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RESUMO

O género Croton, um dos maiores da familia Euphorbiaceae, possui espécies aromaéticas
produtoras de 6leos essenciais que sdo caracterizadas por apresentarem atividades bioldgicas:
anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, entre outras. O objetivo deste
trabalho foi investigar a composi¢do quimica e a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais
das folhas de Croton urticifolius (OCU) e Croton adamantinus (OCA) coletadas no municipio
de Areia — PB. Os 0Gleos essenciais das folhas frescas das espécies de Croton foram extraidos
por hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger e analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para identificar a composi¢do quimica. A
anélise por CG/EM permitiu a identificacdo de 22 compostos (95,0%), com a sua maioria
sendo sesquiterpenoides. Os principais compostos para o 6leo de C. urticifolius foram a-
pineno (21,70%), biciclogermacreno (21,46%) e (E)-cariofileno (17,34%), e para o 6leo de C.
adamantinus foram o biciclogermacreno (36,47%), y-amorfeno (22,91%) e (E)-cariofileno
(9,22%). A atividade antibacteriana dos 6leos foi testada frente as cepas Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739), pelo método de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) em placas de 96 pogos (microdiluicdo). O OCU apresentou atividade
fraca frente a E. coli, com CIM de 512 pg.mL™. Enquanto o OCA ndo apresentou atividade
frente a nenhuma cepa testada. O efeito modulador dos 6leos foi avaliado frente a cepa de S.
aureus multidroga resistente (UFPEDA 802) e os resultados obtidos demonstram que a
associacao para 0 OCU e para o OCA com o antibi6tico Ciprofloxacino sdo positivas, pois
leva & potencializacdo do efeito antibi6tico. E necessario obter dados mais concretos para o
uso seguro dessas combinacdes, atentando-se para a existéncia de algum tipo de reacdo de
toxicidade existente relacionada ao fitoterapico e entender os mecanismos de resisténcia

adquiridos pelo microrganismo.

Palavras-Chave: Marmeleiro. Velame. Hidrodestilagdo. CG/EM. Efeito Modulador.



ABSTRACT

The genus Croton, one of the largest in the Euphorbiaceae family, has aromatic species that
produce essential oils that are characterized by their biological activities: anti-inflammatory,
antioxidant, antimicrobial, cytotoxic, among others. The objective of this work was to
investigate the chemical composition and antibacterial activity of the essential oils of the
leaves from Croton urticifolius (OCU) and Croton adamantinus (OCA) collected in the
municipality from Areia - PB. The essential oils from the fresh leaves of the Croton species
were extracted by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus and analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS) to identify the chemical
composition. The analysis by GC/MS allowed the identification of 22 compounds (95.0%),
with the majority being sesquiterpenoids. The main compounds for C. urticifolius oil were a-
pinene (21.70%), bicyclogermacrene (21.46%) and (E) -cariophylene (17.34%), and from C.
adamantinus oil were bicyclogermacrene (36.47%), y-amorphene (22.91%) and (E) -
cariophylene (9.22%). The antibacterial activity of the oils was tested against the strains
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and Escherichia coli (ATCC 8739), using the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) method in 96-well plates (microdilution). OCU showed weak
activity against E. coli, with MIC of 512 pg.mL™. While the OCA showed no activity against
any tested strain. The modulating effect of the oils was evaluated against the resistant S.
aureus multidroga strain (UFPEDA 802) and the results obtained demonstrate that the
association for OCU and OCA with the antibiotic Ciprofloxacino is positive, since it leads to
the potentiation of the antibiotic effect. It is necessary to obtain more concrete data for the
safe use of these combinations, paying attention to the existence of some type of existing
toxicity reaction related to the herbal medicine and to understand the resistance mechanisms

acquired by the microorganism.

Keywords: Marmeleiro. Velame. Hydrodistillation. CG/MS. Modulating effect.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Croton urticifolius em seu habitat natural..............cc.cooiiiiiiininiiceen,
Figura 2 — Croton adamantinus em seu habitat natural...............ccccooeiiiiiiiiie,

Figura 3 — Esquema da biossintese de terpenoides...........cccvevveveiieieeresieese e

Figura 4 - Exemplos de compostos monoterpenos e sesquiterpenos de ocorréncia

BN BlEOS VOIALEIS. ..ottt e e e e e e et e e e e e e eaaaa

Figura 5 - Destaque da localizag&o de coleta dos individuos de C. urticifolius e

de C. adamantinus no municipio de Areias-PB.........c.ccccccviieieiie i

Figura 6 - Esquema de PIPetagem........cceiieiieieiee e

Figura 7 - Estrutura dos constituintes identificados nos 6leos essenciais de OCA

19

20

23

24

35
39

44

45

46



LISTA DE GRAFICO

Grafico 1 — Modulacéo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo éleo

essencial das folhas de Croton urticifolius OCU com Ciprofloxacino..................

Gréfico 2 — Modulacao da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo
essencial das folhas de Croton urticifolius OCU com Cefoxitina.......................
Grafico 3 — Modulacéo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo éleo
essencial das folhas de Croton urticifolius OCU com Eritromicina....................

Gréfico 4 — Modulacao da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo

essencial das folhas de Croton adamantinus OCA com Ciprofloxacino...............

Graéfico 5 — Modulacéo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo éleo
essencial das folhas de Croton adamantinus OCA com Cefoxitina.....................

Gréfico 6 — Modulacao da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo

essencial das folhas de Croton adamantinus OCA com Eritromicina..................

49

50

50

o1

52

52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Estudo de 6leos essenciais de Crotons com atividades Antibacterianas
LTI 1= 0o T USSR
Tabela 2 - Massa das folhas e volumes de &gua utilizados nas extracdes..............
Tabela 3- Composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas de Croton
urticifolius (OCU) e de Croton adamantinus (OCA).......cccccvevveveiieeneeiiesieene
Tabela 4 — Classificacdo da atividade antibacteriana de acordo com os valores
ODLIAOS B (CHIM)...ciiiiiiiee et
Tabela 5- Investigacao da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais das folhas
de Croton urticifolius (OCU), e de Croton adamantinus (OCA)...........cccceeveee.

Tabela 6- Perfil de resisténcia a antibidticos da cepa utilizada..................cccoeeeneen

26
36

42

47

47
49



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CG/EM Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectro de Massas

CIM Concentracdo Inibitoria Minima

CNPg  Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
NIST Nacional Institute of Standarts and Technology

OCA Oleo essencial das folhas de Croton adamantinus

OCU Oleo essencial das inflorescéncias de Croton urticifolius

OE Oleo Essencial

OMS Organizacdo Mundial da Saude

DMSO  Dimetilsulfoxido



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt sttt n sttt 14
2 OBUIETIVOS ... bbb b e bbbt et bbb anes 16
2.1, ODJEUIVO GEIAI ...t 16
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS ...uviiviiiieieiieie ettt ns 16
3REVISAO LITERARIA ..ottt 17
3.1 Familia EUPNOIDIACEAE .......cveuiiiiiiieieseee e 17
K @ o =T =T o T O 0] (] [P S 18
3.2.1 Croton UITICITOIIUS .....ooviiiiiiiiieicee bbb 19
A O (0] (0] 0 I 1o - Uy - U 11T 11 1SS 20
3.3 O180S ESSEINCIAIS ......voveovicvereiceessieseesesisss s teses s essss st es st s st s et esee s sensssenaassnsnensens 21
3.3.1 Terpenoides: principais compostos de 0le0s SSENCIAIS .........ccovvevverieiieeriecie e 22
3.4 Compostos Majoritarios e Atividade Antibacteriana dos Oleos Essenciais das
ESPECIES A0 GENEIO CrOLON .....ocuveiieiecie sttt et te e aesra e steenesreesreenee s 25
3.5 Atividade ANtIDACTEITANA.........ccueiiiiiie e s 32
3.5.1 StapPNYIOCOCCUS BUIBUS .......couiiieiiiiiiesteete bbb 33
3.5.2 ESCNEIICNIA COII ...ttt 33
A METODOLOGIA ...ttt sttt ettt st be b e neanes 34
4.1 Levantamento BiDHOGIAfiCO .........coovoiiiiiiiiie e 35
4.2 Material BOTANICO ........oouiiiiiieicieiee ettt st enes 35
4.3 Extracéo do Oleo Essencial por Hidrodestilagao..............cvvveeveeieeeeeeeeseseeeseneeen 36
4.4 Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas............... 36
4.5 Atividade Antimicrobiana de Ole0S ESSENCIAIS ..........cceveervrereerreriressesrssinessessenennen, 37
4.5.1 Cepas BACIEIIANAS ........c.coeiiieiiiitie ettt et be et e saeesneenee e 37
A.5.2 DIOQABS ..ottt etttk b bbb bbbt R bt 37
4.5.3 MEIOS U8 CUIUIA ....oviiiiiiiiceeee ettt ens 37
4.5.4 PreparaCao do INOCUIO ..........coviiiiiie et 38
4.5.5 DiluicA0 dos Ole0S ESSENCIAIS..........ccovevrereeeieeeeeeeeeseeeesesiesse s seses s senassessenansens 38
4.5.6 Preparacao dos EPPendOrtrS..... ..o 38
4.5.7 Determinacao da CHM ..o et 38
4.5.8 PIpetagem da PIACA ........ccocviiiiiiieiee s 38
4.5.9 Investigacao do efeito MOdUIAMON ..........ooiiiiiiie e 39
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coiiiieeirereieeeieeiesstesessesssssesssssesessensssesssnas s, 41
5.1 1dentificag@o d0S CONSTITUINTES ........cviiiiieiirieierieseeee e 41
5.2 Determinacao da Concentracdo Inibitdria Minima ...........ccocoevviviiiiiinieneis e 47

5.3 Efeito Modulador da ResiStencia BaCteriana..........ueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48



6 CONCLUSAO . ......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeer e,
REFERENCIAS ..o
APENDICE A - ESPECTROS DE MASSAS



14

1 INTRODUCAO

O uso de plantas para fins curativos é uma das praticas mais antigas da humanidade e
vem se acumulando durante séculos, sendo baseado no conhecimento empirico que representa
muitas vezes o0 Unico recurso terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos (BASTO,
2013). Esse interesse vem de suas propriedades de tratamento, ou até mesmo de cura de
enfermidades, a utilizagdo dessas plantas medicinais vem sendo estudadas devido aos seus
constituintes quimicos presentes (LOKKO, 2018).

