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RESUMO

Estudos recentes apontam para utilizagdo de plantas na forma de sucos ou
chas como fontes de agentes antioxidantes naturais podendo ser utilizados no
auxilio do tratamento de diversas doencas. O género Croton é o segundo maior
da familia Euphorbiaceae,compreendendocercadel300 espécies de plantas.
Dessas, cerca de 50 ocorrem na regidao nordeste do Brasil destacando-se a
espécie Croton campestris conhecida popularmente como “velame-do-campo”.
Essa espécie é utilizada na medicina popular como poderoso depurativo, no
combate a escabiose, doencas de pele e diarréia, estando presente nas
regides sudeste e nordeste do Brasil. Este trabalho trata da identificacdo da
composicdo quimica dos 0leos essenciais das folhas e galhos, relata aspectos
quimicos dos extratos etandlicos das folhas, galhos e raizes e a
determinacdode suas atividades antioxidantes por diversas metodologias. A
analise dos dados foi realizada utilizando ANOVA seguida do post test de
Student-Newman ou Tukey. Os principais constituintes do 6leo essencial das
folhas foram: B-cariofileno (17,0%) e biciclogermacreno (16,2%);para o0 0leo
essencial dos galhos predominam o biciclogermacreno (11,3%) e espatulenol
(14,7%). Foi demonstrada através de prospeccao fitoquimica dos extratos a
presenca de flavonoides, alcaldides e taninos. A analise por CLAE quantificou
os flavondides (quercetina, rutina e campferol) e os acidos fendlicos (galico,
clorogénico e cafeico). Os extratos apresentaram a capacidade de neutralizar
radicais livres, o mesmo nado foi evidenciado para os O6leos essenciais. A
capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica foi verificada para todos os
materiais, assim como o processo de estresse oxidativo mitocondrialindicando

potencial bioldgico.

Palavras chave: Croton campestris, extratos etandlicos, Oleo essenciais,
atividade antioxidante.



Abstract

Recent studies suggest the use of plants as juice or tea as sources of natural
antioxidant agents can be used as an aid to treatment of various diseases. The
genus Croton is the second largest of the family Euphorbiaceae, comprising
about 800 species of plants. Of these, about 50 occur in the northeastern region
of Brazil highlighting the Croton campestris species popularly known as "velame
do campo.” This species is used in folk medicine as a powerful cleanser, to
combat scabies, skin diseases and diarrhea, is present in the southeastern and
northeastern Brazil. This work deals with the identification of the chemical
composition of essential oils from leaves and branches, reports chemical
aspects of the ethanol extracts of leaves, branches and roots and determination
of their antioxidant activity by different methodologies. Data analysis was
performed using ANOVA followed by post test of Tukey or Student-Newman.
The main constituents of the essential oil of the leaves were: B-caryophyllene
(17.0%) and bicyclogermacrene (16.2%), the essential oil of bicyclogermacrene
branches predominate (11.3%) and spathulenol (14.7%) . It was demonstrated
by phytochemical extracts of flavonoids, alkaloids and tannins. HPLC analysis
guantified flavonoids (quercetin, rutin and kaempferol) and phenolic acids
(gallic, caffeic and chlorogenic). The extracts showed the capacity to neutralize
free radicals, it was not observed for the essential oils. The ability to inhibit lipid
peroxidation was observed for all materials as well as the process of

mitochondrial oxidative stress indicating biological potential.

Keywords: Croton campestris, ethanol extracts, essential oils, antioxidant

activity.
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INTRODUCAO

Em diversos organismos aerdbicos como nos humanos, espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies altamente reativas sdo naturalmente
formadasno metabolismo como exemplo pode-se citar o anion superdéxido,
radical peroxil e o peréxido de hidrogénio estes sdo capazes de induzir
oxidacao de &cidos nucléicos, proteinas e lipidios insaturados (DAIBER, 2010).

Em organismos no estado fisiologicamente ativo as ERO
séo detoxificados e/ou eliminados por enzimas e antioxidantes de origem
endogena e/ou obtidos de forma exdégena. Individuos idosos e pessoas
submetidas a fatores de aumento da producdo de ERO estdo sujeitos a um
gquadro de estresse oxidativo,onde essas espécies quimicas podem
desencadear processos de peroxidacéo lipidica, lipooxigenase e danos ao DNA
induzindo estados fisiopatoldgicos relacionados com o envelhecimento
precoce, cancer, Parkinson e Alzheimer (FUSCOet al., 2009; TERASHIMAet
al., 2012; PEREIRA et al., 2009; NADOURet al., 2012)

A avaliacao da atividade antioxidante tem sido uma questao importante
considerando sua importancia sobre a saude humana.Estudos recentes
apontam a utilizacdo de plantas na forma de sucos ou chas como fontes de
agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco, podendo ser
utilizado como coadjuvante no tratamento de diversas doencas (SILVAet al.,
2005).

Plantas medicinais possuem diversos compostos quimicos com
potencial antioxidante. Dentre as classes com essa propriedade, 0s compostos
fendlicos tém recebido muita atencdo, sobretudo por apresentarem
comprovada atividade na inibicdo da peroxidacéo lipidica e da lipooxigenase in
vitro (SOUSAet al., 2007; SUNet al., 2012).

A familia Euphorbiaceae que compreende cerca de 300 géneros e 8000
espécies e possui afinidade pelas regides tropicais e subtropicais, com habito
heterogéneo, onde se incluem arvores, arbustos, ervas e
trepadeiras(CRONQUIST, 1981). O género Crotoné o segundo maior da familia

Euphorbiaceae com mais de 1300 espécies, pertence a subfamilia
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Crotonoideae e tribo Crotoneae (BRAGA, 1976).Dessas espécies, cerca de 350
ocorrem no Brasil e 52 na regido nordeste (CORDEIRO eCARNEIRO-
TORRES, 2006). Dentre os muitos exemplares dessa familia muitas plantas
sdo utilizadas com fins medicinais e algumas ja apresentaram potencial
antioxidante comprovado (SHAWAR et al, 2010).

A espécie Croton campestris, popularmente conhecida como
“velame-do-campo” ou “velame-do-mato” possui habito arbustivo podendo
atingir entre 1-2 metros de altura, ocorrendo principalmente nas regides
sudeste e nordeste (CORREA, 1975). E utilizada na medicina popular como
poderoso depurativo, no combate a escabiose, afec¢des de pele e diarréia.
Dentre as atividades farmacoldgicas comprovadas destaca-se: moluscicida,
antimicrobiana e moduladora de antibioticos aminoglicosideos (BABILlet al.,
2006; BABILIet al.,2009,MATIASet al, 2010 BRITO-JUNIOR et al., 2011).

Este trabalho de mestrado trata-se do primeiro estudo a descrever a
atividade antioxidante para extratos de Croton campestris, demonstrando que a
mesma possui hao so a capacidade de neutralizar radicais livres, como impedir
a peroxidacao lipidica e o estresse oxidativo mitocondrial induzido por peroxido
de hidrogénio. A elucidacdo quimica demonstra que esses extratos possuem
substancias com potencial terapéutico real podendo servir de base para

estudos futuros na tentativa de desenvolvimento de novos fitofarmacos.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Estudar a composi¢cdo quimica e analisar a atividade antioxidante
(invitro) deCroton campestris A. ST-HILL.

2.2 Objetivos Especificos:

e Extrair 6leos essenciais dos galhos e folhas de Croton campestris;
e Identificar a composicéo quimicados Oleos obtidos;

e Preparar extratos de folhas, galhos e raizes de Croton campestris;
e Realizar prospeccéo fitoquimica dos extratos;

e Quantificar fendis totais presentes nos extratos;

e Realizar quantificacdo,dos extratos,por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE);

e Verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, de extratos e Oleos
essenciais por sequestro de radicais livres DPPH (difenil-picril-
hidrazil), TBARS(Thiobarbituric Acid Reactive Substances), e

diclorofluoresceina;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.ERO (Espécies Reativas de Oxigénio)

O termo radical livre refere-se a &tomo, molécula ou espécie quimica
altamente reativa. Em geral, os autores consideram que ERO contémnumero
impar de elétrons em sua Ultima camada eletrbnica, e este ndéo-
emparelhamento confere alta reatividade a essas substancias, no entanto,
algumas moléculas ndo possuem elétronsdesemparelhados, mas possuem alta
reatividade e/ou participam diretamente das reacfes de producdo de outras
ERO sendo entdo classificados na mesma categoria (FERREIRA
eMATSUBARA, 1997).

Diversos radicais livres sdo produzidos naturalmente em sistemas
biologicos, para organismos aerobicos, o oxigénio molecular (Oz) € uma
substancia vital e leva invariavelmente a formacao de diversas ERO por vias
metabolicas distintas, um exemplo pode ser observado através do O, utilizado
na cadeia transportadora de elétrons para a formacéo de ATP que durante o
fluxo de elétrons através dos complexos mitocondriais desencadeia a producao
do anion superoéxido e peroxido de hidrogénio, devido ao escape dos elétrons
no sistema que compdem a cadeia respiratoria (Figura 1). Apesar de ser
considerado pouco reativo em solugcdes aquosas, tem sido observada leséo
biolégica secundaria a sistemas geradores de O (seja enzimatico, fagocitario
ou quimico)(HALLIWELLet al., 1990).

O radical hidroperoxila HO, representa a forma protonada do
superoéxido. Existem evidéncias de que o hidroperoxila é mais reativo que o
superoéxido, e possui maior facilidade em desencadear processos de destruicdo
de membranas biologicas (HALLIWELL e GUTTERIDGEet al., 1999).
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MATRIZ Mn-SOD

Figura 1: Escape de elétrons da cadeia transportadora de elétrons com
formacdo de anion superoxido e peroxido de hidrogénio sob acao das
superoxido desmutases (Fonte: adaptado de CERQUEIRAet al., 2007); O,:
oxigénio singleto; O, : anion superodxido; H,O,: perdoxido de hidrogénio; Cit-c
perox: Citocromo-c peroxidase; Mn-SOD: manganés-superdxido-desmutase;
CuZn-SOD: cobre-zinco-Superéxido-Desmutase.

