengao
como uma pré-selecio (ALENCAR et al., 1990) bem como através de comparagdo visual da

fragmentacao padrao com aqueles relatados na literatura (ADAMS, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencoes dos o6leos essenciais

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilagdo das espécies estudadas apresentaram

rendimentos de 0,075% e 0,72% conforme estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Rendimento dos 6leos essenciais obtidos das folhas de C. blanchetianus e C.

heliotropiifolius

Planta Massa (g) Volume (mL) Teor (%)
C. heliotropiifolius 652,95 1 0,075
C. blanchetianus 820, 02 5 0,72

Na literatura, observa-se que os rendimentos dos Oleos essenciais obtidos de vdrias
espécies de Croton variam entre 0,05 e 3,15% extraidos de vérias partes das plantas. Segundo
Dourado e Silveira (2005) o éleo essencial obtido das folhas de C. blanchetianus descreve um
rendimento de 0,5% inferior ao que foi encontrado nesse estudo. Silva (2008), avaliando o
Oleo essencial das folhas de C. heliotropiifolius, descreve um rendimento de 0,18% superior
ao encontrado para a espécie em estudo.

Diante desses resultados, e apesar de termos buscado limitar os fatores que poderiam
interferir com a qualidade das amostras a serem testadas, observa-se que houve uma variagcdo
no rendimento do 6leo essencial das espécies em estudo. Essas variacdes podem ser atribuidas
a varios fatores tais como, qualidade dos solos, unidade do ar, tempertura ambiente, época de
colheita, método e tempo de destilacdo, além da diversidade genética da espécie, entre outros

(SILVA et al., 2006).

3.2 Analises da composicao quimica dos déleos essenciais

Pela andlise em CG-EM foi possivel identificar e quantificar 23 constituintes (Tabela
2). Para C.heliotropiifolius foram identificados 18 constituintes correspondendo a 98,8%, com
13,2% monoterpenos e 80,7% sesquiterpenos. Entre os compostos identificados estdo
eucaliptol (16,9%) como composto majoritirio seguido de p-cariofileno (15,9%) e

germacreno-D (14,5%). Para C.blanchetianus foram identificados 15 constituintes (79,4%),
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sendo 39,2% monoterpenos e 10,3% constituintes sesquiterpenos. Os compostos majoritarios
foram cedrol (28,4%), eucaliptol (17,4%) e a-pineno (10,5%).

O perfil quimico dos 6leos foi semelhante, porém revelou uma proporcdo diferente
para as espécies, mostrando uma elevada quantidade de sesquiterpenos para o 6leo de
C.heliotropiifolius, enquanto que para o C.blanchetianus observa-se uma predominancia de
monoterpenos. No entanto, essa composicao quimica € compativel com dados da literatura
para espécies de Croton cujos 6leos essenciais sdo caracterizados pela predominancia de
monoterpenos e sesquiterpenos como principais componentes (MECCIA et al., 2000).

Silva (2008) destacou a presenca de a-pineno, sabineno, linalol, acetato de bornila, /-
cariofileno, germacreno D, o-cadineno, a-humuleno, biciclogermacreno, espatulenol e o
eucaliptol como compostos majoritdrios, no Oleo essencial extraido das folhas de
C.heliotropiifolius corroborando com os dados desse estudo. J4 no talo dessa espécie foi
verificado a presencga de p-cimeno, a-pineno, eucaliptol, linalol, -cariofileno e germacreno D
semelhantes aos identificados nas folhas. No 6leo essencial das folhas de C.heliotropiifolius,
Craveiro et al. (1981), identificou 15 constituintes quimicos, onde o0s componentes
majoritarios foram p-cimeno (20,3%), eucaliptol (11%) e a-felandreno (9,9%). O eucaliptol
(conhecido também como 1,8-cineol) é um 6xido monoterpénico e € o principal constituinte
de varios 6leos essenciais, dentre eles, os 6leo das espécies de Croton, Eucalyptus, Psidium,
Hyptis, Pectis, Melaleuca e muitos outros (SANTOS & RAO, 2000).

O o6leo essencial de C. blanchetianus € produzido por todas as partes da planta e
apresenta-se como 1 % do peso seco da planta, sendo constituido de mono e sesquiterpenos
(CRAVEIRO et al., 1982; MATOS 1999). De acordo com Oliveira (2008) na composi¢ao
quimica do 6leo essencial C blanchetianus estdo presentes o a-pineno (10,5%), B-pineno
(1,4%), B-mirceno (1,9%), no qual todos foram identificados no presente trabalho.

Na analise realizada com o Oleo essencial de C. blanchetianus, coletadas em diferentes
regides do estado do Ceard em diferentes horas do dia e a partir de partes diferentes da planta
(folhas, flores, raizes e cascas do lenho) foram identificados 32 compostos dentre os quais [3-
felandreno (20,4%), folhas, biciclogermacreno (29,1%) nas flores e (17,7%) nas folhas, -
elemeno (17,8%) nas flores e (22,0%) nas cascas do caule, cipereno (14,2%) nas raizes e
germacreno D (12,8%) nas cascas do caule como os constituintes majoritdrios (DOURADO,
2005).

Amaral (2004) também verificou a presenca de B-cariofileno e espatulenol no dleo
essencial de C. blanchetianus e Silva (2008) observou f-cariofileno, germacreno D,

biciclogermacreno, espatulenol e o eucaliptol no C.heliotropiifolius. O f-cariofileno e
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germacreno D sdo comum em Oleos essenciais de espécies do género Croton. Silva et al.,
(2010), avaliando a composicao quimica dos Sleos essenciais de C.blanchetianus, coletados
em diferentes horarios do dia; verificaram que houve uma diferenca na composi¢ao quimica,
sendo que o f-cariofileno foi comum em ambos os hordrios. O B-cariofileno € descrito em
diversos Oleos por possuir forte aroma e diversas atividades bioldgicas, tais como: anti-
inflamatéria (PASSOS et al., 2007), antialérgica (GHELARDINI et al., 2001), anestésica
local (COSTA et al., 2000), antifingica (ZHENG, KENNY & LAM, 1992) e
anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996).

De acordo com Brasil et al. (2009), os principais constituintes presentes no 6leo
essencial das folhas de C. palanostigma Klotzsch (syn. C. benthamianuns Miill. Arg.) foram
linalol (25,4%), (E)-cariofileno (21,0%), metileugenol (17,2%) e B-elemeno (6,0%); no 6leo
dos ramos finos foram a-pineno (41,4%), limoneno (29,0%), sabineno (11,5%) e B-pineno
(5,7%).

Costa et al., (2008) verificaram na espécie C. zehntneri, Estragol (76,8%), como
compostos majoritdrios, além de 1,8-Cineol (7,0%), Eugenol (5,3%), Mirceno (4,4%),
Biciclogermacreno (1,7%), p-ocimeno (1,6%), sabineno (0,61%) sendo que em menor
quantidade. Os resultados encontrados neste estudo se apresentam semelhantes aos ja
descritos por Silva (2008), que identificou na espécie C. rhamnifolius também, o 1,8-cineol
CcOmo composto majoritario.