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), cerca de 80% da populacdo
mundial utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no tratamento de doencas (KHAN e
AHMAD, 2019). Isso se d& devido ao baixo custo e a acessibilidade das plantas com
propriedades medicinais, aumentando a procura e 0 interesse nos Ultimos tempos,
principalmente nos paises em desenvolvimento (SUNTAR, 2019). Neste contexto, as plantas
sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, que se pode utilizar no

potencial para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou fitoterapicos (YEUNG et al. 2018).

Embora, com toda importancia conferida as plantas, o seu potencial terapéutico é
ainda muito pouco explorado. Segundo estimativas, 0 nimero de espécies vegetais superiores
pode chegar a 500.000, sendo que destas, apenas 17% foram investigadas quanto ao seu
potencial medicinal (MAMEDOV, 2012). Com isso, pesquisas com plantas medicinais tem
sido e continuam a ser considerada uma opc¢do importante na busca de novas drogas
(HEINRICH e ANAGNOSTOQOU, 2017; REDDY, 2017).

A regido Nordeste do Brasil abriga em sua area cerca de 80% de regido semiarida e
uma grande biodiversidade, com um habitat especifico para plantas medicinais e aromaticas
que ndo sdo encontradas em outras regides do globo (MATHE et al. 2018). Plantas da familia
Euphorbiaceae fazem parte do elenco de plantas do sistema de medicina tradicional do
semiarido (ALVES et al. 2017). O género Croton, o segundo maior da familia Euphorbiaceae,
apresenta ampla distribuicdo no Nordeste brasileiro e suas espécies sdo utilizadas na medicina

popular para os mais variados fins (CAMARA et al. 2017).

Apesar da ampla ocorréncia de estudos envolvendo a identificagdo dos constituintes
guimicos e atividades bioldgicas de 6leos essenciais das espécies de Croton, as propriedades

antimicrobianas dos 6leos essenciais de Croton urticifolius LAM. e de Croton adamantinus
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MULL. ARG. ainda permanecem inexploradas. Para o C. urticifolius, a literatura ndo
apresenta registro de estudos quimicos para essa espécie. Ja o C. adamantinus se encontra na
literatura com identificacdo de seus constituintes presentes nos 0leos essenciais das folhas, e
apresentando atividade antibacteriana, em que relata que vem sendo utilizado pela populacao
com o uso medicinal: contra impoténcia sexual, cicatrizacdo, no tratamento de inflamacdes,

feridas na pele, problemas gastrointestinais e hepaticos (XIMENES et al. 2013).

O perfil quimico do género Croton é diversificado em relacdo aos seus metabdlitos
secundarios e possui significante leque de atividades bioldgicas e uso popular, tornando-se
fonte de estudos prospectivos sobre compostos naturais biologicamente ativos (NANDI et al.
2019). Varias espécies de Croton sdo produtoras de 6leos essenciais (OESs), ricos em
terpenoides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides, conhecidos por
apresentarem atividades bioldgicas, tais como antinociceptiva, miorrelaxante, larvicida,
gastroprotetora, anti-inflamatdrio, antioxidante, antimicrobiana, citotéxico, entre outras
(ANGELICO et al. 2011; DEVAPPA, 2015).

Estudos recentes mostraram que 0s 6leos essenciais ricos em biciclogermacreno, (E)-
cariofileno e a-pineno, para as espécies de Croton ceanothifolius Baill. (ARAUJO et al.
2020), C. campestris A. St. Hil. (ALMEIDA et al. 2013), C. hirtus L'Hér. (DAOUDA et al.
2014), C. limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (LEITE et al. 2019), C. urucurana
Baill. (SIMIONATTO et al. 2007), C. tetradeniuss Baill. (ALMEIDA-PEREIRA et al. 2019),
C. heliotropifolius Kunth e C. argyrophyllus Kunth (BRITO et al. 2018), possuindo estudos

de atividade antibacteriana.

Nos Ultimos anos, entre as atividades farmacoldgicas estudadas, a antimicrobiana tem
se destacado, devido ao agravamento da resisténcia aos antimicrobianos em populagdes
bacterianas (AMINOV, 2017). Devido ao aumento progressivo da resisténcia, a busca de
novos agentes antibacterianos derivados de metabdlitos secundarios poderia ser uma
alternativa, por terem uma diversidade molecular maior que os derivados de produtos
sintéticos (SHIN et al. 2018). E importante ressaltar, que nos Gltimos anos, muitas plantas tém
sido avaliadas ndo somente pela atividade antibacteriana, mas também como agente
modulador de resisténcia antibiotica, inclusive espécies do Croton (ROCHA, 2020;
VIMBELA et al. 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de Croton urticifolius

e de Croton adamantinus, bem como avaliar o potencial antibacteriano.

2.2. Objetivos Especificos

e Extrair os 6leos essenciais de C. urticifolius e C. adamantinus;

e Fazer analises dos Oleos essenciais por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM);

e Testar a atividade antibacteriana dos oOleos essenciais de C. urticifolius e C.
adamantinus, frente as cepas de Escherichia coli (ATCC 8739) e de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538);

e Avaliar a capacidade dos 0leos essenciais de C. urticifolius e C. adamantinus de
modificar a resisténcia antibacteriana de Staphylococcus aureus (UFPEDA 802)

resistente a multiplas drogas.
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3 REVISAO LITERARIA

3.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é uma das maiores e mais variadas familias de
dicotiledbneas, possuindo em cerca de 317 géneros e 8.000 espécies distribuidas,
principalmente, nos tropicos e subtropicos de ambos os hemisférios (RAMALHO et al. 2018).
E conhecida como uma importante fonte de medicamentos e toxinas por apresentar
metabolitos secundarios importantes em atividades anti-inflamatéria, antialérgica,
anticarcinogénica e cicatrizante entre outras (SIMOES, 2017; YANG et al. 2019).

No Brasil, ocorrem 66 géneros e 973 espécies, de héabitos e habitats diferentes,
difundidas em todos os tipos de vegetacdo, como ervas, subarbustos, arvores, trepadeiras,
entre outras (DO BRASIL et al. 2020). A regido Nordeste comporta cerca de 200 espécies e
45 géneros, destacando-se 0 bioma Caatinga com 17 espécies endémicas (DO BRASIL et al.
2020; OLIVEIRA 2013; JUNIOR et al. 2018).

As espécies da familia Euphorbiaceae sdo conhecidas pelo potencial econdmico e
medicinal, com sua acdo antiulcerogénica, anti-inflamatéria, antiproliferativos,
multirresistentes a drogas, antimicrobianos, vasoativos, imunomoduladores, antiinflamatorios,
neuroprotetores e pré-inflamatorios (JUNIOR et al. 2018; WANG et al. 2018). Isso se da pela
grande variabilidade morfoldgica, por estarem entre uma das maiores e mais importantes
familias boténicas, complexas e diversas do grupo das Angiospermas (SECCO et al. 2018).

Euphorbiaceae se associa a uma grande capacidade adaptativa, suas espécies estdo
presentes em todos os tipos de habitats e dessa forma sendo expostas em diferentes fatores
estressantes como salinidade, temperatura, estresse hidrico e entre outros (LOMBARDIN et
al. 2019). Na literatura etnofarmacolégica, essa familia se encontra dividida em quatro
subfamilias (Cheilosoideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae), compreendendo
29 tribos (ZARDINI et al. 2019). Em que se destaca a Phyllanthus niruri L. (quebra-quebra),
Jatropha gossyplifolia L. (pinhdo-roxo), Ricinus communis L. (mamona), entre as tribos, o
grupo de maior destaque em toda regido Neotropical é Crotoneae, na qual estd o género
Croton L. (MATOS, 2011).
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3.2 O género Croton

Croton L. é considerado um dos maiores da familia Euphorbiaceae, compreende cerca
de 1.300 espécies, as quais, em sua maioria, se caracterizam pela presenca de latex em seus
caules, sendo popularmente conhecido como “velames” ¢ “marmeleiros” (TINTINO, et al.
2018; FEIO, MEIRA, MAS, RIINA, 2018). Seus componentes variam de ervas a trepadeiras e
arvores de grande porte, vérias especies desempenham papel importante nos usos tradicionais
de plantas medicinais na Africa, Asia e América do Sul (SILVA, 2016).