O radical hidroxila(OH) € considerado a ERO mais reativa em
sistemasbioldgicos, e reage rapidamente até mesmo com outros radicais e/ou
metais dispersos. Quando produzida préoximo ao DNA, poderdoocorrer
modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas,levando a inativacdes ou
mutacdes. A hidroxila pode inativar proteinasao oxidar seusgrupos sulfidrilas (-
SH) e pontes dissulfeto(-SS). Também pode iniciar a oxidacdo dos &cidos

graxos polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacao)

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1986).
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O peroxido de hidrogénio (H,02) ndo é considerado um radical livre, por
ndo possuir elétrons desemparelhados na ultima camada, mas participa de
diversas reacfes que produzem diversos outros ERO, além de possuir “vida
longa” e alta permeabilidade a membranas lipidicas.Por sua capacidade de

reagir é considerado altamente téxico para as células.

Oxigénio singleto(10,)é a forma excitada do oxigénio molecular e assim
como o peréxido de hidrogénio ndopossui elétrons desemparelhados em sua
tltima camada, tem importancia em certos eventosbiol6gicos, mas poucas

doencas foram relacionadasa sua presenca.

Metais podem atuar como agentes que induzem a formacdodeERO, um
exemplo pode ser demonstrado pelas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss
(Figuras2).Embora o cobre possa também catalisar areacao de Haber-Weiss, 0
ferro € o metal pesado maisabundante no organismo e esta biologicamente
maiscapacitado para catalisar as reacdes de oxidacédo debiomoléculas (AUSTet

al., 1991)
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a)
Fe?*+0, ——» Fe®* +0,"

20,7 +2H" ———» 0O, +Hy0,

2Fe®* + 0y + 2H" ——» 2Fe3* + 0, + OH™ + OH'

b)

Fe3*+0,° ——— Fe?*+0,
Fe?* + H,0, ——» Fe® +OH + OH

20," + 2H,0,* — 3 20, + 20H + 20H"

Figura 2: a) Formacdo de radicais livres através da reacdo de Fenton; b)
formacdo de radicais livres através da reacdo de Haber-Weiss; Fe?": ferro
bivalente; Fe**: ferro trivalente; O, oxigénio singleto; OH™ OH': radicais hidroxila;
H,0,: peroxido de hidrogénio.

Diversos estimulos exégenos podem também atuar como agentes que
induzem um aumento na producdo de pro-oxidantes, tais como, radiacdes
ultravioletas, alcool e poluentes como ozénio, dioxido de nitrogénio, didxido de
enxofre, e na fumaca do cigarro onde se estima que haja aproximadamente
cinco mil compostos téxicos, incluindo oxidantes potentes tais como, acroleina,
peroxido de nitrogénio, anion superoxido além de radicais organicos
(CAVALCANTE E BRUIN, 2009).

O desequilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo dos radicaislivres nos
sistemas bioldgicos, proveniente da reducdo da acdo dos antioxidantesou do
aumento da geracao de espécies radicalares,gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbesem diversas moléculas e estruturas celulares,
podendo resultar na morte celular, este estado pode ser definido como estresse
oxidativo, onde ocorre um desequilibriofavoravel entre asconcentracdes de
espécies pro-oxidantes em relacdo aos niveis de antioxidantes (ROVER-
JUNIOR et al. 2001).
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Embora as ERO possam ser mediadoras dedoencas, sua formacao nem
sempre € deletéria, comona defesa contra a infeccdo, quando a bactéria
estimulaos neutréfilos a produzirem espécies reativascom a finalidade de
destruir o microorganismo(FLOYD, 1990; HATHERILLet al., 1991).Contudo,
poderdo ocorrer varios eventos nosolégicos,se houver estimulo exagerado na
producdo dessasespécies, e a ele estiver associada uma falha dadefesa
antioxidante (DROGE, 2002; OKTYABRSKY e SMIRNOVA, 2007).

3.2 Efeitos danosos das ERO

Espécies reativas quando nao devidamente neutralizadas podem colocar
em risco a integridade celular por meio de processos de oxidacdode
biomoléculas, podendo comprometer processos biologicos
importantesquepodem levar a inativagdo enzimatica, mutagcbes no DNA e

ruptura de membranas lipidicas.

Ocorrendo na membranacelular, a oxidacdo de lipidios interfere no
transporte ativo e passivonormal através da membrana,no aumento
daaterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade e podem
desencadear processos que possam induzir a morte celular (CERQUEIRAet
al., 2007),levando a estados fisiopatoldgicos relacionados com doencas como
cancer, Parkinson, Alzheimer e acelerando doencas auto-imunes como a artrite
reumatoéide, visto que estas apresentam uma estreita relagdo com estresse
oxidativo (FUSCOet al., 2009; TERASHIMAet al., 2012, FILIPPINet al.,2008).

A oxidacao de lipidios no sangue agride asparedes das artérias e veias,
facilitando o acumulo de lipidios,podendo levar a quadros de aterosclerose,

podendo causar trombose, infarto e acidente vascular cerebral.
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3.3. Mecanismo de prote¢éo do organismo

Em sistemas biolégicos, é essencial o equilibrioentre agentes o6xido-
redutores (como as ERO) e osistema de defesa antioxidante. As protecdes
conhecidas do organismocontra as ERO abrangem a protecdo enzimatica ou
pormicromoléculas, que podem ter origem no préprio organismo Ousao
adquiridas através da dieta (BARREIROS eDAVID, 2006).

As enzimassuperoxido desmutase (SOD), realizam a cataliseda reacao
de destruicdo do radical anion superéxido O, (Figuras 1 e 4)convertendo-o em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Existem duas formas de SOD no organismo,
a primeiracontém Cu?* e Zn** como centros redox e ocorre no citosol.
Asegunda contém Mn?* como centro redox, ocorre na mitocondria esua
atividade aumenta com o estresse oxidativo. A enzimacatalase atua na
dismutacdo do peroxido de hidrogénio (H.Oz)em oxigénio e agua(Figura
4)(BABIOR,1997).

CuZn-SOD
0, > H,0, Catalase » H,0 + 0,
Mn-SOD

Figura 3: Neutralizacdo do anion superoxido, através das enzimas superdxido
desmutase e a subsequente acdo da catalase na conversdo do peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular. O,: oxigénio singleto; O, : anion
superoéxido; H,O,: peréxido de hidrogénio; Mn-SOD: manganés-superoxido-
desmutase; CuzZn-SOD: cobre-zinco-Superoxido-Desmutase.

Outro sistema é composto pela Glutationa (GSH/GSSG) em conjunto
com duasenzimas,a glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPXx).
Esse sistema também catalisaa dismutacdo do perdxido de hidrogénio em

agua e oxigénio (Figura 5). Sendoque a glutationa opera em ciclos entre sua



33

forma reduzida (GSH) e suaforma oxidada (GSSH) (forma dimerizada da GSH)
(BABIOR, 1997).

GSH peroxidase
'

2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

GSH redutase
>

GSSG +NADPH + H* 2GSH + NADP*

H,0, + NADPH + H* GSH __  2H,0 + NADP*

Figura 4: Acdo da glutationa na conversao do peroxido de hidrogénio em agua;
GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; H,O,: peroxido de
hidrogénio; H,O: agua; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato.

Além dos antioxidantes citados, a vitamina Econfere protecdo a
membrana celular por atuar comoquelante dos oxidantes produzidos durante a
lipoperoxidagéo.E um importante antioxidante lipofilico,mas esta funcéo podera

estar limitada em situacdesde sobrecarga de ferro.

A vitamina C, ou ascorbato, € um antioxidantehidrossolivel que pode
neutralizar diretamente as ERO, porém, pode funcionar como pré-
oxidantequando em dose elevada ou quando exposta a metal,levando a
lipoperoxidacdo.Ao lado dos antioxidantes vitaminicos disponiveisem
medicamentos, destacam-se também os derivadostiois, entre eles a N-
acetilcisteina, mercaptopropionilglicinae diversos outros de origem exdgena
podem agir em organismos que apresentem desequilibrio entre agentes pro- e
antioxidantes, seja por quadros de desordem metabdlica ou estresse oxidativo
(FERREIRA eMATSUBARA, 1997).

Diversas metodologias podem ser aplicadas para avaliacdo do potencial
antioxidante de materiais vegetas e outras substancias, as metodologias
utilizadas nesse estudo sdo baseadas em formacdo ou degradacdo de
compostos de modo que o grau de intensidade dessas reacdes pode ser

mensurado, uma vez que estas apresentam espectro de cor visivel como
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exemplos a capacidade de neutralizar o radical livre DPPH e de impedir a
formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico. Outro principio que sera
utilizado serd a capacidade de absorcdo e dispersdo de luz que pode ser
observado no teste de diclorofluoresceina que tem como objetivo medir niveis

de peroxido de hidrogénio em sistemas envolvidos por membranas lipidicas.

3.4 Familia Euphorbiaceae e género Croton

A familia Euphorbiaceae,pertence a ordem Malpighiales (APGIII, 2009),
possui aproximadamente 8000 espécies, constituindo a sexta maior familia
depois das Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Orchidaceae e Rubiaceae
(MATOS apud LIMA, 2006).

Constitui a segunda familia mais representativa da Caatingaem numero
de espécies, superada apenas por Fabaceae (SAMPAIO, 1995). NoBrasil, esta
representada por 70 géneros e aproximadamente 1000 espécies dehabitos
variados e presentes em todos o0s tipos vegetacionais (SOUZA E LORENZI,
2005).

O estudo mais completo sobre euforbiaceas foi o realizado porMiiller,
1874,no qual além de analisar as amostrasdas suas coletas,verificou também
materiaisrecolhidos durante a missédo de Von Martius e de outros renomados
botanicoscomo Gardner, Freire Alleméo, Pohl e Riedel, que percorreram as
mais diversasregifes do pais chegando, inclusive, a outros paises da América
do Sul.

