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RESUMO

Os oleos essenciais (OE’s) sdo fragdes volateis naturais que conferem os aromas percebidos em
algumas espécies vegetais. Os OE’s sdo muito utilizados na medicina tradicional e vem
merecendo destaque nas pesquisas em produtos naturais em virtude de sua bioatividade. O
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito sazonal sobre o rendimento, perfil quimico e
verificar os potenciais antimicrobiano, antioxidante e toxico dos OE’s foliares de cinco espécies
de Croton spp. Para isso, folhas foram coletadas no Vale do Catimbau, Buique — PE e
submetidas a hidrodestilacdo por 3h. A caracterizacdo quimica foi realizada por meio de
GC/MS. Os OE’s foram testados contra cepas Gram-positivas e negativas e calculados o MIC
e o CMB; quanto a atividade antioxidante, foram testados quanto a sua Capacidade
Antioxidante Total (CAT%) pelo fosfomolibdénio, sendo expressos em ICsp; e para o teste de
toxicidade, foi avaliado quanto a sua letalidade & larvas de Artemia salina e efeito hemolitico
em eritrocitos humanos. As espécies de Croton estudadas apresentaram compostos majoritarios
que sdo comuns no perfil quimico deste género como a presenca de (-)-espatulenol, cariofileno,
elemeno e estragol. Ndo houve variacdo sazonal de constituintes majoritarios, sendo estes, 0s
mesmos entre as estacOes para todas as amostras, variando apenas suas proporcoes.
Sesquiterpenos foram majoritarios na estacdo seca em todas as espécies, com excecdo do
Croton grewioides, que teve 0S monoterpenos majoritarios nesta estagdo. Os OE’s
mmostraram-se eficientes quanto ao seu efeito bacteriostatico, tendo o C. urticifolius, C.
argyrophyllus e C. adamantinus apresentado efeito bactericida contra a maioria das bactérias
gram-positivas testadas. Croton grewioides apresentou capacidade superior a 23% de captura
do fosfomolibdénio comparada & CAT% do acido ascorbico e I1Cso = 155,9 + 60,7 pl/mL.
Quanto a toxicidade dessas espécies, C. grewioides foi a Unica que apresentou auséncia ou baixa
toxicidade no modelo de letalidade a Artemia salina, quando comparada as outras espécies em
estudo que apresentaram toxicidade variando de moderada a alta; e nenhuma espécie apresentou
acdo hemolitica visto que ndo foi observada formagdo de hemdlise em nenhuma das
concentracdes dos Oleos testados com menos de 10% na concentracdo mais alta testada - 500

pug/mL.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade bioldgica. Caatinga. GC/MS. Oleo volatil. Terpenos.



ABSTRACT

Essential oils (OE’s) are natural volatile fractions that impart the aromas perceived in some
plant species. OE are widely used in traditional medicine and have been highlighted in research
on natural products due to their bioactivity. The objective of this work was to verify the seasonal
effect on yield, chemical profile and to verify the antimicrobial, antioxidant and toxic potentials
of the leaves of five species of Croton spp. from OE. For that, leaves were collected in Vale do
Catimbau, Buique - PE and submitted to hydrodistillation for 3 hours. Chemical
characterization was performed using GC / MS. The OE were tested against Gram-positive and
negative strains and the MIC and CMB were calculated; as for antioxidant activity, they were
tested for their Total Antioxidant Capacity (CAT%) by phosphomolibdenum, being expressed
as IC50; and for the toxicity test, it was evaluated for its lethality to Artemia salina larvae and
hemolytic effect in human erythrocytes. The Croton species studied major aggregates that are
common in the chemical profile of this genus such as the presence of (-) - spatulenol,
karyophylene, elemene and estragol. There was no seasonal variation in major constituents,
which are the same between seasons for all authorities, varying only in their proportions.
Sesquiterpenes were major in the dry season in all species, with the exception of Croton
growioides, which had the major monoterpenes in this season. The main ones are efficient of
OE in terms of their bacteriostatic effect, with C. urticifolius, C. argyrophyllus and C.
adamantinus showing bactericidal effect against most of the tested gram-positive bacteria.
Croton grewioides presenting a capacity higher than 23% of phosphomolibdenum capture
compared to CAT% of ascorbic acid and IC50 = 155.9 + 60.7 ul / mL. As for the toxicity of
these species, C. growioides was the only one that does not exist or has low toxicity in the
lethality model for Artemia salina, when compared to the other species under study that toxicity
ranging from moderate to high; and no species present hemolytic action since no hemolysis
formation was obtained in any of the tools of the tested oils with less than 10% in the highest

tested concentration - 500 pg / mL.

