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Resumo

O género Croton abriga aproximadamente 1300 espécies, muitas
delas reconhecidas pela sua utilizagao terapéutica, que se deve a presenca
de grande diversidade de metabdlitos secundarios. Tais propriedades
foram ponto de partida para investigacdes sobre as propriedades

fitoquimicas do género.

C. vulnerarius e C.echinocarpus sao espécies endémicas do Brasil
pertencentes a secao Cyclostigma e até entao pouco estudadas. Neste
projeto foram extraidos, identificados e isolados componentes quimicos
destas espécies e analisadas as suas propriedades bioativas (antioxidante,

antimicrobiana e anti-HIV).

Foi verificado que, diferentemente de outras espécies da mesma
secao, C. echinocarpus e C. vulnerarius nao apresentam diterpenos em sua
composicao. No entanto, C. echinocarpus possui entre seus principais
componentes um alcaloide, identificado por espectrometria de massas
como coridina. Em relacao as substancias fendlicas, observamos que as
espécies possuem perfis semelhantes, com alguns flavonoides em comum,
sendo que o principal componente de C. echinocarpus é a apigenina

vitexina e de C. vulnerarius, o derivado de campferol tilirosideo.

Em relacdo as atividades bioldgicas, foi verificado que ambas as
espécies possuem potencial antioxidante e antimicrobiano contra espécies
de bactérias Gram negativas, especialmente nos extratos mais ricos em
compostos fendlicos. Quanto a agao anti-HIV, foi observado que a fragao
contendo o alcaloide coridina isolado apresentou um grande potencial de
atividade anti transcriptase reversa, atingindo valores acima de 90% de

atividade, mesmo para a menor concentragao testada.



Abstract

Croton comprises approximately 1,300 species, many of them
known for their therapeutic uses, which is due to the presence of a large
diversity of secondary metabolites. Those properties were the starting

point for research on the phytochemical characteristics of the genus.

C. vulnerarius and C. echinocarpus are Brazilian endemic species
belonging to section Cyclostigma. This project aimed the extraction,
identification and isolation of chemical constituents from both species and
the analyze of the bioactive properties of such constituents (antioxidant,

antimicrobial and anti-HIV).

It was found that, unlike other species of the same section, C.
echinocarpus and C. vulnerarius does not present diterpenes in their
composition. However, C. echinocarpus showed alkaloids among its main
constituents, one of them identified by mass spectrometry as coridine.
Regarding the phenolic substances, we observed that the two species
have similar profiles, with some flavonoids in common. C. echinocarpus
presents the flavone C-glycosylated vitexin as its main flavonoid
constituent, while C vulnerarius has the acylated derivative of kaempferol,

tiliroside.

Regarding the biological activities, both species showed antioxidant
potential; antimicrobial effects against Gram-negative bacteria, especially
the extracts richer in vitexin; and anti-HIV activity, where the fraction
containing the alkaloid coridine showed great potential, reaching values
above 90% of the anti-HIV activity, even when the lowest concentration

was tested (100 mg.mL™).
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Introducao Geral

O potencial medicinal das plantas

A utilizacdo terapéutica de plantas é tao antiga quanto a propria
humanidade, chegando a anteceder o estagio de civilizacdo. Um estudo
recente (Hardy et al., 2012) analisou residuos encontrados no tdrtaro
dental de exemplares fossilizados de Neandertais (Homo
neanderthalensis), extintos num periodo de 24.000 a 30.000 anos atras,
revelando resquicios de plantas de sabor amargo e sem valor nutricional
(como o milefélio e a camomila), pouco viaveis para uso na alimentacao.
Para os autores, uma possivel explicacdao para o consumo de tais plantas
pelos Neandertais seria a sua utilizacao para fins de automedicacao. Foi
observado também que os grandes primatas modernos sao capazes de

reconhecer e utilizar plantas para usos medicinais (Hardy et al., 2012).

E notdvel que, historicamente, as plantas sempre representaram
uma inesgotdvel fonte de medicamentos para o homem (Schimdt et al.,
2008) e sempre foram associadas a suas possiveis propriedades
terapéuticas. Os primeiros estudos na area de botanica fazem parte da
literatura médica de civilizacdes antigas, como a egipcia, mesopotamica,
chinesa e indiana, o que indica que foram realizados em virtude da

utilizacao farmacoldgica das plantas (Reed, 1942).

Em meados do século |, Dioscérides escreveu a obra “De Materia
Medica”, que é considerada a primeira farmacopeia ocidental, cujo
conteudo perdurou por muitos séculos e, excetuando-se a Biblia, foi a
obra mais lida durante a Idade Media (Tyler, 1996). Nesta época, 0s

estudos sobre as propriedades medicinais das plantas eram pouco
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avancados, e se baseavam em observacbes e muitas vezes supersti¢des e

esoterismo.

Com os avangos tecnoldgicos na area de quimica e farmacologia, um
grande passo para o estudo de plantas medicinais foi dado no século XIX,
através do isolamento do primeiro farmaco de origem vegetal, a morfina,
um alcaloide proveniente da papoula (Papaver somniferum L.,
Papaveraceae) (Turolla et al., 2005), que é utilizado até os dias de hoje
devido a sua forte acdo analgésica. A partir desse momento, outras
substancias foram isoladas, como quinina e quinidina, obtidas de Cinchona
spp. L. (Rubiaceae) e a atropina, proveniente da Atropa belladona L.
(Solanaceae), e estas passaram a ser utilizadas em substituicdo aos

extratos de plantas (Turolla et al., 2005).

Nos tempos atuais, apesar da utilizacdo de plantas para fins
medicinais ainda ser uma pratica muito recorrente em muitas culturas
(Maciel et al., 2002), a utilizacao de farmacos sintéticos é predominante
(Schimdt et al., 2008) por conta do crescimento das industrias
farmacéuticas de grande porte e pelas dificuldades em se manter um

padrao de qualidade dos extratos vegetais (Turolla et al., 2005).

Entretanto, a partir da década de 1980, os avancos tecnoldgicos
permitiram o aprimoramento das técnicas de isolamento e identificacao
de substancias e por conta disso, as plantas voltaram a ser alvo de
pesquisas para a descoberta de novos farmacos (Turolla et al., 2005).
Gracas a sua vasta capacidade de biossintese, elas sdo promissoras para o
desenvolvimento de drogas para o tratamento de doengas ainda sem

cura, como é o caso do cancer e da AIDS.
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Além disso, a utilizacao de fitoterapicos também vem ganhando
forca nos ultimos anos. De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, a
partir dos anos 1990 houve um grande aumento no uso da medicina
tradicional e da medicina alternativa, tanto em paises em
desenvolvimento como em paises desenvolvidos, e a importancia deste
tipo de medicina vem crescendo globalmente, ampliando a necessidade
de regulamentacdo especifica para a prescricdo e venda deste tipo de

medicamento (OMS, 2005).

No Brasil, pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS) passaram a
ter acesso a fitoterapicos em 2007 e no ano seguinte, o Governo Federal
aprovou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que
visa regulamentar todas as etapas da cadeia produtiva deste tipo de
medicamento, bem como ampliar e melhorar as condicdes para a
pesquisa cientifica neste setor e proteger o patrimonio genético e
conhecimento tradicional associados as plantas com propriedades

medicinais (Portal Brasil, 2012).

Em 2012, a lista de fitoterapicos oferecidos pelo SUS foi ampliada, e
atualmente sao doze os medicamentos feitos a base de plantas medicinais
e oferecidos pela rede publica em catorze estados brasileiros (Portal
Brasil, 2012). Em 2013, a Anvisa publicou a resolugdo RDC 13/2013, que é
a primeira regra voltada especificamente para os procedimentos de

fabricacao de produtos fitoterdpicos (Anvisa, 2013).

Muitos dos farmacos industrializados sao provenientes de plantas,
sintetizados ou semi-sintetizados a partir de modelos estruturais de
origem vegetal. A primeira droga sintética, desenvolvida em 1897, foi a

Aspirina (acido acetilsalicilico) (Schimidt et al., 2008), que contem uma
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substancia derivada de uma molécula extraida da casca do Salgueiro (Salix
alba L., Salicaceae), o acido salicilico, que possui propriedades analgésicas
e antipiréticas. Em laboratério, tal molécula foi conjugada com um grupo
acetila, tornando-se menos tdxica ao organismo (Hedner & Everts, 1998),
e desde entdo este é um dos farmacos mais utilizados para o tratamento

de dores e febre.

A vinca (Catharanthus roseus L., Apocynaceae), tem um longo
histérico como planta medicinal e foi utilizada por séculos na india e
Europa para o tratamento de diabetes. Em meados dos anos 1950,
estudos mostraram que animais de laboratério tratados com extrato desta
planta passaram a apresentar uma diminuicao drastica na contagem de
células brancas, o que chamou a atencdo para um possivel potencial
citotdxico de C. roseus. A partir desse momento, o interesse pelo estudo
de substancias bioativas desta planta foi ampliado, e através de um
isolamento biomonitorado foram identificados dois alcaloides com agao
anticancer: Vincristina, que possui acao no tratamento de leucemia e
cancer de mama e Vinblastina, usado contra linfoma de Hodgkins e

coriocarcinoma (Gurib-Fakim, 2006).