O género Croton é o segundo maior da familia Euphorbiaceaeperdendo
apenas para o géneroFabacea, pertence a subfamilia Crotonoideae eatribo
Crotoneae (BRAGA, 1976) e possui mais de 1300 espécies. Dessas, cerca de
350 ocorrem no Brasil e 52 na regido nordeste (CORDEIRO eCARNEIRO-
TORRES, 2006).0 nome do género "Kroton," vem do grego "carrapato”, devido
asemelhanca das sementes de algumas espécies com esse inseto (BABILI et
al.,2006).E largamentedistribuido em regides quentes da terra, menos

frequentemente em regidestemperadas e raramente em regides frias
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(HELUANIet al., 2000). Segundo Linnaeus(1753), é constituido por plantas de
hé&bito arboreo ou arbustivo, raramente seapresenta como subarbustos,
monodicas ou didicas, latex claro ou avermelhado,muitas vezes escassos ou
aparentemente ausentes; indumento de pélos estrelados,folhas alternadas,
raramente opostas ou quase verticuladas; estipulas presentes ouausentes;
peciolo com ou sem glandulas apicais emparelhadas; margem inteira
oudenticulada, muitas vezes com glandulas; venacdo penada ou palmada e
inflorescéncia terminal ou axilar; as sementes geralmente sao lisas, com

endospermaabundante, carnuda, larga e cotilédones achatados.

Matos (2011) publicou um importante levantamento sobre diversos
aspectos quimicos referentes aespécies nativas de Croton |.Este relato aponta
gqgue em geral, os Oleos volateis obtidos de espécies de Croton
brasileiras,apresentam predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos em
sua constituicdo, com excecdo deC. zehntneri, na qual podem ser

predominantes os fenilpropandides.

N&o foi possivel estabelecer um padréo para os flavonoéides,apesar de
alguns ja terem sido isolados comoa retusina,paquipodol,rutina (quercetina-3-
O-rutinosideo), campferol-3-O-rutinosideo,quercetina-3-0-(2-O-D-
apiofuranosil)-rutinosideo,campferol-3-O-(6-O-p-Cumaroil)-glicosideo,vitexina,
isovitexina. Croton poderia ser caracterizado pelapresenca de glicosideos de
flavondis e suas agliconas, como quercetina e campferol,que sdo comuns em
tecidos vegetais, assim como de agliconas altamente metoxiladas,como

artemetina ou penduletina.

Triterpenos pentaciclicos e esterdides foram isolados de Croton como
estigmasterol, B-sitosterol, ergasterol-5a-8a-endoperoxido, lupeol, betulina, B-
sitosterol  acidoacetil-aleuritorico, B-sitosterol-Oglicosideo,estigmasterol e

campesterol.

No géneroCroton séo tipicos os alcaléides benzilisoquinolinicos, (Figura
z), derivados de tirosina,encontrados em Magnoliales, Ranunculales e
Laurales. Em uma pioneira revisdo da quimica de Croton,Farnsworth et al.,
(1969) ja indicavam grande diversidade de alcaléidescomo a julocrotina,

muscicapinas A, B e C,e a magnoflorina.
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N-R

Figura 5: esqueleto base de alcaldides benzilisoquinolinicos; Fonte: adaptado
de DIAS et al 2003.

Esse levantamento mostra a grande diversidade de substancias
presentes em plantas desse género muitas delas apresentando atividades

biologicas importantes ja investigadas.

3.5. Croton campestris

Espécie amplamente distribuida no Brasil, ocorrendo nas regifes
Centro-oeste (DF, GO, MS), Nordeste (AL, BA, CE, PE, PI, PB, RN), Sul (PR,
RS) e Sudeste (ES, MG, RJ, SP) (LIMA ePIRANI2003). E encontrada desde
areas com altitudes mais elevadas (aproximadamente 1346 m), até o nivel do
mar, em regibes com vegetacao aberta como cerrado, também ocorrendo em
campos rupestres, mata ciliar, campo limpo, campo sujo e caatinga. E
conhecida popularmente como “velame-do-campo”,”velame-do-mato” ou
simplesmente “velame”(SATIRO eROQUE,2008; SILVAet al.,
2010).Namedicina popular € utilizado como potente purgativo, para o

tratamento da sifilis (PIO CORREA, 1984), e também em doencas
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inflamatdrias, parasitarias(RIBEIRO PRATA et al, 1993) e no tratamento de
afeccdes da bile (PENNA, 1930; GRANGEPERE, 1983).

E um arbusto de aproximadamente 1,0 m de altura (Figura 6), com
tricomas estrelados alvo-amarelados, folhas membranaceas, discolores, lamina
foliar eliptica, 2,0-4,0x0,5-1,5 cm, 4pice agudo, margem esparsamente
denteada, base cuneada, face adaxial pubescente, enegrecida, face abaxial
pubescente, glauca; peciolo 0,2-0,6 cm compr., pubescente; estipulas
inconspicuas na juncdo do peciolo com a lamina foliar, glandulares.
Inflorescéncias 2,0-3,0 cm de comprimento, racemosas, bracteadas, bracteas
com aproximadamente 1,0mm de comprimento, elipticas a ovadas, apice
agudo, pubescentes. Flores estaminadas com cerca de 2,5 mm de
comprimento, pediceladas, pedicelo pubescente, dialissépalas, sépalas
elipticas, apice arredondado, internamente vilosas na base, externamente
pubescentes, dialipétalas, pétalas espatuladas, &apice levemente retuso,
densamente vilosas na base; estames 15, filetes com aproximadamente 2,0
mm de comprimento, vilosos na base. Flores pistiladas, sésseis, dialissépalas,
sépalas elipticas, apice agudo, internamente vilosas na base, externamente
pubescentes; ovario globoide, densamente pubescente; estiletes bifidos, livres,
pubescentes até a ramificacdo. A rugosidadedas sementes € uma

caracteristica importante nadelimitacio da espécie (SATIRO e ROQUE,2008;).

Algumas substancias ja foram isoladas a partir de extratos de folhas de
C. campestris, como os flavonoides O-glicosilados de C. campestris: 3-O- 3 -D-
apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil  quercetina, 3-O- 3 -D-galactopiranosil
guecetina (hiperina), 3-O- « -L-arabinopiranosil quercetina (guaijaverina) e 3-O-
a -L-ramnopiranosil quercetina (quercitrina) (SANTOSet al., 2005). Das raizes

desta espécie foram isolados trés diterpenos com estruturas consideradas
inéditas, chamados de: velamolona, velamona e acetato develamolona sobre

0s quais nao foram encontrados trabalhos posteriores (BABILI et al., 1998).

Estrutura dos compostos Nomenclatura
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OH OH

3-O-B-D-apiofuranosil-(1e “2)-

galactopiranosil quercetina

3-0-B-D-galactopiranosil

guecetina(hiperina)

OH
OH

HO O

OH

OH

3-0-a-L-arabinopiranosil

guercetina(guaijaverina)
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3-O-a-L-ramnopiranosil

guercetina(quercitrina)

1 R = Me (velamona)
2 R = CH,OH (velamolona)
3 R = CH,OACc (acetato de

velamolona)

Tabela 1. Estrutura de compostos isolados de C.campestris; Fonte: SANTOS et
al., 2005, BABILI et al., 1998.

Trabalhos anteriores demonstraram atividade moluscicida do extrato
diclorometano das raizes e fragbes da mesma espécie (BABILI et al., 2006),
atividade antimicrobianade extratos e Oleo essencial frente a linhagem fungica
Candida albicans, ecepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas
(BABILIet al.,2009). Foi demonstrada a capacidade sinérgica de interacdo com
antibidticos da classe dos aminoglicosideose a norfloxacino (MATIASet al.,
2010% MATIASet al., 2010°; MATIASet al., 2010% COUTINHOet al., 2011;
BRITO-JUNIORet al.,, 2011). Brito Junior (2010) indicou que o extrato
hidroalcoolico das folhas de croton campestris apresenta baixa toxidade quanto

administrada por via oral e intraperitonial, e atividade gastroprotetora.




40

Figura 6: Partes aéreas de C. campestris; a) detalhes do arbusto; b) frutos e
sementes; c) disposicao dos frutos; d) arbusto inteiro.



MATERIAIS E METODOS




42

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sumula metodolégica

As folhas (1220 g), galhos (3485 @), e raizes (490 g) de Croton
campestris foram coletadas no periodo de abril de 2011 na Vila Padre Cicero
(“Palmeirinha”), zona rural ao norte da cidade de Juazeiro do Norte, estado do
Ceara, Brasil, sob as coordenadas 7708'40.75’S, 39”19°45.79”0. Foi preparada
exsicata do material coletado e depositada sob nimero de registro 5364 no
Herbario Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri-URCA.

V%?' Juazeiro do Norle

Figura 7: Local de coleta do material de estudo. (Fonte: adaptado de
http://blogdocrato.blogspot.com.br
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Dos matérias vegetais selecionados extraiu-se:
e Oleo essencial das folhas de Croton campestris (OEFCC)
e Oleo essencial dos galhos de Croton campestris (OEGCC)
e Extrato etandlico das folhas de Croton campestris (EEFCC)
e Extrato etandlico dos galhos de Croton campestris (EEGCC)

e Extrato etandlico das raizes de Croton campestris (EERCC)

A organizacdo dos testes aos quais 0s extratos e 6leos essenciais foram

submetidos seguiu a ordem proposta pela figura 10.

Figura 8: Organizacao dos testes aos quais os materiais foram submetidos.