E o quarto maior género de angiospermas em ndmero de espécies no Brasil (SOUZA
et al. 2017). Destaca-se entre 0s paises da América do Sul por possuir mais de 300 espécies
de Croton difundidas em diferentes tipos de vegetacdo (OLIVEIRA et al. 2020). Grande parte
das espécies de Croton no Brasil sdo encontradas na regido Nordeste pela sua geogréfica e
consideravel diversidade morfologica (ALMIEDA et al. 2018; ARAUJO et al. 2017).

As espécies desse género se denominam em habitats principalmente com condicdes
extremas, como no bioma caatinga, que é o principal ecossistema do nordeste brasileiro
(RAMALHO et al. 2018). Que se caracteriza por uma seca e espinhosa vegetacdo (LIMA,
2008).

Os efeitos farmacologicos relatados para espéecies de Croton foram atribuidos a
diferentes tipos de compostos, principalmente a alcaloides e terpenoides (monoterpenos e
sesquiterpenos), flavonoides e outros compostos fendlicos (DIAZ et al. 2019).

Esses constituintes quimicos do género Croton ja sdo relatados por atribuirem a
maioria de suas atividades terapéuticas, tais como: infec¢bes fangicas, bacterianas, doencas
gastrointestinais, hipertensdo, febre, malaria, inflamacdo, diabetes, dor, doencas do trato
respiratério (ALVES et al. 2016; BRITO et al. 2018; RAMOS et al. 2013).

Entre as espécies de Croton se destacam em uso medicinal o C. zehntneri Pax et
Hoffm, (DONATI et al. 2015), C. rhamnifolioides Pax et Hoffm (CAMARA et al. 2017), C.
heliotropiifolius Kunth (ROCHA, 2016), e C. campestres St. Hill (BRITO et al. 2018). Todas
com atividades antibacterianas, antioxidantes e citotoxicas. Além dessas, existem outras
espécies que ainda possuem poucos ou nenhuns estudos encontrados na literatura, tais como

as espécies Croton urticifolius e Croton adamantinus.
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3.2.1 Croton urticifolius

O Croton urticifolius LAM. (Figura 1), € conhecido como “marmeleiro branco” ou
“velame”, a sua forma de vida é encontrada como subarbusto e arbusto, a sua ocorréncia
confirmada no Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro) e no
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe),
sendo o seu dominio fitogeografico a Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (CORDEIRO et al.
2015).

Figura 1 — Croton urticifolius em seu habitat natural

Fonte: Dados do autor (2020).

Tem como sindnimo heterotipico Berhamia multispicata Vell., Berhamia urticifolia
Lam., Calypteriopetalon brasiliensis, Oxydectes bahiensis Mull.Arg. e homotipico Oxydectes
urticifolia Lam. ndo sendo endémica do Brasil (CARNEIRO-TORRES, 2009).
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3.2.2 Croton adamantinus

O Croton adamantinus Mull. Arg. (Figura 2), € uma espécie endémica da Caatinga,
ocorrendo principalmente na regido do semiarido dos estados da Bahia, Ceard, Piaui, Rio
Grande do Norte, norte de Minas Gerais, Pernambuco e Paraiba (SANTOS, 2015). Esta
espécie € conhecida popularmente como carrasco, canela de urubu, velame bravo e
marmeleiro (SILVA, 2016).

E utilizado contra impoténcia sexual, cicatrizacdo, no tratamento de inflamacdes e
feridas na pele, problemas gastrointestinais e hepaticos. Na literatura, ha relato de que o dleo
essencial das folhas dessa espécie apresenta atividade antinociceptiva, cicatrizante e
antimicrobiana (XIMENES, et al. 2013; SILVA, 2016).

Figura 2 — Croton adamantinus em seu habitat natural

Fonte: Dados do autor (2020).

Tem como sinbnimo heterotipico Oxydectes adamantina Mull. Arg. Kuntze, sua forma
de vida é encontrada como arbusto e subarbusto, sendo endémica do Brasil (CARNEIRO-
TORRES, 2009).
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3.3 Oleos Essenciais

Os 0leos essencias, também denominados de Oleos volateis ou Oleos etéreos, tém
aspectos de oleosidade em temperatura ambiente vindo dai a denominagdo Oleo, sdo
insolUveis em agua, e solGveis em solventes organicos (NAZIZ, 2017). Sdo vistos
guimicamente como misturas complexas de compostos que sédo produzidos no metabolismo
secundario das plantas (SANTOS, 2019).

Séo estocados nas flores, inflorescéncias, sementes, folhas, gravetos, cascas, frutos e
raizes, podendo variar na sua composi¢do de acordo com a localizagdo em uma mesma
espécie (DIAZ et al. 2018; ABD-EL-KHAIR, 2020). Sendo de grande importancia para o
beneficio e equilibrio homeostatico do vegetal, que conseguem desenvolver mecanismos de
defesa para sua sobrevivéncia, e alguns também atuando de maneira oposta, como atrativos de
insetos, passaros e morcegos que fazem a polinizacdo de muitas plantas (VARGAS-
HERNANDEZ et al. 2017; BARTH et al. 2018).

Os componentes dos 0leos essencias consistem em misturas complexas com centenas
de substancias quimicas constituintes com baixas massas moleculares (LEE e DING, 2016).
Encontra-se em estruturas especializadas, como pelos glandulares e bolsas secretoras,
principalmente de gotas entre as células das plantas, onde agem como horménios reguladores
e catalisadores (BHAGAVAN, 2011).

Sdo dotados de aroma quase sempre agradavel, incolores quando recentemente
extraidos ou ligeiramente amarelados de aparéncia oleosa, tem como caracteristica principal a
volatilidade, que os difere dos dleos fixos que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas
geralmente de sementes (ROSA et al. 2018; SIMOES et al. 2017).

Os fatores ambientais podem causar alteracdes nas plantas ao longo do dia, ao més ou
a estacdo do ano, em que essas variacdes podem incluir nas medidas dos aromas de todas as
espécies se tornando mais acentuadas ou ndo (ARCHIBOLD 2012). O que sugere que a
concentracdo de Oleo essencial provavelmente € influenciada pelo tempo diario e
sazonalidade, portanto, demonstrando que pode ser um fator importante para a producéo de
6leos essenciais (DEPRA e GAGLIANONE, 2018). Os fatores ambitais tais como solo,
clima, presséo atmosférica, altitude, sazonalidade, estresse hidrico, entre outros, também pode
causar alteracdes na composicdo quimica dos Oleos essenciais (PEREIRA, 2013; ALKAN,
2020).

Os Oleos essenciais tém sido utilizados medicinalmente na historia, devido suas

atividades biologicas, como atividade antibacteriana, antifungicida, antioxidante,
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antitumorais, e entre outras (SALEM et al. 2017; SHARIFI-RAD et al. 2017). Sendo assim,
pesquisas com O6leos essenciais de plantas tem sido e continua a ser considerada uma
alternativa importante na busca de novas drogas com propriedades terapéuticas (SHARIFI-
RAD et al. 2017).

Os processos de extracdo do OE sdo definidos pela Organizacdo Internacional de
Padroes (ISO) como sendo os produtos obtidos de partes de plantas por meio: CO,
supercritico, prensagem, destilacdo por arraste a vapor, extracdo com solventes e
hidrodestilacdo (ZENG et al. 2016).

Os 6leos esssenciais tem a sua constituicdo desde compostos muito volateis (menos de
100 unidades de massa atdbmica) até compostos semi-volateis (300 unidades de massa
atdbmica), podem ser identificados por aparelhos com avancos na técnica de separacdo e
melhorias na deteccdo (MIRZAE; LEONARDI; NERI, 2020). Sendo a técnica de
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) a mais comumente
utilizada na analise da composi¢do quimica de 6leos esssenciais (KHAN et al. 2020).

3.3.1 Terpenoides: principais compostos de 6leos essenciais

Os terpenoides, também conhecidos como terpenos ou isoprenoides, sdo uma das
principais classes quimicas que constituem os 6leos essenciais, seguido por fenilpropanoides
(SIMOES et al. 2017; XIAO, ZHANG, WANG, 2019). Os compostos terpénicos mais
frequentes em Gleos essencias sd0 0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos, especialmente em
6leos essenciais de espécies de Croton.

Esses terpenos sdo compostos que representam importantes interacdes das plantas com
0 meio ambiente, tais como: defesa de muitas espécies, estdo implicados na atracdo de
polinizadores e predadores de herbivoros, na protecdo contra o estresse foto oxidativo, na
mediagdo da termotolerdncia e na defesa direta contra patogenos (BANERJEE e
HAMBERGER, 2018).