KEYWORDS: Biological activity. Caatinga. GC/MS. Volatile oil. Terpenes.
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APRESENTACAO

As plantas sd@o uma das fontes mais ricas em produtos naturais biologicamente ativos,
onde todas as suas partes (raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes) podem servir como
matéria prima para sintese de farmacos, cuja acdo terapéutica vem sendo cientificamente
comprovada.

Um dos derivados vegetais que vem merecendo destaque nas pesquisas de produtos
naturais € o 6leo essencial. Os 6leos essenciais sdo constituintes volateis organicos, com baixo
peso molecular, que conferem a fragrancia caracteristica de muitas espécies vegetais, chamadas
plantas aromaticas. Possuem uma complexa composic¢ao quimica, o que justifica suas variadas
acOes bioativas como: antinociceptivos, antioxidantes, anticancer, anti-inflamatérios e
antimicrobianos.

E sabido que a alteragdo dos compostos majoritarios nos 6leos essenciais, seja por
fatores genéticos, técnicos (coleta, estabilizagdo e armazenamento), bidticos ou abioticos, pode
influenciar diretamente na qualidade e, consequentemente, nos resultados de tratamentos e de
testes bioldgicos sobre patégenos humanos ou fitopatdgenos (MORAIS LAS, 2009). Assim, 0
conhecimento de como os fatores bidticos e abioticos influenciam na composicdo dos
constituintes volateis é de suma importancia.

A Caatinga, também conhecida como Floresta Tropical Sazonal Seca, € um dominio
exclusivamente brasileiro que apresenta uma rica biodiversidade com grande numero de
espécies endémicas adaptadas ao clima caracteristico desse ambiente (DRUMOND et al.,
2004). Visto suas condic¢des climaticas peculiares, esse ecossistema parece ser um bom modelo
para investigar a producdo e composi¢do de 6leos essenciais.

Por isso, a importancia de estudos que investiguem o potencial bioldgico dessas
espécies vegetais presentes num dominio fitogeografico tdo peculiar e que sofre com processos
de deterioracdo e uso insustentavel de sua biodiversidade (LEAL et al., 2003), sendo ainda
pouco estudada quando comparada a outros ecossistemas brasileiros (ROCHA, 2015).

Devido ao seu grande numero de espécies, uma das familias botanicas que melhor
representa a Caatinga é a Euphorbiaceae. Algumas espécies de Euphorbiaceae ja tiveram seus
6leos essenciais analisados quanto as suas atividades bioldgicas e seu potencial farmacolégico
tem sido comprovado.

Em Euphorbiaceae, o género Croton L. merece destaque por ser o segundo maior e mais
diverso, apresentando cerca de 1.200 espécies, onde 350 estdo presentes no Brasil, 69 na

Caatinga e 31 especies no estado de Pernambuco. Por ser um género muito difundido na regido
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Nordeste, muitas espécies sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de inflamagdes,
Ulceras, cancer, reumatismo e malaria (PERES et al., 1997; MARINI-BETTOLO E
SCARPATI, 1979).

Segundo Palmeira Jr. et al. (2006), a maioria das espécies de Croton é produtora de
6leos essenciais e possui uma composi¢do quimica rica em fenilpropanoides, mono e
sesquiterpenos, apresentando ampla heterogeneidade estrutural, o que os torna fontes
promissoras de substancias bioativas, como ja foi visto por Fontenelle (2008) em C. celtidifolius
e C. argyrophylloides com atividade antioxidante e Cunha e Silva et al. (2010) em C.
linearifolius com atividade inseticida e por Vunda (2011) em Croton argyrophylloides e C.
zehntneri, que apresentaram atividade antimicrobiana.

