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RESUMO

A familia Euphorbiaceae destaca-se pela produgcdo de compostos de importancia
industrial e alimenticia. Diversos representantes sdo de interesse devido a producdo de
6leos volateis. Sao exemplos, espécies do género Croton que apresentam propriedades
medicinais tais como anti-inflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante. Algumas espécies
de Croton nativas do Rio Grande do Sul foram investigadas visando a anélise dos 6leos
volateis obtidos por hidrodestilacdo das partes aéreas das plantas. Foram coletadas trés
espécies em diversas localidades do Estado, sendo elas Croton pallidulus, C. isabelli e
C. ericoides. A composi¢dao quimica dos 6leos foi determinada por cromatografia a gés/
espectrometria de massas. Sesquiterpenos e Monoterpenos foram os principais
compostos identificados nos Oleos de C. pallidulus, C. isabelli e C. ericoides.
Adicionalmente, os 6leos volateis obtidos de cada espécie foram testados quanto a
atividade frente a Acanthamoeba polyphaga. Tanto o 6leo volatil de C. pallidulus
quanto o de C. ericoides apresentaram atividade amebicida, porém este dltimo foi mais
ativo: na concentragdo de 0,5 mg/mL, foi capaz de inviabilizar 87% dos trofozoitos,
enquanto que o 6leo de C. pallidulus, na mesma concentragdo, inviabilizou apenas 29%
dos trofozoitos. O dleo volétil de C. isabelli foi o que apresentou menor atividade, pois,
numa concentracdo de 10 mg/mL, inviabilizou apenas 4% dos trofozoitos. Os dleos
voldteis das trés espécies mostraram efeito citotoxico através do método do MTT em
células VERO. O 6leo de C. ericoides, de maior atividade amebicida, foi também o que
apresentou maior citotoxicidade. Além disso, os Oleos volateis de C. pallidulus e C.
ericoides foram analisados quanto a atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa usando o método de bioautografia.
Verificou-se que os 6leos de C. pallidulus e C. ericoides inibiram o crescimento de E.
coli e S. aureus. Com relagdo a P. aeruginosa nao houve inibicdo do crescimento da

bactéria pelas duas espécies de Croton.

Palavras chaves: Euphorbiaceae, Croton, 6leos voldteis, amebicida, antibacteriana
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ABSTRACT

Chemical and Biological study of Species of Croton (Euphorbiaceae) native of Rio
Grande do Sul

The family Euphorbiaceae has been highlighted by the production of compounds
of industrial interest and importance for the food. Several representatives species are of
interest due to production of volatile oils. Examples are species of Croton that have
medicinal properties, such as anti-inflammatory, antifungal, antimicrobial and healing.
Some species of the genus Croton, widely distributed in Rio Grande do Sul, were
investigated in order to analyze the chemical composition of volatile oils obtained by
hydrodistillation from the aerial parts of the plants. Three species were collected in
different localities of Rio Grande do Sul, Croton pallidulus, C. isabelli and C. ericoides.
The chemical composition of the oils was analyzed using gas chromatography coupled
to mass spectrometry. Sesquiterpenes and Monoterpenes were the major compounds
identified in the oils of C. pallidulus, C. isabelli and C. ericoides. Additionally, the
volatile oils obtained from each species were tested for amebicidal activity against
Acanthamoeba polyphaga. Both the volatile oil of C. pallidulus and that of C. ericoides
showed activity against A. polyphaga, but the latter was more active: the concentration
of 0.5 mg/mL, was able to kill 87% of trophozoites, while the oil of C. pallidulus, at the
same concentration, killed only 29% of trophozoites. The volatile oil of C. isabelli was
the one that showed less activity; in a concentration of 10 mg/mL, the oil killed only 4%
of trophozoites. The volatile oils of the three species showed a cytotoxic effect in
VERO cells determined by the MTT method. The oil of C. ericoides, the most active
against the Acanthamoeba, presented also the highest cytotoxicity. In addition, the
volatile oils of C. pallidulus and C. ericoides were assayed for antibacterial activity
against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa using
the bioautography method. It was found that the oils of C. pallidulus and C. ericoides
inhibited the growth of E. coli and S. aureus. With respect to P. aeruginosa no

inhibition of bacterial growth by both species of Crofon was observed.

Keywords:  Euphorbiaceae, Croton, volatile oils, amebicidal, antibacterial
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1. INTRODUCAO



O interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terap€uticos 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% e 80% da populacdio mundial utiliza a medicina tradicional ou a

fitoterapia no tratamento de varias doencas (Bagatini et al., 2007).

A utilizagdo de plantas como medicamento estd fundamentada em estudos
etnofarmacoldgicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre
as propriedades farmacoldgicas (antiinflamatéria, analgésica, antimicrobiana,
antiespasmddica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais, indicam

o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterdpicos (Scopel, 2005).

Neste contexto, as plantas sio uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais, pode-se utilizar para a sintese de inimeros
farmacos (Wall e Wani, 1996). Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, dos 252
farmacos considerados bésicos e essenciais, 11% sdo exclusivamente de origem vegetal

(Gurib-Fakim, 2006).

Nas ultimas décadas, dentre as atividades farmacoldgicas, a antimicrobiana vem
sendo exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos
em populagdes 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 (Novais
et al., 2003). Nos dltimos anos, muitas plantas tém sido avaliadas ndo somente pela
atividade antibacteriana, mas também como agente modificador de resisténcia

antibiotica (Gibbons, 2004).

O interesse dos pesquisadores pelas plantas para investigacoes de novos
antimicrobianos deve-se a variedade de substancias quimicas pertencente a
diferenteclasses de metabdlititos secunddrios, tais como, terpendides, alcaldides,

cumarinas e flavonoides.



A familia Euphorbiaceae possui muitos representantes utilizados na medicina
popular e, quimicamente, vem se destacando pela producdo de latex rico em diterpenos
e Oleos voldteis. Também apresenta importancia econdmica, como, por exemplo, na
producdo de 6leo de ricino a partir de Ricinus communis, € na industria alimenticia

como € o caso da Manihot esculeta, da qual se obtém a farinha de mandioca.

De acordo com Barroso (1991), no Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100
espécies, difundidas em todos os tipos de vegetacdo e apresentando diversas formas de
vida. Seus principais géneros em nimero de espécies sdo Euphorbia (1.500), Croton
(700), Phyllanthus (400), Acalypha (400), Macaranga (400), Antidesma (150), Drypetes
(150), Jatropha (150), Manihot (150) e Tragia (150) (Webster, 1993).

A partir de vérias espécies do género Croton sdao extraidos dleos volateis que
apresentam diversas atividades como antimicrobiana, antiinflamatdria, antisséptica,
antifingica, além de serem usadas na medicina popular contra gastrite, azia, ma
digestdo e como cicatrizante. At€é o momento, muitas espécies do género foram
investigadas, porém as espécies nativas do Rio Grande do Sul carecem de estudos. A
maior parte dos trabalhos com o género Croton foi realizada nos estados do nordeste do
Brasil (Fernandes e Bezerra, 1990). Com isto, os objetivos deste estudo sdo analisar a
composi¢do quimica e determinar algumas atividades biolégicas (amebicida frente a
Acanthamoeba polyphaga e antibacteriana frente a Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus), dos 6leos volateis de trés espécies de Croton
nativas do Rio Grande do Sul, Croton isabelli Baill., Croton ericoides Baill. e Croton

pallidulus Baill.



2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho € realizar um estudo quimico e biolégico de 6leos

volateis de trés espécies da familia Euphorbiaceae: Croton pallidulus, Croton isabelli e

Croton ericoides, nativas do RS.

2.2 Objetivos especificos

-Extrair e definir a constituicdo quimica dos 6leos voléteis de trés espécies de Croton;

-Determinar a atividade amebicida dos 6leos volatéis de Croton contra Acanthamoeba

polyphaga;

-Avaliar a atividade citot6xica dos 6leos volateis frente as células da linhagem VERO

(rim de macaco verde Africano, ATCC CCL-81);

-Determinar a atividade antimicrobiana dos 6leos volateis de Croton através do método
de bioautografia contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.



3. REVISAO DA LITERATURA



3. 1 Consideracoes sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae Juss. é uma das maiores das Angiospermae, com cerca
de 300 géneros e aproximadamente 7.500 espécies, distribuidas em todo o mundo
(Cronquist, 1981). As plantas desta familia sdo arvores, arbustos, ervas e alguns géneros

sao plantas trepadeiras.