[ Extratos ]
A
[ Andlises quimicas 1 [ Avaliacédo antioxidante J
Neutralizacéo
[ CLAE ] ] do DPPH
p § | TBARS com ovo
Fenais totais D E— A g
. J ( \
TBARS com
e N —> tecid
Prospeccéo ecido
. ;. “®a—
fitoquimica (
. J . .
L | Diclorofluoresceina ]
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[ Oleos essenciais ]

| L

A

[ Anéalises quimicas } [ Avaliacdo antioxidante }
)
Neutralizagéo
> do DPPH
J
| TBARS com ovo
[ CG/EM essencial ] «— - J
( ™
TBARS com
tecido

— | Diclorofluoresceina ]

*O OEFCC (0leo esséncia das folhas de Croton campestris) nao foi submetido
a essa metodologia; CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; CG/EM:
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de Massa; DPPH: 1-1-difenil-
2-picrilhidrazil; TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances.

4.2. Preparacao dos extratos

Os materiais coletados foram selecionados separadamente (folhas —
320g; galhos — 785g; raizes — 490g) e secos a temperatura ambiente e, em
seguida, foram triturados,para aumento da superficie de contato, e submersos
separadamente em etanol P.A. para extracdo prolongada a frio por um periodo
de aproximadamente 72 horas, segundo a metodologia descrita por Matos
(1988). Os extratos foram submetidos a filtracdes, para retirada da torta e
impurezas menores, e submetidos a destilacdo do solvente em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida e temperatura controlada entre 70-80°C,com

posterior retirada do excedente etandlico em banho-maria.
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Os rendimentos para cada extrato: extrato etandlico das folhas (EEFCC),
extrato etandlico dos galhos (EEGCC) e extrato etandlico das raizes (EERCC),
foram calculados com base no peso seco dos extratos em relagdo ao peso do
material antes de ser submetido a extracdo, determinando assim, o0s
percentuais de8,82%, 8,60% e 11,47%,para folhas, galhos e raizes
respectivamente.Os materiais foram acondicionados e mantidos a temperatura

ambiente até o momento das analises. (Figura 8)..

4.3. Obtencédo dos 6leos essenciais

Amostras de folhas (900 g) e galhos (2.700 g), ainda frescos, foram
selecionadas, trituradas e separadas em balbes de vidrode 5,0 L juntamente
com 2,5 L de agua destilada cada e aquecidos até ebulicdo por 2 horas sendo
submetidos ao processo de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado (GOTTLIEB, 1960). Foram obtidos dois 0leos: 0leo essencial das
folnas de C. campestris (OEFCC) e o 6leo essencial dos galhos de C.
campestris (OEGCC). Os rendimentos foram calculados com base no peso de
cada oleo em relacdo ao peso do material submetido a extracdo. Os 06leos
essenciais foram posteriormente secos com sulfato de sddio anidro (Na,S0O,), e
mantidos em vidros ambar sob refrigeracdo a + 4 °C até o momento das
analises (Figura 9).nao foram realizados experimentos utilizando 6leo essencial
das raizes devido ao baixissimo rendimento apresentado por estas

inviabilizando as analises..
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Figura 9:0btencéo dos extratos etandlicos brutos das folhas, galhos e raizes de

C. campestris.

Material vegetal

Folhas*

[ Massa: 320 g } { Trituracdo da amostra ]

v

Extracdo em etanol por72horas

Filtracdo

i A 4

[ Torta ] [ Extrato diluido ]

Desprezada
Destilacdo em

rotaevaporador

[ Extrato bruto ]

Armazenamento

[ Rendimento dos galhos: ]

\ 4

[ Andlises quimicas ] [ Ensaios antioxidantes ]

* O mesmo procedimento foi realizado para os galhos (785 g) e para as raizes
(490 ).
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Figura 10:0Obtencdo dos 6leos essenciais das folhas e galhos de C. campestris.

Oleos essenciais

Material vegetal fresco

y

Clevenger

[ Extragcdo em doseador tipo }

]

[ Hidrolato } [ Oleo essencial + agua }

Desprezado

Na,SO, anidro

\4

[ Filtrac&o ]

[ Oleo essencial ]

\ 4

[ Armazenamento ]

[ Rendimento das folhas: ]

[ Andlises quimicas ]

[ Ensaios antioxidantes ]

*O mesmo procedimento foi realizado para os galhos (2.700 g).

4.4. Analises quimicas



48

4.4.1. Prospeccéo fitoquimica

A avaliacdo fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia de
Matos (1997). Os testes foram baseados na observacao visual da mudanca
colorimétrica e/ou formacdo de precipitados ap6s a adicdo de reagentes

especificos nas solu¢des dos extratos.

4.4.2. Determinacao de fendis totais

A concentragao de fenois totais foi determinada através da reagédo de
concentragbes pré-determinadas dos extratos juntamente com 1,25 mL do
reagenteFolin-Ciocalteuna concentracdo de 10%, seguido da adi¢cdo de 1,0 mL
de carbonato de sodio a 7,5%. As solugbes foram incubadas a 45°C por um
periodo de 15 minutos, e as absorbancias foram mensuradas a 765 nm. O
acido galico (AG) foi utilizado como padrdao de comparacdo de composto
fendlico(SINGLETONetal., 1999). Amédia das leituras dos testes foi utilizada e

os resultados expressos em microgramas de AG por miligrama de extrato.

4.4.3. Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de
Massa (CG/EM)

As analises da composicdo quimica dos Oleos essenciais foram
realizadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM) Hewlett-Packard, Modelo 5971 usando-se coluna capilar apolar DB-1,
de silica modificada (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de 0,25 um), carreado por
gas hélio, com velocidade de fluxo 0,8 mL/min e modo de divisdo. A
temperatura do injetor e do detector foram 250°C e 200°C, respectivamente. A

temperatura da coluna foi programada de 35°C para 180°C com aumento de
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4°C/min e, em seguida,de 180°C para 250°C com aumento de 10°C/min. Os

espectros de massas foram gravados a partir de 30 - 450 m/z.

Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de
seus espectros de massa, 70 eV, com a base de dados usando a biblioteca
construida através do espectrometro (Wiley, 229) e outras duas
bibliotecas,utilizando indices de retengdo como uma pré-selecdo (ALENCARet
al., 1984; ALENCARet al., 1990), bem como por comparacdo visual da
fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura (STENHAGEN e
ABRAHAMSON;MCLAFFERTY, 1974; ADAMS, 2001).Foram calculadas as
guantidades de cada substancia de acordo com a area sobre a curva.

4.4.4. Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.4.4.1. Quimica, aparelhos e procedimentos gerais

Todos os reagentes utilizados foram de pureza com grau analitico.
Metanol, acido acético, acido galico, acido clorogénico e acido cafeico, foram
obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina, rutina
ecampferol foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A
cromatografia liquida de alta eficiénciaacoplada a detector de arranjo de
diodos(CLAE-DAD) foi realizada utilizando o sistema CLAE (Shimadzu, Kyoto,
Japao), destaque Auto Sampler (SIL-20A),equipado com Shimadzu LC-20AT
com duas bombas alternadas ligadas ao desgaseificador DGU 20A5 com o
integrador CBM 202, UV-VIS com detector DAD (diodo) SPD-M20A e Software
LC solucéo 1,22 SP1.

4.4.4.2. Quantificacdo de compostos por CLAE

A Analise cromatografica com fase reversa foi realizada utilizando

colunasCig(4,6 mm x 250 mm) com particulas medindo 5um de didmetro.Afase
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movel continha uma solucao de 4gua e 2% de &cido acético (A) e metanol (B),
com composigao do gradiente de 5% de B nos primeiros 2 minutos mudando
para a obtencao de 25%, 40%, 50%, 60%, 70% e 100% de B nos tempos de
10, 20, 30, 40, 50 e 80 minutos, respectivamente, segundo ametodologia
descrita porLaghari et al. (2011),com algumas adaptacbes. Os extratos
etanolicos das folhas, galhos e raizes de C. campestris foram dissolvidos em
etanol na concentracao de 2,4 mg/mL. A presenca de seis compostos fendlicos
foi investigada: os &cidos gélico, clorogénico e cafeico e os flavondides
guercetina, rutina e campferol. A identificacdo desses compostos foi realizada
pelo método do padréo pelo qual é realizada a comparacédo dos seus tempos
de retencdo e através do espectro de absorcdo UV comparando-os a
compostos de padrdo comercial. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min, injetando
um volume de 40 yLe o comprimento de onda foi de 254 nm para o0 acido
galico, 325 nm para o acido cafeico e para o acido clorogénico, e 365 nm para
guercetina rutina e campferol. Todas as amostras e a fase movel foram filtradas
por membrana (Millipore) com poros de 0,45um, e desgaseificadas por ultra-

som antes de serem utilizadas.

As solucdes padrdes de referéncia foram preparadas na fase movel do
CLAE a um intervalo de concentracdo entre 0,020 — 0,200 mg/mL para
campferol, quercetinae rutina; e 0,050 — 0,250 mg/mL para os acidos galico,
cafeico e clorogénico.Os picos de cromatograma foram confirmados por
comparacao do seu tempo de retencdo com os padrdes de referéncia e por
espectros de DAD(200 a 400nm).Curva de calibracdo para o acido galico: Y =
10523x + 1478.8 (r = 0.9999); acido cafeico: Y = 12765x + 1381.7 (r = 0.9995);
rutina: Y = 12691 — 1165.0 (r = 0.9998); quercetina: Y = 13495x — 1092.6 (r
=0.9999) e campferol: Y = 15692x — 1218.1 (r = 0.9997). Todas as avaliacdes

cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.
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4. 5. Atividade antioxidante

4.5.1.Reagentes

Tris-HCI, acido tiobarbitarico (TBA), 1-1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
catequina, acido galico e malondialdeido bis-(dismetil acetato) (MDA) foram
obtidos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Sulfato ferroso (Fe,SO,), acido
ascorbico e acido acético, foram obtidos da empresa Merck (Rio de Janeiro,
Brasil). A agua foi purificada utilizando o sistema Milli-Qplus da Millipore
(Milford, MA, EUA). A membrana do filtro (PRFE 0,45 mm) foi adquirida da
Waters Co. (Miliford, MA, EUA). Todos os produtos quimicos de laboratorio

utilizados neste estudo foram de pureza analitica.