Neste trabalho, foram avaliados o perfil quimico e os potenciais antimicrobianos,
antioxidantes e toxicidade dos OE’s foliares de cinco espécies de Croton (C. adamantinus, C.
argyrophyllus. C. grewioides, C. heliotropiifolius, C. urticifolius) ocorrentes na Caatinga
pernambucana, como também € apresentada a influéncia das estacdes seca e chuvosa sobre o

rendimento e perfil quimico dos 6leos.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 ACAATINGA

A Caatinga é um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro, ocupando uma area
de 844.453 Km?, sendo o principal ecossistema da regido nordeste (MMA, 2012). Estende-se
pelos estados do Ceard (100%), Rio Grande do Norte (95%), Paraiba (92%), Pernambuco
(83%), Piaui (63%), Bahia (54%), Sergipe (49%), Alagoas (48%), até uma pequena porcao do
Maranhdo (1%), Tocantins (9%) e Minas Gerais (2%) (MMA, 2012).

As espécies na Caatinga dispdem de adaptacGes a deficiéncia hidrica como caducifdlia,
estrato herbaceo anual, suculéncia, actleos e espinhos, predominancia de arbustos e arvores de
pequeno porte e cobertura descontinua de copas (GIULIETTI et al., 2004). A Caatinga tem
como caracteristica o potencial hidrico reduzido no solo, com acentuado periodo de estacao
seca, entre sete e dez meses. Sua flora nativa apresenta entdo caracteres anatdmicos,
morfoldgicos e funcionais especializados para a sobrevivéncia destas plantas as condicdes
adversas de clima e solo (DRUMOND et al., 2004). Dessa forma, as plantas da Caatinga
possuem caracteristicas singulares, sendo assim excelentes alvos para a busca de novas
substancias ativas.

A Caatinga se caracteriza como um ambiente heterogéneo, possuindo diversas
fisionomias e paisagens, sendo detentor de uma riqueza de espécies maior que qualquer outro
ecossistema do mundo que possua as mesmas condi¢cdes ambientais, e por fim, esté entre o0s
dominios mais degradados pela agdo humana (SILVA, 2002), no Brasil.

A Caatinga tem uma vegetacdo bastante diversificada, sendo representada por
aproximadamente 159 familias, 1.141 géneros e 4.547 espécies, e, dessas, 318 espécies sdo
consideradas endémicas, distribuidas em 42 familias (GIULIETTI et al., 2004). As familias
Leguminosae (278 espécies), Convolvulaceae (103 espécies), Euphorbiaceae (73 espécies),
Malpighiaceae (71 espécies), Poaceae (66 espécies) e Cactaceae (57 espécies) se destacam
como as mais importantes (GIULIETT]I et al., 2004).

Entre as diversas espécies encontradas na Caatinga, varias plantas sdo consideradas
como medicamentosas de uso popular, onde diversos tecidos como folhas, cascas, raizes, frutos
e sementes sdo comercializados em calcadas e ruas das principais cidades, bem como em
mercados e feiras livres (MOSCA; LOIOLA, 2009). O uso de plantas medicinais ainda é
frequente, tanto no meio rural quanto no urbano, principalmente por parte da populacéo carente,

que recorre a vegetacao nativa, em busca da cura de suas doencas (MOSCA,; LOIOLA, 2009).
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Plantas medicinais sdo consideradas aquelas que possuem atividade biolégica, com um
ou mais principios ativos Uteis a saude, reconhecidos para cura, prevencdo, diagndstico ou
tratamento sintomatico de doencas, administradas sob qualquer forma, utilizando
exclusivamente matéria-prima vegetal (FOGLIO et al., 2006).

Dentre os agentes terapéuticos vegetais, 0s 0leos essenciais constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromatico de diversas plantas (COSTA et
al., 2008). A Caatinga apresenta-se como um bioma promissor para o estudo destas substancias
como possiveis fontes de moléculas com atividade farmacoldgica devido suas condicdes
especificas de clima, solo, localizagdo geografica, exposicao a luz solar e temperatura.

A Caatinga apresenta diversas espécies onde a presenca de 0leos essenciais tem sido
relatada e investigada perante diversas acdes bioldgicas ao longo dos anos (MOURA, 2013). O
ambiente no qual o vegetal se desenvolve exerce grande influéncia sobre a producdo e a
composicdo quimica dos 6leos essenciais, sendo o0 sertdo pernambucano uma excelente area
para estudo e descoberta de novas biomoléculas como fonte promissora de farmacos (VITTI,
BRITO, 2003).