As euforbidceas (Euphorbiaceae) sdo plantas de distribuicdo cosmopolita,
atingindo a sua maxima densidade nas regides tropicais e subtropicais. Esta familia
destaca-se pela importancia economica de algumas espécies, como por exemplo Hevea
brasiliensis, produtora de latex, conhecida como a arvore da borracha. Outro exemplo é
a mamona (Ricinus communis), nativa da Africa, fonte de 6leo de ricino, fibras vegetais
e compostos quimicos usados na medicina, além de 6leo lubrificante aplicado em
propulsores de Onibus espaciais e foguetes. A mandioca (Manihot esculenta) é fonte
primdria de alimento em boa parte do nordeste brasileiro, de onde € extraida a farinha de
mandioca que € consumida em larga escala em todo o Brasil e também em muitos
paises Africanos. De acordo com Barroso (1991) ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100
espécies no Brasil, difundidas em todos os tipos de vegetacdo e apresentando diversas

formas de vida.

O género Croton € subdividido em 40 sec¢des e possui mais de 1.300 espécies
de distribui¢do principalmente pantropical (Figura 1). Para o Brasil é o género com
maior nimero de representantes da familia, com total de 350 espécies, distribuidas em
29 secoes (Berry et al., 2005). Na regido Nordeste estima-se um total de 52 espécies
distribuidas em 18 secdes (Cordeiro e Carneiro Torres, 2006). Muitas espécies de
Croton sao utilizadas na medicina popular e vdérias delas apresentam atividades
bioldgicas comprovadas, tais como antimicrobiana, antifungica, antitumoral, inseticida,
entre outras. Dentre os principais compostos bioativos do Croton destacam-se 0s
terpendides, flavondides, fenilpropandides, alcaldides aporfinicos e tocoferdis. Este
género de plantas ainda € relativamente pouco estudado, considerando sua

complexidade e nimero de representantes.



Caribe e México
150 spp.

Brasil
350 spp.

Madagascar
150 spp.

Distribuicdo do género Croton e principais centros de diversidade

Figura 1- Distribuicao mundial do género Croton (Fonte: Berry et al., 2005).

A tabela abaixo apresenta alguns trabalhos realizados com algumas espécies do

género Croton e também sua utilizacdo na medicina popular.

Tabela 1. Uso popular e atividade biologica de algumas espécies de Croton.

Espécies Parte da Atividade biologica/uso popular Derivado

planta

Referéncia

- Atividade antifingica

C. cajurara Casca do - Uso Popular: Amazonia Oleo volatil

caule -Diabetes, inflamagdes do figado,
vesicula e rins,
- Diminuir o colesterol, auxiliar no
tratamento de maldria, contra azia,
gastrite e md digestdo causadas
pela ingestdo de bebidas alcodlicas.

C. argyrophylloides ~ Entrecascas -Atividade Antimicrobiana Oleo volitil

do tronco Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus sp, Streptococcus
sp, Proteus mirabilis, Enterobacter
sp e Serratia sp.
-Uso popular: Nordeste
Ginecoldgico, anti-inflamatdrio,
antisséptico e cicatrizante.

C. zehntneri Folhas -Atividade Antimicrobiana Oleo volatil

sinergismo com gentamicina

Mattos, 1999;
Souza et al,
2006.

Fortes e Guedes,
2006.

Rodriguesa et al.,
2009.
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C. zambesicus Folhas
C. regelianus Folhas
C. zambensicus Folhas

C. bonplandianum Partes aéreas

Folhas e
cascas do
caule

Croton urucurana

Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus.

-Vaso relaxante (aorta de ratos)

Atividade antitumoral contra
sarcoma modelo murino180.

Atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Salmonella
typhimurium

Atividade antimicrobiana

Atividade citotoxica contra
linhagens de células cancerigenas e
antimicrobiana, antioxidante e
efeito herbicida

Extrato
diclorometano

Oleo volatil

Extrato com
diclorometano

Extrato
metandlico

Oleo volatil

Baccelli et al.,
2010

Bezerra et al,
2009

Ajayi e Akintola,
2010

Ganga Rao e
Raga Sudha,
2009

Simionatto et al.,
2009

Além dos exemplos referidos na tabela acima sobre a atividade antimicrobiana

dos 6leos volateis existem, ainda, varios estudos na literatutara demonstrando atividades

bioldgicas dos Oleos volateis; Silva e colaboradores (2011) demonstaram atividade

antibacteriana de Croton sonderianus frente a bactérias que fazem parte do biofilme

dental, como Streptococcus salivaris, S. mutans, S. mitis, S. sanguis e S. sobrinus.

Vieira e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antifingica dos 6leos volateis de

Croton argyrophylloides e Croton zehntneri frente a cepas de Trichophyton rubrum.

A atividade antiprotozodria também vem sendo destaque nos 6leos volateis de

diversas familias de plantas como, por exemplo, o estudo conduzido por Sauter e

colaboradores (2011), demonstrando a atividade antiprotozodria do 6leo volatil de

Pterocaulon polystachyum frente a Acanthamoeba polyphaga. Apesar de grande

nimero de trabalhos com 6leos volateis de diversas familias de plantas com atividade

antiprotozodria, para o género Croton, mais especificamente para espécies nativas do

Rio Grande do Sul, ainda ndo ha estudos considerando este tema.



3.2 Atividade amebicida

As amebas de vida livre constituem um grupo de protozodrios amplamente
disperso na natureza. Algumas espécies podem comportar-se como parasitos
facultativos de seres humanos e de animais domésticos. Atualmente, as amebas de vida
livre (AVL) de interesse clinico sdo Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris e
espécies do género Acanthamoeba, pertencentes ao filo Sarcomastigophora e sub-filo
Sarcodina (Marciano-Cabral e Cabral, 2003). Seu ciclo de vida apresenta dois estagios:
trofozoitico e cistico. O trofozoito, forma celular metabolicamente ativa, possui
normalmente um tamanho entre 12 e 35 pm de didmetro, podendo variar entre isolados
pertencentes a diferentes espécies e/ou gendtipos. A forma de divisdo celular é

assexuada e ocorre por fissdo bindria (Khan, 2006).

O cisto possui tamanho de 9 a 12 um sendo uma estrutura de resisténcia formada
quando o trofozoito se encontra em situacdes de adversidade, como deficiéncia
nutricional do meio, dessecagdo, alteracdes no pH e alteracdes de temperatura
(Marciano-Cabral e Cabral, 2003). Os cistos sdo compostos por celulose e proteinas,

possuindo duas paredes: o endocisto e o ectocisto.

Acanthamoeba apresenta a habilidade de sobreviver em diversos ambientes e
tem sido encontrada em amostras de dgua da rede publica, piscinas, lagos, rios, mares,
caixas d’dgua, reservatdrios, aparelhos de ar-condicionado, esgotos, sedimentos, solo,
praias, vegetais, instrumentos cirtrgicos, lentes de contatos e seus estojos € também no

ar atmosférico, o que mostra sua ubiquidade (Khan, 2006).

Algumas espécies de Acanthamoeba sao patdégenos oportunistas que
podem causar Encefalite Amebiana Granulomatosa e Ceratite Cronica Amebiana,
mas também podem estar associadas com lesdes cutaneas e sinusite em pacientes
imunocomprometidos. Em paises desenvolvidos, 85% dos casos de ceratite
amebiana sdo diagnosticados em usudrios de lentes de contato, levando este a ser

o principal fator de risco (Saravanan et al., 2008).
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A higienizacdo das lentes de contato € um processo importante para garantir que
0 protozodrio nao se instale nas lentes. A formagdo de biofilmes nas lentes de contato
aumenta a afinidade de Acanthamoeba pelas lentes. Estudos mostraram que
Acanthamoeba adere muito mais as lentes cobertas com biofilme do que quando
comparadas as lentes sem biofilme (Simmons et al., 1998; Tomlinson et al., 2000;
Beattie et al., 2003). Além disso, os biofilmes aumentam a persisténcia dos trofozoitos
nas lentes quando estas se encontram nos estojos de limpeza, provendo nutrientes para o

protozodrio.

A ceratite amebiana € uma inflamacgdo cronica da cérnea causada pela infeccao
por Acanthamoeba e se caracteriza pela formac¢do de um anel neutrofilico no olho, que
pode causar cegueira em casos ndo tratados. A doenca desenvolve-se em pessoas
imunocompetentes que tem a cdérnea exposta ao protozodrio através de lentes de
contato, de dgua ou solugdo das lentes de contato contaminadas (Alves, 2001; Obeid et
al., 2003). Seu tratamento € longo e complexo uma vez que os medicamentos utilizados
ndo possuem uma Otima eficiéncia e ha resisténcia ao tratamento pela forma cistica
deste parasito. O niimero de casos diagnosticados de ceratite amebiana provocada por
Acanthamoeba aumentou muito durante os ultimos vinte anos, sendo s6 nos Estados
Unidos mais de 3.000 casos estimados (Qvarnstrom et al., 2006). Uma investiga¢ao de
22 centros de oftalmologia nos Estados Unidos, em fevereiro de 2007, conduzida pelo
CDC (Center for Disease Control and Prevention) revelou um aumento nacional do
nimero de casos de ceratite por Acanthamoeba entre 2004 e 2006. Este aumento foi
associado ao uso da solugdo para lentes de contato “Advanced Medical Optics Complete

Moisture Plus” contaminada (Visvesvara e Schuster, 2008).