Outro exemplo importante de droga anticancer de origem vegetal é
o Taxol, um diterpenos que é extraido de Taxus brevifolia Nutt.
(Taxacaceae), e que é utilizado atualmente no tratamento de cancer de
pulmdo, mama e ovario e sarcoma de Kaposi (Jennewein & Croteau,
2001). Apesar de seu grande potencial farmacoldgico, sua utilizacdo é
limitada, pois a planta a partir da qual é obtido possui taxa de crescimento
muito lenta e distribuicdao limitada. Por conta disso, novas abordagens

para a obtencdo desta molécula vém sendo estudadas, como a semi-
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sintese a partir de moléculas intermediarias mais abundantes na natureza,

cultura celular, entre outras (Ajikumar et al., 2010).

Muitos outros exemplos podem ser citados para ressaltar a
importancia medicinal das plantas, no entanto a imensa maioria das
espécies nunca foi analisada quimica e farmacologicamente. Este é um
argumento que ressalta a importancia da conservacdao de areas de
vegetacao nativa, que podem abrigar um vasto potencial farmacolégico

ainda inexplorado (Gurib-Fakim, 2006).

O Brasil € um pais que compreende um grande e heterogéneo
espaco territorial, no qual podem ser encontrados diversos biomas, cada
gual com caracteristicas floristicas distintas, e detém, portanto, uma
grande diversidade bioldgica. Tais condicdes o tornam um pais com
grande potencial fitoquimico, o que intensifica a importancia de estudos
realizados nesta area com plantas da flora brasileira (De Moura et al.,

2001).

Metabdlitos secundarios

Todo organismo realiza uma série de transformacdes quimicas para
manter suas funcdes vitais, se desenvolver, crescer e se reproduzir.
Quando estas seguem uma sequéncia de passos bem definida, formando
uma rede integrada de reagdes reguladas e intermediadas por enzimas,

recebem o nome de vias metabdlicas (Dewick, 2009).

Muitos compostos quimicos sao encontrados em todos os seres
vivos, como é o caso dos carboidratos, proteinas, lipideos, entre outros. As
vias metabdlicas que envolvem sintese, degradacao e conversao destes

sao denominadas vias do metabolismo primario, ou metabolismo central.
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Em contrapartida, os organismos também s3ao capazes de sintetizar uma
grande diversidade de compostos que ndo estdo presentes de forma
ubiqua entre todos eles (Dewick, 2009), sendo em geral caracteristicas de
um grupo restrito, como uma familia ou um género, ou até mesmo
exclusivos a uma espécie. Tais compostos sao denominados metabdlitos
secundarios, ja que nao sao produtos das vias primarias do metabolismo,

apesar de serem derivadas de produtos destas.

As funcdes de muitos destes compostos ainda ndao sao conhecidas,
mas de maneira geral sabe-se que eles possuem grande valor adaptativo.
Nos vegetais, entre os papeis atribuidos a este tipo de molécula esta a
atracdo de polinizadores, defesa contra herbivoria, protecao contra
estresse, alelopatia, entre outros (Dewick, 2009). Nessas funcdes
bioldgicas reside a grande importancia dessas substancias, com grande

potencial como possiveis fontes de novos farmacos.

Elas podem ser classificadas, de modo geral, em uma das seguintes
categorias, de acordo com suas estruturas quimicas: terpenos, substancias

fendlicas e substancias nitrogenadas (Cseke et al., 2006).

Os terpenos sao hidrocarbonetos, descritos tradicionalmente como
oriundos da via do acetato-mevalonato (MVA), e sdo classificados de
acordo com a quantidade de isoprenos (unidades de cinco carbonos)
presentes em sua cadeia (Taiz & Zeiger, 2008). Mais recentemente, uma
rota alternativa, a via do metileritritol fosfato (MEP), foi descrita com
ocorréncia nos plastideos, e, por isso, estudos demonstram que fungos e
animais parecem utilizar exclusivamente a via MVA, de ocorréncia no
citoplasma das células, enquanto a via MEP esta presente em plantas,

algas e bactérias, que utilizam ambas as vias para formar moléculas de
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isopentenil pirofosfato (IPP) ou o seu isdbmero dimetialil pirofosfato
(DMAPP), ambas as unidades de cinco atomos de carbono e biogénicas de

terpenos.

Entre as substancias fendlicas, uma classe de grande importancia é a
dos flavonoides, substancias caracterizadas pela estrutura basica C¢C3Cs,
oriundas de biossintese mista. A porgdao C¢C; é originada a partir do acido
p-cumarico proveninete do aminoacido fenilalanina, formado pela via do
acido chiquimico e que apds desaminacao origina tanto fendis simples
(CeCo € C¢Cy) como fenilpropanoides (C¢Cs). A esta porcao se unem trés
moléculas de acetato, dando origem a um anel fendlico proveniente,
portanto, da via do acetato malonato (Taiz & Zeiger, 2008). Flavonoides
sdo substancias onipresentes entre as plantas e a eles sao atribuidas
importantes funcdes fisioldgicas e ecoldgicas, como a protecdao contra a
radiacdo e atracao de polinizadores (lbrahim, 2005). Além disso, também
¢ observado que os flavonoides possuem acdao medicinal em seres
humanos, atuando como agentes anti-inflamatérios, antioxidantes e

antitumorais (lbrahim, 2005), entre outras funcoes.

Dentre as substancias nitrogenadas, destacam-se os alcaloides, que
sao moléculas de baixo peso molecular e pH alcalino, encontradas em
aproximadamente 20% das plantas (Taiz & Zeiger, 2008), cuja fun¢do esta
relacionada a defesa contra patdgenos e herbivoros. Muitos deles
possuem potente atividade bioldgica em mamiferos, muitas vezes
associada ao sistema nervoso central, o que os torna um interessante
objeto de estudos para prospeccao de novos farmacos (Facchini, 2001). Os
atomos de nitrogénio dos alcaloides provém, em sua grande maioria, de

aminoacidos, cujo esqueleto carbbdnico é frequentemente mantido
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enquanto o acido carboxilico em geral é perdido através de uma
descarboxilacdo. Os principais aminodcidos que originam alcaloides sao
ornitina, lisina, niacina, tirosina, triptofano e histidina, além do 4acido
antranilico e nicotinico. Blocos construtores derivados das vias do acetato
mevalonato, chiquimato e metileritritol fosfato sdo muitas vezes

incorporados a estrutura final do alcaloide (Dewick, 2009).

A maioria dos compostos oriundos de plantas que apresentam
importancia medicinal é proveniente das vias do metabolismo secundario,
e a grande diversidade de metabdlitos apresentada pelo grupo das
plantas, em especial as Angiospermas, representa uma fonte
extremamente rica para a descoberta de novos farmacos (Gurib-Fakim,

2006).

A escolha das espécies vegetais a serem analisadas fitoquimica e
farmacologicamente é um ponto chave para o sucesso deste tipo de
estudo. Sao varias as abordagens que podem ser empregadas, desde a
abordagem rand6mica, na qual o uUnico fator levado em conta para a
escolha de uma planta é a sua abundancia, passando pela abordagem
guimiotaxondmica, na qual uma espécie é escolhida por conta da
ocorréncia de substancias bioativas em outras plantas do mesmo género
ou familia, até a abordagem etnofarmacoldgica, que leva em consideracao
a utilizacdo terapéutica de uma planta por um determinado grupo étnico

(Maciel, 2002).

Euphorbiaceae

Euphorbiaceae Juss., pertencente a ordem Malpighiales, é uma das

maiores e mais diversificadas familias das Angiospermas e estd
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amplamente distribuida pelo mundo, especialmente na regidao dos
trépicos, em diversos tipos de vegetacoes e habitats (Secco et al., 2012),

sendo uma das familias mais comuns nas formacdes vegetais brasileiras.

Muitos géneros de Euphorbiaceae possuem grande importancia
econbmica, como é o caso de Hevea Aublet, ao qual pertence a
seringueira (Hevea brasiliensis Mull Arg.) importante para a extracao do
latex e para a fabricacdo de borracha, e Manihot Miller, que compreende
uma das plantas de maior importancia alimenticia no Brasil, a mandioca

(Manihot esculenta Crantz) (Secco et al., 2012).

Além disso, a familia também é reconhecida pela presenca de
compostos toxicos e medicinais. Um exemplo bastante conhecido é a
mamona (Ricinus communis L.) cujo 6leo fixo é consumido por possuir
propriedades laxativas ao mesmo tempo em que a torta restante da
prensagem das sementes durante a extracdo do dleo, possui aglutininas,
proteinas capazes de inativar a sintese proteica, causando morte celular.
Tais moléculas possuem tanto carater téxico, como é o caso de R.
communis aglutinina | (RCA 1), que possui forte acao aglutinadora de
hemacias, quanto potencial terapéutico, como é o caso da ricina que vem
sendo estudada como agente anticancer, por conta de sua acao citotoxica

(Frigerio & Roberts, 2010).

Croton L.

Um dos géneros de Euphorbiaceae conhecido pelas suas
propriedades toxicas e medicinais é Croton L., o segundo maior em

numero de espécies e presente em diversos ecossistemas.