Contudo, a maioria dos constituintes quimicos identificados na composi¢ao dos 6leos
de C. blanchetianus e C.heliotrpiifolius € diferente aos observados em o6leos obtidos de
espécies do género Croton proveniente da Americana Central, Venezuela e México,
(SUAREZ et al., 2005), porém semelhante aos constituintes verificados nos é6leos de espécies
encontrada na Regido Nordeste (SALATINO, SALATINO & NEGRI, 2007).

Acredita-se, que essa diferenca na producdo dos 6leos essenciais esteja integrada a
fisiologia da planta, na qual a sua composi¢do e quantidade dependem de enzimas especificas
que catalisam a produ¢do de compostos volateis em um 6rgao, do estdgio de desenvolvimento
e de estresses abidticos, como a salinidade do solo, a umidade do ar e a temperatura ambiente
(SANGWAN et al., 2001).

Portanto, diante dos resultados obtidos, destaca-se que os constituintes cedrol,
alloaromadendreno e criptona presentes no Oleo essencial de C. blanchetianus foram
identificados apenas nesse trabalho, podendo estd relacionados com a existéncia de

quimiotipos dessa espécie encontradas apenas no bioma da Caatinga.
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Tabela 2 Constituintes quimicos identificados nos O6leos essenciais das folhas de C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus.

C.heliotropiifolius C.blanchetianus
Constituintes RI (%) RI' (%)
o-pineno 939 3.5 939 10,5
J3-pineno - - 980 3,0
Sabineno 976 2.4 - -
S-mirceno 991 5,5 991 1,5
p-cimeno 1026 5,4 1026 4,2
Eucaliptol 1033 16,9 1033 17,4
y-terpineno 1062 4.5 - -
Linalool 1098 1,1 1098 1,5
acetato de bornila 1285 3,5 - 1,3
acetato de terpinila 1346 1,7 - -
0-COpaeno 1346 1,7 - -
J3-cariofileno 1418 15,9 1418 3,8
o-humuleno 1452 2,1 1452 1,3
germacreno D 1480 14,5 - -
biciclogermacreno 1494 10,4 i -
o-cadineno 1524 1,1 - -
Espatulenol 1576 3,7 1576 2,8
oxido de cariofileno 1581 1,7 1581 1,2
Viridiflorol 1590 1,2 - -
Cedrol - - 1589 28,4
alloaromadendreno - - 1458 1,2
p-cimen-8-ol - - 1189 1,3
criptona - - 1186 1,3
Monoterpenos 13,2 39,2
Sesquiterpenos 80,7 10,3
Total identificado 98,8%, 79,4 %

“Indices de Retencao (Adams, 2007).
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Quadro 1 Estruturas quimicas dos constituintes majoritdrios identificados por CG/EM
presente nos Oleos essenciais de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius.

(1) B-cariofileno

(2) germacreno D

(3) eucaliptol

(4) a-pineno

(5) cedrol
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4 CONCLUSAO

Aparti dos resultados obtidos, conclui-se que os constituintes quimicos presentes nos
Oleos essenciais das plantas pertencem a classe dos monoterpenos e sesquiterpenos, tendo
como compostos majoritdrios o eucalipto, - cariofileno e o germacreno-D para a espécie C.

heliotropiifolius e cedrol, eucaliptol e o a-pineno para C. blanchetianus.
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CAPITULO 3

ANGELICO, Elissandra Couras. Atividade antibacteriana dos Oleos Essenciais e extratos
das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth e do Croton blanchetianus Baill. Patos, PB:
UFCQG, 2011. 21p. (Dissertagdo — Mestrado em Zootecnia- Sistemas Agrossilvipastoris no
Semi-arido).

RESUMO

A procura por novos agentes antimicrobianos a partir de plantas vem sendo intensificada
devido ao aumento significativo de microorganismos resistentes a firmacos convencionais. A
utilizacdo das plantas para investigagdes de novos antimicrobianos € justificidvel devido a
grande variedade de substincias quimicas presentes nas diferentes partes das plantas com
acdo farmacoldgica como cumarina, flavondides, terpenodides, alcaldides e taninos. Em vista
disso, objetivou-se avaliar o efeito antibacteriano dos O6leos essenciais de Croton.
heliotropiifolius € Croton. blanchetianus e a sua interferéncia sobre a acdo dos antibidticos
aminoglicosideos frente as linhagens de bactérias padrao Gram-positivas e Gram-negativas e
uma multirresistente. Os Oleos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo os quais
apresentaram rendimentos de 0,075% e 0,72%, respectivamente, para Croton heliotropiifolius
e Croton blanchetianus. A atividade antimicrobiana e a concentra¢do inibitéria minima (CIM)
foram determinadas pelo método de difusdo em Agar (técnica do po¢o) e microdiluicdo em
caldo. Os resultados preliminares da atividade antimicrobiana mostraram que ambos os 6leos
foram mais efetivos frente a linhagem Gram-positiva Bacillus cereus. C. heliotropiifolius nao
mostrou atividade inibitéria frente as linhagens testadas, com exce¢do para a multirresistente
Sthaphylococcus aureus (MR 358) com CIM 512ug/mL. Para o 6leo essencial de C.
blanchetianus o resultado foi mais significativo para Sthaphylococcus aureus com CIM de 64
ug/mL. O 6leo essencial do C. blanchetianus refor¢ou significativamente a atividade da
amicacina, canamicina e gentamicina frente a linhagem Bacillus cereus, mostrando um efeito
sinérgico. Os resultados apresentados indicam que os 6leos essenciais sdo uma fonte de
produtos naturais que possuem atividade antibacteriana oferecendo dessa forma, uma
importante contribuicdo para ampliar o conhecimento biolégico das espécies.

Palavras-chave: Terpendides, microdiluicdo, Bacillus cereus.
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CHAPTER 3

ANGELICO, Elissandra Couras. Antibacterial activity of essential oils and extracts from
the leaves of Croton heliotropiifolius Kunth and the Croton blanchetianus Baill. Patos,
PB: UFCG, 2011. 21p. (Master Degree in Husbandry Science — Agrossilvipastoral Systems in
Semi-arid).

ABSTRACT

The search of new antimicrobial plant compounds has been intensified due to the significant
increase of microorganism resistance to conventional drugs, and the variety of bioactive
chemicals such as coumarin, flavonoids, terpenoids, alkaloids and tannins, found in different
plant parts. Thus, the antibacterial effects of C. heliotropiifolius and C. blanchetianus
essential oils and their interference on the action of aminoglycoside antibiotics on standard
Gram-positive and Gram-negative bacteria strains were evaluated. Essential oils were
obtained by hydrodistillation, resulting in 0.075% and 0.72% of oils, respectively, for C.
heliotropiifolius and C. blanchetianus. The antimicrobial activity and minimum inhibitory
concentration (MIC) were determined by agar diffusion method (pool technique) and
microdilution. Preliminary results of the antimicrobial activity showed that both oils were
more effective on the Gram-positive Bacillus cereus strain. Croton heliotropiifolius essential
oil showed no inhibitory activity on the tested bacteria strains, except on the multidrug-
resistant Staphylococcus aureus (MR 358), with MIC 512 pg/mL, while C. blanchetianus
essential oil was more active on Staphylococcus aureus, with MIC of 64 pg/mL. Croton
blanchetianus essential oil increased synergistically the activity of amikacin, kanamycin,
gentamicin on Bacillus cereus strain. These results contribute to the biological understanding
of species, and indicate that essential oils are a source of natural products that have
antibacterial activity.