Assim, a pesquisa de novos farmacos € de fundamental importancia para
obtencdo de terapias que facilitem o tratamento. Atualmente, o tratamento é longo e
muitos pacientes interrompem a utilizacdo dos medicamentos quando verificam sinais
de melhora. Porém, as recidivas decorrentes do desencistamento de Acanthamoeba

resistentes ao tratamento sao comuns.
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Diversos antimicrobianos podem ser usados contra a Acanthamoeba e a
combinacdo de agentes farmacoldgicos € geralmente recomendada para eliminar tanto
os trofozoitos quanto os cistos, mais resistentes. O estudo de plantas com atividade
antimicrobiana e antiparasitiria € importante para o desenvolvimento de novos
farmacos. Algumas espécies do género Croton sdo utilizadas na medicina popular como
antiparasitdria no caso da maldria, porém nenhum relato sobre atividade amebicida foi

encontrado (Souza et al., 2006).

3.3 Oleos volateis

O conhecimento sobre 6leos voldteis de plantas data desde alguns séculos antes
da era Crista. As referéncias historicas de obtencdo e utilizacdo destes dleos estdao
ligadas originalmente aos pafses orientais, com destaque, India, Japdo, Pérsia, Egito e
China. A evolucdo de conhecimentos técnicos sobre os 6leos volateis deu-se em meados
do século XVIII, quando se iniciaram os estudos para caracterizagdo quimica.
Atualmente, o nimero de plantas utilizadas para a producdo de dleos volateis em bases
econOmicas € bastante grande. Tal ocorréncia vai desde plantas rasteiras como € o caso

da hortela, até plantas de porte arbéreo como € o caso do eucalipto.

Entre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores e de mais fécil
acesso para pesquisa de compostos ativos encontram-se os Oleos volateis. A ISO
(Internacional Standard Organization) define 6leos volatéis como produtos obtidos de
partes de plantas através de destilagdo por arraste de vapor d adgua. De forma geral, sdo
misturas complexas de substancias voléteis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas
(Simdes et al., 2003). Embora o termo “dleo essencial” seja muito utilizado, mais
frequentemente esta classe de metabdlitos vegetais € denominada “6leo volatil” devido
a algumas caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, volatilizacio a
temperatura ambiente, e estes geralmente apresentam-se liquidos de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, advindo, dai, a designacdo de O6leo (Guenther, 1948; OMS,

1992).
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Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo assim dos 6leos fixos.
Outra caracteristica importante € o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos,
sendo por isso também chamados de esséncias (Simdes et al., 2003). Nem sempre é
vélido supor que uma planta aromética seja simplesmente aquela que gera um odor € um
sabor particular, agraddvel ou ndo. As vezes, a planta pode nio apresenti-lo em
condi¢cdes naturais, mas somente apds um processo quimico, fisico ou bioldgico. O
camazuleno, por exemplo, € obtido por extracio a quente das sumidades floridas da
camomila (Matricaria recutita — Asteraceae), por oxida¢do do precursor natural, a

matricina (Bandoni, 2000).

De acordo com Simdes e colaboradores (2003), os 6leos volateis obtidos de
diferentes Orgdos de uma mesma planta podem apresentar composicdo quimica,
caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos. Destancando, ainda, que a
composi¢ao quimica de um dleo volatil, extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma
espécie vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época de coleta,
condig¢des climdticas e de solo. Portanto, o ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o

tipo de cultivo também influem sobre sua composi¢do quimica.

Estes 6leos apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as
solucdes aquosas, que sdo denominadas de hidrolatos. Em geral apresentam sabor acre
(dcido) e picante e quando extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente
amarelados; sdo poucos os 6leos que apresentam cor, como o 6leo volatil de camomila,

de coloracao levemente azulada, pelo seu alto teor em azulenos.

Em geral, os 6leos volateis ndo sdo muito estdveis, principalmente na presenca
de ar, luz, calor, umidade e metais. Devido a frequente presengca nos vegetais e
variedade de composi¢do quimica, os 6leos voldteis constituem objeto de extensivos
estudos visando identificar atividades bioldgicas e os resultados apontam um potencial
terapéutico importante. O interesse do homem pelos 6leos voléteis também estd baseado
na possibilidade de obtencao de compostos arométicos, os quais, de uma forma ou de

outra, fazem parte do nosso cotidiano. No Brasil, grande parte da diversidade vegetal
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ainda nao foi explorada e poderia, eventualmente, tornar-se uma fonte de produtos

quimicos com utilizacdo terapéutica e industrial.

A propriedade antimicrobiana de Oleos volateis tem sido reconhecida
empiricamente durante séculos, mas foi confirmada cientificamente apenas ha alguns
anos atras (Jansen et al., 1991). Por ser uma das atividades que determinam aplicac@o na
industria farmacéutica, cosmética e alimentar, tem sido largamente investigada (Meeker
e Linke, 1988; Lemos et al., 1990; Barel et al., 1991; Jedlickova et al., 1992; Carson e
Riley, 1995; Kuhnt et al., 1995; Titrillini, 1996).

Esta propriedade dos O6leos voldteis parece estar ligada a alteragdes da
permeabilidade da membrana e da atividade respiratdria celular (Knobloch et al., 1986).
Dentre os diversos trabalhos descritos na literatura sobre dleos volateis, destaca-se o de
Ribeiro e colaboradores (2008) que avaliaram atividade acaricida do 6leo volatil de
Drimys brasiliensis Miers frente ao carrapato de bovinos Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, e o carrapato marrom do cdo, Rhipicephalus sanguineus. Outro trabalho
conduzido por Castro e Lima (2011) demonstrou atividade antifungica dos Oleos
voléteis de sassafrds (Ocotea odorifera Vell.) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
frente a espécies de Candida. Em outro, Pereira e colaboradores (2009) demonstraram
tividade antimicrobiana do 6leo volatil de Cymbopogum winterianus L. e Rosmarinus

officinalis L.

3.3.1 Extracao dos o6leos volateis

A extracdo destes 6leos pode ser feita usando varios métodos, sendo que estes
variam de acordo com a localizacdo do O6leo volatil na planta, das caracteristicas
requerida para o produto final e a proposta de utilizacdo do mesmo. Portanto, os
métodos mais comuns sdo: Enfloragdo (Enfleurage) no caso de matérias-primas
delicadas como pétalas de flores; prensagem (espressao) quando localizados em tecidos
periféricos, como cascas de citricos; extracdo por CO, supercritico no caso de se ter

interesse em determinada fracdo do 6leo; destilacdo por arraste de vapor d’dgua no caso
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de substancias termoresistentes (Guenther, 1948; Dominguez, 1973; Schmidt e List,
1991; Simdes et al., 2003). Este ultimo é o método classico mais utilizado tanto em
indudstrias, quanto em laboratérios e também € o preconizado pela Farmacopeia

Brasileira V (2010).

3.3.2 Constituintes dos dleos volatéis

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peréxidos, furanos, dcidos
organicos, lactonas e cumarinas. Toda essa diversidade funcional, no entanto, pode ser
agrupada em duas séries principais: série aromatica e série terpénica. Na série aromatica
sao classificados os derivados do fenilpropano (C6-C3), oriundos do metabolismo do
acido chiquimico. Esses compostos sdo formados por reacdes de transaminagdo
enzimatica da fenilalanina e da tirosina que originam os dcidos cindmico e p-cumarico,
respectivamente. Os derivados mais comuns em Oleos voldteis sdo as cumarinas e
alguns aldeidos aromaticos (Geissman e Crout, 1969; Guignard et al., 1985, Limberger,
2001). Na série terpénica encontra-se em maoir quantidade os monoterpenos compostos
cujo esqueleto € formado por 10 4tomos e os sesquiterpenos com 15 dtomos de carbono,
arranjados em estruturas aciclicas, monociclicas, biciclicas e triciclicas (Croteau, 1987;
Cane, 1990). Os constituintes do 6leo volatil podem ser analisados qualitativamente
usando varios métodos cromatograficos tais como: cromatografia sélido /liquido (CSL)
e cromatografia gasosa (CG); e a identificacdo dos componentes por técnicas
espectroscopicas, como espectrometria de massas (EM), ressonancia magnética nuclear
(RMN) e infravermelho (IV). Para misturas complexas de produtos volateis o CG € a
técnica de escolha, porque permite a separagdo e quantificacdo em tempo relativamente
curto, principalmente se associado a espectrometria de massas (CG/EM), a qual permite
inferir, com seguranca, sobre a identidade de muitos dos constituintes da mistura.
Embora o CG seja uma técnica versatil e extremamente apropriada para a andlise de
6leos, seu uso requer padroes e/ou banco de dados que contenham valores de tempos de
retencdo e padroes de fragmentacdo para serem confrontados com os dados

experimentais obtidos (Craveiro et al.,1990).
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3.3.3 Terpendides

Os terpendides constituem a mais vasta classe e com grande variedade estrutural
dentro dos produtos naturais. O termo terpendide deve-se ao fato de estes compostos
terem sido extraidos originalmente da terebintina na década de 1850 (Peters e Croteau,
2004). Constitui uma classe de metabdlitos secundarios amplamente distribuidos na
natureza, na sua maioria em plantas ocorrendo em animais € microrganismos. Ocorrem
abundantemente em partes vegetativas, frutos e flores e apresentam uma elevada
concentracdo nas estruturas reprodutoras e nas folhas durante, e imediatamente apods a
floragao (Dudareva et al., 2005; Paduch et al., 2007). Esses compostos originam-se
biossinteticamente a partir de unidades de isopreno. A unidade isoprénica, por sua vez,
origina-se a partir do dcido mevaldnico. Os esqueletos carbonados dos terpendides sdao
formados pela condensa¢do de um ndmero varidvel de unidades pentacarbonadas (=
unidades isoprénicas), de acordo com a regra do isopreno. Nos componentes de 6leos

volateis predomina a condensagao cabeca-cauda (Mann, 1997; Breitmaier, 1999).