4.5.2. Animais

Ratos Wistar machos (3,5 — 3,9 meses de idade e pesando entre 270-
320 g) foram mantidos em grupos de 3-4 por gaiola com acesso continuo a
comida e agua, e mantidos em sala com temperatura controlada (22 £+ 3°C) e
com ciclo claro/escuro de 12/12h com as luzes acesas as 7:00h da manha.Os
animais foram mantidos, utilizados e o material biologico foi descartado de
acordo com as Normas e Procedimentos de Biosseguranca e Bioética
(BAZZANO, 2006) o projeto foi aprovado pela Comisséao de Experimentacao e
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri protocolo n°
12/2012.

4.5.3. Sequestro do radical DPPH (Difenil-Picril-Hidrazil)

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada utilizando o método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila),

descrito por Mensor et al. (2001). O radical DPPH apresenta em sua forma



52

instavel a coloragao lilas, e quando neutralizado torna-se incolor (Figura 11). O
principio dessa técnica consiste em verificar se hd ou ndo neutralizagdo com

base nas absorbancias das solu¢cbes de DPPH e dos materiais.

O,N O,N
)
N=N NO, + R — N—N NO,
@ S O O,N
DPPH na forma Agenf[e de DPPH
instavel neutralizacéo neutralizado

Figura 11: Reacao de neutralizagdo do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila).

Nesse meétodo é preparada uma solucdo de 0,3 mmol de DPPH em
etanol. As amostras para testes foram preparadas adicionando-se 100 pL da
solucdo DPPH em 100 pL de solucbes das amostras de extratos e Oleos
essenciais que foram diluidos em etanol P.A. nas concentracfes de 6,25; 12,5;
25; 50 e 100 pg/mL, em triplicata. Como controle negativo foi utilizado 100 pL
de DPPH e 100 pL de etanol. No controle positivo utilizou-se acido ascorbico
nas mesmas concentragbes das amostras testadas, uma vez que, essas
apresentam reconhecida acdo antioxidante. A reacao ocorreu no escuro a
temperatura ambiente durante 30 min, a absorbancia sera lida com auxilio de
um Espectrofotobmetro de Ultravioleta (UV) a 518 nm,sendo a atividade
antioxidante convertida em porcentagem. Com base nos dados obtidos sera
realizado o calculo para determinacdo da capacidade de inibir 50% do DPPH

(Clsp) em ug/mL.
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4.5.4. TBARS(Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

Ao ocorrer danos a camada lipidica h4 a producdo de diversos
subprodutos, entre eles espécies reativas ao acido tiobarbitirico como o
malondialdeido (MDA) (Figura 12).A metodologia utilizada nessa investigagéo
usa como parametro a leitura de absorbancias das solucdes de extratos ou
Oleos e fosfolipidios com &cido tiobarbitlrico, uma vez que essa solucao
apresenta coloracdo visivel na faixa da cor rosa (532 nm). Todos os testes
foram acompanhados de uma curva de calibracio com quantidades

conhecidas de MDA para realizar o célculo do fator de corre¢do dos testes.

TH S\[/N 0 SYN\/OH HO /NYSH
- > “Y=3—5=H N :
CH

H

0 OH OH

MDA-TBA,
MDA TBA .

Figura 12: Reacdo de formacdo do complexo MDA-TBA; MDA: Malondialdeido;
TBA:Thiobarbituric Acid.

4.5.5. Preparacéao do fosfolipidio de ovo

Foi preparada uma solucdo de gema de ovo (Solucdo (3:2)
hexano:alcool isopropilico) na proporcdo de 1g para 10mL. Essa solucéo foi
filtrada e rotaevaporada até a obtencdo de residuo seco. Para ensaioTBARS

solubilizou-se 0,059 do residuo em 10mL de agua.
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45.5.1. TBARS com fosfolipidio de ovo

A producdo de TBARS foi determinada utilizando um método modificado
de Sabir e Rocha (2008). Os homogeneizados obtidos com fosfolipideo de ovo
e diferentes concentragfes do 6Oleo essencial em conjunto com um volume
adequado de agua deionizada (volume total de 500 pL), foram pré-incubados a
37 °C durante 1h na presenca ou auséncia de ferro como agente indutor de
peroxidacéo lipidica. A reacdo de cor foi realizada pela adicdo, apés a pré-
incubacao, de 500uL de tampao acido acético e 500ul de TBA 0,6% dissolvido
em agua. As misturas de reacao, incluindo uma série de diluicdes de 0,03mm
MDA padrao, foram incubadas a 97 °C por 1h,e devido turbidez da reacéo,
realizou-se uma particdo com butanol. A leitura da absorbancia foi realizada
ap6s o resfriamento dos tubos utilizando a fase butandlica em um

espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para 532 nm.

4.5.6. Preparacéao de fosfolipidio de tecido

Os ratos foram sacrificados e o tecido hepatico foi rapidamente colocado
em gelo. Os tecidos foram homogeinizados imediatamente em solucdo tamp&o
100 mM Tris HCl, pH7,5 (10/01 w/v). Ohomogeneizado foi
centrifugadoporl0Ominparaproduzirumapastilhaque foi
descartadaeumsobrenadantede baixa velocidade (S1) utilizado para os ensaios
deTBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico) (PUNTELetal., 2007).

456.1. TBARS com tecido

A producéo de TBARS foi determinada utilizando um método modificado
de Ohkawa et al.(1979). Os homogeneizados e diferentes concentracdes do
extrato da planta foram pré-incubados a 37°C durante 1h em conjunto com um
volume adequado de agua deionizada para um volume total de 300 pL na

presenca ou auséncia de ferro como agente indutor de peroxidacéo lipidica. A
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reacdo de cor foi realizada pela adicdo de 200, 500 e 500uL de dodecil sulfato
de sddio 8,1% (SDS), acido acético (pH 3,4) e 0,6% TBA, respectivamente,
para cada um dos tubos. As misturas de reagles, incluindo os da série de
diluigcbes de 0,03mm MDA padré&o, foram incubadas a 97°C por 1h. A leitura da
absorbancia foi realizada ap6s o resfriamento dos tubos em um

espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para 532 nm.

4 .5.7.Diclorofluoresceina

A DCFH-DA ¢é de-esterificada no interior das células por esterases
endogenas para acido livre ionizado, 2,7-diclorofluoresceina.Esta é oxidada
para 2,7-diclorofluoresceina fluorescente (DCF) por hidroperéxidos, de acordo
com a Figura 13 (HEMPELet al., 1999).0u seja, a oxidacdo do DCFH-DA é
guantitativamente proporcional a concentracdo de peroxido de hidrogénio

geradono interior da mitocondria.

457.1. Isolamento de mitocbndrias

Mitocondrias de figado de rato Wistar foram isoladas como descritas
anteriormente por Brustovetsky e Dubinsky (2000), com algumas modificacdes.
Apoés eutanasia por decapitacdo, os figados foram rapidamente removidos
(maximo 1 minuto apos o sacrificio).O tecido foi entdo triturado com o auxilio de
tesoura cirargica, e em seguida homogeneizado com auxilio de um Potter-
Ivehjem com pistdo de vidro, e imediatamente submersos em tampédo de
isolamento  “I”
EGTA1mM, albumina de soro bovino 0,1%, e Kp-HEPES 10mM, pH 7.2.

gelado, contendo manitol 225mM, sacarose 75mM, Kp-

A suspensdo resultante foi centrifugada por 7 min a 2000 X g em
centrifugatipo Hitachi CR 21E. Apés a primeira centrifugacdo o sobrenadante €
recentrifugado por 10 min a 12,000 X g. O sedimentado foi ressuspenso em
“tampéo de isolamento |I” contendo manitol 225mM, sacarose 75mM, Kp-EGTA
1mM, e Kp-HEPES 10 mM, pH 7,2, e recentrifugado a 12,000 X g por 10 min.
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O sobrenadante foi descartado e o sedimentado foi ressuspenso em tampéo

de isolamento Il sem EGTA, a uma concentracdo de proteina entre 30—40

mg/mL.
H3COCO I O I OCOCH; HO I o I OH
Cl Cl Cl Cl
H H
COOH COOH
4>
O ESTERIFICACAO

DCFH-DA DCFH

O O
OXIDACAO
P ‘
cl
COOH
DISPERCAO

525 nm DCF 488 nm

HO

Cl

EXCITACAO

Figura 13: Etapas da reacdo de oxidacdo da DCF-DA para formacdo de DCF;
DCF-DA: Diclorofluoresceina diacetilada; DCFH: Diclorofluoresceina:
DCF: Diclorofluoresceina fluorescente.

De acordo com Hempel et al, (1999), a oxidacdo do 2'.7'-
diclorfluoresceina-diacetato (DCF-DA) é quantitativamente proporcional a

concentracdo de peréxido de hidrogénio gerado no interior da mitocondria.

A geracao mitocondrial de ERO foi determinada
espectrofluorimetricamente utilizando a permeabilidade da membrana ao
corante fluorescente aoDCF-DA (GARCIA-RUIZ et al., 1997). A fluorescéncia
foi ajustada a 488 nm para excitacdo, 525 nm para emissdo, com largura da
fenda de 1,5nm. Como agente indutor do aumento da peroxidacéo lipidica foi
utilizado perdxido de hidrogénio, e diversas concentracfes dos extratos foram

verificados quanto a inibicdo desse processo.
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4.6. Anélises estatisticas

Asanalisesestatisticasdosresultadosforam realizadasutilizando o}
programa ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls ou Tukey, por
comparacao multiplaquando apropriado com valores de p<0,05, p<0,01 e
p<0,001.
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5. RESULTADOS

5.1. Analises quimicas

5.1.1. Prospeccao fitoquimica

A andlise dos dados referentes a prospeccao fitoquimica, tanto das
folhas quanto dos galhos e das raizes, revelaram a presenca de algumas
classes de metabdlitos secundarios (Tabela 1), como flavondides, taninos e
alcaldides. Estudo descrito por Matiaset al. (2010), identificou além das
classes supracitadas, apresenca de compostos terpénicos em extratos

metanolicos e hexanicos de C. campestris.