As unidades basicas da estrutura quimica dos terpenoides sdo formadas por meio de
duas rotas metabélicas distintas — via do Acido Mevaldnico (MEV) 1, proveniente da uni&o
de unidades de acetil coenzima A (ou acetil-CoA), e via do Metileritritol Fosfato (MEF) 2 —
originam os diferentes terpenos representados na Figura 3. Normalmente, se encontram
ligadas entre si pela ordem da reagdo “regra do isopreno”, onde a ligag@o se encontra da forma

“cabega-a-cauda”, pelos blocos de construcdo sequencial de uma unidade de cinco atomos de
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carbono, representadas pelo isopentenil-pirofosfato (IPP) 3, e outra de seu isomero (IDI)

dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) 4 (VOGL et al. 2018).

Figura 3 — Esquema da biossintese de terpenoides.

CITOPLASMA CLOROPLASTOS
c HO HO 0 OH D
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(MEV) (MEF)

\ /
//fb\/ﬂpp P A/\/jpp

3) )
Isopentenil Pirofosfato Dimetilalil Pirofosfato
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W
Cl0(ee) —>  Monoterpenoides (C10)
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Cl5(eee) ——=  Sesquiterpenoides (C15)

C20(ewee) —>  Diterpenoides (C20)

C25(eenee) ——>  Sesterpenoides (C25)

C30 (essese) >  Triterpenoides (C30)

C40 (esesssse) >  Tetraterpenoides (C40)

e — NUmero de unidades isoprénicas
Fonte: adaptada de SIMOES et al. 2017; SANTOS et al. 2018; FELIPE et al. 2017.
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Nos dois precussores MEV e MEF, levam & biossintese das duas unidades isoprénicas
IPP e DMAPP. O equilibrio de IPP e DMAPP sédo controlados pela IPP Delta-isomerase
(IDI), que converte reversivelmente IPP em DMAPP (FELIPE et al. 2017; SIMOES et al.
2017).

Para a formacdo dos terpenos é gerada uma condensagdo cabega-a-cauda de IPP e
DMAPP que produz difosfato de geranil (GPP), o precursor monoterpenoide, com uma
estrutura de dez atomos de carbono (Cyp). Em seguida, a adicdo sucessiva de IPP resulta no
precursor de sesquiterpenoide, resultando em um total de 15 atomos de carbono (Cis)
(SIMOES et al. 2017; SANTOS et al. 2018).

Considerando todo o0 grupo de terpenoides, esses dois tipos (mono- e
sesquiterpenoides), sdo as que mais se destacam nos 6leos essenciais, devido a menor massa
molecular, assim, apresentando volatilidade acentuada compreendendo em cerca de 90% em
sua composicdo, e em cada possuindo diferentes subgrupos, representados na figura 4
(SIMOES et al. 2017).

Figura 4 - Exemplos de compostos monoterpenos e sesquiterpenos de ocorréncia em 6leos

volateis.
Aciclicos Monaciclicos Biciclicos
] X
Monoterpenoides
NS ¢}
o
5 6 7
Z _
Sesquiterpenoides %
X
8 9 10

Fonte: adaptada de SIMOES et al. 2017; FELIPE et al. 2017.
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Monoterpenos em sua maioria sao divididos em trés subgrupos: aciclicos (Ex.: Citral
5), monociclicos (Ex.: Limoneno 6), e biciclicos (Ex.:1,8 Cineol 7). As variagdes estruturais
dos sesquiterpenos sd@o da mesma natureza que as precedentes, podendo ser aciclicos (EX.:
Farneceno 8), monociclicos (Ex.: y- Elemeno 9), e biciclicos (Ex.: Valenceno 10) (SIMOES et
al. 2017).

3.4 Compostos Majoritarios e Atividade Antibacteriana dos Oleos Essenciais das

Espécies do Género Croton

Estudos quimicos e bioldgicos tém sido realizados em espécies do género Croton,
dentre as atividades bioldgicas observadas, podem-se citar as atividades: antimicrobiana,
antiparasitaria, antioxidante, atividade citotdxica, anticoagulante, antitlcera, antidiarréia, anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antipirética (SALATINO et al. 2007).

Na tabela 1 estdo sumarizadas as atividades antibacterianas de Oleos essenciais de
diferentes partes de espécies do género Croton e seus constituintes majoritarios. Como pode
ser observado sdo reportados na literatura trinta e oito trabalhos sobre atividades
antibacterianas das espécies do género Croton. As folhas sdo as partes mais estudadas, e seus
6leos essenciais apresentam variagcbes na composicdo quimica em relacdo aos compostos
majoritarios.

A maioria dos constituintes presentes nos 6leos essenciais das espécies de Croton séo
pertencentes as classes dos monoterpenoides e sesquiterpenoides (RAJASEKARAN e
GEBREKIDAN, 2018). E esses compostos tem seus possiveis mecanismos de a¢do, como ja
relatado na literatura,inibindo as bombas de efluxo antimicrobiano, que por sua vez, é
considerado um dos principais mecanismos que contribuem para a resisténcias das bactérias
(KOVAC et al. 2015).



Tabela 1 - Estudo de 6leos essenciais de espécies de Crotons com atividades antibacterianas em periddicos

3 PARTE DA COMPOSTOS ATIVIDADE .
ESPECIE 3 i CEPAS REFERENCIAS
PLANTA MAJORITARIOS BIOLOGICA
Metil-eugenol, 1,8-
) . ] Staphylococcus XIMENES et al.
Folhas Cineol e Antibacteriana
C. adamantinus aureus 2013

C. argyrophylloides

C. argyrophyllus

C. borarium

C. blanchetianus

C. cajucara

Partes aéreas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas e

cascas

Folhas

Biciclogermacreno

Mirceno e a-pineno

Biciclogermacreno,
S-pineno e

espatulenol

p-felandreno, a-

terpineol

cedrol, eucaliptol e
a-pineno
7-

hidroxicalameneno

Linalol

Antibacteriana

Antioxidante e
antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana®

Antibacteriana,
Leishmanicida e

Antioxidante

Antibacteriana

Mycobacterium

tuberculosis

Bacillus subtilis, S.
aureus, E. coli e
Pseudomonas

aeruginosa

B. cereus, S. aureus,
B. subtilis, E. coli e

P. Aeruginosa

B. cereus, S. aureus

Rhizopus oryzae

Candida

albicans , Lactobacill

ALVES et al. 2016

BRITO et al. 2018

RUPHIN et al. 2016

ANGELICO et al.
2014

AZEVEDO et al.
2014

ALVIANO et al. 2005
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C. campestres

C. ceanothifolius

C. gratissimus

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

p-cariophyleno e

biciclogermacreno

oxido cariofileno, e
oxido de humeleno
I

Biciclogermacreno,
germacreno D e

(E)-cariofileno

B-cariofileno, p-
cimoneno, o-

copaeno

sabineno, o-
felandreno e g-

felandreno

Antibacteriana®

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana,

e citotéxica

us casei, S. aureus,
Streptococcus
sobrinus,
Porphyromonas
gingivalis e

Streptococcus mutans

E. coli e S. aureus

S. aureus e

Enterrococcus hirae

S. aureus, P.
aeruginosa,

e E. coli.

Brevibacillus agri ,
B. epidermidis, e B.

linens

S. aureus, S. faecalis,
E. coli e Bacillus

cereus

ALMEIDA et al. 2013

BABILI et al. 2009

ARAUJO et al. 2020

VAN VUUREN et al.
2019

LAWAL et al. 2017

27



C. geayi

C.grewioides

C. greveanus

C. heliotropiifolius

Folhas

Folhas

Folhas

Partes aéreas

Folhas

Folhas

Partes aéreas
(folhas e
caule)

S-pineno e

limoneno

a-pineno

1,8-cineol e linalol

Eucaliptol, B-
cariofeleno e

germacreno D

p-cariofeleno,
biciclogermacreno,

germacreno D,

(E)-cariofileno, y-
muroleno e

viridifloreno

Antibacteriana

Antibacteriana®

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana®

Antibacteriana

Antibacteriana

B. cereus e S. Aureus

S. aureus

B. cereus e S. Aureus

S. aureus

B. cereus, S. aureus

S.aureus, Klebsiella
pneumonia, Shigella

flexneri e E. coli

Staphylococcus ssp. e

Bacillus ssp

RUPHIN et al. 2016

MEDEIROS et al.
2017

RUPHIN et al. 2016

OLIVEIRA et al.
2019

ANGELICO et al.
2014

ALENCAR-FILHOet
al. 2017

ARAUJO et al. 2017
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C. heterocalyx

C. hieronymi

C. hirtus

C. lechleri

C. limae

Folhas

Folhas

Folhas

Raizes

Partes aéreas

Cascas do

caule

Folhas

Biciclogermacreno,
S-pineno e

espatulenol

germacreno D,
biciclogermacreno,
& elemeno ef-

elemeno

Canfora

y-asarona, borneol,
(E)-asarona e

canfora

(E)-cariofileno,
germacreno-D e a-

humuleno

Sesquicineol e a-

calacoreno

Cedrol, eucaliptol e

a-pineno

Antioxidante e

antibacteriana

Antimicrobiana

Antimicrobiana

Antimicrobiana

Antibacteriana®

Antibacteriana,
antioxidante e

antimutagénica

Antimicrobiana®

Bacillus subtilis, S.
aureus, E. coli e

P.aeruginosa

S. aureus, E. coli e P.

Aeruginosa

E. coli, e K.

pneumoniae

E. coli, e K.

pneumoniae

E. coli, e S. aureus

E. coli, P.aeruginosa

e S. aureus

S. aureus e E. Coli

BRITO et al. 2018

MORENO et al. 2009

HELUANI et al. 2005

HELUANI et al. 2005

DAOUDA et al. 2014

ROSSI et al. 2011

LEITE et al. 2017
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C. linearis