Esses compostos desempenham diferentes fungdes nas plantas produtoras:
transporte de eletrons (quinonas), componentes de membrana, regulacao subcelular
(prenilacdo de proteinas), pigmentos fotossintético (carotendides), hormdnios,
compostos de defesa, (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos), fotoprotecdo e
termotolerancia oferecida pelos monoterpenos deve-se justamente a capacidade de
captar radicais derivados do oxigénio oriundo do processo fotossintético (Pefielas e

Llusia, 2000; Penelas e Munné- Bosch, 2005).

Todos os compostos da série terpénica sdo derivados do difosfato de isopentenila
(IPP). Entretanto, o primeiro passo para formacdo destas estruturas é a condensagdo
enzimatica de pirofosfato de dimetilalila (DMAPP), e o seu isomero pirofosfato de
isopentinila, IPP para formar o pirofosfato de geranila (GPP), o primeiro intermedidrio
comum da série terpénica de 10 atomos de carbonos. Durante muito tempo se pensou
que o IPP poderia ser formado a partir do 4cido mevaldnico, mas atualmente existem
indicacdes que este também pode ter sua origem diretamente da glicose, via acetato

(Schwender et al., 1997). Existem duas rotas biossintéticas para a formacdo do IPP
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ambos oriundas da glicose. Na primeira rota a formagao do IPP € gerado a partir do
acido mevaldnico, sendo conhecida também como via cldssica de formacdo dos
terpenos esta ocorre em animais e leveduras e inicia com a acetilcoenzima-A (acetil-
CoA) e procede através do acido mevaldnico (MEV) como intermediério (Esquema 1).
A segunda via de formacdo considerada como rota alternativa, o IPP é formado a partir
do piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato via 1-desoxixilulose - 5- fosfato este ocorre em
plastideos de algas e plantas superiores. Ambas as rotas podem ocorrer simultaneamente
num mesmo individuo vegetal (Schwender et al., 1997; Adam e Zapp, 1998; Apel,
2001; Dubey et al., 2003).
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Esquema 1: Vias de formacdo do isopreno: via do mevalonato (a) e 1-desoxixilulose-5-fosfato
(b) para biossintese de [IPP/DMPP. AACT: Acetil-CoA:acetil-CoA C-acetiltransferase; CMK: 4-(citidina-
5’-difosfo)-2-C-metileritritol quinase; DXPS: 1-desoxixilulose-5-fosfato sintase; DXR: 1-desoxixilulose-
S5-fosfato redutoisomerase; HMGR: 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA redutase; HMGS: 3-hidréxi-3-
metilglutaril-CoA sintase; IPPI: pirofosfato de isopentenila isomerase; MCT: 2-C-metileritritol-4-fosfato
citidiltransferase; MDC: mevalonato-5-fosfato descarboxilase; MECPS: 2-C-metileritritol-2,4-
ciclodifosfato sintase; MK: mevalonato quinase; PMK: fosfomevalonato quinase (adaptado de Mahmoud
e Croteau, 2002).
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Os compostos terpénicos mais frequentes nos Oleos volateis sdo os
monoterpenos, formados por 2 unidades isoprénicas (cerca de 90% dos 6leos volateis) e
os sesquiterpenos, formados por 3 unidades isoprénicas. Outros terpendides, como os
diterpenos Cy, s@o encontrados em 6leos voléteis extraidos com solventes organicos e

raramente em 6leos obtidos por arraste a vapor (Steinegger e Hansel, 1992).

3.3.4 Monoterpenos

Os monoterpenos podem ainda ser divididos em trés subgrupos: aciclicos
(mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (alfa-terpineol e terpinoleno) e biciclicos
(alfa-pineno, tujona, canfora, fenchona). Em cada um destes subgrupos ha ainda outras
classificacoes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), dlcoois (mentol), aldeidos ou
cetonas (metanona, carvonona), lactonas (os monoterpenos lactonicos sdo chamados de

iridéides, ex. nepetalactona) e tropolonas (gama-tujaplicina).

A formagdo dos monoterpenos (Cjp) ocorre apds a isomerizagdo do pirofosfato
de dimetilalila (DMAPP) a pirofosfato de isopentenila (IPP). Em seguida sob a ac¢do da
enzima prenil transferase, pirofosfato de geranila sintase, ocorre a ionizagdo do DMAPP
e o ataque simultaneo ao carbono 5 do IPP e ao carbono 1 ionizado do DMAPP (adi¢ao
eletrofilica), com a eliminacdo de um hidrogénio, formando o GPP que é o precursor
dos monoterpenos (Esquema 2). Entretanto, os compostos ciclicos sdo formados através
da acdo de enzimas conhecidas como ciclases. Desta forma, o GPP, que possui uma
configuracdo trans no C-2, € convertido em composto intermedidrio, o pirofosfato de

linalila, que, por sua vez, possui configuragdo cis no C-2, sendo, entdo ciclizado.

3.3.5 Sesquiterpenos

A formacdo dos sesquiterpenos ocorre pela adicdo de uma terceira unidade IPP
ao GPP, também via prenil transferase, formando a wunidade fundamental

sesquiterpénica, o pirofosfato de farnesila (FPP), o qual pode levar a formacdo de
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sesquiterpenos lineares e ciclicos (Esquema 3). Nestas substancias, a adi¢do de nimeros
de carbonos leva ao aumento de isOmeros envolvendo o carbocation e,
consequentemente, a diversidade estrutural das ciclizagbes obtidas torna-se
consideravelmente significativa. Os sesquiterpenos sdo da mesma natureza dos
compostos precedentes, podendo ser divididos em: aciclicos (farnesol, nerolidol),
monociclicos (dcido abscisico) ou biciclico (gama-bisaboleno, beta-selineno,

cariofileno) ou lactonas sesquiterpénicas.
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Esquema 2. Algumas estruturas representativas dos principais nuicleos monoterpénicos: GPP,

pirofosfato de geranila (adaptado de Mahmoud e Croteau, 2002).
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3.3.6 Diterpenos

Os diterpenos (Cyp) s@o a segunda maior classe de terpendides, com mais de
2.200 componentes e cerca de 130 tipos de esqueletos (Sukh Dev, 1989; Depré e
Brocksom, 2010). Diterpenos também formam a base para compostos biologicamente
importantes, como o retinol, retinal e fitol. Estes sdo conhecidos como antimicrobianos

e anti-inflamatorios (Jefferies et al., 1981).

Além destes, ainda existem os triterpenos Csp, 0s tetraterpenos Cip, € 0S
politerpenos em caso de unidades maiores, acima de Cy, (sendo o representante mais
significativo a borracha, latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis,
Euphorbiaceae), porém a medida que aumentam as unidades isoprénicas as moléculas
tornam—se mais pesadas. (Schantz, 1967; Dominguez, 1973; Rucker, 1997; Gros et al.,

1985; Guignard, 1985; Harborne, 1989; Bruneton, 1992; Tyler et al., 1996).