10




Introducao Geral

Croton contém atualmente um numero aproximado de 1300
espécies (Riina et al., 2009) entre herbdceas, arbustos, drvores, e lianas.
Constitui o 112 maior género de angiospermas (Caruzo et al., 2010) e é
amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais do mundo

todo (figura 1.1) (Berry et al., 2005; Van Ee, 2011).
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Figura I.1: Distribuicdo geografica de Croton (adaptado de Berry et al., 2005).

Representantes do género podem ser reconhecidos em campo por
seu odor pungente, pubescéncia estelar ou lepidota, presenca de latex, e

folhas que se tornam alaranjadas na senescéncia.

Uma das razdes pelas quais Croton possui grande importancia
ecoldgica é o seu papel componente da vegetacao secundaria, o que torna
muitas de suas espécies Uteis para fins de reflorestamento (Caruzo et al.,
2010). Além disso, algumas plantas pertencentes a este género sao

conhecidas devido as suas propriedades toxicas e terapéuticas.

Como usos medicinais podem ser citados o tratamento de
problemas digestivos, diabetes, inflamacodes, febre, feridas, ulceras, entre

outros (Salatino et al., 2007). Algumas espécies deste género, como C.
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celtidifolius Baill. e C. urucurana Baill., ambas encontradas no Brasil, sdo

utilizadas no tratamento de cancer (Salatino et al., 2007).

As propriedades toxicas e medicinais das espécies de Croton se
devem a presenca de uma grande diversidade de compostos quimicos
oriundos do metabolismo secunddrio dessas plantas, que estao
exemplificados na figura 1.2: diterpenoides de varias classes (1);
triterpenoides pentaciclicos (2) e esteroidais (3); 6leos volateis contendo
mono e sesquiterpenoides; alcaloides (4); e componentes da via do
chiguimato, substancias fendlicas que incluem predominantemente
flavonoides (5), lignanas (6) e proantocianidinas. Tais substancias sao
frequentemente descritas para as espécies desse género (Salatino et al.,

2007).

A grande quantidade de espécies morfologicamente diversas que
fazem parte de Croton o torna um género desafiador para estudos
filogenéticos. Em 1993, Webster propds uma divisao infra genérica de
Croton em 40 secdes, no entanto, muitas espécies ndao foram enquadradas
em nenhuma destas. Em 2011, o trabalho de filogenia molecular de Van
Ee e colaboradores, focado nas espécies de Croton do Novo Mundo,
dividiu o género em 4 subgéneros (Croton subg. Quadrilobi (Mull. Arg.) Pax
in Engl. & Prantl, C. subg. Adenophylli (Griseb.) Riina, C. subg. Geiseleria
A.Gray, e C. subg. Croton — exclusivamente do Velho Mundo) e descreve
10 novas segoes, resultando em 31 se¢des que incluem todas as espécies

do Novo Mundo, sedo 11 delas monotipicas.
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Figura 1.2: Estruturas quimicas de alguns exemplos de classes de metabdlitos secundarios
ocorrentes em Croton: diterpenos (1), triterpeno pentaciclico (2), triterpeno esteroidal (3),

alcaloide(4), flavonoide (5) e lignana (6). (adaptado de Salatino et al., 2007).

Dentre as 31 secdes, Cyclostigma Griseb. (Croton subg. Adenophilli)
abriga 41 espécies distribuidas nas regides tropical e subtropical do
México, América Central e América do Sul (Smith, 2006; van Ee et al.,
2011). As espécies desta se¢cdo sao caracterizadas pela presenca de
inflorescéncias contendo flores estaminadas na parte superior e pistiladas
na parte inferior, de pubescéncia estelar e de latex frequentemente
avermelhado (Riina et al., 2009). Possuem habito arbustivo ou arbdéreo e
tém crescimento rapido, ocorrendo predominantemente em ambientes
perturbados, como as regioes de beira de cérregos e estradas (Riina et al.,

2009).
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Algumas espécies pertencentes a esta seg¢do sao comumente
referidas como “sangue de adave” (em espanhol, sangue de draco) por
conta de seu latex vermelho, o qual é utilizado medicinalmente por povos
indigenas (Smith et al., 2006) e comunidades tradicionais, no tratamento

de cortes e feridas e prevencao de infeccdes (Jones, 2009).

A  espécie desta secdo mais conhecida quimica e
farmacologicamente é C. urucurana Baill.; estd amplamente presente no
Brasil (Cordeiro et al., 2010a e 2010b) e outros paises da América do Sul,
onde é bastante utilizada na medicina popular (Gurgel et al., 2005). Muitos
estudos ja foram realizados em relacao as propriedades bioativas do latex
de C. urucurana, comprovando suas propriedades anti-inflamatorias,
analgésicas, cicatrizante, antiviral e antitumoral (Gurgel et al., 2001). Em
estudo recente com esta espécie, foi demonstrada eficacia de seu latex na
inibicao do crescimento de alguns tipos de fungos causadores de infec¢des

de pele (Gurgel et al., 2005).

Outras espécies pertencentes a se¢dao Cyclostigma vém
apresentando propriedades farmacoldgicas importantes. Em estudo
recente foi observado que o extrato de diclorometano de folhas de C.
macrobothrys Baill. apresentou atividade antiproliferativa de linhagens
celulares tumorais, particularmente nas linhagens NCI-H460 (pulmao) e
K562 (leucemia). Nesse trabalho, o extrato de diclorometano foi analisado
por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas e verificou-
se a presenca de uma mistura de substancias com a predominancia de
geranil-geraniol (diterpenoide aciclico), coridina (alcaloide aporfinico) e

diterpenos da classe dos clerodanos. Os resultados apontam o potencial
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dessa espécie como fonte para novos farmacos para tratamento de tipos

de cancer, como o de pulmao e leucemia (Motta et al., 2011).

As espécies C. vulnerarius Baill. e C. echinocarpus Miill.Arg. (figuras
I.3 e 1.4) também fazem parte da secao Cyclostigma e estdo amplamente
distribuidas na regido da Mata Atlantica brasileira (Cordeiro et al., 2010a e
2010b). Estudos fitoquimicos dessas espécies nao foram encontrados na
literatura até o presente momento e levando-se em conta critérios
guimiotaxonbmicos, as espécies pertencentes a Secdao Cyclostigma
apresentariam potencial promissor, ja que espécies dessa secao foram

referenciadas como possuidoras de substancias biologicamente ativas.

Ambas as espécies sao nativas e endémicas do Brasil, sendo que C.
vulnerarius se distribui nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Parana (Cordeiro et al., 2010b), enquanto que C. echinocarpus
predomina nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais (Cordeiro et al.,
2010a). Além disso, as espécies pertencentes a Cyclostigma consistem em
grandes arvores, o que é propicio para estudos de prospeccao de
substancias bioativas, uma vez que apresentam grandes quantidades de

biomassa tanto foliar quanto caulinar.
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Figura 1.3: Croton vulnerarius: (A) distribuicao geografica no Brasil (retirado de Cordeiro et
al., 2010b), (B) flor masculina e (C) detalhe do ramo com exsudado de latex avermelhado.

Fotos: Claudia Furlan.

Figura 1.4: Croton echinocarpus: (A) distribui¢do geografica no Brasil (retirado de Cordeiro et

al., 2010a), (B) fruto espinhoso e (C) nectarios extraflorais. Fotos: Natalia Ravanelli.
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Este estudo teve por proposta investigar fitoguimicamente as
espécies C. vulnerarius e C. echinocarpus, com énfase nas classes quimicas
de diterpenos, alcaloides e substancias fendlicas com a finalidade de
avaliar o potencial farmacolégico de ambas, além de ampliar os
conhecimentos sobre a composicdao quimica do género. Como objetivos
especificos, este estudo propds a andlise do potencial antioxidante,
antibacteriano e antiviral de diferentes extratos (e substancias isoladas)

dessas duas espécies.

Um conhecimento mais amplo sobre a composicao quimica dessas
espécies pode indicar ndo somente o potencial bioativo de ambas, mas
juntamente com resultados obtidos nas investigacbes quimicas e
farmacologicas de outras espécies de Croton, que vém sendo realizadas
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Fitoquimica da USP, podem
sugerir padrdes quimicos Uteis no estabelecimento de relagdes

infragenéricas do grupo.
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Capitulo I - Perfil Quimico de C. echinocarpus e C. vulnerarius
e isolamento de substancias

1. Introducao

Croton L. é um género pertencente a Euphorbiaceae, muito
reconhecido pela diversidade de metabdlitos secundarios, que esta
diretamente relacionada com a sua tradicional utilizacao terapéutica para
o tratamento de diversas doencas, como infec¢Oes, feridas, febre,

diabetes, obesidade, entre outros (Salatino et al., 2007).

Entre as substancias bioativas estdo os flavonoides, uma classe de
substancias amplamente distribuidas entre as plantas, que desempenham
um importante papel em sua ecologia e fisiologia, estando relacionados a
protecdo contra radiacdo U.V., protecdo contra patdgenos, e
copigmentacdao em flores, frutos e sementes, mediando suas interagdes
com seres polinizadores e dispersores (lbrahim, 2005). Além disso,
possuem participacao nos processo de germinacao e fertilizacao da
planta, interacdo com organismos simbiontes (Koes et al, 1994) e sao

fundamentais na protecao contra estresse oxidativo (Agati et al., 2012).