C. malambo

C. oblongifolius

C. pullei

Croton

rhamnifolioides

C. stellulifer

C. urucurana

Guaiol, eudesma-4

Folhas .
e 7-dien-1p-ol
Folhas Metil eugenol
Terpinen-4-ol, a-
Cascas do guaieno, (E)-
caule cariofileno e
mirceno
Folhas e )
] Linalol
partes aéreas
1.8-cineol e 1-
Folhas
felandreno
o-felandreno,p-
Cascas cimeno, linalol e o-
pineno
Cascas e germacreno-D e

Folhas biciclogermacreno

Antileishmanial

e Antibacteriana

Antibacteriana e

citotoxica

Antibacteriana

Antimicrobiana

Antibacteriana

Antimicrobiana

Citotoxica,

antimicrobiana e

S.aureus, E. coli e P.

aeruginosa

S. aureus, B. cereus,
P. aeruginosa, E. coli

e C. tropicalis

Propionibacterium

acnes

S. aureus

Aeromonas
hydrophila, E. coli,
L.monocytogenes,
Salmonella e S.
aureus
S. aureus, S.
epidermidis, E. coli,
Bacillus, C. albicans
S. epidermidis, E.

coli, B. subtilise C.

DIAZ et al. 2018

SUAREZ et al. 2008

ATHIKOMKULCHA
| et al. 2015

PEIXOTO et al. 2013

COSTA, etal. 2013

MARTINS et al. 2000

SIMIONATTO et al.
2009
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antioxidante albicans
Borneol e 1-
isopropil-7-metil-4- . .
. L S. epidermidis, E.
Cascas do metileno- Antioxidante e i SIMIONATTO et al.
coli,
caule 1,3,4,5,6,8-hexa- Antibacteriana N ) 2007
) Bsubtilis e C.albicans
hidro-2H-naftalen-
4a-ol (1)
_ B. cereus, S. aureus,
o-pineno, o-
. . . ) L. monocytogenes, S.  ALMEIDA-PEREIRA
C. tetradenius Folhas terpineno, p- Antibacteriana o
] . thyphimurium, e E. etal. 2019
cimeno, 1,8-cineole .
coli
Estragol, eucaliptol  Antibacteriana e
Folhas L S. aureus ANDRADE, 2015
e espatulenol citotoxica
) estragol, trans- ) )
C. zehntneri o Antibacteriana e )
Folhas anetol, p-cariofileno o E. coli eS. aureus DONATI, 2015
) antioxidante
e mirceno
Folhas Estragol Antibacteriana® S. aureus COUTINHO, 2010

° E modulagdo; * Néo discutida no artigo
Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.
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3.5 Atividade Antibacteriana

As infecgdes bacterianas vém preocupando a salde publica ao longo dos anos
(FREITAS et al. 2020). O surgimento de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos,
relacionado a existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas (TAVARES, 2000). Isso se deve
aos fatores do conhecimento inadequado das propriedades dos farmacos para escolha
terapéutica como: baixa penetracdo do farmaco no local de infeccdo, doses subterapéuticas,
inefetividade da droga selecionada, além de fatores relacionados ao paciente, como idade,
sistema imunoldgico (BROWN e WRIGHT, 2016). Com isso, existe o interesse em investigar
0 uso de plantas medicinais como fonte alternativa, uma vez que 0s seus metabolitos
secundarios gerados em processos metabolicos tém aplicacdes importantes (WRIGHT, 2019;
ROCHA et al. 2020).

Para teste de atividade antimicrobiana de produtos naturais estdo disponiveis na
literatura, incluindo avaliac6es qualitativas (triagens) e/ou quantitativas, com determinacéo da
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano (concentracdo inibitdria
minima — CIM) (AMPARO et al. 2018).

Os métodos de avaliacdo de susceptibilidade de antibioticos utilizados na clinica sdo
padronizados por normas estabelecidas por érgdos como o CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute), 0 mais adotado internacionalmente (TANNOUS et al. 2020; AMPARO
et al. 2018). Dessa, é utilizado o CIM, que é a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento, assim como da minima quantidade da substancia que causa a morte bacteriana
(KAHLMETER et al. 2019).

Como controle desses testes antimicrobianos, sdo geralmente utilizados o0s
glicopeptideos e as penicilinas, esses sendo estudados também juntos de produtos naturais de
origem vegetal, alterando a agdo dos antibioticos, seja aumentando a atividade antibiotica ou
revertendo a resisténcia (COUTINHO et al. 2015).

Nos Ultimos anos, uma estratégia utilizada para vencer os mecanismos de resisténcia
das bactérias é o uso de associa¢fes de farmacos, como exemplo beta-lactdmicos, juntamente
com inibidores de betalactamase (SILVA, 2020; HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
DOBLE, 2008). Seguindo o mesmo principio, muitas plantas tém sido avaliadas como agente
modificador de resisténcia antibidtica, principalmente de origem hospitalar, de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, devido apresentarem baixo risco, e superaram esses
mecanismos de resisténcia bacteriana (SHAKOOR et al. 2020; MEDEIROS et al. 2017).
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O processo da modulagdo é conhecido como sinergismo: fendmeno no qual dois
compostos diferentes sdo combinados para aprimorar sua atividade individual. E o
antagonismo: combinacdo resultada com a piora do efeito (SHARMA et al. 2016; RANI et al.
2009).

A escolha das cepas bacterianas utilizadas para este trabalho foi baseada na sua
relevancia clinica médica e na sua resisténcia a diversos antibidticos utilizados em terapias

atuais.

3.5.1 Staphylococcus aureus

A bactéria de Gram-Positivo Staphylococcus aureus, € conhecida por permanecer em
superficies e utensilios devido a sua capacidade de interag6es intercelulares com a troca de
material genético em biofilmes, que cresce relativamente bem em condi¢fes de alta presséo e
baixa umidade e podendo tolerar até 60°C por 30 minutos (LIU et al. 2017).

Nos seres humanos as infeccbes mais comuns, estdo ligadas a sobrevivéncia e
disseminacdo de patdgenos entre pacientes hospitalares e podem resultar em aumento da
hospitalizacdo do paciente em que envolvem a pele e feridas em sitios diversos como atrite
bacteriana, furdnculo, meningite, carbdnculo, pneumonia, miocardite abdesso e endocardite
(JAFRI et al. 2019; MAI-PROCHNOW, 2020).

S. aureus sdo produtoras de B-lactamases que s@o codificadas por plasmidios e
hidrolisam a benzil-penicilina e muitas outras penicilinas, de acordo com Ranni et al. (2009),
ja vem encontrando um perfil de resisténcia para os antibiéticos: oxacilina, gentamicina,

tobramicina, amicacina, neomicina, paromomicina, butirosin, sisomicina, netilmicin.

3.5.2 Escherichia coli

Escherichia coli (Gram-negativo), é uma bactéria microbiética intestinal bastante
comum nos animais e seres humanos, sao inofensivas e de importante comensal na microflora
intestinal (LU et al. 2019). Seu papel é de proteger o organismo de invasdo de outras bactérias
e melhorar o funcionamento gastrointestinal que habitam o intestino sem prejudicar a saude,
no entanto, tambem existem cepas patogénicas (NOLAN et al. 2020; SMITH et al. 2017).

Essas cepas sdo uma das principais causas de doencas infecciosas humanas, contendo
alguns patotipos como: E. coli enteropatogénica (EPEC) como diarreiogénica e ainda hoje

estdo associadas a casos esporadicos e surtos de diarréia infantil (SOUZA et al. 2016); a E.
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coli de Toxina Shiga (STEC) que desenvolve uma sequela com risco de vida como diarréia e
colite hemorragica (TORPHE et al. 2017); a E. coli enterotoxigénica (ETEC) associada a
diarréia entre bebés e criancas que vivem em areas endémicas e viajantes (HARRO et al.
2019; BOURGEOIS et al. 2016); a E. coli enteroinvasiva (EIEC) provoca diarréia com muito
sangue e muco, devido as lesdes no epitélio intestinal (SMITH et al. 2017); a E. coli
enteroagregativa (EAEC) producdo e secrecdo de enterotoxinas e citotoxinas, que resultam
em diarréia secretora (DIAS et al. 2020); e por fim cepas de E. coli Extra-Intestinal (EXPEC)
sdo causadoras de meningite em neonatais, indutores de infec¢des do trato urinario, sendo as
mulheres sdo mais suscetiveis (FIBKE et al. 2019) .