3.4 Propriedades farmacolégicas dos d6leos volateis

Embora a principal utilizacdo dos Oleos voldteis ocorra nas industrias de
alimentos (condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes
e produtos de higiene), também em farmdcias, drogas vegetais ricas em 6leos volateis
sdo empregadas in natura para preparagdes de infusdes e/ou sob forma de preparacdes
galénicas simples. Muitos 6leos volatéis sdo utilizados para a aromatizacdo de formas
farmacéuticas destinadas a uso oral. Muitas atividades farmacoldgicas sdo atribuidas aos
6leos volateis, mas devido a complexidade de sua composicdo quimica ¢é dificil
relacionar tal atividade a um unico composto. Geralmente, a agdo atribuida a um
composto isolado pode ndo ser exata, devido a possiveis interagdes que podem ocorrer
entre os componentes do 6leo. Em seguida destaca-se atividade farmacoldgica de alguns

compostos isolados e em misturas do 6leo volatil.
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- Ac¢do estimulante sobre o SNC e a¢do cardiovascular (6leo volétil contendo canfora),

ativa a circulagdo sanguinea (Chinou et al., 1997); ag¢ao depressora do SNC (bleo volatil

de melissa, capim-limdo) ou mesmo provocando convulsdes em doses elevadas (losna,

erva-de-santa-maria, sdlvia, canela); acdo anti-séptica (uso externo): alguns Oleos

voléteis inibem o crescimento de varias bactérias e fungos, devido a presenga de

compostos fendlicos, aldeidos e dlcoois; acdo carminativa (6leo volatil de funcho, erva-

doce, camomila, menta); acdo antiespasmddica (6leo volatil de camomila, macela,

funcho, erva-doce, sdlvia); acdo anestésica relacionada com a presenca de acetato de

linalila (Ghelardini et al., 1999); terpineol , (E)- anetol, beta-cariofileno (Ghelardini et
al., 2001); linalol (Carson e Riley, 1995; Ghelardini et al., 1999). A tabela 2 relaciona

algumas das principais propriedades farmacologicas dos o6leos voldteis com o0s

respectivos pricipios ativos.

Tabela 2. Principais propriedades farmacolégicas atribuidas aos terpendéides.

Propriedade

Composto

Antisséptica
Anti-inflamatoria

Antiespasmddica

Antipirética

Expectorante

Hipoglicemiante

Repelente

Lactagoga

Anestésica

Antialérgica

Diurética

Acido benzéico, canfora, carvacrol, citral, eugenol, safrol, timol
Bisabolol, alfa-pineno, azuleno, camazuleno, cineol, beta-cariofileno
Acetato de eugenol, bisabolol, benzaldeido, camazuleno, guaiol, linalool, 6xido de bisabolol
Acido benzéico, apiol, azuleno, cineol, metil-eugenol
Acido benzdico, anetol, cineol, pineno, terpineol
Alil-propil-dissulfeto, dialil-sulfeto, dialil-trisulfeto
Anetol, anisaldeido, apiol, carvona, cineol, citral, farneseno, linalol, salicilato de metila
Anetol
Eugenol, benzaldeido, canfora, safrol
Beta-cariofileno, alfa-terpineol

Apiol
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Anti-helmintica Carvacrol

Antiviral Metil-n-nonil-cetona
Anticonvulsivante Linalol
Antimalérica (E) gerolidol
Sedativa Linalol
Euforizante Limoneno
Antimicrobiana Geranial, linalol, neral, alfa-terpineol, alfa- e beta-pineno, terpinen-4-ol, timol
Antifiingica Linalol, timol, alfa- e beta-pineno e alfa-terpineol

Onawunmi et al., 1984; Janssen, 1989; Barel et al., 1991; Carson e Riley, 1995; Kuhnt et al., 1995;
Raman et al., 1995; Tamble et al., 1996; Pongprayoon et al.,1997; Ghelardini et al, 1999; Magiatis et
al.,1999.

3.5 Principais familias produtoras de 6leos volatéis e sua importancia

Os O6leos volateis tém grande importancia econdmica pela sua utilizacdo
crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e farmacéutica, e pelo cultivo de
espécies aromadticas. Os géneros capazes de elaborar essa classe de metabdlitos
encontram-se especialmente nas familias de angiospermas dicotiledoneas. Ha
controvérsias em torno do nimero de espécies capazes de acumular esta classe de
metabolitos. Estima-se em cerca de 3.000 espécies, sendo apenas 250 comercializadas
(Bandoni, 2000). Embora dificil de estimar, avalia-se que, para a obtencdo de Oleos
voléteis de espécies da familia Lamiaceae, sejam cultivados mais de 500 mil hectares
(Lawrence, 1992), destacando-se como as espécies de maior utilizacdo e respectiva

producdo mundial em tonelada/ano.

Estes 6leos apresentam uma ampla distribuicdo em vegetais superiores, sendo

alguns exemplos de familias e de plantas de importancia econdmica citados abaixo:

-Calendula officinalis L. (caléndula), Asteraceae
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-Chamomilla recutita L. (camomila), Asteraceae
-Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), Myrtaceae
-Foeniculum vulgare Miller (funcho), Apiaceae
-Melissa officinalis L. (melissa), Lamiaceae
-Mentha x piperita L. (hortela-pimenta), Lamiaceae
-Ocimum basilicum L. (manjericdo), Lamiaceae
-Salvia officinalis L. (sdlvia), Lamiaceae

-Thymus vulgaris L. (tomilho), Lamiaceae

No entanto, o universo das plantas aromaticas é muito maior se se considerar sua
origem bioldgica e seu significado comercial. A variabilidade genética, os fatores
ecoldgicos e culturais aliados a tecnologia agricola e industrial contribuem para tornar
imprecisa qualquer intenc¢do de quantificar o numero de plantas aromaticas. O conteido
de 6leo volatil em uma planta pode variar em fun¢do da época do ano e do seu estagio

de desenvolvimento (Goralka et al., 1996; Dunlop et al., 2000).
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 Material vegetal

Trés espécies do género Croton (C. pallidulus, C. ericoides e C. isabelli) foram
coletadas em diferentes municipios do Rio Grande do Sul. O C. pallidulus em Santo
Anténio da Patrulha, Barrocada em 16 de Outubro de 2010; O C. ericoides em Santo
Anténio da Patrulha, Campestre em 14 de Junho de 2011 e o C. isabelli foi coletado em
Parobé, Santa Cristina do Pinhal em 12 de Outubro de 2011. As plantas foram

identificadas pelo botanico Sérgio Bordignon (UniLaSalle).

4.2 Extracao dos dleos volateis

Os o6leos volateis foram obtidos a partir das partes aéreas das plantas frescas,
reduzidas com o auxilio de triturador mecanico e submetidas a hidrodestilacdo em
processo continuo com aparelho de Clevenger, durante 4 horas. A quantificacdo foi
realizada por leitura do volume coletado no tubo graduado do aparelho de Clevenger,
conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira. Apds, os 6leos obtidos foram
armazenados sob refrigeracdo, em frascos de vidro ambar, até a andlise dos

constituintes.

4.3 Analise Quimica

4.3.1 Cromatografia a gas acoplada ao espectrofotometro de massas

Para andlise quimica, os Oleos voldteis obtidos por hidrodestilacio foram
diluidos em éter etilico na razdo de 2:100 (v/v). Depois foram quantificados em um
cromatégrafo gasoso Shimadzu GC 17A equipado com coluna capilar de silica fundida
DBs (25 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, preenchida com
polidimetildifenilsiloxano, contendo 5% de grupamentos fenila com um filme de 0,25
um de espessura) para a separacdo dos constituintes. O injetor (com divisao de fluxo —
split/splitless) foi programado a 220 °C (razdo de divisao 1:20) e a programacio de

temperatura foi de 60 a 300 °C a 3 °C/min (tempo total de andlise 80 min), utilizando
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hélio como gas de arraste a uma pressdao de 80 Kpa e velocidade linear de 1 mL por
min. Injetor e detector a 220 °C e 250°C, respectivamente. Energia de ionizacao de 70
eV. Os componentes foram identificados por comparacao de seu indice de retengdao
(Indice de retencdo relativo) e espectro de massa com dados da literatura (ADAMS,
2001), bem como espectroteca de aquisi¢do (NIST 12 e NIST 62 — National Institute of
Standars and Technology, Kyoto, Japao).

4.4 Analise Biologica
4.4.1 Atividade amebicida contra Acanthamoeba polyphaga

O trabalho foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Departamento de
Microbiologia - Instituto de Ciéncias Bésicas da Satide da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.

A cepa patogénica de Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461) foi gentilmente
cedida pelo Dr. Naveed Khan (School of Biological and Chemical Sciences, Birkbeck
College, Universidade de Londres), sendo mantida em meio PYG (2% de proteose
peptona, 0,2% de extrato de levedo e 1,8% de glicose) a temperatura constante de 30 °C.
Para os experimentos, 1 mL da cultura foi centrifugado por 5 min a 2.000 rpm, o
sobrenadante descartado e o sedimento lavado duas vezes com tampao fosfato salino
tamponado (PBS). O sedimento de amebas foi diluido em meio PYG para obter a

concentracao final de 1,6)(104 trofozoitos/mL.