Estes compostos sdo considerados substancias bioativas que podem
apresentar diversos efeitos como interferir na resposta inflamatoria bem como
auxiliar no processo de cura de feridas (SANTOSet al., 2007; ALCARAZet al.,
2004).

5.1.2. Concentracdo de fendis totais

A concentracdo de fendis totais para os extratos das folhas e galhos
apresentaram-se semelhantes (Tabela 2), sendo estatisticamente diferentes
guando relacionados ao extrato das raizes, apesar de ter sido utilizado o

mesmo método de extracdo e dos rendimentos serem semelhantes.

Estudos indicam que compostos polifenélicos como &acido cafeico,
flavondides e derivados destes apresentam diversas propriedades entre elas
uma forte correlacdo com atividade antioxidante (HEIM et al., 2002; RUSSO et
al.,, 2002; KUMAZAWAet al. 2004). Em Gregoris e Stevanato 2010 foi
demonstrado, que apesar de ndo ser especifico em geral,extratos que
apresentam uma alta concentracdo de fendis também demonstram bons

resultados na neutralizacdo do DPPH, e na inibicdo da peroxidacao lipidica.
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Tabela 2: Classes de metabdlitos identificados.

Metabolitos
Extratos
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
EEFCC - + - - + + + o+ o+ o+ - - +  +
EEGCC - + - - + + + + + o+ - -+ o+
EERCC - + - - + 4+ o+ o+ o+ + - + - +

1= taninos pirrogalicos; 2 = taninos flobabénicos; 3 = antocianinas; 4 =
antocianidinas; 5 flavonas; 6 = flavondis; 7 = xantonas; 8 = chalconas; 9 =
auronas; 10 = flavonondis; 11 = leucoantocianidinas; 12 = catequinas; 13 =
flavononas; 14 = alcaldides; + = presenca — = auséncia;, EEFCC: Extrato
Etanolico das Folhas de Croton campestris; EEGCC: Extrato Etandlico dos
Galhos de Croton campestris; EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton

campestris.

Tabela 3:Determinacdo de compostos fendlicos em extratos etanolicos de C.

campestris.

Fendis (ug AG/mg extrato)

Extrato etandlico mean + SEM
EEFCC 6,04 +0,51
EEGCC 6,63+1,81
EERCC 26,17 + 3,88

Dados mostram médias =+ DP, valores médiosde 3 a4 experimentos
independentes realizados em triplicata; EEFCC: Extrato Etanodlico das Folhas
de Croton campestris; EEGCC: Extrato Etanolico dos Galhos de Croton

campestris; EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton campestris.
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5.1.3. Analise por CLAE-DAD

A impressdo dos dados por CLAE dos extratos etandlicos das folhas,
galhos e raizes de C. campestris, revelou a presenca do &cido galico (tR =
17,83 min; pico 1), acido clorogénico (tR = 28,14 min; pico2), acido cafeico (tR
= 34,09 min; pico 3), rutina (tR = 42,11 min; pico 4), quercetina (tR = 49,78 min;
pico 5) e campferol (tR = 58,96 min; pico 6) (Figura 14).

A concentracdo de cada uma das substancias encontradas demonstrou
gue o EEFCC apresenta uma quantidade significativamente mais alta de rutina
em relacdo aos demais extratos, assim como quantidades mais baixas de
guercetina e campferol, os compostos fendlicos apresentaram quantidades

semelhantes para todos os extratos (Tabela 3).

Os flavonoides séo biossintetizados a partir da via do acetato e
chiquimato, as etapas que desencadeiam a formacéo dos flavonéides iniciam-
se com o0 metabolismo de fenilpropanoides (DORES, 2007), os metabolitos
identificados nos extratos de C. campestris estdo presentes nessa via

indicando uma possivel rota para suas producdes neste vegetal (Figura 15).

O &acido clorogénico é derivado do acido cafeico e juntamente ao acido
galico sdo considerados como uns dos principais antioxidantes encontrados
nos vegetais, assim como os alguns flavondides suas rotas biossintéticasséo
derivadas de uma das vias do chiquimato (LEAL, 2006; DEWICK e HASLAM,
1969).As estruturas dos compostos identificados estdo representadas no

esquema da Figural6.

A quimica do género Croton tem sido bastante explorada e os estudos
efetuados tém conduzido a identificacdo de alcal6ides em diversas partes das
plantas como raizes e cascas (RANDAU, 2004; BITTNER et al., 1997). A
presenca de flavondides foi identificada em algumas espécies do género, como
em Croton zambezicus, onde cinco flavondides C-glicosilados foram isolados

(WAGNER et al., 1970): dois derivados da quercetina eterificados isolados de
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Croton schiedeanus (GUERRERO et al., 2002) e tilirosideo de Croton gnaphalii
(LENCINA et al., 2001).
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Figura 14 — Representacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia de C.
campestris. Extrato das raizes (a), extrato dos galhos (b) e extrato das folhas
(c), a faixa de deteccdo UV foi a 325nm. Acido gélico (pico 1), &cido
clorogénico (pico 2), acido cafeico (pico 3), rutina (pico 4), quercetina (pico 5) e
campferol (pico 6). Condi¢cdes cromatograficas descritas na sessdo de

métodos.
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Figura 15 — Rota de biossintese dos flavonoides encontrados nos extratos de
C. campestris.A fenilanina é transformada pela PAL (phenylalanine ammonia
lyase) em acido cinamico que sofre hidroxilacdo formando o acido cumarico
gue se une a trés moléculas de malonato, ativados por acetil coenzima A
(Acetil —CoA), formando respectivamente Cumaril CoA e malonil-Coa, que se
condensam em estrutura ativada que servira de substrato para a acdo da

enzima chalcona sintase, originando os flavonéides como o campferol e
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guercetina e subsequiente formacdo de rutina pela adicdo de moléculas de

aclcar; Fonte: adaptado de DORES, 2007.
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Figura 16 — Via do chiguimato para a producéo dos acidos fendlicos, nessa via
0 &cido cindmico € um dos intermediarios na biossintese do acido cafeico e
clorogénico, sofre sucessivas hidroxilagdes e metilages, de onde provém uma
série de &cidos. Esta rota tem como ponto em comum com a rota dos
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flavondides esquematizada na figura 15 a fenilalanina, no entanto, seu destino
nesta rota € distinto. Fonte: adaptado de LEAL, 2006; DEWICK e HASLAM,
19609.
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Tabela 4 — Composicao de acidos fendlicos e flavondides de C. campestris.

EERCC EEGCC EEFCC
Compostos
mg/g % mg/g % mg/g %
Acido galico 5,03+0,01a 0,50 4,97 +0,03 a 0,49 7,47 £0,08 a 0,75
Acido clorogénico 19,34 +0,01b 1,93 16,86 £ 0,02 b 1,68 12,38 +0,15b 1,24
Acido cafeico 23,01+0,17 ¢ 2,30 20,18 +0,11 ¢ 2,01 17,51 +0,02 ¢ 1,75
Rutina 7,37+0,13 a 0,73 7,49 £ 0,06 a 0,74 15,93 +0,07d 1,59
Quercetina 32,64 +0,06 d 3,26 24,38 £ 0,07 d 2,43 11,04 £0,02b 1,10
Campferol 11,09+£0,05e 1,10 16,52 +0,01e 1,65 6,05+ 0,03 a 0,61

Os resultados séo expressos como meédia * desvios-padrdo (DP) de trés determinacfes. Médias seguidas de letras diferentes
diferem pelo teste de Tukey a p <0,005.EEFCC: Extrato Etandlico das Folhas de Croton campestris; EEGCC: Extrato Etandlico dos
Galhos de Croton campestris; EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton campestris.
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5.1.4. Analise por CG/EM

Os Odleos essenciais obtiveram rendimento de 0,04% e 0,02% para
folhas e galhos, respectivamente, sendo que o primeiro apresentou coloragéo
amarelo-clara e o segundo apresentou tonalidade verde, ambos com aromas
fortes e distintos.A analisepor CG/EM demonstrou que os 6leos apresentam
composi¢cdo diversa, com a identificagdo de 48 -constituintes diferentes,
representando um total de 95,7% e 92,9%, para OEFCC e OEGCC
respectivamente. Desses, 28componentes sdo comuns aos dois 6leos. Ambos
os Oleos apresentaram apenas monoterpenos e sesquiterpenos, sendo 0s
sesquiterpenos responsaveis pelas maiores concentracdes, com 67,6% e
67,8% para OEFCC e OEGCC, respectivamente.

Os monoterpenos que se apresentaram em maior concentracdo foram
limoneno e o terpinen-4-ol para o OEFCC e OEGCC respectivamente. Os
compostos majoritarios para o OEFCC foram os sesquiterpenos B-
cariofileno(17,0%)e o biciclogermacreno (16,2%). Para o OEGCC também
houve predominancia do biciclogermacreno (11,3%) como constituinte

majoritario, juntamente com o espatulenol (14,7%) (Figura 17).

\\\OH
limoneno terpinen-4-ol
CH,
N H
CH, H
\\\\\\\\“ 'u””,”
~ H
OH
B-cariofileno espatulenol biciclogermacreno

Figura 17: Férmula estrutural dos mototerpenos e sesquiterpenos majoritarios presentes
nos 6leos essenciais de C. campestris.
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Estes terpenos ja foram identificados em o6leos essenciais obtidos das
folhas e cascas de outras espécies de Croton,como [-cariofileno,
apresentando-se como constituinte majoritario ou em concentracdes
significativas, podendo ser considerado um marcador para 0 género em
C. enrhamnifolius, C. var.heliotropiifolius,C. pulegioidese C. rhamnifolius var.
heliotropiifolius, no qual o B-cariofileno apresentou uma concentracdo de
20,82% e o espatulenol de 16,37 % para o Oleo essencial extraido das
folnas(NEVES e CAMARA, 2012).