Para Ranni et al. (2009), a E. coli j& vem encontrando um perfil de resisténcia para os
antibidticos: aztreonam, amoxicilina, ampicilina, amicacina, amoxicilina, cefadroxil,
cefaclor; cefalotina, ceftazidima, ciprofloxacina, cloranfenicol, cmipenem, kanamicina,

sulfametrim, , tetraciclina,tobramicina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Levantamento Bibliografico

A presente pesquisa foi realizada através de uma investigacdo a partir de artigos
cientificos que abordam estudo sobre os dleos essenciais de atividades antibacterianas das
espécies do género Croton, no periodo de 2000 a 2020, encontradas nas plataformas Scifinder,
SciELO e o Portal de Periddicos CAPES, usando como palavras chaves: Croton, essential oil,

antimicrobial activity.

4.2 Material Botanico

As folhas de C. adamantinus e C. urticifolius, foram coletadas em Abril de 2019, por
volta das 8 horas da manhd, na Pista de Pouso do municipio Areia-PB (Figura 5). Os materiais
vegetais foram identificados pelo Dr. Leonardo Félix e o material voucher encontra-se
depositado no herbario Jayme Coélho de Moraes da UFPB, campus Il, sob o nimero de
exsicata (OCU1362 e OCA1259). A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestédo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sobre o cadigo
A5D5689, que foram registradas para as mesmas.

Figura 5 - Destaque da localizacdo de coleta dos individuos de C. urticifolius e C.

adamantinus no municipio de Areias-PB.

Legenda
@ Local aproximado dacoleta
@ Areia
Paraiba
Brasil

Fonte: adaptada do IBGE, 2020.
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4.3 Extracéo do Oleo Essencial por Hidrodestilacio

As amostras de folhas frescas de C. urticifolius e C. adamantinus foram
imediatamente trituradas e submetidas a hidrodestilagdo por 3 horas, em um aparelho do tipo
Clevenger.

Os Oleos obtidos foram posteriormente secos sobre sulfato de sodio anidro,
acondicionados em pequenos frascos de vidro ambar e mantidos sob refrigeracédo, a fim de se
evitar possiveis perdas de constituintes volateis provenientes dos 6leos essenciais.

As quantidades de material de cada espécie, bem como o volume de &gua destilada
utilizada em cada extracéo estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2 - Massa das folhas e volumes de agua utilizados nas extracfes

Espécies Massa de folhas Volume de dgua
OCU 500¢g 2L
OCA 1.300 ¢ 3,7L

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Foram realizadas duas extracdes para a espécie de C. adamantinus pela quantidade de
material. O célculo do rendimento foi realizado através da relacdo da massa do 6leo obtido

com a massa de material vegetal fresco utilizado na extracéo.

4.4 Andlise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

As andlises dos Oleos essenciais foram realizadas, em um cromatégrafo gasoso
acoplado a espectrometria de massas (CG-EM), modelo: GCMS-QP2010 Ultra da Shimadzu;
Coluna capilar da: marca: RTX-5MS com seguintes dimensées: 30 m / 0,25 mm / 0, 25 pm,
pertencente a0 LMCA (Laboratério Multiusudrio de Caracterizacdo e Analise), da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

As amostras foram solubilizadas em diclorometano, grau HPLC, na concentragdo 200
ppm e submetida as analises de CG-EM utilizando o seguinte gradiente de aumento de
temperatura: 4 °C/min. de 40 °C-180 °C e 10 °C/min de 180-250°C, permanecendo constante
por 5 min em 250 °C. A energia de ionizagéo foi de 70 eV (EIl), com intervalo de massas de
20 — 400 Da.
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Os compostos individuais foram identificados comparando seus espectros de massa
com a pesquisa da biblioteca de espectros de referéncia interna (NIST / EPA / NIH versédo 2.1
e registro Wiley de dados espectrais de massa, 72 edicdo), bem como por comparagcdo com 0S
dados da literatura de espectros de massa (Adams, 2009), e banco de dados NIST
(Www.nist.gov).

Adicionalmente foi feita a correcdo dos indices de Kovats através de regressao linear

usando o tempo de retencdo experimental e o indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2009).

4.5 Atividade Antimicrobiana de Oleos Essenciais

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi conduzida seguindo as metodologias de
Javadpour et al. (1996) e Saraiva et al. (2011), a partir da detec¢cdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) contra cepas padrdo de bactérias. Onde o procedimento realizado no
laboratdrio de Produtos Naturais, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.5.1 Cepas Bacterianas
Foram utilizadas as seguintes cepas: Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus

aureus (ATCC 6538) e S. aureus multidroga resistente (UFPEDA 802). Todas provindas do

departamento de antibiéticos da UFPE.
4.5.2 Drogas

Os antibitticos oxacilina e vancomicina, ambos obtidos comercialmente, foram
dissolvidos em agua destilada esterilizada. Os 6leos essenciais foram diluidos em DMSO a
10% e agua destilada, posteriormente filtrados em filtro PTFE 0,22 (UM).

4.5.3 Meios de Cultura

Foram utilizados os meios BHI (Brain Heart Infusion) e &gar Mueller-Hinton. Pesadas
as quantidades adequadas, eles foram dissolvidos em &agua destilada e esterilizados em

autoclave a 121 °C por 15 min.
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4.5.4 Preparacéo do Indculo

Antes do ensaio, as cepas foram incubadas a 37 °C por 24h em agar Mueller-Hinton.
Posteriormente as células bacterianas foram transferidas para uma solucéo salina a 0,9% até a
solucdo atingir a concentracdo de 10° UFC/mL. A densidade celular foi ajustada em aparelho
de espectrofotometria ELISA (Termoplate®).

4.5.5 Diluicdo dos Oleos Essenciais

Para cada amostra de OE 0,010 g foi diluido em 1 mL de DMSO e agitado no vortex,
sendo posteriormente adicionado em tubo falcon contendo 8.765 uL de agua destilada. O OE

de C. adamantinus foi denominado de P1 e o 6leo essencial de C. urticifolius de P2.

4.5.6 Preparacao dos Eppendorffs

Antes de iniciar a microdiluicdo foram colocados em Eppendorffs 1.350 pL do meio ¢

150 pL do in6culo. O controle esterilidade recebeu apenas 1.500 pL do meio de cultura.

4.5.7 Determinagéo da CIM

Na técnica de microdiluicdo, foram adicionados em placas de 96 pocos de fundo
chato: o meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion); as drogas nas seguintes
concentragdes: 0, 4, 8, 16, 32, 64, 132, 264 e 512 ug/mL; e o indculo bacteriano.

4.5.8 Pipetagem da Placa

Foram pipetados 100 puL do conteudo de cada Eppendorff contendo o indculo € o meio
de cultura em todos os pogos. Logo em seguida, 100 pL do produto na concentragdo de 1.024
ug/mL foram depositados no primeiro poco. Depois foi realizada a microdilui¢do seriada até o
penultimo. O controle de esterilidade recebeu apenas o meio de cultura.

O experimento foi realizado em triplicata e as placas foram colocadas para incubar em

estufa a 36°C por 24h. A leitura do resultado foi feita adicionando 20 pL do reagente
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resazurina em cada poco. Nos pocos em que ndo houve mudanca de coloragédo do reagente as

bactérias foram consideradas sem crescimento microbiano.

Figura 6 — Esquema de pipetagem

RI.R2.RY, CE BL.R2.Ri.  CP
1 OOCXDQDOO 512 pg/ml
2 O O OOQ D O O 256 ug/ml
3 OOQOQDOO 128 ng/ml
4 OOOOODOO 64 ng/ml
s [OOCOODOO] e
6 OO%ODOO 16 ng/ml
7 ,OOOOQOOO 8 ng/ml
s OO0 +1em
9 OO@OOOO 2 ng/ml
10 QQOOQDOO 1 pg/ml
11 OOO@OOOO 0,5 ng/ml
12 OO%ODOO 0 pg/ml

CE = Controle de esterelidade do meio; R = Replicata; CP = Concentracdo do produto nos pogos.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

4.5.9 Investigacéo do efeito modulador

Para determinar se os produtos possuiam algum efeito modulador da resisténcia
bacteriana, utilizaram-se antibidticos amplamente utilizados no mercado (Ciprofloxacino,
Cefoxitina e Eritromicina) contra as cepas multirresistentes e avaliados a sua CIM na presenca
e na auséncia dos produtos em concentra¢fes subinibitorias (CIM/16), seguindo a mesma
metodologia citada anteriormente.

Contudo, o conteudo dos Eppendorfs passa a ser 188 puL. do produto na concentragdo
subinibitéria, 150 pl do inoculo e 1.162 ulL do meio de cultura. Além do controle de
esterilidade (1.500 puL do meio), também ¢ feito o controle de modulagdo, cujo Eppendorf

recebe apenas o indculo (150 puL) e o meio (1.350 pL).
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A microdiluigdo foi feita na placa de 96 poc¢os de fundo chato com o antibiotico nas
mesmas condicGes e concentracOes da sec¢do anterior.

A leitura da CIM foi através da absorbancia dos pocos em aparelho de
espectrofotometria ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 600 nm. Os valores
das absorbancias foram utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade celular.

A construcdo da curva utilizou a seguinte férmula:

Onde,

Crescimento (%) = (Asam / Acon) * 100

Asam = absorbancia da amostra (subtraida do branco);

Acon = absorbancia do controle (subtraida do branco).