Eles compartilham a estrutura geral Cs-C3-C¢, ou seja, dois anéis
(anéis A e B) aromadticos ligados por uma ponte de 3 carbonos, que
formam um anel heterociclico (anel C) na maioria das classes de
flavonoides (figura 1.1). Os flavonoides sao subdivididos de acordo com o
estado de oxidacao do anel C: um grupo cetonico ligado a posicao 4 é
caracteristico das flavanonas e seus derivados; uma dupla ligacao entre os
carbono 2 e 3 é comum as flavonas e a presenga de uma dupla ligagao
adicional no anel C (no lugar do grupo C4-cetbnico) resulta em uma

antocianidina. Além disso, as chalconas, que sdo substancias precursoras
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de outros flavonoides, também podem ser consideradas flavonoides

(Anzenbacher & Zanger, 2012).

Figura 1.1: Estrutura geral dos flavonoides.

Além disso, a adicdao de grupos hidroxila e metoxila em posicoes
diversas, e a presenca de acucares ligados a estrutura basica do
flavonoide, proveem a este grupo uma grande diversidade, sendo que
mais de 8000 compostos distintos ja foram identificados (Anzenbacher &

Zanger, 2012).

Do ponto de vista farmacolédgico, possuem reconhecida acao
antioxidante, sendo que muitos tipos de flavonoides sao
reconhecidamente benéficos a saiude humana quando fazem parte da
dieta. Tal acdo se da gracas a natureza polifendlica destas moléculas que
permite sua interacdo com os radicais livres, eliminando-os do organismo

(Dewick, 2009).

Os flavonoides também s3ao muito estudados devido ao seu
potencial antitumoral (Hollman et al., 2006), bem como o seu uso no
tratamento de doencas vasculares e neurodegenerativas (Williams et al.,
2004). Alguns tipos de flavonoides, como a hespiridina e a rutina vém
sendo investigados quanto a sua capacidade de prolongar a vida de células

do sistema nervoso (Nones, 2012).
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Para a extracdo de flavonoides de material vegetal, os solventes
mais apropriados sao os de maior polaridade, como metanol, etanol e
acetonitrila em solugcdao aquosa em diferentes proporc¢des. A proporg¢ao de
agua no solvente deve ser menor quando as substancias alvo sdao agliconas
ou compostos prenilados, que sao menos polares, e maior quando se
deseja obter flavonoides glicosilados, que sdo mais polares. Além disso,
solventes alcodlicos sao capazes de romper a membrana celular,
aumentando a extracdao de substancias endocelulares (Corradini et al.,

2011).

Os métodos analiticos de maior importancia para o estudo de
flavonoides s3ao os baseados em cromatografia liquida (CL). Para evitar
gue substancias muito polares sejam retidas irreversivelmente na coluna,
o método cromatografico mais adequado para flavonoides é em fase
reversa, com coluna de silica Cs. ou C;5, € com sistema binario de fase
movel, com solventes de alta polaridade. Nessas condi¢cdes, os compostos
mais polares sao os primeiros a serem eluidos. Além disso, a utilizacao de
um gradiente de solventes melhora a resolugdo de uma CL para
flavonoides, ja que aumenta a capacidade de separacao entre substancias

de uma mesma classe (Corradini et al., 2011).

Os flavonoides absorvem eficientemente luz UV, ja que possuem
pelo menos dois anéis aromaticos. Por conta desta propriedade, podem
ser detectados por um espectrofotdbmetro UV ou por um detector de
arranjo de diodos UV (DAD-UV) (Corradini et al., 2011). O espectro de
absorcao dos flavonoides tipicamente consiste em duas bandas de
absorcao maxima, uma delas com absorcao entre 240-285nm (banda Il) e

outra em 300-350nm (banda I). A posicao e intensidade relativa dessas
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bandas revelam informacdes importantes que nos permitem reconhecer a
natureza e padrao de oxigenacao do flavonoide, por conta disso, a analise
do espectro de UV visivel € uma ferramenta muito utilizada para a
identificacdo de substancias desta classe, principalmente quando
utilizados reagentes complexantes e ionizantes capazes de causar

mudancas no padrao de absor¢cao (Markham, 1982).

Estudos realizados com espécies de Croton descrevem
tradicionalmente a presenca de glicosideos de flavondis e suas agliconas,
como quercetina e campferol, assim como agliconas altamente

metoxiladas (Salatino et al., 2007).

Nas folhas de C. cajucara, espécie conhecida pelas suas
propriedades terapéuticas, podem ser encontrados derivados de
campferol;, de C. ciliatogladulifer podem ser extraidos flavondis
metoxilados como a retusina e o paquipodol (Salatino et al. 2007). A
espécie arbustiva brasileira, C. betulaster contém casticina, que vém
sendo estudada como uma possivel droga para o tratamento de doencgas

neurodegenerativas (Spohr, 2010).

A flavona C-glicosilada vitexina vem sendo frequentemente descrita
em diversas espécies de Croton, como C. hovarum (Krebs & Ramiarantsoa,
1997), C. kongensis (Giang et al., 2004) e C. lechleri (Alonso-Castro et al.,
2012). Outra substancia que foi encontrada em muitas espécies do
género, é o derivado acilado de campferol, o tilirosideo, que foi relatado
em C. gnaphalii (Lencina et al., 2001) e C. sellowii (Palmeira Janior et al.,
2006), entre outros. Tilirosideo também foi encontrado nas especeis C.
dichrous, C. erytroxyloides, C. myrianthus e C. splendidus, esta ultima

também apresentou vitexina (Savietto et al., 2013).
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Outra classe de substancias encontradas em Croton sdao o0s
terpenoides, moléculas cujo esqueleto principal é formado por unidades
biogénicas de 5 carbonos denominadas isoprenos (figura 1.2). Sdo
classificadas de acordo com a quantidade de isoprenos que fazem parte
de sua estrutura, podendo ser hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cyp),
sesquiterpenos (Cys), diterpenos (Cy), sesterpenos (Cys), triterpenos (Csp),

tetraterpenos (C4) € politerpenos (mais do que Cy) (Zhang et al., 2002).

=7 N

Figura 1.2: estrutura de um isopreno, unidade biogénica de cinco carbonos, formadora dos

terpenoides.

As atividades bioldgicas dos terpenos sao muito variadas. Entre eles
podemos destacar os diterpenos, ja que é grande o numero de moléculas
deste tipo que possuem bioatividade, como por exemplo, os acidos de
forbol (promotores tumorais) e as giberelinas (fitormonios). Muitos
triterpenos também possuem acao bioldgica, como é o caso do acido

betulinico, que possui acao antimelanoma (Zhang et al., 2002).

Uma vez que os terpenos sdo sintetizados pela combinacdo de
unidades biogénicas (isopentenil pirofosfato IPP e dimetilalil pirofosfato
DMAPP), eles possuem grande diversidade estrutural, e o fato de eles
poderem ser rearranjados de diversas formas, ou serem altamente
oxidados os torna moléculas extremamente dificeis de serem sintetizadas

artificialmente (Baran et al., 2007).
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Por conta de sua estrutura hidrocarbOnica, os terpenos sao,
tradicionalmente, obtidos através de extragao com solventes nao polares,
como o hexano, ou através de extracdo com didxido de carbono em

estado supercritico (Bowman et al., 1997).

A caracterizacdo de terpenos nao é uma tarefa simples por conta da
grande ocorréncia de isOmeros, que sao dificeis de identificar por
possuirem caracteristicas fisicas e quimicas muito semelhantes entre si.
Além disso, muitos terpenos podem se isomerizar ou oxidar rapidamente,

tornando a identificacdo menos precisa (Zubik & Conner, 1960).

O método cromatografico a gas é o mais utilizado para anadlise de
terpenos, através do qual é possivel uma separacdao bastante eficiente
(Zubik & Conner, 1960). Em geral esta técnica é associada a
espectrometria de massas, que permite a identificacdo de uma
determinada substancia quimica submetendo-a a fragmentacdao por um
feixe de elétrons, que produz fragmentos i6nicos dos quais é possivel
conhecer suas massas. Através dessa informacdo é possivel inferir a

formula molecular de uma substancia (Lee, 1998).

Em Croton, os terpenos s3ao os metabolitos secundarios
predominantes, especialmente os diterpenos. De C. cajucara foram
isolados diterpenos do tipo clerodanos, além da crotonina, trans-
dehidrocrotonina e outros diterpenos classificados como nor-clerodanos.
Da casca do caule de C. urucurana também foram obtidos clerodanos,
como a sonderianina (Salatino et al., 2007). Em C. macrobothrys foram
encontrados dois clerodanos identificados como derivados de crotonina
(Motta et al., 2011). Para C. sphaerogynus foram descritos nos extratos

foliares (hexano, diclorometano e metanol) diterpenos das classes dos
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podocarpanos e abietanos, além de derivados de crotonina e trans-

dehidrocrotonina (Motta et al., 2013).