Os o6leos volateis foram solubilizados com 1% de Tween 20 e 4gua para
obtencdo de uma solu¢do com concentracio de 20 mg/mL. Foram testadas as
concentracdes finais de 10, 5, 2,5, 1 e 0,5 mg/mL. Para realizacdo dos ensaios de
atividade amebicida, 100 uL da cultura de Acanthamoeba (na concentragdo de 1,6x10"
trofozoitos/mL) e 100 pL. de cada solugdo teste foram inoculadas em cada poco de uma
placa de 96 pocos. A placa foi selada com parafilme e incubada a 30 °C, sendo

monitorada em microscépio invertido. Apds 24 horas, os trofozoitos vidveis foram
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contados utilizando uma camara de contagem de Fuchs-Rosenthal. A viabilidade foi
verificada utilizando azul de tripan. Como controle negativo foi utilizado dgua estéril
contendo 1% de Tween 20 (Ondarza et al., 2006), testado contra a cepa de origem

clinica. Os experimentos foram realizados em triplicatas com ao menos duas repeticoes.

4.4.2 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como porcentagem de mortalidade e/ou
viabilidade. As diferencas entre as médias foram determinadas pela andlise da variancia
(ANOVA) com comparacdo de médias, seguido do teste de Tukey. A significancia

estatistica foi definida como p < 0,05.

4.4.3 Analise de Citotoxicidade Celular

Para determinacdo da viabilidade celular, foi utilizado o ensaio do MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetraz6lio), o qual se baseia
na conversao do sal de tetrazélio (MTT) amarelo em um derivado de formazan purpura
na mitocondria das células vidveis (Mosmann, 1983). As células da linhagem VERO
(rim de macaco verde Africano, ATCC CCL-81) foram cultivadas em meio Eagle's -
meio essencial minimo (E-MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (E-
MEM/FBS; (GIBCO) e antibidticos (penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 100
tg/mL). Uma suspensdo de 4,0 x 10* células por poco foi distribuida em microplaca de
96 pocos e mantida a 37 °C, em uma atmosfera de 5% de C0,. Quando o tapete celular
apresentar mais de 80% de confluéncia, o meio € trocado e as células tratadas com o
6leo volatil nas concentracdes 10, 5, 2,5, 1, 0,5 mg/mL, dissolvidos em 1% de
DMSO. As placas foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera imida, a 5% de CO,, e
ap6s 24 h, 40 pL de uma solucdo a 2 mg/mL de MTT (Sigma Chemical Co., Saint
Louis, MO, EUA), foram adicionados a cada poco e incubadas por mais 3 horas. Cem
microlitros de DMSO foram adicionados a cada pog¢o para interromper a reagcdo e

solubilizar os cristais de formazan, e incubado novamente por 10 minutos. A quantidade
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de MTT-formazan formado é diretamente proporcional ao nimero de células vidveis,
que foi determinada a 550 nm em um leitor de ELISA (Anthos 2020). Foram testados
trés pocos por concentracdo, em trés experimentos independentes, e os resultados foram
expressos como o percentual de células vidveis em relacdo ao controle, células ndo

tratadas.

4.5 Atividade antibacteriana - Bioautografia

Essa etapa do trabalho foi realizada no laboratério de Microbiologia e
Farmacognosia da Faculdade de Farmdcia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUC-RS) onde foi testada a atividade antimicrobiana contra as
seguintes bactérias: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia

coli usando o método de bioautografia.

O método bioautografico baseia-se na visualizacdo, diretamente sobre a placa
cromatogréfica, das zonas de inibicao de crescimento microbiano. Neste tipo de técnica,
o meio de cultura, inoculado com o microorganismo na qual a substancia, ou mistura de
substancias de interesse, serd eluida. As substincias contidas na placa deslocam-se para
a camada de meio de cultura e aquelas dotadas de atividade antimicrobiana inibirdo o

desenvolvimento dos microorganismos (Valgas et al., 2007; Bertucci, 2008).

A bioautografia pode ser dividida em trés partes: primeiramente faz-se a
preparacdao dos meios de cultura e microrganismos, em seguida a cromatografia em
camada delgada e, finalmente, a prépria bioautografia, descritas a seguir (Farmacopeia

Brasileira, 1988).23
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4.5.1 Preparacao dos meios de cultura

Os microrganismos foram fornecidos em forma de liofilizado, e antes do
experimento colocou-se em meio liquido. Em seguida foram semeados em placa de

petry por 24 horas na estufa a 37 °C para ser usado na bioautografia.

Os in6culos dos microorganismos S. aureus (ATCC 25923), P. aeruginosa
(ATCC 27853) e E. coli (25922) foram preparados conforme o tubo 1 da escala
McFarland. Para cada 100 mL do meio de cultura d4gar Muller-Hinton foi inoculado 1

mL da solucdo padronizada de cada microorganismo (Pereira et al., 2009).

4.5.2 Cromatografia em camada delgada

Na cromatofolhas de aluminio em silica gel GF,s4, 20 X 20 cm MERCK, foram
aplicadas as amostras, em forma de pontos com a fase mével indicada para este tipo de
amostra (hexano e acetato de etila 93:7). Apds a aplicagdo, as amostras eluiram de
acordo com a afinidade com a fase mével até ao topo da placa. Apds a migracdo ocorreu
a separacdo de alguns compostos do 6leo volatil e a placa de silica foi aerada para
eliminar a possivel interferéncia dos solventes no teste antimicrobiano. Em seguida fez-
se a leitura usando a luz ultravioleta (UV 254 nm) e enumerando assim as manchas

formadas do sistema cromatografico (Wagner et al., 1984).

4.5.3 Bioautografia

Apés a eluicdo, utilizando o sistema cromatografico especifico, as placas
cromatogréficas contendo as amostras a serem analisadas (6leo volatil de Croton) foram
imersas em uma placa de petry contendo o meio de cultura inoculado. Apés, foi vertido
novamente sobre a placa cromatografica o meio de cultura inoculado a fim de formar
uma pequena camada e incubados por 24 horas. Foi usado o antibiético Amoxicilina

como controle positivo de inibi¢do.

32



Ap6s este periodo de incubacdo, aplicou-se sobre as placas uma solu¢do aquosa
de sal de tetrazélio (cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazolio MERCK, 10 mg/mL). As placas
foram incubadas novamente a 37 °C por um periodo de 4 horas, seguindo-se a
observacao das zonas de inibicdo de crescimento microbiano (Rios et al.,1988;
Dallagnol, 2003). A visualiza¢do das zonas de inibi¢do foi feita através do emprego de

um corante vital, normalmente sais de tetrazélio ou azul de metileno (Rios ef al.,1988).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO



5.1 Analise quimica dos dleos volateis

O rendimento dos 6leos voléteis extraidos foi de 0,5%, 0,2% e 0,2% para C.
pallidulus, C. isabelli e C. ericoides, respectivamente, baseado no seu peso fresco (p/v).
A composi¢do quimica dos Oleos voldteis, junto com o indice de retengcdo e
porcentagem dos componentes identificados utilizando cromatografia a gis acoplada

espectometria de massas (Figuras 2, 3 e 4), estd sumarizada na Tabela 3.

Para o d6leo voldtil de C. isabelli, 16 compostos foram identificados,
representando 98,2% do o6leo, sendo este caracterizado pela presenca exclusiva de
sesquiterpenos. Biciclogermacreno (48,9%) (1), beta-cariofileno (14,3%) (2) e
germacreno D (12,6%) (3) foram os constituintes majoritarios do 6leo. No 6leo de C.
pallidulus, 35 compostos foram identificados, representanto 98,3% do contetido total.
Apesar de o 6leo ser caracterizado pela predomindncia de sesquiterpenos (82,1%), o
componente principal do 6leo foi o monoterpeno oxigenado terpinen-4-ol (13,6%) (4).
Dentre os sesquiterpenos, beta-cariofileno (11,5%) foi o principal constituinte. O 6leo
volatil de C. ericoides, apresentou 99,9% do o6leo identificado, sendo a fracdo
monoterpénica predominante em relagdo a sesquiterpénica. Beta-pineno (39,0%) (S) foi

o principal monoterpeno caracterizado seguido pelo linalol (7,6%) (6). Dentre os

oy

) (2 3)

| T

4) (5) (6)

sesquiterpenos, beta- cariofileno foi o que se destacou (8,1%).
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Figura 2 — Cromatograma do dleo volatil de C. isabelli obtido por Cromatografia a Gas acoplada ao
Espectrometro de Massas (CG-EM).

Figura 3 — Cromatograma do oéleo volatil de C. pallidulus obtido por Cromatografia a Gas
acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM).

A0
4 3 1B
1 a 2
25

Figura 4 — Cromatograma do éleo volatil de C. ericoides obtido por Cromatografia a Gas acoplada
ao Espectrometro de Massas (CG-EM).
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Tabela 3. Composicio percentual relativa dos constituintes volateis de diferentes espécies de
Croton.