Key words: Terpenoids, microdillution, Bacillus cereus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, registra-se um nimero significativo de populacdes bacterianas resistentes
a antimicrobianos, principalmente as de origem hospitalar, que vem causando um sério
problema de satde puiblica. Essas bactérias que eram reconhecidamente sensiveis as drogas
rotineiramente usadas na clinica, hoje se apresentam resistentes a todos ou quase todos os
farmacos disponiveis no mercado, como descrito para vdrias bactérias multirresistentes
(SAKAGAMI & KAJAMURA, 2006). Isso vem acontecendo devido a utilizacdo inadequada
de alguns antimicrobianos, que perdem muito rapidamente sua eficicia e principalmente, ao
uso indiscriminado desses agentes, dentre outros fatores Como exemplo, podemos citar o caso
das cepas de Staphylococcus aureus que tem se tornado um grande problema no tocante as
infeccdes hospitalares, devido a freqiiente resisténcia adquirida, desde a descoberta das
penicilinas e, em seguida, outros B-lactimicos (SILVA et al., 2009). Em razdo disso novas
alternativas terapéuticas vem sendo implementadas, principalmente as que utilizam plantas
medicinais no combate e/ou controle dos microrganismos patogénicos.

O interesse pelas plantas para investigacdes de novos antimicrobianos é devido a
grande variedade de substincias quimicas presentes nas diferentes partes das plantas com
acao farmacoldgica, como cumarina, flavonoides, terpendides, alcaldides e taninos (COWA,
1999). Neste sentido, as pesquisas mais recentes envolvem o screening de extratos vegetais e
Oleos essenciais, para desta forma, conhecer os metabdlitos secunddrios com relevante
atividade biolégica (KNIGHT et al., 2003). Como exemplo, temos os compostos fendlicos
como os flavondides os quais possuem potente acdo antibacteriana (NASCIMENTO et al.,
2000). Os dleos essenciais rico em diterpenos apresentam acdo seletiva contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (USHIMARU et al., 2007)

A familia Euphorbiaceae compreende uma das mais extensas familias das
Angiospermas, abrangendo cerca de 7.500 espécies, representadas por 300 géneros. Entre os
géneros da familia Euphorbiaceae com potencial uso farmacoldgico, destaca-se o género
Croton por seu expressivo numero de espécies (1200) distribuidas em todas as regides
tropicais e subtropicais (HELUANI et al., 2000). No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de
1.100 espécies, de hédbito e habitat diferentes, difundidas em todos os tipos de vegetacdao

(PALMEIRA, 2005).
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Dentre as espécies de Croton com forte potencial econdmico e terapéutico devido ao
seu alto teor de 6leos essenciais, temos C. blanchetianus e o C. heliotropiifolius, nativas da
regido nordeste e conhecidas popularmente como marmeleiro preto e velame.

Pesquisas publicadas com o 6leo essencial do C.blanchetianus tém demonstrado efeito
antinociceptivo (AMARAL, 2004), antiinflamatéria, gastroprotetora e antimicrobiana
(MECCHESNEY et al., 1991). Ja estudos realizados com extrato da raiz de C.
heliotropiifolius revelou atividade anfilarial (NYASSE et at., 2006) antiespasmddica
(MACIEL; PINTO.; ARRUDA, 2000), antitumoral (TORRANCE, WIEDHOPF & COLE,
1977) e antimicrobiana (PERES et al., 1997)

Os estudos direcionados a avaliagdo da atividade antimicrobiana de C. blanchetianus e
C.heliotropiifolius frente a microrganismos prejudiciais ao homem ainda € escasso na
literatura cientifica. Em vista disso, objetivou-se nesse estudo avaliar o efeito antibacteriano
dos 6leos essenciais e a interferéncia dos mesmos sobre a acdo dos antibidticos testados frente

as linhagens de microrganismos patogénicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Pesquisas de Produtos
Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-Ceard e Laboratdrio
Multiusuédrio de Pesquisas Ambientais — LAMPA, da Universidade Federal de Campina
Grande - UFCG.

2.2 Coleta e identificacao do material vegetal

As folhas de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius foram coletadas nos meses de
outubro e novembro de 2009 as 8:00 horas, no sitio Sdo José do Bonfim — municipio de Patos,
entre as coordenadas geograficas de latitude de 07° 0820 9” e longitude 037" 18’ 062”. Em
seguida uma mostra representativa de cada espécie foi identificada pela professora Maria de
Fatima e depositada no Herbdrio da Caatinga da Universidade Federal de Campina Grande —

UFCQG, Patos- PB, sob o registro de ntimero 496 e 497, respectivamente.

2.3 Extracao de dleos essenciais

Os oleos essenciais das folhas frescas (820,02g) de C. blanchetianus e das folhas
frescas (652,95g) de C. heliotropiifolius foram obtidos por hidrodestilagdo, utilizando
aparelho tipo Clevenger, por um periodo de duas horas (MATOS et al., 1999). Em seguida, os
6leos coletados foram secos com sulfato de sédio anidro (Na,SQOy4) para retirar o excesso de

dgua e mantidos sob refrigeracao no periodo de 24 horas até a realizac@o das anélises.
2.4 Ensaios microbiolégicos com os dleos essenciais
2.4.1 Screening antibacteriano
Na avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana foram utilizadas cinco linhagens

bacterianas padrao cedidas pela Funda¢do Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, sendo trés Gram-

negativas: Pseudomonas aeruginosa (15442), Klebsiela pneumoniae (10031), e Escherichia
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coli (25922), duas Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATTCC 12692), Bacillus cereus
(ATTCC 33018) e uma linhagem multirresistente isolada de material clinico Staphylococcus
aureus (MR 358), a qual foram reavivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas
por 24 horas a 37 °C.

A acdo antibacteriana foi determinada pelo método de difusdo em Agar por cavidade
em gel (BAUER et al., 1966) adaptado por Koneman et al., (1993) e Romeiro (2001). As
bactérias foram inoculadas, com auxilio de um swab estéril, em placas de Petri previamente
preparadas com Agar Muller-Hilton nas quais foram feitas cavidades (6 mm de didmetro)
preenchidas com 20uL das solugdes preparadas com os 6leos essenciais das plantas (diluidos
em DMSO) nas seguintes concentragdes 10; 5; 2,5; 1,25; ,0,6 e 0,3 % (Figural). Em seguida,
as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24h. Os ensaios foram
realizados em duplicata, acompanhados de controle positivo com os antibiticos amicacina
(30ug) e clorafenicol (30pg) e como controle negativo DMSO e agua destilada. Foi
considerado como resultado final de cada amostra a média das medidas dos halos e como
suscetivel halo de inibi¢do igual ou acima de 10 mm de didmetro, correspondente ao didmetro

da cavidade no meio de cultura (ROMEIRO, 2001).

Figura 1 Avaliacdo da atividade antibacteriano. Inoculacdo das bactérias no meio de cultura
(A), perfuragdo de pocos com cilindro de aco inoxidavel (B) e disposi¢do nas placas de Petri
do 6leo em varias concentracdes (C), 10(A); 5 (B); 2,5 (C); 1,25(D); 0,6 (E) e 0,3% (F).