Triterpenoides também s3o frequentemente encontrados em
espécies do género, tanto os pentaciclicos quanto os esteroidais. Como
exemplo, foram encontrados em C. cajucara e C. urucurana,
estigmasterol, B-sitosterol, campesterol e B-sitosterol-O-glucosideo e a
partir de C. hieronymi foram obtidos a- e B-amirina, lupeol e derivados de

esqueleno (Salatino et al., 2007).

Ao contrario dos terpenos, alcaloides n3ao sdao tao comumente
encontrados em Euphorbiaceae, mas Croton possui algumas espécies
notaveis pela presenca destes metabdlitos secunddrios, o que aumenta
ainda mais a importancia farmacoldgica deste género (Salatino et. al,
2007). Os alcaloides sao sustancias nitrogenadas de baixo peso molecular
e de carater basico. Os atomos de nitrogénio presentes nestas substancias
sao originados a partir de acidos aminados, cujo esqueleto carbonico
geralmente também se mantém presente na estrutura da molécula,
enquanto que o carbono pertencente ao acido carboxilico se perde
durante a descarboxilacdo (Dewick, 2009). Partes estruturais derivadas
das vias do acetato-malonato, chiquimato e do metileritritol fosfato
também s3o frequentemente incorporadas a estrutura dos alcaloides
(Dewick, 2009). Sao relativamente poucos os acidos aminados envolvidos
na sintese de alcaloides, sendo ornitina, lisina, tirosina, triptofano e
histidina os precursores mais frequentemente observados. Acido
nicotinico e acido antranilico também s3ao precursores frequentes de

alcoloides (Dewick, 2009).
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Biologicamente, podem possuir diversos tipos de atividade, como
acao citotdxica, antitumoral, antimicrobiana, antiparasita, analgésica,
anestésica, entre outras. Para a andlise desta classe de moléculas, a
técnica de cromatografia a gas combinada a técnica de espectrometria de
massas também é bastante eficiente para a sua separacao e identificacao

(Aniszewski, 2007).

Em Croton, os alcaloides encontrados sao frequentemente idénticos
ou semelhantes aos encontrados nas plantas da ordem Ranunculales, ou
seja, biogeneticamente relacionados com as benzilisoquinolinas (Salatino,
et al., 2007), uma classe de substdancias que possui uma grande
diversidade estrutural e possui membros de grande valor farmacéutico.
Um importante alcaloide, a taspina, foi isolado do latex de Croton lechleri
e demonstrou possuir atividade anti-inflamatdria (Gupta et al., 2008). Em
C. macrobothrys foram descritos os alcaloides coridina e salutaridina

(Motta et al., 2011).

2. Material e métodos

a. Obtencao do material vegetal
O material de Croton echinocarpus Mill. Arg. utilizado foi coletado
no municipio de Santana do Riacho, MG, na Serra do Cip9d, estrada MG 010

(Voucher LBM62) com o auxilio da pesquisadora Lucimar Barbosa Motta.

Para Croton vulnerarius Baill. foram utilizados folhas e caule do
espécimen coletado pela pesquisadora Inés Cordeiro no Parque Estadual

das Fontes do Ipiranga em Sao Paulo, SP (Voucher Cordeiro3335).
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b. Preparacao dos extratos
|. Extragdo sequencial em soxhlet
O material obtido foi triturado em presenga de nitrogénio liquido,
no caso das folhas e em moinho de facas para os caules. Cerca de 90 g de
cada material foi empacotado em papel filtro, e submetido a uma
sequencia de extracdes de oito horas em aparelho de soxhlet com
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e agua. Os extratos foram concentrados em evaporador

rotativo e secos em banho-maria.

Il. Maceragao com etanol 70%
Parte do material triturado (50 g) do caule e das folhas de ambas as
espécies foi submetida a maceracdo com o solvente etanol 70% por sete
dias. Os extratos obtidos foram filtrados, concentrados e secos, conforme

descrito na secdo anterior.

c. Fracionamento dos extratos
|. Fracionamento inicial por cromatografia em coluna de
silica

O extrato etandlico bruto foi incorporado em silica (Mesh 230-400)

para cromatografia em coluna visando o fracionamento e isolamento de
substancias de interesse. A separacao de componentes foi feita de acordo
com uma adaptacao do procedimento de Anastasaki et al. (2009). Foram
utilizados solventes e misturas, de polaridades crescentes conforme
esquematizado na tabela 1.1. Foram utilizados 200 mL de cada solvente,
exceto do solvente final (metanol 100%), do qual foram utilizados 400 mL,

e foram coletadas fragdes de 100 mL cada.
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Em seguida, as fracdes foram concentradas até secura e analisadas

em cromatégrafo a gds acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM)

para a analise da composicao quimica, conforme descrito no item 2d. As

fracOes que apresentaram substancias de interesse para testes bioldgicos

foram utilizadas para o isolamento das mesmas.

Tabela 1-1: Gradiente de solventes utilizado para cromatografia em coluna de silica gel para o

fracionamento inicial dos extratos etandlicos.

Solvente Hexano Acetato de Etila Metanol

S1 100% - -

S2 75% 25% -

S3 50% 50% -

S4 25% 75% -

S5 - 100% -

S6 - 75% 25%
S7 - 50% 50%
S8 - 25% 75%
S9 - - 100%

Isolamento do alcaloide coridina

As fracOes de Croton echinocarpus nas quais foi verificada a

presenca da coridina foram

reunidas e submetidas a uma nova

cromatografia com gradiente de solventes de acordo com a tabela 1.2.

Foram utilizados 20 mL de cada solvente e coletadas fracdes de 10 mL

cada.
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Tabela 1.2.: Gradiente de solventes utilizado para cromatografia em coluna de silica gel para

isolamento da coridina.

Solvente Acetato de Etila Metanol

S1 100% -

S2 90% 10%
S3 80% 20%
sS4 70% 30%
S5 60% 40%
S6 50% 50%
s7 40% 60%
S8 30% 70%
S9 20% 80%
S10 10% 90%
Si1 - 100%

lll. Fracionamento de compostos fendlicos por coluna de

Sephadex
Para o isolamento dos flavonoides, foi realizada cromatografia em
coluna com preenchimento de Sephadex. A separacao foi feita a partir do
macerado etandlico foliar de ambas espécies e a fase moével utilizada foi
metanol absoluto. Foram coletadas 24 fracdes de 10 mL, que foram
concentradas, secas e injetadas em CLAE, conforme descrito no item 5. As

fracOes similares foram reunidas e utilizadas nos testes bioldgicos.

d. Andlise dos extratos e fragdes por CG-EM

Os extratos e fracdes obtidas através das colunas de silica (itens 3a e
3b) foram submetidos a cromatografia a gas associada a espectrometria
de massas para investigacdao quimica. O equipamento utilizado foi Agilent
CG-EM 6850/5975B, com coluna capilar DB5HT (30 m x 0,32 cm) e gas de

. -1
arraste He com fluxo de 1 mL.min™".
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A temperatura do injetor foi de 250°C e do detector foi de 350°C. A
temperatura da coluna foi varidvel: inicio a 150°C por 1 min, com elevac3o
a 5°C.min™ até 310°C e manutencdo por 3 min. A identificacdo foi feita por
comparacao com a biblioteca de dados de massas (NIST) e com a

literatura.

e. Anadlise de flavonoides por CLAE

Aliguotas de 3 plL dos extratos de folhas e caules foram analisadas
em cromatoégrafo liquido Agilent 1260 equipado com detector de arranjo
de diodos (DAD), utilizando coluna Zorbax C18 (4,6x150 mm, 3,5 um)
empregando-se o seguinte gradiente de solucdao aquosa de acido acético
0,1% (A) em acetonitrila (B): 0-20 min 15% de B em A; 20-25 min 100% de
B; 25-30 min 100%-15% de B em A; 30-32 min: 15%C.

O fluxo de solvente foi de 0 a 25 min: 1,5 mL.min™; de 25,1 a 25,2
min: 1,5 a 1 mL.min}; de 25,2 a 26,9 min: 1 mL.min™’; 26,9 a 27 min: 1 a
1,5 mL.min™; de 27 a 35 min: 1,5 mL.min™. A temperatura da coluna foi
constante em 40°C, a press3o inicial foi de 146 bar e a deteccdo através de

DAD em A =352nm.

A identificacdao dos flavonoides foi feita por comparacao do tempo
de retencdo com biblioteca organizada no Laboratério de Fotoquimica (IB-
USP), comparacao entre espectros UV gerados e andlise de espectros de
massas obtidos por CLAE/EM conseguidos por analises realizadas na

Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

As analises de CLAE/EM ou CLAE/EM/EM foram feitas usando-se

cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrometro de
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massas modelo Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus, com mesmo gradiente
de solventes e coluna citados anteriormente, fluxo de 90 uL.min'l,
voltagem de 4000 V, nebulizador a 27 psi, gas secante a 320°C e fluxo de
7,0 L.min™,

Literatura especializada também foi consultada (Cuyckens & Claeys,

2002, 2004).

3. Conclusoes

Diferentemente do perfil fitoquimico de outras espécies do género
e pertencente a mesma sec¢ao, Cyclostigma, C. echinocarpus e C.
vulnerarius nao apresentaram diterpenos. No entanto, alcaloides foram
encontrados em C. echinocarpus, identificados como coridina e norboldina
e presentes no extrato etandlico em abundancia relativa consideravel (7,5
e 4,8% respectivamente), o que torna essa espécie interessante para

bioprospeccao.