Pico IR* Composto C. isabelli C. pallidulus C. ericoides
Monoterpenos hidrocarbonados 0,0 0,0 54,1
1 928 tricicleno 2,7
2 971 B-pineno 39,0
3 986 mirceno 1,8
4 1024  limoneno 5,9
5 1044  E-B-ocimeno 1,7
6 1053  o-terpineno 0,5
7 1084  terpinoleno 2,7
Monoterpenos oxigenados 0,0 16,2 124
1026 1,8-cineol 1,7
9 1100  linalol 0,5 7,6
10 1102  N-nonanal 0,7
12 1174  terpinen-4-ol 13,6 0,6
13 1189  a-terpineol 2,1 1,8
Sesquiterpenos
hidrocarbonados 83,7 39,2 23,7
14 1366  a-copaeno 0,8 0,2
15 1382  B-elemeno 0,6 1,1
16 1375 B-bourboneno 0,7
17 1408  B-cariofileno 14,3 11,5 8,1
18 1441 o-humuleno 2,2 2,3 1,1
19 1444 geranil acetona 0,5
20 1448  allo aromadendreno 2,1 0,7 0,3
21 1465  y-muuroleno 0,6
22 1469  germacreno D 12,6 7,6 3,0
23 1479  valenceno 0,2
24 1484  biciclogermacreno 48,9 1,7 3,1
25 1488  B-himachaleno 0,9
26 1492  germacreno A 0,9 0,6
27 1500  o-muuroleno 0,3
28 1504  trans-beta-guaieno 0,9
29 1511  &-amorfeno 3,2
30 1511 0-cadineno 1,1 0,9
31 1531  o-calacoreno 6,5 3,9
32 1544  germacreno-B 0,3
33 1552  B-calacoreno 2,1 1,0
Sesquiterpenos oxigenados 14,5 42,9 9,7
34 1568  Espatulenol 5,9 5,6 3,9
35 1572  o6xido de cariofileno 4,6 1,4
36 1575  Globulol 3,2 1,6 0,7
37 1582  epi-globulol 1,3 6,6 0,3
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38 1599  epéxido de humuleno IT 0,6

39 1605  1,10-di-epi-cubenol 0,8 0,3
40 1619 1-epi-cubenol 1,9
41 1630  iso-espatulenol 0,6
42 1633  tau-cadinol 7,8
43 1633  o-muurolol 3,4 1,8 1,4
44 1646  o-cadinol 0,6 5,1 0,8
45 1651  cis-calamenen-10-ol 1,5 0,3
46 1660  trans-calamenen-10-ol 2,6 0,6
47 1666  Cadaleno 1,3
48 1678  Khusinol 0,5
Total 98,2 98,3 99,9
Total de monoterpenos 0,0 16,2 66,5
Total de sesquiterpenos 98,2 82,1 334

* Indice de retencdo em coluna DBs.

Na literatura especializada ndo ha relatos de estudos sobre o 6leo volitil das
espécies deste trabalho. No entanto, outras espécies do género Croton foram estudadas e
tiveram o 6leo volatil analisado. A partir das folhas de C. heliotropiifolius foi extraido o
6leo volétil e identificados os seguintes compostos: a-pineno, linalol, f-cariofileno,
germacreno D, J-cadineno, a-humuleno, biciclogermacreno, espatulenol e eucaliptol.
Croton blanchetianus teve seu Oleo caracterizado principalmente pela presenca de a-

pineno, B-pineno e B-mirceno (Oliveira, 2008; Angélico et al., 2011).

Freitas e colaboradores (2010) analisaram a composi¢dao quimica do 6leo volatil
de C. muscicapa e verificaram a presenca de a-copaeno, B-cariofileno, germacreno-D,
o-amorfeno e oOxido de cariofileno como os principais compostos. Meccia e
colaboradores (2000) analisaram as folhas de C. ovalifolius Vahl, sendo que os
constituintes majoritarios foram [ -cariofileno, biciclogermacreno, germacreno B,

espatulenol e oxido de cariofileno.

Ainda, de acordo com Azevedo (2010) o dleo volatil de C. cajucara apresenta
como principais componentes a-pineno, linalol e B-cariofileno. Por fim, no éleo volatil
de C. sacaquinha estio presentes [B-elemeno, germacreno D, a-muurolol, trans-

calameneno, a-humuleno, a-copaeno e biciclogermacreno. Todos estes compostos
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também foram identificados nas espécies estudadas neste trabalho, corraborando os

dados encontrados.

5.2 Avaliacao da atividade amebicida dos éleos volateis

A atividade amebicida dos 6leos voléteis de C. pallidulus, C. isabelli e C.
ericoides foi testada contra trofozoitos de A. polyphaga, sendo escolhida uma cepa

padrao, de procedéncia clinica (isolada de lesdo de ceratite amebiana).

Através dos ensaios realizados no estudo, foi possivel determinar a atividade
amebicida dos o6leos volateis. Os ensaios realizados em placas de cultura celular
puderam ser acompanhados por meio de microscopio Optico invertido durante o periodo
decorrente entre o inicio do experimento e a realizacdo das contagens celulares em
camara de Fuchs-Rosenthal, sendo a viabilidade celular dos trofozoitos verificada
através da coloracdo com azul de tripan, onde os trofozoitos invidveis apresentam-se
corados. Tomando como base os tempos utilizados para os ensaios de atividade
amebicida do estudo desenvolvido por Rdédio e colaboradores (2008) e utilizando
concentracdes dos O6leos verificadas em ensaios prévios, investigou-se a atividade
amebicida dos 6leos volateis em 24 horas e com as concentragdes finais de 10; 5; 2,5; 1

e 0,5 mg/mL.

Tanto o dleo volatil de C. pallidulus quanto o de C. ericoides apresentaram
atividade amebicida contra A. polyphaga, sendo que nas concentragdes de 10, 5 e 2,5
mg/mL foram capazes de inviabiliazar todos os trofozoitos ou seja, os Oleos
provocaram a lise total dos trofozoitos. Porém, este tultimo foi mais ativo: na
concentracdo de 0,5 mg/mL, foi capaz de inviabilizar 87% dos trofozoitos, enquanto
que o o6leo de C. pallidulus, na mesma concentracdo, inviabilizou apenas 29% dos
trofozoitos (Figuras 5). O 6leo volatil de C. isabelli foi o que apresentou menor
atividade: numa concentracdo de 10 mg/mL inviabilizou apenas 4% dos trofozoitos, ou
seja, causou a lise de menos que 5% enquanto as concentragdes de 5, 2,5, 1 e 0,5

mg/mL ndo demonstraram atividade frente a A. polyphaga (Figura 5).
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Dentre as trés espécies investigadas, Croton ericoides foi a que demonstrou
melhor atividade amebicida, provavelmente devido a maior porcentagem de
monoterpenos, pois sdo compostos com reconhecidas propriedades bioldgicas. Este
achado pode ser comparando com a baixa atividade do 6leo volatil de C. isabelli, cuja
composi¢do quimica ndo apresenta monoterpenos. O 6leo de C. pallidulus apresentou
atividade amebicida mediana. Considerando a composi¢do quimica do seu Oleo,
verifica-se a presenca, além de sesquiterpenos, de apenas monoterpenos oxigenados. Tal
resultado sugere que a atividade também esta relacionada a presenca de monoterpenos
hidrocarbonados. Uma vez que os dleos voldteis sdo misturas complexas e que nem
sempre é facil atribuir uma determinada atividade a um dnico componente, mas sim a
um conjunto de componentes, deve-se considerar a ocorréncia de sinergismo entre 0s
componentes. Estudos adicionais devem ser realizados com finalidades de isolar e
identificar o principal componente responsdvel pela atividade bioldgica. Entretanto, ndo
houve encistamento nos ensaios com A. polyphaga, o que reforca a hipotese de que os

6leos volateis de C. pallidulus e C. ericoides sdo capazes de prevenir o encistamento.

Os resultados foram baseados na comparacdo com o grupo controle, que
recebeu apenas dgua com 1% do agente tensoativo (Tween 20), sendo estatisticamente

significativos (p< 0,05).

5.3 Acdo citotoxica dos oleos volateis sobre as células de mamiferos

Devido a grande procura de compostos naturais para auxiliar na terapia de
diversas doencas, hd necessidade de um estudo prévio e aprofundado, sobre os
beneficios e os possiveis danos que possam causar ao ser humano, ao fazer o uso destes
compostos. Entretanto como parte do objeto de estudo deste trabalho € avaliar a
atividade amebicida do 6leo volatil do género Croton frente a Acanthamoeba polyphaga
causadora da ceratite amebiana, entdo surge a necessidade de verificar a citotoxicidade
destes 6leos volateis. Este efeito foi verificado através do ensaio do MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (Mosmann, 1983), que possibilitou

verificar se os 6leos volateis provocam danos as células de mamiferos, e assim inferir se
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sao capazes de danificar as células do epitélio corneo. Para o ensaio foram utilizadas
células da linhagem VERO (rim de macaco verde Africano), sendo escolhidas varias

concentragdes dos 6leos para serem testadas.