60

2.4 2 Determinacao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Os o6leos testados que apresentaram atividade antimicrobiana na avaliagdo preliminar
foram submetidos a determinacdo da concentragdo inibitéria minima- CIM pela técnica de
microdiluicdo em caldo, com base no documento CLSI/NCCLS M7-A6 para bactérias
(NCCLS, 2003).

Foram utilizadas cinco linhagens padrdo cedidas pela Fundacio Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, sendo duas Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATTCC 12692), Bacillus
cereus (ATTCC 33018), trés Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (15442), Klebsiela
pneumoniae (10031), Escherichia coli (25922) e uma linhagem multirresistente isolada de
material clinico: Staphylococcus aureus (358).

Previamente aos testes, as linhagens bacterianas foram inoculadas em meio Brain Hear
Infusion Broth (BHI) caldo a 3,8% e incubadas durante 24 h a 35 + 2 °C. Apds este pré-
cultivo, procedeu-se a padronizacdo do indculo, que consistiu na preparacio de uma
suspensdo bacteriana em BHI a 3,8%, com turvacdo correspondendo a 0,5 da Escala
McFarland (10° UFC/mL). A seguir, esta suspensdo foi diluida até 10° UFC/ mL em caldo
BHI a 10%, e volumes de 100 pL foram entdo homogeneizados em placa de microdiluicao
com 96 pocos, acrescido de diferentes concentragdes dos 6leos, resultando num indculo final
de 5 x 10° UFC/mL (Figura 3A)

As solugdes dos Oleos essenciais foram preparadas utilizando 10mg das amostras
solubilizadas em 1 mL dimetilsuféxido (DMSO) obtendo uma concentracdo inicial de
10mg/mL. A partir desta concentracdo realizaram-se diluigdes em dgua destilada para obter
uma solugdo estoque de 1024 ug/mL. As concentragdes finais dos 6leos no meio de cultura
foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 pg/mL (Figura 2 e 3B)

Os testes foram efetuados em duplicata e as placas foram incubadas a 35 + 2°C durante
24 horas (JAVADPOUR et al., 1996). Como revelador, foi adicionado em cada poco, 25 pL
de resazurina sédica (SIGMA) preparada em 4gua destilada estéril na concentracdo de 0,01%
(p/v), por um periodo de 30 min em temperatura ambiente (Figura3C). O controle negativo foi
realizado com 100pL BHI caldo acrescido do in6culo bacteriano padronizado. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano, nos pog¢os de microdiluicio conforme
detectado a olho nu. A leitura dos resultados para determinacdo da CIM foi considerada como
positivo para os pogos que permaneceram com a coloragdo azul e negativa os que obtiveram

coloragdo vermelha (SALVAT et al., 2001)
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512 pg/mL
256pg/mL

128 pg/mL
64 ng/mL
32 pg/mL
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Sug/mL

Controle

Figura 3 Determinag¢do da Concentracdo Inibitéria Minima. Adi¢do de BHI a 10% com

inoculo (A); Adi¢do das solucdes dos 6leos essenciais nos pogos (B). Adi¢dao da resazurina a
0,01% (C).
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2.4.3 Avaliacdo da atividade moduladora do o6leo essencial de C. blanchetianus por

microdiluicao

Para a avaliagdo do 6leo essencial como modulador da atividade antibidtica, os CIMs
dos antibidticos aminoglicosideos convencionais (neomicina, canamicina, amicacina e
gentamicina), foram determinados na presenca e auséncia do 6leo essencial pelo método de
microdiluicdo, modificado a partir do documento CLSI/NCCLS M7-A6 para bactérias
(NCCLS, 2003). Foram utilizadas concentragdes subinibitérias (CIM 1/8) em BHI a 10%.

Foram utilizadas no teste duas cepas de bactérias padrdes cedidas pela Fundacdo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sendo as duas Gram-positivas — Bacillus cereus (ATTCC 33018)
e Staphylococcus aureus (ATTCC 12692). As linhagens padrao foram selecionadas devido o
6leo essencial de C. blanchetianus apresentar a menor CIMs nos ensaios antibacterianos.

Em tubo estéril foi adicionado 0,39 mL do d6leo essencial e 4,96 mL do meio de
cultura BHI em caldo, obtendo-se uma solucdo de 5 mL do 6leo. Em seguida, colocou-se 100
pL da solugdo nos pogos de uma placa de microdilui¢dao contendo 100 puL da bactéria teste. As
solucdes dos antibidticos foram preparadas com adi¢do de dgua de forma a obter uma
concentracdo correspondente a 1024 pug/mL Depois, adicionou-se um volume de 100 pL de
cada solugdo dos antibidticos em todos os pocos com e sem o 6leo. As concentracdes finais
dos antibidticos no meio de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8, 4 ¢ 2 pg/mL. Apos
incubagdo das placas a 37°C por 24 horas, a interferéncia dos 6leos essenciais sobre o efeito
dos antibidticos foi evidenciada pelo uso de resazurina sédica como especificado

anteriormente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencdes dos dleos essenciais

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilagdo das espécies estudadas apresentaram

rendimentos de 0,075% e 0,72% conforme estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Rendimento dos Oleos essenciais obtidos das folhas de C. blanchetianus e C.

heliotropiifolius.

Planta Massa (g) Volume (mL) Teor (%)
C. heliotropiifolius 652,95 1 0,075
C. blanchetianus 820, 02 5 0,72

Na literatura, observa-se que os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos de vérias
espécies de Croton variam entre 0,05 e 3,15% extraidos de vérias partes das plantas. Segundo
Dourado e Silveira (2005) o 6leo essencial obtido das folhas de C. blanchetianus mostrou um
rendimento de 0,5% inferior ao que foi encontrado nesse estudo. Silva (2008), avaliando o
Oleo essencial das folhas de C. heliotropiifolius, obteve um rendimento de 0,18%.

Diante desses resultados, observa-se que houve uma variacdo no rendimento do 6leo
essencial das espécies em estudo, comportamento semelhante observado com o 6leo essencial
de Croton blanchetianus. Essas variagOes podem ser atribuidas aos mesmos fatores tais como,
qualidade dos solos, unidade do ar, tempertura ambiente, época de colheita, método e tempo

de destilacdo, além da diversidade genética da espécie, entre outros (SILVA et al., 2006).

3.2 Avaliacao da atividade antibacteriana dos dleos essenciais

No teste de susceptibilidade para a verificacdo da atividade antibacteriana, observou-
se que o Oleo essencial de C. heliotropiifolius nao apresentou atividade frente a todas as
bactérias testadas exceto contra a cepa Gram-positiva Bacillus cereus, com uma média do
halo de inibicdo 11,5 mm conforme a Tabela 2.e a Figura 4. Na concentragao de 10%, as
cepas Staphylococcus aureus e Klebsiela pneumoniae apresentaram halos de inibicdo menores
que 10 mm sendo considerado ndo-significativo. As linhagens Gram-negtaivas Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli e a Staphylococcus aureus multirresistente mostraram-se

resistentes ao 6leo visto que nao houve formacdo de halo de inibi¢ao.
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Tabela 2 Valores das médias do halo de inibicao do crescimento bacteriano em mm do dleo
essencial de C.heliotrofifolius.