A CIM foi entdo considerada a menor concentragdo capaz de inibir a percentegem de
crescimento das células bacterianas em pelo menos 20%.

Os valores das CIMs foram expressos em media + desvio padrdo, para verificar se 0s
grupos diferiam estatisticamente foi realizada a ANOVA de uma via seguida do Teste de
Tukey, considerando a = 0,05. Os dados foram analisados utilizando o programa Graphpad
prism versdo 8.0.2 (JAVADPOUR et al. 1996; SARAIVA et al. 2011),.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 0leos essenciais das folhas frescas de C. urticifolius e de C. adamantinus coletadas
no brejo Paraibano — Brasil, extraidos por hidrodestilagdo em um aparelho do tipo Clevenger,
foram obtidos com rendimentos iguais e com valor de 0,1%. Tal rendimento encontra-se no
intervalo dos valores descritos na literatura para espécies de Croton (0,05% a 3,15%)
(ANGELICO et al. 2011).

Na literatura consultada, ndo foram encontrados outros estudos que relatam a extracéo
do 6leo essencial de C. urticifolius. J& para o dleo essencial das folhas de C. adamantinus,
extraido por destilacdo a vapor, a literatura mostra um rendimento de aproximadamente 0,6%,
um pouco superior ao obtido neste trabalho (XIMENES et al. 2013). Mostrando que houve
uma variagdo no rendimento do 6leo essencial da espécie em estudo. Essas variagdes no
rendimento podem ser atribuidas aos fatores de qualidade dos solos, unidade do ar,
temperatura ambiente, periodo de extracdo, método e tempo de destilacdo, além da
diversidade genética da espécie, e entre outros (MADHUMITA; GUHA; NAG, 2019).

5.1 Identificac@o dos Constituintes

Os oOleos essenciais das folhas de C. urticifolius (OCU) e C. adamantinus (OCA)
foram analisados por CG/EM e um total de 22 compostos foram identificados (Figura 6), a
partir dos dados obtidos nos cromatogramas (Figuras 7 e 8), e espectros de massas (Apéndices
A). Os 22 compostos organizados por ordem de eluicdo na coluna, o indice de retencdo e a
porcentagem de cada constituinte estdo apresentados na Tabela 3.

As andlises dos espectros de massas e compara¢do com dados na literatura (ADAMS,
2009), confirmou a identificacdo de aproximadamente 95,0% de todos 0s compostos presentes
tanto no oleo essencial de C. urticifolius (OCU) quanto no de C. adamantinus (OCA) (Tabela
2). Os compostos predominantes nos 6leos OCU e OCA foram sesquiterpenos (91%),
seguidos por monoterpenos (9%).

A presenca de sesquiterpenos em porcentagens elevadas € comum nos 6leos das
espécies de Croton, conforme tem sido relatado na literatura (SALATINO et al. 2007,
VUNDA et al. 2012; OLIVEIRA et al. 2020).
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Tabela 3 - Composicao quimica dos 0leos essenciais das folhas de Croton urticifolius (OCU)
e de Croton adamantinus (OCA).

Composicéo (%)

Composto ~ Nome® IK® IK OCA OcCuU
C1 a-pineno 939 917 0,32 21,70
C2 [- pineno 979 938 ND 0,35
C3 d-Elemeno 1335 1344 390 3,31
C4 a-Cubeno 1351 1384 0,49 3,67
C5 S-Elemeno 1390 1398 8,62 6,73
C6 (E)- Cariofileno 1419 1427 9,22 17,34
C7 a-trans-Bergamoteno 1434 1440 0,96 ND
C8 v- Elemeno 1436 1444 ND 0,47
C9 a-Humoleno 1454 1460 1,23 3,53
C10 9-Epi-(E)-Cariofileno 1466 1474 ND 0,89
Cl1 y-Mureleno 1479 1494 ND 6,12
C12 S-Selineno 1490 1499 ND 0,68
C13 y-Amorfeno 1495 1500 22,91 ND
Cl14 Biciclogermacreno 1500 1501 36,47 21,46
C15 [S-Bisaboleno 1505 1508 1,41 2,19
C16 8-Cadineno 1523 1523 1,69 1,28
C17 B-Germanocreno 1561 1556 0,63 1,43
C18 Espatulenol 1577 1574 1,75 2,75
C19 Oxido de Cariofileno 1583 1580 1,78 ND
C20 Viridiflorol 1592 1588 0,62 0,92
C21 a-Murolol 1646 1628 2,08 0,61
C22 a-Cadinol 1654 1641 0,92 ND
Total 95 95

®Nomes dos constituintes listados em ordem de eluicdo na coluna cromatografica; ND= ndo determinado; "IK=
indice de Kovat da literatura (ADAMS, 2009);
Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Para OCU foram identificados 19 compostos, dentre eles dois como monoterpenos e
17 como sesquiterpenos. Tendo como compostos majoritrios 0 monoterpeno a-pineno
(21,70%) C1 e os sesquiterpenos, biciclogermacreno (21,46%) C14, e (E)-cariofileno
(17,34%) C6 (Figura 6).

E importante ressaltar que a composicao quimica deste 6leo esta sendo descrita pela
primeira vez na literatura.

A presenca do monoterpeno, a-pineno, como majoritario no OCU é de grande

importancia como uma alternativa para o combate de bactérias, uma vez que, a literatura
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reporta que esse composto possui efeitos destrutivos na membrana citoplasmatica bacteriana
(DO AMARAL et al. 2020).

Para OCA foram identificados 17 compostos, sendo 01 monoterpeno e 16
sesquiterpenos. Os constituintes majoritarios foram os sesquiterpenos: biciclogermacreno
(36,47%) C14, y-amorfeno (22,91%) C13 e (E)-cariofileno (9,22%) C6 (Figura 6). Esses
dados sdo diferentes da literatura ja reportada para o Oleo essencial das folhas de C.
adamantinus que apresenta um percentual de monoterpenos (45%) e sesquiterpenos (55%)
préximos, e como composto majoritario em comum apenas o biciclogermacreno (XIMENES
etal., 2013).

A diferenca na composicdo se deve a vérios fatores na producdo de metabdlitos
secundarios nas plantas como genética e morfologia, além de fatores extrinsecos como
umidade relativa, regime de ventos, umidade do solo, variaces geogréaficas, estagio do ciclo
vegetativo, técnicas de cultivo e variagdes sazonais (ALKAN, 2020; SAMPAIO 2016).

Vaérios estudos realizados com 6leos essenciais de espécies do género Croton ricos em
a-pineno, biciclogermacreno, (E)-cariofileno, e y-amorfeno tém mostrado que esses 0Oleos
apresentam atividades antibacterianas contra as cepas S. aureus e E. coli em (BRITO 2018;
ALMEIDA 2013; ARAUJO et al. 2020; ALENCAR-FILHO et al. 2017; MORENO et al.
2009; DAOUDA et al. 2014; LEITE et al. 2019; MARTINS et al. 2000; ALMEIDA-
PEREIRA et al., 2019). De acordo com esses resultados, 6leos essenciais contendo como
constituintes majoritarios os compostos citados acima sdo fontes potenciais de agentes

antibacterianos.
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Figura 7 - Estrutura dos constituintes identificados nos 6leos essenciais de OCA e OCU.

Cl1 C12 C13 Cl4 C15

C16 c17 C18 c19 C20
~ ~
HO
c21 c22

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.



Figura 8 - Cromatograma CG/EM do 6leo essencial das folhas de C. urticifolius (OCU).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020
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Figura 9 - Cromatograma CG/EM do 6leo essencial das folhas de C. adamantinus (OCA).
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5.2 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima

Para a analise dos resultados da atividade antibacteriana considerou-se a literatura que
classifica uma atividade inibitoria boa, quando o valor de CIM for menor que 100 pug/mL,
atividade inibitéria moderada, entre 100-500 pg/mL, atividade inibitéria fraca, entre 500—
1000 pg/mL, e auséncia de atividade inibitéria, quando maior que 1000 pg/mL de acordo com

a Tabela 4 (Literatura).

Tabela 4 — Classificagdo da atividade antibacteriana de acordo com os valores obtidos de
(CIM).

Atividade Antibacteriana Concentragéo inibitoria minima — CIM (ug/mL)
Atividade boa <100
Atividade moderada 101 - 500
Atividade fraca 501 — 1000
Inativo 1001

Fonte: HOLETZ et al. (2002); SOUZA et al. (2014); CHAUL, (2015).

Os resultados do ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), usado para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana direta dos 6leos essenciais das folhas de C. urticifolius
(OCU) e C. adamantinus (OCA) contra as cepas S. aureus e E. coli estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Investigacdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais das folhas de Croton
urticifolius (OCU), e de Croton adamantinus (OCA).

CIM dos Produtos (ug/mL)

Cepas OCA OCuU Vancomicina Oxacilina
S. aureus (ATCC 6538) >1024* >1024° 4 64
E. coli (ATCC 8739) >1024* 512 256 ND*

& = Cresceram bactérias em todas as concentragdes testadas.
*ND = Nao definida.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Levando em consideracgéo a classificacdo da literatura citada acima (Tabela 4), o OCU

apresentou uma atividade antimicrobiana fraca (CIM 512 pg/mL) frente a linhagem Gram-
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negativa E. coli, e mostrou-se inativo frente a linhagem Gram-positiva S. aureus. Engquanto
para 0 OCA n&o exibiu atividade antimicrobiana frente as cepas testadas.