Neste estudo optou-se pelo uso de dois procedimentos de extragao:
seriado com polaridade crescente de solventes e maceracao em etanol
70%. Os procedimentos resultaram em composicao diferenciada entre os
extratos obtidos, sendo a extragao em etanol 70% mais recomendada para

extracdo e posterior isolamento de alcaloides do tipo aporfinico.

Quanto a analise dos constituintes fendlicos, as espécies se
mostraram semelhantes as ja estudadas, com a presen¢a marcante de
vitexina e tilirosideo. O procedimento de fracionamento em coluna de
Sephadex se mostrou interessante para obter fracdes distintas em

composicao e proporcao de constituintes. Por conta disso, essas fracdes
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sao interessantes para uso em ensaios biolégicos, sendo possivel inferir

sobre o efeito da interacao entre os diferentes constituintes e suas

proporgoes.
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Capitulo 11

Atividade Bioldgica de extratos e fragoes

de C. echinocarpus e C. vulnerarius




1. Introdugdo

Os metabdlitos secundarios sao substancias de grande diversidade
estrutural, que sao produzidas pelas plantas a partir de moléculas
provenientes de seu metabolismo primario. De modo geral, possuem
distribuicao restrita a um determinado grupo, como uma familia, género
ou até mesmo espécie, e a estes sdao atribuidas diversas funcdes
ecoldgicas, que podem ser consideradas fundamentais para a adaptacao
ao ecossistema, como a atracdao de seres polinizadores e dispersores,
protecdao contra herbivoros, patdgenos e a fatores de estresse abidticos,

como estresse hidrico e radiacao UV (Dewick, 2009).

Além dos efeitos que exercem sobre a fisiologia das proprias
plantas, algumas delas sdo capazes de exercer efeitos sobre outros seres
vivos, podendo trazer efeitos benéficos ou terapéuticos provenientes de
sua ingestdao ou de outra forma de utilizacdo. Por conta disso, os
metabdlitos secundarios de origem vegetal sao um alvo importante para a

pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.

Um exemplo bastante conhecido de moléculas produzidas por
plantas que possuem efeito na saude humana sdao os flavonoides,
substancias fendlicas amplamente distribuidas, que, na planta, participam
da pigmentacao de flores e frutos, provém protecao contra os efeitos da
radiacdo ultravioleta e patdgenos, dentre diversas outras funcdes. Em
seres humanos, podem atuar como agentes anti-inflamatorios,
hipolipidémicos e anticancer (lbrahim, 2005), e sdo amplamente
reconhecidos pela sua acdo antioxidante compondo alguns alimentos

funcionais (ou nutracéuticos).
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Substancias que possuem atividade antioxidante sao aquelas que,
mesmo presentes em quantidades pequenas em comparagao ao substrato
oxidavel, retardam a velocidade do processo de oxidacao e sao capazes de
proteger um sistema bioldgico de seus efeitos prejudiciais (Karadag et al,

2009).

Os radicais de oxigénio (hidroxila e peroxila) sdo importantes para o
metabolismo do corpo humano, mas sua producdo excessiva pode gerar
danos a macromoléculas, como lipidios, acidos nucléicos e proteinas,
desencadeando processos patologicos, como inflamacao cronica,
diabetes, disturbios degenerativos e certos tipos de cancer (Karadag et al.,

2009).

A acao antioxidante de uma molécula pode se dar por diversos
mecanismos, podendo atuar como: (1) barreira fisica para prevenir a
geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou seu acesso a sitios
biolégicos importantes (ex.: filtros UV); (2) “armadilha quimica”
absorvendo energia e elétrons, extinguindo ROS (ex.: carotenoides); (3)
sistema catalitico que neutraliza ROS (ex.: superdxido dismutase); (4)
ligante de ions metdlicos para prevenir a formacao de ROS (ex.:
catequinas) e (5) antioxidantes de quebra de cadeia, que sequestram e

destroem ROS (ex.: flavonoides e vitamina C) (Karadag et al., 2009).

Como existem muitos modos distintos de acao, ndo é possivel
avaliar de forma precisa a atividade de um antioxidante utilizando-se um
Unico método. Por conta disso, muitas estratégias foram desenvolvidas
com o objetivo de avaliar a agdao antioxidante de um determinado extrato

ou substancia (Liu, 2010).
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Uma metodologia bastante utilizada é a de sequestro de radicais
DPPH, que é um radical nitrogenado estavel, que possui uma coloracao
purpura forte e, quando reduzido exibe coloracdo amarelo claro. A
variacao na coloracao pode ser monitorada pela diminuicdo na
absorbancia da amostra em um comprimento de onda entre 515-528 nm.
Este método se destina a mensurar a acao de antioxidantes de quebra de
cadeia, sendo bastante utilizado para compostos fendlicos em alimentos

(Karadag et al., 2009).

Outro método bem conhecido é o ensaio de clareamento do (-
caroteno em emulsao de acido linoleico (LA). Neste procedimento, é feita
uma mistura contendo LA, B-caroteno, tween e agua, que é emulsionada e
o oxigénio dissolvido na agua passa a oxidar LA. No entanto, o B-caroteno
presente impede tal oxidagao, resultando em um clareamento da mistura
(A = 470 nm) com o passar do tempo (Liu, 2010). Na presenca de
substancias com acdo antioxidante, o B-caroteno presente na solugao é
preservado e o clareamento é inibido, de modo que o decaimento na
absorbancia do tempo inicial para o final é reduzida. Este ensaio permite
uma avaliacao do efeito protetor de um antioxidante sobre um sistema

bioldgico.

A descoberta de substancias com acdo antioxidante é fundamental
para a pesquisa de novos medicamentos para o tratamento de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo (Yang et al., 2011), como é o caso
dos males de Parkinson e de Alzheimer, cancer e doencas do coragao
(Pietta, 2000). Algumas espécies do género Croton apresentam acao
antioxidante ja relatada, como C. celtidifolius (Nardi et al., 2003), C.

cajucara (Tieppo et al., 2006) e C. lechleri (Lopes et al., 2004), assim como
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o Oleo volatil de espécies encontradas no nordeste brasileiro: C.
zenthmeri, C. nepetaefolius, C. argyrophylloides (De Morais, 2006) e C.

urucurana (Simionatto, 2009).

Além da atividade antioxidante, metabdlitos secundarios vegetais
podem possuir outros tipos de acao bioldgica. Muitas plantas sdao capazes
de produzir substancias antimicrobianas, que atuam como mecanismo de
defesa quimica contra bactérias, fungos e virus patogénicos presentes no
solo (Gibbons et al., 2008), e por conta disso, sdo uma fonte potencial

para a descoberta de farmacos com acao antibacteriana.

A questdo da resisténcia bacteriana é um problema recorrente no
tratamento das doencas causadas por bactérias, uma vez que a utilizacao
continua de um antibiético cria uma pressdao seletiva favoravel ao
desenvolvimento de cepas resistentes, o que torna cada vez mais dificil o
tratamento de infeccdes com os antibidticos ja existentes. Dai a
necessidade de continuar as pesquisas para a prospeccao de novos
agentes antimicrobianos para uso clinico, preferencialmente drogas que
possuam mecanismos de acdo distintos daqueles ja existentes (Walsh,

2003).

Produtos provenientes de plantas vém se destacando em estudos
com este fim, sendo que cerca de 60% das prescricdes médicas de
antibidticos sao de medicamentos derivados direta ou indiretamente de
plantas. Estas sdao capazes de produzir uma gama muito ampla de
compostos quimicos, o que as torna uma potencial fonte de moléculas
bioativas; além disso, a singularidade das moléculas de origem natural as

distingue das moléculas sintetizadas em laboratério, de modo que
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possuem modo de acao diferente, o que é favoravel ao tratamento para

cepas resistentes.

Muitas espécies de Croton ja foram estudadas quanto ao seu
potencial antimicrobiano. O dleo volatil de C. cajucara apresentou
atividade contra Candida albicans (Alviano, 2005) e uma substancia
isolada do mesmo dleo, o 7-hidroxicalameno, apresentou atividade contra
cepas resistentes a meticilina de Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Mycobacterium tuberculosis e M. smegmatis (Azevedo et al.,
2013). Os extratos foliares hidroalcdolicos de C. campestris apresentaram
atividade sobre S. aureus e Escherichia coli e o 6leo volatil obtido da casca
e do caule de C. urucurana mostrou atividade frente a sete bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas (Simionatto, 2009).

Outra doenca de grande importancia atualmente é a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), que causa mais de 25 milhdes de
mortes no mundo (Singh & Bodiwala, 2010) e a busca pela sua cura

continua sendo um grande desafio para a comunidade cientifica.

A AIDS é causada pelo virus HIV (human imunnodeficiency virus),
gue infecta os linfécitos T, se ligando aos receptores CD4. Na célula, o RNA
do virus é transcrito em DNA por acdo da enzima transcriptase reversa,
gue passa a replicar o genoma viral e a produzir suas proteinas (Singh &

Bodiwala, 2010).