Média dos Halos de Inibicao (mm de didmetro) (Média + Desvio

Padriao)
Bactérias Concentracio do 6leo (%) Controles (+)
10 5 25 1,25 06 03 CLO* AMI*
P. aeruginosa - - - - - - 23,5+2,1 23,5+0,7
S. aureus 5,5+7,77 - - - - - 0,0+0,0 19,5+0,7
S. aureus M.R - - - - - - 21,0+14 21,5+£3,5
E. coli - - - - - - 0,0£0,0 19,0+4,2
K. pneumoniae 5+7,07 - - - - - 0,0+0,0 26,5+2,1
B. cereus 11,5+2,12 - - - - - 17,5+0,7 22,0442

*Concentragdo usada (CLO) Clorafenicol 30ug; (AMI) Amicacina 30ug.

Para o 6leo de C.blanchetianus, observou-se somente atividade contra a cepa Gram
positiva Bacillus cereus com o halo de inibicdo de 13,5 mm na concentragdo de 10% (Tabela
2 e Fig. 4). Para a linhagem E.coli ndo houve formagdo de halo de inibi¢do em nenhuma
concentracdo, enquanto que nas demais linhagens o halo de inibi¢do foi menor que 10 mm
mostrando com isso uma alta resisténcia desses microrganismos a acdo dos componentes

presentes no 6leo nas concentragdes testadas.

Tabela 3 Valores das médias do halo de inibicao do crescimento bacteriano em mm do 6leo
essencial de C.blanchetianus

Média dos Halos de Inibicio (mm de didmetro) (Média + Desvio

Padrao)
Bactérias Concentracao do éleo (%) Controles (+)
10 5 2,5 1,25 0,62 0,3 CLO* AMI*
P. aeruginosa - 4,5+6,36 - - - - 23,5£2,1 23,5+0,7
S. aureus 445,65  3,5+4,94 - - - - 0,0£0,0 19,5+0,7
S. aureus M.R 6,5¢9,19 547,07 - - - - 21,0£14 21,543,5
E. coli - - - - - - 0,0£0,0 19,0+4,2
K. pneumoniae  4,5+£6,36  5+7,07 - - - - 0,0£0,0 26,5+2,1
B. cereus 13,5+4,94 8,5£0,7 547,07 3,5+4,94 - - 17,5£0,7 22,0442

* Concentragdo usada (CLO) Clorafenicol 30pg; (AMI) Amicacina 30ug;
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A partir dos resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que o comportamento de
ambos os 6leos quando avaliado pela metodologia adotada, mostraram uma melhor atividade
inibitéria frente a linhagem Gram-positiva Bacillus cereus. O efeito evidenciado dos 6leos
essenciais sobre a mesma linhagem pode ser atribuido a totalidade e a proporcao dos
componentes presentes nos 6leos. Conforme relata Koyama et al. (1997), muitos componentes
dos 6leos essenciais, os quais sdo diferentes, possuem uma habilidade especifica para romper

ou penetrar na estrutura bacteriana.

B

Figura 4 Resultado da atividade antibacteriana do 6leo de C.heliotropiifolius (A) e C.
bblanchetianus (B) sobre Bacillus cereus nas concentragdes de 10% (A), 5% (B), 2,5% (C),
1,25 % (D), 0,6% (E) e 0,3% (F).

3.3 Resultados da Concentracao Inibitéria Minima — CIM

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor concentragdo capaz
de inibir completamente o crescimento bacteriano. Os valores de CIM foram determinados
pela leitura visual apds revelacdo com resazurina sendo considerada como positiva para os
pocos que permaceram com a coloracdo azul e negativa os que obtiveram coloracdo vermelha
(SALVAT et al., 2001).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4 e figura 5, verificou-se que o
6leo essencial de C. heliotropiifolius mostrou atividade inibitéria somente para a linhagem

multirresistente Sthaphylococcus aureus (MR 358) com CIM 512ug/mL. Enquanto que, para
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as demais linhagens testadas o 6leo ndo conferil atividade antimicrobiana satisfatéria. Ja o
6leo essencial de C. blanchetianus mostrou atividade inibitéria frente as linhagens E.coli
(CIM 512ug/mL), Bacillus cereus (CIM 256 pg/mL) e para Sthaphylococcus aureus
representando o resultado mais significativo com uma menor CIM de 64 pug/mL. Entretanto,
nas concentracdes testadas, os 6leos ndo foram capazes de inibir o crescimento das cepas P.

aeruginosa e K. pneumoniae considerando a CIM > 1024 pg/mL).

Tabela 4 Valores em pg/mL Concentracdo Inibitéria Minima - CIM dos 6leos essenciais das
folhas de C.heliotropiifolius e C.blanchetianus.

Bactérias CIM (ug/mL)
OECh OECb
P. aeruginosa > 1024 >1024
S. aureus >1024 64
S. aureus M.R 512 >1024
E. coli >1024 512
K. pneumoniae > 1024 >1024
B.cereus >1024 256

OECb: Oleo essencial de C. blanchetianus OECh: Oleo essencial de C.heliotropiifolius

512 ug/mL
256 pg/mL

128 uo/ml.

64ug/mL

32 uo/ml.
16 pg/mL
8 ug/mL

Controle

Figura 5 Resultado da CIM do 6leo essencial de C. blanchetianus (A) e C.
heliotropiifolius (B)

A ausente atividade inibitéria dos 6leos essenciais sobre as bactérias Gram-negativas,
segundo Silva et al., (2007), talvez esteja relacionada com as diferencas estruturais existente
entre as bactérias Gram positivas e Gram negativas, em que pese as Gram positivas serem
consideradas mais sensiveis a exposicdo de produtos antibacterianos, enquanto que, de
maneira geral, as bactérias negativas sdo mais resistentes a essa acdo com Oleo essencial
(RISTORI; PEREIRA; GELLI, 2002) pelo fato de apresentarem uma membrana externa rica

em lipopolissacarideos, responsdveis pelo cardter hidrofilico da superficie, dificultando a
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penetracdo das substancias hidrofébicas tais como os constituintes de muitos 6leos essenciais
(DORMAN & DEANS, 2000).

MCCHESNEY et al., (1991) analisou o constituinte 3,4-seco-traquilobandéico isolado
das raizes de C. blanchetianus, no qual apresentou efeito antibacteriano contra Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus. Gongalves (2007), relata que o extrato de C. blanchetianus
mostrou resisténcia frente as cepas E. coli, S. epidermidis, S. typhimurium e S. aureus.

Estudos com as espécies C. blanchetianus e C. heliotropiifolius com atividade
antibacteriana ainda sdo bastante escassos. Provavelmente se deve ao fato destas espécies
serem nativas da Caatinga com variacdes sazonais e principalmente produzirem 6leos com
baixo rendimento. No entanto, observa-se atividade antimicrobiana com 6leos essenciais para
outras espécies de Croton, tais como Croton nepetaefolius (LEMOS; MONTE; &
GUIMARAES, 1992), Croton tiglium (TSAI & CHANG, 2004) e Croton lechleri L.
(FROLDI et al., 2009) .