Os resultados demonstram que os trés 6leos volateis apresentam citotoxicidade
significativa; Croton ericoides foi o que apresentou maior citotoxicidade sendo capaz de
inviabilizar 100% das células da linhagem VERO, ou seja, ndo se verificou a existéncia
de células vidveis apds o experimento, inclusive ndo sendo possivel de visualizar nesta
escala justamente por ndo apresentar nenhuma célula vidvel. Os dleos voldteis de
Croton pallidulus e Croton isabelli apresentaram uma viabilidade celular de menos de
2% ou seja os Oleos volateis das duas espécies foram téxico para 98% das células da

linhagem VERO (Figura 7).
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Figura 7 — Ensaio de viabilidade celular (MTT). Acdo dos o6leos volateis sobre células da linhagem
VERO (rim de macaco verde Africano), apresentada como porcentagem de viabilidade celular. As
colunas representam a média de células viaveis em relacdo ao controle - (p< 0,05 vs controle).

A citotoxicidade verificada para os 6leos volateis revela que sua utilizagao
sobre a cornea ndo € viavel. Todavia, poderia pensar-se na possibilidade de utilizagao

destes 6leos volateis como componente de solucdo de limpeza de lentes de contato,
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sendo esta uma alternativa para aumentar a eficiéncia destas solugdes. A ceratite esta
intimamente relacionada ao uso de lentes de contato, sendo a higienizacao das lentes um
processo de extrema importancia para prevenir contaminagdo tanto por Acanthamoeba
quanto por outros microrganismos. Mas esta solucdo de limpeza ndo poderia deixar
residuos nas lentes de contato apds a limpeza, pois poderia ser prejudicial a cornea
(Khan, 2006). Desta forma, muitos estudos adicionais devem ser realizados antes que se

utilizem estes Oleos volateis para este fim.

5.4 Atividade antibacteriana utilizando o método de bioautografia

Para avaliar a atividade antibacteriana dos Oleos volateis, estes foram submetidos
a técnica de bioautografia, que consiste na aspersio de uma suspensio de
microrganismos sobre um cromatograma. Apds, avalia-se a zona de inibi¢do, em torno
da mancha correspondente a um ou mais compostos, observando-se a luz natural ou
ap6s a aplicacdo de um corante. Através deste método foi possivel avaliar a acdo
antimicrobiana dos O6leos volateis de C. ericoides e C. pallidulus frente aos
microrganismos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
O ¢leo volétil de C. isabelli nao foi avaliado devido a quantidade insuficiente de

amostra no momento das analises.

Os oleos volateis de C. pallidulus e C. ericoides foram submetidos a
cromatografia em camada delgada conforme descrito no item 4.5.2 e quando observados
em luz UV 254nm apresentaram cinco e seis manchas majoritarias, respectivamente. Os

testes de bioautografia foram realizados com essas cromatografias.

O dleo volatil de C. pallidulus quando testado contra a S. aureus apresentou um
halo de inibi¢ao ao redor da mancha 5 enumerada a partir da cromatografia em camada
delgada, proxima ao ponto de aplicagdo. Essa mesma mancha apresentou halo de
inibicdo quando testada frente a E. coli. Entretanto com relagdo a P. aeruginosa, o 6leo
volatil de C. pallidulus nao demonstrou formacdo de halo ao redor das manchas
(Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 8 - Presenca do halo de inibicio no cromatograma do 6leo volatil de C. pallidulus frente a S.

aureus (realizado em duplicata).

Figura 9 - Presenca do halo de inibicao no cromatograma do éleo volatil de C. pallidulus de frente a

E. coli (realizado em duplicata).

Figura 10 - Auséncia do halo de inibicdo do o6leo volatil de C. pallidulus frente a P. aeruginosa

(realizado em duplicata).
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O o6leo volatil de C. ericoides quando testado frente a E. coli e S. aureus
apresentou halo de inibicdo apenas ao redor da mancha 6, proxima ao ponto de
aplicagdo. Com relacdo a P. aeruginosa ndao houve formagao do halo de inibicdo do

crescimento bacteriano na placa apds migracdo dos componentes (Figuras 11, 12 e 13).

Figura 11- Presenca do halo de inibicao no cromatograma do 6leo volatil de C. ericoides frente a S.

aureus

Figura 12- Presenca do halo de inibicdo no cromatograma do éleo volatil de C. ericoides frente a
E.coli
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Figura 13 - Auséncia do halo de inibicio do é6leo volatil de C. ericoides frente a P. aeruginosa

Na sequéncia, as manchas que apresentaram halos de inibi¢ao foram raspadas,
submetidas a extragdo com éter etilico e analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas, sendo que no caso do C. Pallidulus, na fracdo referente a
mancha 5, foi possivel identificar os seguintes componentes: linalol (37,6%),
nonadecanol (22,9%), espatulenol (16,6%), a-terpineol (7,9%), a-cadinol (4,3%) e
globulol (3,8%).

Para C. ericoides, a fracdo raspada (mancha 6) apresentou os seguintes
componentes apds andlise por CG/EM: espatulenol (14,2%), a-cadinol (13,7%), a-
muurool (7,0%), epi-globulol (3,5%), cubenol (82,9%), a—terpineol (2,8%), trans-

calamenen-10-ol (2,3%) e cis-calamenen-10-ol (1,4%).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram os dados da literatura. De acordo
com estudos realizados por Moreno e colaboradores (2009), o 6leo volatil da espécie C.
heterocalyx demonstrou atividade antibacteriana frente as bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Matias e colaboradores (2010)
destacaram atividades antibacteriana do extrato metandlico de C. campestris frente a E.
coli e S. aureus. Peixoto (2003) demonstrou a atividade antibacteriana do extrato
metanodlico de C. floribundus frente a S. aureus e E. coli. Ainda, segundo a literatura

varios autores ja haviam relatado a atividade antimicrobiana de espécies de Croton
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(Fortes e Guedes, 2006; Costa et al., 2008; Ganga Rao e Raga Sudha, 2009; Simionatto
et al., 2009, Ajayi et al., 2010; Azevedo 2010; Déria et al., 2009; Angélico (2011).

A atividade antimicrobiana determinada para esses 6leos voldteis corrobora a
possivel aplicabilidade dos mesmos em solu¢des de limpeza de lentes de contato pois os
contaminantes encontrados estdo as bacterias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,

entre outros.
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6. CONCLUSOES



Os resultados obtidos com as espécies de Croton investigadas neste trabalho

permitem as seguintes conclusdes:

-O rendimento dos 6leos voléteis extraidos foi de 0,5%, 0,2% e 0,2% para C. pallidulus,

C. isabelli e C. ericoides, respectivamente;

- O 6leo volatil de C. isabelli é caracterizado pela presenca exclusiva de sesquiterpenos,
sendo biciclogermacreno (48,9%), beta-cariofileno (14,3%) e germacreno D (12,6%) os

constituintes majoritarios do 6leo;

- O 6leo de C. pallidulus também € caracterizado pela predominancia de sesquiterpenos,
No entanto, o0 componete majoritdrio € o monoterpeno oxigenado terpinen-4-ol (13,6%).

Dentre os sesquiterpenos, beta-cariofileno (11,5%) foi o principal constituinte;

- O dleo volétil de C. ericoides, apresentou a fracio monoterpénica predominante em
relacdo a sesquiterpénica. Beta-pineno (39,0%) foi o principal monoterpeno
caracterizado, seguido pelo linalol (7,6%). Dentre os sesquiterpenos, beta-cariofileno foi

o que se destacou (8,1%);

- Os dleos voldteis de C. pallidulus e C. ericoides apresentaram atividade amebicida

contra Acanthamoeba polyphaga;
- O ¢dleo volatil de C. ericoides foi mais ativo; na concentragdo de 0,5 mg/mL, foi capaz
de inviabilizar 87% dos trofozoitos, enquanto que o 6leo de C. pallidulus, na mesma

concentracgdo, inviabilizou apenas 29% dos trofozoitos;

-0 ¢dleo volitil de C. isabelli foi o que apresentou menor atividade; a concentragdo de 10

mg/mL inviabilizou apenas 4% dos trofozoitos;
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- Os 6leos voléteis de C. pallidulus e C. ericoides, através do método de bioutografia,
mosrtraram atividade frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sendo inativos

frente a Pseudomonas aeruginosa.

- Os dleos volateis da trés espécies mostraram efeito citotoxico através do método do
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) em células da

linhagem VERO (rim de macaco verde Africano);

- Com base nos resultados obtidos da citotoxicidade podemos concluir que a utilizagao
dos 6leos volateis na cornea € invidvel, porém podemos pensar na possibilidade de
utilizacdo destes dleos volateis como componente de solu¢do de limpeza de lentes de

contato, sendo assim uma alternativa para aumentar a efici€éncia destas solucoes.

- Para tal € necessdrio que se faga alteragdes na estrutura da molécula responsavel pela

citotoxicidade, podendo torna-la menos téxica para o ser humano.
- Desta forma, muitos estudos adicionais devem ser realizados a fim de se identificar e

isolar o componente responsdvel tanto pela atividade amebicida assim como a

citotoxicidade dos 6leos volateis.
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