As drogas utilizadas no tratamento da AIDS sao classificadas em dez
grupos, dependendo de qual fase da infecgdo viral elas agem: adsorgao
virus-célula, fusdo virus-célula, desencapsulamento, transcricao reversa,
integracao, replicacado do DNA, transcricao, traduc¢dao, brotamento

(montagem / liberagdo) e maturagdo (Pomerantz & Horn, 2003).
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Os tratamentos disponiveis atualmente, apesar de nao serem
capazes de curar a infecgao, tiveram um grande impacto na reduc¢do da
mortalidade, aumento no tempo e na qualidade de vida dos pacientes. No
entanto, eles possuem um custo muito alto, o que dificulta o acesso por
parte dos pacientes de paises mais pobres, e, além disso, tais tratamentos
tem resposta limitada em alguns pacientes e muitos possuem elevada

toxicidade (Liu et al., 2005).

Por conta disso, pesquisas com produtos naturais com agao para o
tratamento ou cura da AIDS s3ao de grande importancia e muitos
resultados promissores ja foram obtidos através destas pesquisas. Entre
as espécies do género Croton, podemos citar C. lechleri, que apresenta
efeito paliativo, auxiliando a reduzir o excesso de evacuagdes e diarreia,
comuns neste tipo de paciente (Holodiniy et al., 1999). Outro trabalho,
qgue analisa a acdo de ésteres de forbol presentes nas sementes de C.
tiglium apresenta resultados extremamente promissores, observando que
tais moléculas sdao capazes de inibir os efeitos citopaticos do virus HIV,

evitando a destruicao dos linfdcitos (EI-Mekkawy et al., 2000).

Neste capitulo, foi feita uma investigacdo a cerca do potencial
biolégico de Croton echinocarpus e Croton vulnerarius e de suas fragdes
obtidas. Foi analisada a atividade antioxidante das espécies através do
teste de reducao do radical DPPH e do teste de inibicao da degradacao do
B-caroteno, a atividade antimicrobiana frente a trés espécies de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e a atividade inibidora da transcriptase

reversa HIV-1.

Uma vez que estas espécies pertencem a mesma se¢do que C.

urucurana e C. macrobothrys, plantas que apresentam propriedades
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farmacoldgicas (Gurgel et al.,, 2001 e 2005; Motta et al.,, 2011), elas
representam uma potencial fonte de novas substancias para uso como

antioxidantes, antimicrobianos ou anti-HIV.

2. Material e Métodos

a. Obtencao de extratos e fracdes

Os extratos e fragles utilizados no testes de atividade bioldgica
foram obtidos conforme esta descrito na secao “Material e Métodos” do

capitulo anterior.

b. Avaliacdo da atividade antioxidante

I.  Analise da atividade in vitro de sequestro do radical DPPH

O teste de sequestro de radicais livres seguiu o método descrito por
Rufino et al. (2007) com modificacdes. Os extratos testados foram diluidos
em metanol, em concentracdes de 250 a 1000 pg.mL™. Foi preparada uma
solucdo metandlica do radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrasila (DPPH,
Sigma) em concentracao de 0,06 mM. Como controle positivo, foi utilizada
uma solucao metandlica de padrdao de quercetina nas concentracdes de

2,5a 250 ug.mL’l.

O ensaio foi realizado em microplacas do tipo ELISA de 96 pocos. A
cada poco, foram adicionados 20 uL de cada amostra (A) ou dos padrdes
(CP) em triplicata e em seguida 200 pL da solu¢ao de DPPH. Como branco
das amostras (BA) e dos padrdes (BCP) foram utilizados 20 uL de amostra

ou padrao e adicionados de 200 uL de metanol. Como controle negativo
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(CN), 20 pL de metanol e 200 uL de DPPH e como branco do controle
negativo (BCN), 220 uL de metanol. Apés a adicdo do DPPH, as amostras
foram agitadas e mantidas no escuro por 20 min. Apds este tempo, foi
feita a leitura da absorbancia em leitor de microplacas de ELISA a 515nm.
O sequestro dos radicais livres DPPH pelos extratos foi avaliado por
comparagdao com o controle negativo (DPPH + metanol). Os resultados
foram expressos como porcentagem de sequestro do radical livre DPPH
(através de seu descoramento) comparado ao controle negativo, de

acordo com a seguinte equacao:

% de atividade antioxidante = {[(AbsCN - AbsBCN) — (AbsA - AbsBA)] / (AbsCN - AbsBCN)} x 100

Onde: Abs. CN = absorbancia do controle negativo; Abs. BCN = absorbancia do branco do controle

negativo; Abs. A = absorbancia da amostra; AbsBA = absorbancia do branco da amostra.

[I.  Analise da atividade in vitro de oxidacao do B-caroteno

O ensaio de oxidacdao do B-caroteno foi realizado de acordo com
uma adaptacao do método descrito por Duarte-Almeida e colaboradores
(2006). Foi preparada uma solucdao de B-caroteno em diclorometano na
concentracgao de 2 mg.mL’l. A mesma foi utilizada para o preparo de uma
solucdo reativa de B-caroteno/acido linoleico, contendo 21 uL de acido
linoleico, 84 L de tween 40 e 210 pL da solugio de B-caroteno 2 mg.mL™.
O solvente foi evaporado em nitrogénio liquido, e em seguida foram
adicionados 25 mL de agua ultrapura, previamente saturada com oxigénio.
A solucdo foi agitada vigorosamente e sua absorbancia foi ajustada para

um valor entre 0,6 e 0,7 a 450 nm.
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As concentracOes das amostras e padrao utilizadas no teste foram
as mesmas descritas para o item 2a, e cada amostra foi testada em

triplicata.

Em microplaca do tipo ELISA de 96 poc¢os foram adicionados 10 uL
de amostra (A) e 250 pL da solugdo reativa de B-caroteno/acido linoleico e
como branco das amostras (BA) foram utilizados 10 puL de amostra
acrescidos de 250 pL de dgua ultrapura. Para o controle negativo foram
utilizados 10 pL de metanol e 250 pL da solugao reativa e como branco do
controle negativo (BCN) foram utilizados 10 pL de metanol e 250 uL de
agua ultrapura. Para o controle positivo (CP) foram utilizados 10 pL da
solucao padrao de quercetina e 250 ulL de solugao reativa e como branco
do controle positivo (BCP), 10 uL da solucdo padrdao e 250 ulL de agua

ultrapura.

As placas foram lidas em 450 nm imediatamente e a cada 15
minutos, por duas horas e a porcentagem de inibicao da oxidacao do B-

caroteno foi calculada através da seguinte formula:

% de inib. da ox. do B-caroteno = [(AbsCN — AbsBCN) — (AbsA — AbsBA) / (AbsCN - AbsBCN)] x 100

Onde: Abs. CN = absorbancia do controle negativo; Abs. BCN = absorbancia do branco do controle

negativo; Abs. A = absorbancia da amostra; AbsBA = absorbancia do branco da amostra.

[ll.  Quantificacdo de fendis totais

Os extratos e fragdes foram analisados em relagdao a quantidade de

substancias fendlicas utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo
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Saldanha (2013). Uma aliquota de 100 pL das amostras foi adicionada a
150 pL de Folin — Ciocalteu (previamente diluido em dgua 0,667: 9,333 48
v/v) e 50 pL de carbonato de sédio 10%. Apds 60 minutos em temperatura
ambiente a absorbancia foi medida a 760 nm. O conteudo de fendis totais
foi expresso em mg.g-1 de extrato equivalentes a acido galico utilizando a

equacdo baseada na curva de calibragdo do &cido galico (1 a 40 pg.mL™).

c. Ensaio de quantificacao de atividade antimicrobiana

Para verificacdo de atividade antimicrobiana utilizamos a
metodologia estabelecida pelo Clinical and Laboratorial Standards
Institute, com adaptacdes. Foram utilizadas cepas reconhecidas de
Pseudomonas aeruginosa (PA14), Eschericia coli (MG1655) e Bacilus
subtilis (PY79), armazenadas a -80°C em glicerol, gentilmente cedidas pela

Profa. Dra. Regina Baldini (IQ-USP).

Um pré-indculo foi feito espalhando a bactéria em placa de petri
contendo meio LB sélido, que foi mantida a 37°C por 16h. Em seguida, foi
feito o ind6culo raspando uma col6nia da placa e colocando em tubo do
tipo falcon contendo 5 mL de meio LB liquido e incubado em estufa a 37°C

sob agitacao por mais 16h.

Apods este periodo, o indculo foi diluido em meio LB até atingir a
absorbancia de 0,001 nm a 595 nm, o que representa uma diluicao de
1x10° células.mL ™" na escala de McFarland. Um volume de 140 pL do meio
LB contendo a bactéria diluida foi adicionado em cada pog¢o de uma
microplaca do tipo ELISA, e em seguida foram adicionados 10 uL de

extrato vegetal com a concentracdao de 1000 pg.mL'1 previamente
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solubilizado em etanol. As placas foram incubadas a 37°C sob agitac3o

(120 rpm) por 20 horas. Cada amostra foi testada em triplicata.