Os constituintes pertencente a classe dos sesquiterpénicos, como o B-cariofileno e
biciclogermacreno D (quadro 1) relatado nesse estudo, tem mostrado notdvel atividade
antibacteriana (OZURK et al., 2009). O (E)-cariofileno também apresentou atividade
antimicrobina (JULIANNI Jr. et al., 2002) e o 6xido de cariofileno apresentou efeito
analgésico e anti-inflamatério (CHAVAN, SHINDE e NIRMAL, 2006). J4 o constituinte
germacreno D, majoritdrio do C. heliotropiifolius, mostrou-se inativo contra Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, S. aureus, P. aeruginosa e E.coli, quando avaliado pelos métodos de difusdo
em Agar (BIAVATTI et al., 2001) e microdiluicao em caldo (DEUSCHLE et al., 2007).

Embora ndo tenha demonstrado atividade antibacteriana frente as linhagens testadas,
segundo Francescato et al., (2007) o constituinte germacreno D pode ter contribuido para a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. heliotropiifolius realizado nesse estudo.

Devido a natureza complexa dos dleos essenciais, ficaria dificil atribuir a atividade
observada a qualquer componente unico presente no mesmo. Portanto, para se conhecer o
modo de a¢do dos Oleos seria necessario examinar separadamente cada componente do 6leo
essencial, e a combinac¢do para averiguar se os constituintes quimicos t€m acdo inibitdria

sozinhos ou em sinergismo.
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3.4 Resultados da atividade moduladora por microdiluicio

As linhagens bacterianas que apresentaram as menores concentracdes inibitdrias
(CIM) foram submetidas a determinacao da atividade moduladora do 6leo essencial frente aos
antibidticos do grupo dos aminoglicosideos.

Na andlise dos resultados, observou-se que o dleo essencial de C. blanchetianus nao
potencializou a atividade dos antibiéticos aminoglicosideos quando testado frente a linhagem
Sthaphylococcus aureus na concentracao de 64 pg/mL(CIM 1/8) quando comparado com o
CIM do antibidtico na auséncia do 6leo essencial (Tabela 5). J4 na concentracdo de 256
ug/mL (CIM 1/8) o 6leo demostrou uma acdo sinérgica sobre a atividade da canamicina,
amicacina e gentamicina na interacdo com a linhagem Bacillus cereus, sendo que o valor mais

expressivo foi com a canamicina com reducio da CIM de 8 para 2 ug/mL (Tabela 5).

Tabela 5 Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do dleo
essencial das folhas de C. blanchetianus.

S.aureus (ATCC) B.cereus (ATCC)
Antibiéticos CIM (64ofg(/:rkr)1L) CIM (ZSSE;EnL)
Amicacina 8 8 8 4
Neomicina 32 32 8 8
Canamicina 16 16 8 2
Gentamicina 2 2 4 2

OECD: Oleo essencial de C. blanchetianus

Os estudos de eficicia com O6leos essenciais (LACHOWICZ et al., 1998) e em
combinagd0 com os antimicrobianos convencionais (FILOCHE et al., 2005) tém sido
realizados, mas ndo em grande profundidade. Na literatura, hd alguns trabalhos que indicam
combinacdes de diferentes antibidticos analisados in vitro e aplicados nas clinicas, mas
combinacdo de produtos naturais e drogas sintéticas ainda ndo sdo bem informadas (SOUZA
et al., 2010).

Oliveira et al., (2006), mostraram que o 6leo essencial de algumas espécies de plantas
em associagdo com o antibidtico gentamicina apresentou um efeito antagénico sobre a cepa
S.aureus. Rodrigues, Costa e Coutinho (2009) relataram que a atividade do antibidtico
gentamicina contra P. aeruginosa foi reforcada na presenca do 6leo essencial de Croton

zehtneri, apresentando um efeito sinérgico. Entretanto, na literatura ainda ndo tinha sido
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relatado a acdo potencializadora de 6leos essenciais de espécies de Croton sobre a atividade
de aminoglicosideos.

Zago et al., (2009) estudando o efeito sinérgico entre varios 6leos essenciais e drogas
antimicrobianas sobre linhagens bacterianas, verificou que o S. aureus € mais suscetivel as
interagdes quando comparado com a E. coli, na qual ndo condiz com os nossos resultados,
provavelmente este resultado tenha sido observado pelo fato da espécie em estudo ser
diferente daquele usada neste estudo.

Neste sentido, estudos realizados por Oliveira et al., (2006) pdde-se concluir que de
uma forma geral, a caracteristica da interferéncia exercida pelo dleo essencial sobre a acdo
dos antibidticos varia de acordo com o tipo do antibidtico, tipo do 6leo essencial testado em

associagao, e tipo de cepa bacteriana ensaiada.
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4 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que os Oleos essenciais das
plantas quando avaliados na concentracio de 10% apresentam uma maior atividade
antibacteriana frente a cepa Gram-positiva B. cereus. Com relacdo a avaliagdo da
concentracdo inibitéria minima, o 6leo essencial de C. heliotropiifoliu é ativo somente frente a
cepa S. aureus multirresistente com CIM de 512 pg/mL. Enquanto que o 6leo essencial de C.
blanchetianus apresenta acdo antibacteriana com uma CIM variando de 512 a 64 pg/mL,
demonstrando ser mais eficiente para S. aureus (64 pg/mL).

O O¢leo essencial de C. blanchetinanus atua sinergisticamente com o0s antibidticos
amicacina, canamicina e gentamicina frente a linhagem B. cereus.

Apesar dos 6leos essenciais ndo apresentar atividade inibitéria frente a todas as linhagens
patogénicas testadas, esses resultados sdo promissores € indicam que os mesmos sdo uma
fonte de produtos naturais que possuem atividade antibacteriana oferecendo dessa forma, uma

importante contribuicdo para ampliar o conhecimento biolégico das espécies.
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CAPITULO 4

ANGELICO, Elissandra Couras. Avaliacio da Atividade Antioxidante dos extratos
etandlicos das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth e do Croton blanchetianus Baill.
Patos, PB: UFCG, 2011. 12p. (Dissertacio — Mestrado em Zootecnia- Sistemas
Agrossilvipastoris no Semidrido).

RESUMO

Antioxidantes sdo compostos que, quando presentes em concentracdes ideais em relagdo aos
substratos oxiddveis, reagem com os radicais livres impedindo ou diminuindo o estresse
oxidativo. Muitas doencas e processos degenerativos estdo associados a superproducio de
radicais livres os quais tém estimulado vérios grupos de pesquisa a investigarem o potencial
antioxidante de substancias produzidas por diversas familias da flora mundial. Dessa forma, o
presente trabalho tem como objetivo identificar as principais classes de metabdlitos
secunddrios presente nos extratos etandlicos das folhas de Croton blanchetianus e Croton
heliotropiifolius, bem como avaliar o seu potencial antioxidante. Os extratos etandlicos foram
obtidos das folhas pelo método de extracdo exaustiva a frio com rendimento de 3,29% e
3,26%. Em seguida, os extratos foram submetidos a andlises fitoquimica, nos quais foi
possivel identificar a presenca de taninos condensados, flavondides, flavononas, flavondis,
flavonondis, catequinas e xantonas. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada
pelo método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do seqiiestro de radicais livres,
usando o DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila). Ambos os extratos foram capazes de
seqiiestrar o radical livre DPPH, sendo que o extrato de Crofon blanchetianus mostrou ser
mais eficiente do que o BHT (controle positivo), com CE5y = 6,5 £ 0,5 mg / mL. Contudo, os
resultados observados para os extratos etandlicos, possivelmente sejam atribuida a presenga e
a concentracao de compostos fendlicos pertencentes a classes dos taninos e flavonodides, os
quais foram identificados nesse estudo.