Biciclogermacreno € um sesquiterpeno encontrado como 0 componente
principal em muitos éleos essenciais que apresentam atividades antibacteriana
(SHAFAGHAT, 2011), antioxidante e larvicida (COSTAet al.,, 2011),
antiespasmadico, antivirais e atividade analgésica local (BELAet al., 2012).

Babili et al. (2009) demonstraram que o 6leo essencial das folhas de
C. campestris apresentou atividade antimicrobiana mostrando-se eficaz frente a
cepas de bactérias como Staphylococcus aureus, e Enterrococcus hirae, assim
como frente ao fungo Candida albicans, indicando o potencial biolégico desse

6leo.
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Tabela 5:Composi¢do quimica dos OEFCC E OEGCC.

Composicgéao (%)

Ordem Componentes IR?®
OEFCC OEGCC

1 a-pineno 768 0,8 0,3
2 camfeno 781 - 0,3

3 sabineno 971 1,4 -
4 B-pineno 972 - 4,2

5 1-octeu-3-ol 980 0,4 -
6 mirceno 989 0,6 0,4
7 a-felandreno 1001 - 0,6
8 a-terpineno 1014 - 0,3
9 p-cineno 1022 1,9 1,7
10 limoneno 1027 9,7 3,8
11 y-terpineno 1057 5,2 1,1
12 cis-sabineno 1065 - 0,4

13 terpinoleno 1085 0,9 -
14 linalol 1098 2,8 0,4
15 p-menth-2-eu-1-ol 1118 - 0,3
16 L-canfora 1138 - 0,9
17 (-)-borneol 1162 1,3 1,1
18 terpinen-4-ol 1175 1,0 6,3"
19 a-terpineol 1188 11 0,9
20 bornilo-acetato 1281 1,0 1,0
21 2-undecanona 1292 - 1,1
% monoterpenos - 28,1 25,1
22 a-elemeno 1334 11 2,7
23 a-copaeno 1370 0,4 1,5
24 B-elemeno 1387 1,8 2,2
25 a-gurjuneno 1390 - 0,6
25 B-cariofileno 1413 17,0* 8,2
27 bergamoteno (a-trans) 1431 - 0,4

28 a-guaieno 1436 - 0,5



70

29 aromadendreno 1445 2,2 1,4
30 a-humuleno 1452 0,5 0,9
31 germacreno-D 1473 3,7 3,3
32 a-curcumeno 1481 - 0,7
33 biciclogermacreno 1492 16,2* 11,3*
34 germacreno-A 1495 0,9 0,5
35 a-amorfeno 1507 15 1,2
36 y-cadineno 1517 1,4 1,5
37 elemol 1544 0,6 1,0
38 (+)-espatulenol 1570 3,6 14,7*
39 globulol 1576 2,5 0,7
40 viridiflorol 1589 1,2 0,5
41 guaiol 1592 1,3 1,1
42 torreiol 1596 - 1,2
43 cedrol 1605 1,8 -
44 eudesmol 1611 0,5 0,7
45 murola-4,10(14)-dien-1-3-ol 1626 - 6,4
46 epi-a-cadinol 1638 6,6 1,0
47 a-cadinol 1648 2,8 1,3
48 bulnesol 1662 - 2,3
% sesquiterpenos - 67,6 67,8
TOTAL 95,7 92,9

2 - [ndices de retencéo relativa (valores da literatura), “/monoterpenos em maior

concentracéo, * sesquiterpenos em maior concentracao.
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5.2. Atividade antioxidante

5.2.1. DPPH

Os extratos demonstraram capacidade de neutralizar o radical livre
DPPH, (Figura 18), o que nao foi evidenciado para os 6leos essenciais. As
concentragbes para Clspindicaram melhor resultado para o EEFCC com
concentracdo de 7,105 + 3,515ug/mL, préximo ao determinado para o &cido
ascorbico com 2,094 + 4,214 ug/mL. Nao foi possivel calcular a Clspdos 6leos
essenciais (Tabela 5).

A capacidade de neutralizar radicais livres foi anteriormente
demonstrada em fracdes acetato de etila obtidos do extrato aquoso-metanolico
das folhas de Croton zambesicus, processos cromatograficos aplicados
levaram ao isolamento da quercetina-3-O-B-6"(p-coumaroil) glucopiranosideo-
3'-metil eter, helicrisosideo-3'-metil eter, juntamente com campferol-3-O-B-6"(p-
coumaroil) glucopiranosideo, tilirosideo e apigenina-6-C-glucosideo, isovitexina,
todos apresentaram a capacidade de neutralizar o radical DPPH
(ADEROGBAet al., 2011). Apocyni veneti folium também apresenta em sua
composicdo quimica os flavonoides quercetina, rutina e campferol, sendo

considerados possiveis responsaveis pela acao (YANet al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aderogba%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21762034
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Figura 18. Efeitos de diferentes concentracdes dos extratos etandlicos e Oleos
essenciais de C. campestris frente ao radical DPPH. Os resultados séao
expressos como percentagem de inibicdo e acido ascoérbico utilizado como
controle positivo. Dados mostram meédias + DP valores médios de 3 a 4
experimentos independentes realizados em triplicata. EEFCC: Extrato Etandlico
das Folhas de Croton campestris; EEGCC: Extrato Etandlico dos Galhos de
Croton campestris; EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton
campestris; OEFCC: Oleo Essencial das Folhas de Croton campestris;
OEGCC: Oleo Essencial dos Galhos de Croton campestris.
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Tabela 6: Clso (ng/mL) valores obtidos por meio da reacédo dos extratos com o
radical livre DPPH.

Amostras Clso (ug/mL)
Acido ascorbico 2,094 + 4,214
EERCC 26,92 + 4,047
EEFCC 7,105 + 3,515
EEGCC 46,53 £ 10,24
OEFCC ND*
OEGCC ND*

ND: ndo detectado, * ndo foi possivel realizar calculo para determinar a
Clso EEFCC: Extrato Etandlico das Folhas de Croton campestris; EEGCC:
Extrato Etandlico dos Galhos de Croton campestris; EERCC: Extrato Etandlico
das Raizes de Croton campestris

5.2.2. TBARS com fosfolipidio de ovo

A inibicdo do processo de peroxidacéo lipidica utilizando fosfolipidio de
ovo apresentou indicio de reducdo quanto aos niveis basaispara 0s extratos
das folhas e raizes, contudo, esta reducéo nao foi considerada significativa em
nenhum dos casos. A mesmatendéncia ndo foi observada para os O6leos

essenciais e EEGCC.

Houve inibicdo significativacom p>0,01 para o EERCC e p>0,05para o0s
demais materiais na concentracdo de 100ug/mL, quando induzido estresse
oxidativo com auxilio de Fe*" (Figura 19). Os EERCC e EEFCC apresentaram,

ainda, atividade na concentracdo de 40 pg/mL.
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Os oOleos essenciais apresetaram perfil semelhante, ambos reduzindo
significativamente (p>0,05) na concentracdo de 100 pg/mL em estresse
induzido por ferro (Figura 20)

Sabir e Rocha (2008) determinaram a atividade antioxidante de
Phyllanthus niruri (Euforbiaceae), utilizando diversas metodologias, entre elas,
TBARS com fosfolipidio de ovo, nesse estudo foi induzido estresse oxidativo
com ferro e nitroprussiato de sédio separadamente. Nas duas situacdes foram
observadas reducbes significativas da producdo de MDA (p>0,05) na
concentracdo de 100 pug/mL de extratos aquosos e metandlicos, sendo que 0s

melhores resultados foram observados em relacao ao ferro.
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Figural9: Propriedade antioxidante de diferentes extratos de C. campestris: (a)EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton
campestris; (b) EEFCC: Extrato Etandlico das Folhas de Croton campestris; (c) EEGCC: Extrato Etandlico dos Galhos de Croton
campestris. Peroxidacao lipidica (producdo de TBARS) em fosfolipideos de ovo foi determinada quer na auséncia ou na presenca
de Fe?* (10 mM). Os valores sdo expressos como média + SEM de 3 a 4 experimentos independentes efetuadas em triplicata.
*p<0,05 vsFe®" induzido; **p<0,01 vs Fe?" induzido.
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Figura 20: Propriedade antioxidante de diferentes 6leos de C. campestris: (a) OEGCC: Oleo Essencial dos Galhos de Croton
campestris; (b) OEFCC: Oleo Essencial das Folhas de Crton campestris. Peroxidacdo lipidica (producdo de TBARS) em
fosfolipideos de ovo foi determinada quer na auséncia ou na presenca de Fe?* (10 mM). Os valores sdo expressos como média +

SEM de 3 a 4 experimentos independentes efetuadas em triplicata. *p<0,05 vs Fe?" induzido; **p<0,01 vs Fe?" induzido.
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5.2.3. TBARS com tecido

Quando verificada a capacidade antioxidante utilizando o método de
TBARS em tecido, os extratos apresentaram um indicativo de reducdo em
relacdo aos niveis basais, porém nenhum dos materiais nas concentracdes
testadas apresentou valores significativos. Ja na analise em estresse induzido
por ferro, os extratos das folhas e galhos apresentaram reducao significativa
em relacdo ao nivel basal em todas as concentragcbes com p<0,001 nas
maiores concentragdes, e p<0,01 na concentracdo mais baixa. O extrato das
raizes ndo apresentou atividade na menor concentracéo (4 pg/mL), porém nas
demais concentragdes os valores mostraram significancia com p<0,001 (Figura
21).

Existe uma correlacdo entre, espécies reativas ao acido tiobarbiturico
como marcador da peroxidacéo lipidica e agentes que causam danos ao DNA
(CHEN, WU e HUANG, 2005). O aumento na producdo de TBARS na
presenca de ferro sugere que o acumulo desse metal nos tecidos podem
causar danos e estar associado a doencas como, quadro de hepatotoxicidade,
cirrose, cardiopatias, atrofia e distrofia do pancreas e lesGes cerebrais
(WHITTAKER, BERLETT; STADTMAN, 1997). Sabir e Rocha (2008) sugerem
gue o cha de plantas com a capacidade de inibir o estresse oxidativo em meios
com sobrecarga de ferro podem ser Uteis no tratamento de doencas

decorrentes desse desequilibrio.