As propriedades antibacterianas do OCU podem ser justificadas devido a presenca
e/ou sinergismo dos constituintes majoritario biciclogermacreno, (E)-cariofileno e a-pineno,
em consonancia com os estudos realizados com Gleos essenciais ricos nos sesquiterpenos:
biciclogermacreno e (E)-cariofileno. Que mostram o potencial antimicrobiano desses 6leos
contra as cepas S. aureus e E. coli (BRITO et al. 2018; DAOUDA et al. 2014). Bem como 0s
que apresentam o monoterpeno a-pineno, entre os principais compostos (LEITE et al. 2019;
MEDEIROS et al. 2017).

E importante ressaltar que o o-pineno, componente principal do 6leo OCU (21,70%) e
minoritario em OCA, podem também ser um dos responsaveis pela a atividade antimicrobiana
do OCU. Uma vez que, a literatura reporta as propriedades antibacterianas e 0 mecanismo de
acdo para a-pineno isolado e mostra que agdo foi descrita como uma destrui¢do da integridade
celular (BAKKALI et al. 2008; SILVA et al. 2012; MORA et al. 2015). Adicionalmente,
Amaro et al. (2020), relata que 0 a-pineno puro é o uma alternativa no combate as bactérias,
pois foi capaz de inibir o crescimento da espécie E. coli, demonstrando a possibilidade de seu
uso como antimicrobiano isolado ou associado a outras drogas.

Embora existam estudos sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais ricos em
biciclogermacreno e (E)-cariofileno (BRITO et al. 2018; DAOUDA et al. 2014), é importante
ressaltar que esta atividade depende ndo apenas dos componentes dos 6leos essenciais, mas
também da sensibilidade das cepas bacterianas. Além disso, os componentes do éleo podem

interagir entre si, formando um complexo inativo.

5.3 Efeito Modulador da Resisténcia Bacteriana

Neste ensaio foi investigado o potencial dos 6leos essenciais de C. urticifoilus (OCU)
e C. adamantius (OCA) como possiveis adjuvantes no tratamento de infecgdes causadas por
S. aureus resistente a multiplas drogas e o perfil de resisténcia aos antibidticos da cepa

utilizada esta apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6- Perfil de resisténcia a antibidticos da cepa utilizada.

Estirpe bacteriana Perfil de resisténcia

Staphylococcus aureus UFPEDA 802 Cef, Eri, Cli, Clo, Cip

Cefoxitina (Cef); Eritromicina (Eri), Clindamicina (Cli); Clorafenicol (Clo); Ciprofloxacino (Cip).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Os resultados da atividade modulatéria avaliada pela CIM e observada através da
absorbancia dos pocos em aparelho de espectrofotometria ELISA, revelaram uma atividade
sinérgica entre os compostos volateis de cada 6leo (OCU e OCA), e os antibidticos avaliados
(Gréficos 1-6).

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo dos valores de CIM de trés
repeticdes (* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 e **** P <0,0001, ANOVA de duas vias e
teste de Tukey).

Com relagdo ao OCU, o produto foi capaz modular a resisténcia de S. aureus quando
combinado a Ciprofloxacino, reduzindo significativamente a CIM do antibidtico (p valor <

0,0001), representados no grafico 1.
Ja as outras combinag6es com cefoxitina (Grafico 2), e eritromicina (Grafico 3) ndo

foram eficazes.

Graéfico 1 - Modulacdo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das

folhas de C. urticifolius OCU com Ciprofloxacino.

1500 A

1000 A

500

CIM [pg.mL™"]

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.
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Gréfico 2 - Modulacdo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das

folhas de C. urticifolius OCU com Cefoxitina.

1500
1000 4

500

CIM [pg.mL™]

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.

Gréfico 3 - Modulacdo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das

folhas de C. urticifolius OCU com Eritromicina.

1500 -
s
- 1000
£
(2]
»
= 500
3

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.

Em relacdo aos componentes majoritarios do OCU, Freitas et al. (2020) testou a
atividade moduladora do a-pineno. Quando combinado com a norfloxacina, o terpeno
potencializou a atividade contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Este mesmo monoterpeno
modulou a acdo da gentamicina (apenas contra S. aureus) e ndo afetou a atividade da
penicilina contra nenhuma das cepas testadas.

Em outro trabalho onde foi isolado o a-pineno, os resultados demonstram que a

associacdo do monoterpeno com o0s antimicrobianos ceftazidima, amoxicilina, cefepima,
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cefoxitina e amicacina é positiva, pois leva a potencializacdo do efeito antibiotico desses
compostos (AMARAL et al.2020).Logo, a sua atividade moduladora varia de acordo com a
cepa e com o antibidtico. Os outros componentes majoritatios do OCU nédo foram testados
isoladamente até o momento.

Logo, sdo necessarios mais estudos, tanto dos terpenos isoladamente, como da acédo
deles em conjunto, que investiguem as interagdes fisico-quimicas entre eles e 0s constituintes
das paredes e membranas bacterianas (como lipideos de membrana, canais i6nicos, bombas de
efluxo, etc).

Com relacéo ao OCA, o produto também foi capaz modular a resisténcia de S. aureus
quando combinado a Ciprofloxacino, reduzindo significativamente a CIM do antibidtico (p
valor < 0,001) (Gréfico 4).

Semelhante com o OCU, o 6leo essencial de C. adamantinus nas outras combinagdes
cefoxitina (gréafico 5) e eritromicina (grafico 6) ndo foram eficazes para a modulag&o.

O potencial antimicrobiano do produto sozinho também ndo foi promissor,

apresentando uma CIM > 1024 pg/mL.

Gréfico 4 - Modulacdo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das

folhas de Croton adamantinuss OCA com Ciprofloxacino.

1500 A

1000 A

500 A

CIM [pg.mL™]

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.
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Gréfico 5 - Modulacdo da resisténcia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das

folhas de Croton adamantinuss OCA com Cefoxitina.

1500
10004

500 A

CIM [pg.mL™]

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.

Gréfico 6 - Modulacdo da réncia de S. aureus (UFPEDA 802) pelo 6leo essencial das folhas

de Croton adamantinuss OCA com Eritromicina.

1500 A
1000 A

500

CIM [pg.mL™]

Fonte: Sistema Integrado pela ANOVA, 2020.

Para fins de comparagdo, consideramos uma CIM > 1024 para a acdo do
antibidtico sozinho. Sendo observado uma modulacdo da resisténcia bacteriana
quando o antibiotico Ciprofloxacino foi combinado com ambos os 6leos, OCA e
OCU. A cepa foi inibida a uma concentragédo de 426 pg/mL para o Ciprofloxacino
combinado com o0 OCA, o que representa uma reducdo de pelo menos 59% da CIM
e 341 pg/mL para o antibidtico combinado com o OCU, uma reducéo de 67%.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho contribuiu para a caracterizacdo dos 6leos essenciais das folhas de
duas espécies de C. urticifolius e de C. adamantinus, coletadas no brejo Paraibano Brasileiro.

A andlise por cromatografia acoplada a espectroscopia de massa CG/EM dos 06leos
permitiu a identificacdo de 19 compostos (95,0%) para o C. urticifolius e para o C.
adamantinus 17 compostos (95,0%), totalizando 22 compostos diferentes. Para o C.
urticifolius, que foi estudado pela primeira vez, os compostos majoritarios foram o
monoterpeno: a-pineno (21,70%) C1; e os sesquiterpenos: biciclogermacreno (21,46%) C14,
e (E)-cariofileno C6 (17,34%). Para o C. adamantinus os compostos majoritarios foram os
sesquiterpenos: biciclogermacreno (36,47%) C14, y-amorfeno (22,91%) C13 e (E)-cariofileno
(9,22%) C6.

Os estudos antibacterianos in vitro, em ambos contra as cepas de Escherichia coli
(ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538), provou ter sucesso para as cepas de
Gram-negativa E. coli com o 6leo essencial de C. urticifolius, identificado pela primeira vez,
com concentracao inibitéria minima (CIM) de 512 pg mL™. O 6leo essencial das folhas de C.
adamantinus ndo exibiu atividade antibacteriana relevante frente a nenhuma cepa testada.

Na modulagdo da resisténcia, 0 OCU e OCA agiu como efeito sinérgico quando
combinado a Ciprofloxacino, enquanto para as outras combinagdes de antibioticos (cefoxitina
e eritromicina) nao apresentou atividade significativa para 0s mesmos.

Os dados obtidos para essas plantas sdo resultados que corroboram o uso etnobotéanico
dessas espécies pela populacgdo brasileira e sdo considerados extremamente importantes para a
literatura, na qual, essas espécies vegetais sdo fontes potenciais de fitoquimicos com interesse

nas industrias farmacéuticas.
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APENDICE A21: Espectro de massas do a Murolol (C21)
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APENDICE A22: Espectro de massas do a-Cadinol (C22)
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