Palavras-chave: Radicais livres, fitoquimica, fotocolorimétrico.



76

CHAPTER 4

ANGELICO, Elissandra Couras. Evaluation of Antioxidant Activity of Croton
heliotropiifolius Kunth and Croton blanchetianus Baill ethanol leaf extracts. Patos, PB:
UFCG, 2011. 12p. (Master Degree in Animal Science — Agrossilvipastoral Systems in the
Semi-arid).

ABSTRACT

Antioxidants are compounds that, at optimal concentrations in relation to oxidable substrates,
react with free radicals preventing or reducing oxidative stress. Many diseases and
degenerative processes are associated with overproduction of free radicals. This stimulated
several research groups to investigate the antioxidant potential of substances produced by
several families of the world flora. Thus, this study identified the major classes of secondary
metabolites present in ethanol leaf extracts of C. blanchetianus and C.heliotropiifolius, and
assessed their antioxidant potential. Ethanol extracts were obtained by the exhaustive
extraction method cold and resulted in 3.29% and 3.26% extraction efficiency. Then
phytochemical analyses were performed on the extracts to investigate the presence of tannins,
flavonoids, flavonones, flavonols, catechins and xanthones. The antioxidant activity of
extracts was determined by in vitro photocolorimetric method based on the sequestration of
free radicals, using DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl). Both extracts were able to
sequestrate DPPH free radical. Croton blanchetianus extract activity showed to be more
efficient than BHT (positive control), with EC50=6.5 £ 0.5 mg/mL. Croton heliotropiifolius
extract showed lower antioxidant activity, with EC50-50.15 £, 0.21 but still higher than that
observed for BHT. However, the results observed for the ethanol extracts are possibly the
result of the presence and concentration of phenolic compounds such as tannins and
flavonoids, which were identified in this study.

Key words: free radicals, phytochemistry, photocolorimetric.
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1 INTRODUCAO

O organismo humano produz constantemente radical livres por meio de suas
atividades metabdlicas. Apesar de ser um processo normal na vida dos organismos vivos,
quando em excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes teciduais
responsdveis por diversas patologias, como artrites inflamatérias (HADJIGOGOS, 2003),
tlceras (LA CASA et al., 2000 ) diabetes (EL-REMESSY et al., 2003), e processos
degenerativos como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, aterosclerose e o
envelhecimento precoce (SIKORA et al., 2008) dentre outras.

Para impedir os efeitos deletérios associados ao excesso dessas espécies reativas de
oxigénio, o organismo apresenta defesas antioxidantes. No entanto, os antioxidantes sdo um
grupo de substincias que, quando presentes em concentracdes ideais em relacdo aos
substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres impedindo ou diminuindo o estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2001). Os antioxidantes presentes no organismo podem ser de
origem endogena agindo enzimaticamente, como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ou nao-enzimaticamente, como glutationa reduzida
(GSH) (PIMENTEL, 2006).

Além destes antioxidantes produzidos no organismo, existem os sintéticos, substancias
utilizadas na industria alimenticia, destacando-se o BHT, BHA, GP, TBHQ e os naturais tais
como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicos
(4cidos fenolicos e flavondides) (SOUSA et al., 2007) os quais sdo os responsaveis pela
remocgdo dessas espécies reativas.

O uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido, devido a suspeita de atividades como
promotores de carcinogénese, bem como devido a rejeicao de aditivos sintéticos em alimentos
(CARVALHO, 2004). Nesse contexto, a procura por substancias antioxidantes naturais tem
aumentado nas ultimas décadas, em especial os produtos naturais extraidos de plantas
medicinais.

Os antioxidantes vegetais sd@o de natureza muito variada, mas os compostos fendélicos
ttm sido apontados como responsdveis por maior capacidade antioxidante, sendo
representados pelos flavondides e isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas e outros. A a¢cao
antioxidante da maioria dessas substancias naturais se deve a presenca de hidroxilas fendlicas

e as suas propriedades de oxirreducdo, pois eles agem como agentes redutores, doadores de
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hidrogénio. Além desses compostos, vdrios outros com atividade antioxidante tém sido
isolados de diversas familias de plantas (FONSECA et al., 2009; REBELO et al., 2009).

De acordo com a literatura, estudos mostram que tanto 6leos essenciais (SOUZA et al.,
2007) como componentes ndo volateis (extratos), extraidos de plantas (BALESTRIN et al.,
2008; NUNES et al., 2008), tém sido estudados quanto a avaliacdo do seu potencial
antioxidante, demonstrando alta eficiéncia.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo identificar as principais classes de
metabolitos secunddrios presentes nos extratos etandlicos das folhas de C.blanchetianus e
C.heliotropiifolius bem como avaliar o seu potencial antioxidante pelo ensaio de captura de

radicais DPPH.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento
Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Pesquisas de Produtos

Naturais -LPPN da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-Ceara.

2.2 Coleta e Identificacao do material

As folhas de C. blanchetianus e C.heliotropiifolius foram coletadas no més de julho de
2010 as 8:00 horas, no sitio Sdo José do Bonfim — municipio de Patos, entre as coordenadas

geogrificas de latitude de 07° 08 20 9” e longitude 037° 18> 062”.

2.3 Preparacao dos extratos etandlicos

Os extratos etandlicos das folhas foram obtidos pelo método de extracdo exaustiva a
frio (MATOS, 1988). As folhas frescas de C. heliotropiifolius (300 g) e C. blanchetianus (280
g) foram previamente trituradas e submetidas a extracdo com etanol durante 72 horas. Apds o
periodo de extracdo, o solvente foi destilado em evaporador rotatério a 80 °C sob pressao
reduzida. Os extratos etandlicos brutos obtidos foram pesados e armazenados a temperatura

ambiente até a realizacdo das andlises fitoquimicas e ensaios antioxidantes.

2.3.1 Prospeccao fitoquimica dos extratos

Os testes fitoquimicos para identificar as classes de metabolitos secundérios foram
realizados seguindo a metodologia descrita por MATOS (1997), que é baseado na mudanga

de cor ou formacao de precipitados apds a adi¢do de reagentes especificos.

2.4 Avaliacao da atividade antioxidante

2.4.1 Método de seqiiestro do radical DPPH.
A atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas foi determinada pelo

método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do seqiiestro de radicais livres, usando o

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) (MENSOR et al., 2001). Essa andlise € baseada na
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habilidade de compostos em doar um préton para o DPPH e formar estruturas de ressonancia
estaveis, estabilizando assim o radical livre.

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se 1 mL da
solu¢do de DPPH (60 uM) em 2,5 mL de solu¢des dos extratos que foram diluidas em etanol
na concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 pg/mL em triplicata.