Foram utilizados dois controles diferentes, sendo eles: o branco
controle (B) contendo 10 plL de etanol no lugar da amostra, em meio de
cultura sem a bactéria; controle negativo (CN) — contendo 10 L de etanol
no lugar da amostra, em meio de cultura com a bactéria. Como controle
positivo (CP) utilizou-se ampicilina. Os calculos de atividade de inibicdao do

crescimento bacteriano foram realizados a partir da seguinte equacao:

% de inib. Do crescimento = [(AbsCN — AbsA) / AbsC] x 100

Onde: Abs. CN = absorbancia do controle negativo; Abs. A = absorbancia da amostra;

d. Ensaio de quantificacdo do efeito inibidor da transcriptase

reversa HIV-1

A atividade inibitéria da TR HIV-1 foi avaliada utilizando o kit
Reverse transcriptase assay, colorimetric para ELISA (Roche), de acordo
com as instrucdes do fabricante, com a colaboracdo da pesquisadora Dra.

Lucimar Barbosa da Motta.

Os extratos e fracdes foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO)
10% em agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), e sua atividade foi

testada nas concentragdes de 100 a 500 pg.mL™.

As amostras (20 pL) foram inicialmente incubadas em microtubos
por uma hora a 37°C, juntamente com 1 pL da enzima transcriptase

reversa, 19 pL do tampao de lise (Tris 50 mM, cloreto de potassio 80 Mm,
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DTT 2,5 mM, EDTA 0,75 mM e 0,5% de Triton X-100, pH 7,8) e 20 uL da
solucdo de oligos + polyA (Tris-HCI 50 mM, pH 7,8; com DIG-dUTP, biotina-
dUTP e dTTP + modelo/iniciador hibrido poli (A) oligo (dT)15 (9 A260

nm.mL™)).

Apds este periodo a reacdo (60 L) foi transferida para a placa de 96
pocos, recoberta com streptavidina, seguindo nova incubag¢dao a 37°C por
uma hora. Em seguida a placa foi lavada por quatro vezes com o tampao
de lavagem. Apds a lavagem e retirada total do tampao de lavagem foram
adicionados 198 uL do tampao de incubacao (pH 7,8, tampao Tris 50 mM,
contendo cloreto de potassio 319 mM, cloreto de magnésio 33 mM e DTT
11 mM) + 2 ulL da solucdo de anticorpo anti-digoxigenina-peroxidase (Anti-

DIG-POD).

Apds esse periodo, a placa foi novamente lavada por cinco vezes
com 250 pL de tampao de lavagem, retirando-se ao final todo o tampao. A
seguir foram adicionados 200 pL de ABTS (2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) dissolvido em tampao apropriado
(tampdo de perborato de sddio e acido citrico/fosfato), seguindo nova
incubacdo a 25°C por 10 a 30 min. Ao final a absorbancia foi lida a 405 e

490 nm em leitor de microplacas de ELISA.

Foram utilizados trés controles diferentes, sendo eles: o branco
controle (B) contendo 20 pL de DMSO 10% em agua DEPC no lugar da
amostra, sem a transcriptase reversa; controle negativo (CN) — contendo
20 pL de DMSO 10% em agua DEPC no lugar da amostra, com a
transcriptase reversa; controle positivo (CP) — contendo 20 uL de
foscarnet no lugar da amostra. Os calculos de atividade anti-HIV foram

realizados a partir da seguinte equacao (Woradulayapinij et al., 2005):
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% Inibicdo = [(Abs. CN — AbsB) — (Abs. A — Abs. B)] / [AbsCN — AbsB]

Onde: Abs. = absorbancia lida a 405 nm subtraindo-se a absorbancia lida em 490 nm, AbsA =
absorbancia resultante da amostra; Abs. B = absorbancia resultante do branco e Abs. CN =

absorbancia resultante do controle negativo

e. Andlises estatisticas

Os valores obtidos em porcentagem foram utilizados em analises
multivariadas utilizando o método da PCA (Anadlise do Componente
Principal). Para essa andlise foram utilizados os resultados de atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-HIV, juntamente com os resultados de
composigdao quimica a fim de se observar como tais varidveis estao
correlacionadas. Os resultados foram catalogados por espécie e por

polaridade do solvente utilizado.
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3. Conclusoes

Ambas as espécies estudadas mostraram grande potencial como
fornecedoras de substdncias com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-HIV. Por conta da presenca de alcaloides em sua
composicao quimica, a espécie Croton echinocarpus mostrou ser de maior
interesse medicinal se pensarmos na atividade anti-HIV. Além disso, a

composicao fendlica confere potencial antioxidante e antimicrobiano.
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Consideracoes Finais

Consideragoes finais

A caracterizacdo quimica realizada neste projeto evidenciou que
Croton echinocarpus e Croton vulnerarius sao espécies ricas em
flavonoides. Suas composicdes fendlicas se assemelham a de outras
espécies do mesmo género, com a presenca de derivados de quercetina,
campferol e apigenina. Como substancias majoritarias, foram encontradas
flavona C-glicosilada vitexina e o flavonol acilado tilirosideo. Essas
substancias parecem ser bons marcadores taxonomicos para género, uma
vez que ja foram encontrados na maioria das espécies de Croton

estudadas.

Diferentemente do que foi observado em outros estudos realizados
com espécies da secao Cyclostigma, as espécies aqui analisadas nao
apresentaram diterpenos entre seus componentes majoritarios dos
extratos apolares. Entretanto, C. echinocarpus apresentou uma
guantidade significativa de alcaloides aporfinicos entre seus metabdlitos
secundarios foliares, especialmente quando analisado o extrato obtido

por maceracao com etanol 70%, realizado a temperatura ambiente.

Pelo uso de cromatografia em coluna, foi possivel isolar o alcaloide
mais abundante, a coridina, que foi utilizado em testes de bioatividade. Da
mesma forma, por cromatografia em coluna, os constituintes fendlicos
também foram fracionados. Todos os extratos e fragdes, quando em
guantidades suficientes, foram utilizados nos bioensaios propostos. A
fracdo contendo o alcaloide coridina resultou em grande percentual de
acao inibitoria de transcriptase reversa HIV-1, o que a torna uma

substancia com um grande potencial medicinal.
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Consideracoes Finais

A presenca de tilirosideo em fracbes parece proporcionar maior
acao antioxidante, mas também acao inibitdria da transcriptase reversa.
Por outro lado, as fracdes que contem maiores teores de vitexina
demonstraram maior atividade antimicrobiana, especialmente contra
Pseudomonas aeruginosa, que apresentou grande sensibilidade as
espécies estudadas, principalmente a extratos e fragdes com maior teor

de substancias fendlicas.

Por fim, realizando-se uma analise PCA onde foram plotadas todas
as atividades bioldgicas analisadas e a composicao quimica dos extratos e
fracdes de ambas as espécies estudadas (figura C.1), é possivel sugerir que
a atividade antioxidante esta fortemente relacionada a presenca de
substancias fendlicas em geral (teor de fendis totais), enquanto a
atividade antimicrobiana parece estar relacionada a presenca da flavona
vitexina nas fracdes. Ja a acdo inibitéria da transcriptase reversa HIV-1
observada para os extratos e fragdes mostrou-se fortemente

correlacionada a presenca do flavonol tilirosideo.

Na figura C.1, podemos notar que os extratos e fracoes
provenientes de C. echinocarpus apresentaram maior atividade biolégica
e, desta forma, essa espécie apresenta grande potencial para a industria
farmacéutica. Ambas as espécies aqui estudadas possuem porte arbéreo,
podendo atingir até quatro metros de altura, o que é um fator facilitador
de seu uso e emprego como fonte de substancias medicinais. Entretanto,
ensaios in vivo e outros testes de toxicidade devem ser realizados antes

de um uso comercial dessas espécies.
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Finais
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Figura 2.6: A. Analise de componente principal de 13 varidveis relacionadas a composicdo, atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-HIV dos extratos e
fracGes de Croton echinocarpus (®) e Croton vulnerarius (R). Extratos e fracGes: metanol e etanol (azul); hexano (vermelho); e agua (amarelo). B.
Coeficientes de correlagdo entre as varidveis analisadas e os eixos 1 e 2; em cinza destaque para os dois vetores de maior influéncia em cada eixo. C.
Porcentagem de variancia explicada pela analise e % de variancia esperada estimada pelo teste da vara quebrada.
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Consideracoes Finais

Diante do exposto, podemos inferir que o trabalho realizado
acrescenta informagbes importantes sobre a quimica de Croton e

corrobora para a grande importancia medicinal do género.
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Anexos

Anexos

Preparo do meio de cultura LB (Luria-Bertani):

Meio Sdlido:

Para 1L de dgua ultrapura: pesar 10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 10 g de cloreto de sddio e 15 g de agar. Agitar até dissolver
completamente, autoclavar por 15 min a 121 °C.

Para cada placa de Petri, colocar 15 mL do meio e deixar solidificar.
Armazenar as placas na geladeira, de cabeca para baixo para evitar o

acumulo de agua por sobre o meio de cultura.

Meio Liquido:

Para 1L de agua ultrapura: pesar 10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura e 10 g de cloreto de sédio. Agitar até dissolver completamente,
autoclavar por 15 mina 121 °C.

Armazenar na geladeira.

72