O OEFCC demonstrou os melhores resultados, em condicbes de
inducdo de estresse oxidativo com ferro no qual houve reducado significativa
com p<0,001 para as concentracdes de 100 e 40 pg/mL e com p<0,01 na
concentracdo de 10 pg/mL. O OEGCC apresentou perfil semelhante com
reducdo significativa da producdo de TBARS em condicbes de estresse
induzido por ferro com p>0,05 nas concentracfes de 100 e 40 pg/mL (Figura
22).

A habilidade de coordenacdo de alguns Oleos essenciais sobre o ion
Fe?* também é considerado um parametro importante nas propriedades

medicinais dos mesmos uma vez que ions metalicos reduzidos aceleram os
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processos peroxidativos sobre o organismo (YAMAUC HI et al., 1988;
GONGCALVES; BATTISTIN, 2009).

Uma analise quimica do 6leo essencial de Mentha piperita revelou a
presenca de alfa-pineno, beta-pineno, sabineno, mirceno, limoneno, 1,8-cineol,
cis-ocimeno, beta-cariofileno, germacreno-D e carvona, entre outros, a eles foi
atribuida a capacidade quelante do ferro apresentada pelo 6leo (GONCALVES
e BATTISTIN, 2009). Esse comportamento apresentado por alguns O6leos
essenciais pode indicar uma das vias de inibicdo da peroxidacao lipidica no
teste realizado, uma vez que néo foi observada neutralizagéo do radical livre
DPPH e também nao foi observada reducdo nas concentracdes avaliadas em
relacdo aos niveis basais, em contraste com os resultados significativos

demonstrados na presenca do ferro.

Morais et al.(2006) demonstraram efetiva atividade antioxidante de 6leos
essenciais das folhas de trés outras espécies de Croton que também ocorrem
na regido nordeste do Brasil e sdo comumente utilizados na terapéutica popular
da regido: C. zenhtneri, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides. Nos ensaios
realizados com essas espécies foi utilizada como método de avaliacdo a
producédo de TBARS com tecido e a concentracdo de 100 pg/mL demonstrou

resultados significativos.

O MDA é um sinalizador biologico, sendo considerado um dos muitos
precursores responsaveis por desencadear quadros de inflamacdo em tecidos
(ZHOU et al, 2006; HILL et al,1998); a capacidade de inibicdo da peroxidacao
lipidica apresentada pode ser um indicativo de que a planta possui atividade
antiinflamatéria justificando o uso popular para esse fim (RIBEIRO-PRATA et
al, 1993). Brito-Junior (2010) demonstrou que o extrato hidroalcodlico das
folhnas de Croton campestris possui atividade gastroprotetora em modelos de
lesdo gastrica aguda induzida por diversos veiculos como etanol absoluto,
etanol acidificado e indometacina, assim como potencializou a atividade

gastroprotetora da capsaicina.
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Figura 21: Propriedade antioxidante de diferentes extratos de C. campestris: (a) EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton
campestris; (b) EEFCC: Extrato Etandlico das Folhas de Croton campestris; (c) EEGCC: Extrato Etandlico dos Galhos de Croton
campestris. Peroxidagéo lipidica (producédo de TBARS) em homogeneizados de figadode rato foi determinada na auséncia ou na
presenca de Fe?* (10 mM). Os valores s&o expressos como média + SEM de 3 a 4 experimentos independentes realizadas em
triplicata. *p<0,05 vs Fe?* induzido TBARS; **p<0,01 vs Fe?" induzido TBARS, *p<0,05 vs basal.
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Figura 22: Propriedade antioxidante de diferentes 6leos de C. campestris: (a) OEGCC: Oleo Essencial dos Galhos de Croton
campestris; (b) OEFCC: Oleo Essencial das Folhas de Crton campestris. Peroxidacdo lipidica (producdo de TBARS) em
homogeneizados de figado de rato foi determinada na auséncia ou na presenca de Fe? (10 mM). Os valores S80 expressos como
média + SEM de 3 a 4 experimentos independentes realizadas em triplicata. ***p<0,001vs Fe?" induzido TBARS; **p<0,01 vs Fe?*
induzido TBARS, *p<0,05 vs basal.
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5.2.4. Diclorofluoresceina

O extrato das folhas apresentou resultados significativos na inibicdo do
estresse oxidativo mitocondrial induzido por peroxido de hidrogénio, nas
concentragcbes de 200 a 25 pg/mL com p<0,001, e com p<0,05 na
concentragcdo mais baixa de 12,5 pg/mL (Figura 23). Entre os extratos os
melhores resultados foram demonstrados para o extrato dos galhos, com
reducdo significativa quando comparado ao controle com p<0,001 e reducgéo
com p<0,05 em relacéo a producédo basal mesmo nas condi¢cdes de estresse
(Figura 24).

Apesar de possuir a maior concentracdo de fenois totais, o extrato
etandlicodas raizes apresentou comportamento diferente dos demais materiais
nesse ensaio, ainda que os resultados sejam significativos,demonstrando
atividade com p<0,001 para as concentracdes de 200 e 100 pg/mL, e p<0,01
para a concentracdo de 50 pg/mL. A concentracdao mais baixa de 25 pg/mL nao
apresentou significancia.O OEGCC também apresentou capacidade de inibir o
estresse induzido por H,O, na concentracdo de 100 pg/mL com p>0,05,
apresentando comportamento dose-dependente assim como 0S extratos, no

entanto as demais concentracdes ndo apresentaram resultados significativos.

Essa analise reforca que os extratos etandlicos e 0leos essenciais de
C.campestris exercem atividade antioxidante agindo mesmo a nivel

mitocondrial e indica que essa espécie apresenta real potencial terapéutico.
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Figura 23: A Propriedade antioxidante de diferentes extratos de C. campestris: (a) EERCC: Extrato Etandlico das Raizes de Croton
campestris; (b) EEFCC: Extrato Etandlico das folhas de Croton campestris.Oxidacdo da DCFDA (diclorofluoresceina diacetilada)
em mitocondrias do figado de ratos. Os valores de 3 a 4 experimentos independentes. ***p<0,001vsH,O,oxidacdo
induzida,**p<0,01 vs H,0O,0xidagéo induzida, *p<0,05 vs H,0O.0xidacdo, #p<0,05 vs oxidacéo basal.
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Figura 24: A Propriedade antioxidante dos diferentes extratos de C. campestris: (a) EEGCC:Extrato Etandlico dos Galhos de
Croton campestris; (b) OEGCC: Oleo Essencial dos Galhos de Croton campestris. Oxidacdo da DCFDA (diclorofluoresceina
diacetilada) em mitocéndrias do figado de ratos. Os valores de 3 a 4 experimentos independentes. ***p<0,001 vs H,0,oxidacdo
induzida, **p<0,01 vs H,0O,0xidac¢ao induzida, *p<0,05 vs H,0.0xidacéo, #p<0,05 vs oxidacéo basal.
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CONCLUSOES

O estudo quimico de C. campestris permitiu a obtencdo de O6leos
essenciais tanto das folhas quanto dos galhos com caracteristicas

distintas, como cor e aroma.

A elucidacdo da composicdo quimica demonstrou que os Oleos
apresentam composi¢cdo diversa com componentes comuns aos dois

6leos.

Ambos o0s Oleos apresentaram constituicdo formada apenas por
monoterpenos e sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram 3-

cariofileno, biciclogermacreno e espatulenol.

A prospeccao fitoquimicados extratos revelou a presenca de algumas
classes de metabdlitos secundarios como flavondides, taninos e

alcaloides.

A quantificacdo de fendis demonstrou queas quantidadesde fendis

divergiram significativamente entre o extrato das raizes e os demais.

A anadlise por CLAE dos extratos revelou a presenca de flavonodides
(quercetina, rutina e campferol) e de compostos fendlicos (acido galico,

clorogénico e cafeico) com concentracdes estatisticamente diferentes.

Os extratos obtidos demonstraram a capacidade de neutralizar o radical
livre DPPH, com melhor Clsp para o extrato etandlico das folhas, sendo

essa atividade ndo evidenciada para os 0leos essenciais.

Utilizando fosfolipideo de ovo, nenhum dos materiais testados
apresentou reducdo significativa em niveis basais. Porém, no ensaio de
estresse induzido, todos apresentaram reducdo significativa na maior

concentracgao.
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Utilizando tecido, nenhum dos materiais testados apresentou reducao
significativa em niveis basais, mas em estresse induzido, os extratos
apresentaram resultados significativos mesmo nas menores

concentragodes.

O OEFCC se mostrou mais eficiente que o OEGCC no teste de TBARS
com tecido, em estado de estresse induzido, apresentando resultados

mais significativos em concentragdes menores.

Todos os materiais apresentaram capacidade de impedir o estresse
oxidativo mitocondrial induzido por perdoxido de hidrogénio, sendo o
melhor resultado para o extrato etandlico dos galhos, o qual foi capaz de
reduzir a concentracdo do peréxido para niveis significativamente

menores que o nivel basal.
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7. PERSPECTIVAS

e Estudos posteriores podem indicar o mecanismo de agéo pelo qual os
extratos e Oleos essenciais de C. campestris exercem atividade
antioxidante indicada neste trabalho.

e Todos os foram realizadosin vitro sendo necessario verificar se os

resultados seriam reprodutiveis em testes in vivo.

e E possivel correlacionar o estresse oxidativo com diversas doencas
como cancer,Alzhaimer e Parkinson sendo um passo importante a
verificagdo se materiais obtidos de C. campestris se mostram eficientes
no tratamento destas doengas.

e O potencial apresentado porC. campestrispode, com o aprofundamento
dos estudos e elucidacdo dos principios ativos, gerar um novo

fitofarmaco.
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