A solucdo de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a atividade antioxidante de
uma amostra pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solu¢do de DPPH, ao
final do qual a mesma torna-se amarelada (NUNE et al., 2008). Ap6s o tempo de reagdo de 30
min das amostras preparadas, as absorbancias foram lida com auxilio de Espectrotofotometro
de Ultravioleta UV-Vis com comprimento de onda ajustado para 520 nm.

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de etanol a 2,5 mL das
concentracdes dos extratos. Como controle negativo foi usada a mistura de 1 mL da solucao
de DPPH com 2,5 mL de etanol e como controle positivo utilizou-se o 2,5 mL das
concentracdes de BHT ( butil-hidroxitolueno) e 1 mL da solucdo de DPPH.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi
calculada a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressdo linear, para cada fase,
chegando-se assim a concentracdo das amostras que promovesse a diminui¢do para a metade
da concentracdo inicial de DPPH (50%), definida como Concentracdo Efetiva (CEsp)
(MENSOR et al., 2001).

A atividade antioxidante (AA) das amostras por seqiiestro do DPPH foi expressa em

percentagem, segundo a equagdo:

AA% = 100 - {[ Abs extrato — Abs branco) X 100] / Abs controle}

Onde AA%: atividade antioxidante em porcentagem
ADbSexirato: absorbancia da amostra
ADbSpranco: absorbancia do branco

ADbS controle: @bsorbancia do controle positivo

2.4.2 Analises estatisticas

As andlises estatisticas das médias em triplicata (n=3) + desvio padrdo foram
realizadas usando a Andlise de Varidncia (ANOVA) seguida por Student-Newman Keuls-test
Muiltipla comparacdo. Os resultados com p < 0,05 foram considerados significantes. Todas as

andlises foram realizadas usando o programa software GraphPad Prism 5.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Obtencao dos Extratos

As massas e os rendimentos dos extratos etandlicos obtidos das folhas das plantas

estao mostrados na Tabela 1.

N

Tabela 1 Dados relacionados a obtencdo dos extratos etandlicos das folhas de C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus.

Espécie Massa das folhas (g) Massa do extrato (%)
bruto (g)

C. heliotropiifolius 300 9,87 3,29

C. blanchetianus 280 9,15 3,26

3.2 Analises fitoquimica dos extratos etandlicos

Nos extratos etandlicos das folhas de C.heliotropiifolius e C. blanchetianus foram
identificados a presenca de taninos condensados, flavondides, flavononas, flavondis,
flavonondis, catequinas e xantonas (Tabela 2). Randau et al. (2004), constatou a existéncia de
proantocianidinas condensadas (taninos catéquicos), e flavondides nas folhas e raizes de

C.heliotropiifolius corroborando com os resultados desse estudo.

Tabela 2 Classe de metabdlitos secundarios identificados nos extrato etandlico das folhas de
C. blanchetianus e C. heliotrpiifolius.

Metabélitos secundarios C. blanchetianus C. heliotropiifolius
Taninos * *
Fenois - -
Antocianinas e Antocianidinas -- --
Flavonas, Flavondis e Xantonas -—— FAk
Chalconas e Auronas -- --
Flavanondis * -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas (Taninos catéquicos) * *
Flavanonas * *

(*) Presenca de compostos; (-) Auséncia de compostos.
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3.3 Avaliacao da Atividade Antioxidante

Na andlise dos resultados da atividade antioxidante (AA%) frente ao radical DPPH,
considerou-se como valor de referéncia a CEsp de 35,50+0,50 ug/mL do BHT (controle
positivo) para comparar com a atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas
frescas de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus, pois o BHT € bastante utilizado como
padrdo para a atividade antioxidante (MENSOR et al., 2001).

Na Tabela 3 estao representados os resultados quantitativos da atividade antioxidante
dos extratos etandlicos das plantas. Portanto, observa-se que os extratos apresentaram
atividade antioxidante como seqiiestradores do radical livie DPPH, sendo que o extrato de
C.blanchetianus demonstrou uma maior atividade em comparacdo ao BHT, com CEsy de
6,5+0,5 pg/mL. O extrato das folhas C.heliotropiifolius mostrou menor atividade

antioxidante, com o valor da CEs( de 50,15+,0,21 superior ao observado para o BHT.

Tabela 3 Resultados da atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas de C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus utilizando o radical DPPH.

ng/mL EFCb EFCh BHT
5 34422238 9,35%3,78 3,3020,06
10 73,8142,57 13,56+1,85 10,52+0,11
25 88,65+1,35 28,72+1,6 31,82+0,22
50 98,12+1,85 48,4348,15 60,12+0,11
125 93,290,96 92,0620,5 88,03+0,49
CEsoz 6,540,5 50,15%,0,21 35,5020,50

*EFCb: Extrato das folhas de C.blanchetianus; EFCh: Extrato das folhas de
C.heliotropiifolius. BHT: Butil hidroxitolueno.

A diferenca na atividade antioxidante observada para os extratos etandlicos das
espécies em estudo, possivelmente sejam atribuida a presenga e a concentragdo de compostos
fendlicos pertencentes a classes dos taninos e flavondides verificados nos extratos. A
atividade antioxidante dos compostos fendlicos tem sido atribuida as suas propriedades de
oxido-reducdo, que desempenham importante papel na adsorcdo ou neutralizacdo de radicais
livres (BASILE et al., 2005).

Esses compostos derivados de plantas medicinais com atividade antioxidante t€ém sido
isolados das mais diversas familias de plantas (BOUDET, 2007; RAZAVI et al., 2008) e os
flavondides sdo, por certo, as substancias representativas desta atividade (VAN DEN BERG
et al., 2000), uma vez que possuem esqueleto carbOnico propicio para a estabilizacdo de

radicais livres. No entanto, a intensidade da ac@o antioxidante exibida por estes fitoquimicos €
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diferenciada, principalmente devido ao ndmero e posicio de hidroxilas presentes nas
moléculas (MELO et al., 2008).

A atividade antioxidante tém sido descritas em algumas espécies de Croton, como C.
celtidifolius (NARDI et al., 2003), C nepetaefolius (MORAIS et al., 2006) e o C
argyrophylloides (CATUNDA Jr; LUCIANO & MORALIS, 2002). No entanto, ainda nao ha
relatos de estudos do potencial antioxidante com extratos das espécies de C. blanchetianus e
C. heliotropiifolius, somente com 6leos essenciais.

Portanto, os resultados descritos neste estudo sdao promissores e estimulam a
continuidade da pesquisa para avaliar o poder antioxidante de substincias isoladas das

espécies estudadas.
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que os extratos etandlicos apresentam
atividade antioxidante sendo que, o extrato de C.blanchetianus mostra uma melhor atividade
quando comparado com o controle positivo BHT podendo atuar como seqiiestrante ou por
meio da reducdo de radicais livres.

Contudo, esses estudos preliminares servem como ponto de partida para estudos
posteriores como o isolamento, a purificacdo e a elucidacdo estrutural das substincias que
funcionam como antioxidantes, além de ajudar a inferir sobre um possivel mecanismo de acao
dessas substancias, finalizando por testar a viabilidade terapéutica em antioxidantes para seu

uso futuro.
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