Estudos tém comprovado a acdo de muitas espécies ocorrentes neste bioma com efeito
terapéutico comprovado pela populacdo economicamente mais carente (ALMEIDA;
ALBURQUERQUE, 2002). Tendo conhecimento da grande procura da populagdo pelos
produtos naturais, despertou o interesse académico pela medicina tradicional, pois o
reconhecimento de que a base empirica pode ter comprovacdo cientifica, vinda do
conhecimento dos povos tradicionais, fornece subsidios para estratégias de manejo e uso
adequado de determinados ambientes (OLIVEIRA et al., 2010).

Por conta do elevado potencial biotecnoldgico dos compostos de dleos da Caatinga, o
uso desses, como produtos para industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos,
implicara em ganhos de qualidade e produtividade para o estado Pernambucano e resultard em
maior competitividade no mercado nacional e internacional, trazendo grande importancia do
ponto de vista cientifico, social e econémico.

Em um estudo sobre as plantas medicinais ocorrentes na Mata Atlantica e na Caatinga,
foi visto que, dentre as espécies medicinais citadas nos artigos para a area da Caatinga (591),
as familias boténicas mais diversas foram: Fabaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae,
Solanaceae, Malvaceae, Myrtaceae, Amaranthaceae, que sugerem possuir um grande potencial
farmacologico (LIPORACCI, 2014).

Entretanto Araujo Filho (2013), cita que as familias mais frequentes sdo Caesalpinaceae,

Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae, sendo a catingueira (Poincianera
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bracteosa Tul.), as juremas (Mimosa spp.) e os marmeleiros (Croton spp.) as espécies mais
abundantes na maioria dos trabalhos de levantamento realizados em area de Caatinga. Pode-se
inferir que a marcante presenca da jurema preta e do marmeleiro reflete a resposta ao carater
sucessional predominante em grandes regides da Caatinga, em razdo das atividades antropicas
(ARAUJO FILHO, 2013). Corroborando com o trabalho realizado por Liporacci (2014) onde
observou-se alguns dos géneros citados como 0s mais comumente encontrados em estudos de

plantas medicinais na Caatinga.

Cactaceae
Amaranthaceae
Rubiaceae
Myrtaceae |
Malvaceae |
Solanaceae
Lamiaceae
Euphorbiaceae
Asteraceae
Fabaceae

N° de espécies
Figura 1: Familias mais representativas em relacdo ao nimero de espécies medicinais compiladas dente
artigos na area da Caatinga. Fonte: LIPORACCI, 2014.

Jatropha ]
Phyllanthus
Ipomoea
Mentha
Euphorbia
Mimosa
Cissus
Citrus |
Senna
Bauhinia |
Ocimum
Croton :
Solanum [i-i-ioiieiiiiieiieieioil] 16

N° de espécies
Figura 2: Géneros mais representativos em relacdo ao nimero de espécies medicinais levantadas dentre

0s 33 artigos selecionados para a area de Caatinga. Fonte: (LIPORACCI, 2014).

Para Liporacci (2014), dentre os géneros mais representativos no seu estudo para a
Caatinga, cinco deles (Croton, Senna, Mimosa, Hyptis, Solanum) também foram encontrados
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em outros estudos como 0s mais diversos por meio de um levantamento de varios estudos

floristicos e fitosocioldgicos realizados na Caatinga (MORO et al., 2014).

1.2 EUPHORBIACEAE

Dentre as familias de plantas medicinais existentes destaca-se a familia Euphorbiaceae,
que ¢ a sexta maior familia de vegetais do mundo, representada por 300 géneros e nestes estao
incluidas mais de 8.000 espécies, distribuidas em regides tropicais e temperadas de todo o
mundo. Seus principais géneros em numero de espécies sdo: Euphorbia L. (1.500), Croton L.
(1.300), Acalypha L. (400), Macaranga Du Petit Thouars (400), Antidesma Burman (150),
Drypetes Vahl (150), Jatropha L. (150), Manihot Miller (150) e Tragia Plumier (150)
(WEBSTER, 1994). No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies, de habito e habitat
diferentes, e difundidas em todos os tipos de vegetacdo (BARROSO et al., 1991).

As Euphorbiaceae também sdo dotadas de compostos quimicos diversos, como
alcaloides, terpenos, taninos e glicosideos cianogénicos (JUDD, 2009), o que reflete a alta
diversidade quimica do grupo (SALATINO et al., 2007). Segundo Judd (2009), a familia ainda
possui espécies com a frequente presenca de latex, que apesar de possuir alto teor toxico em
concentracdes elevadas (MACHADO et al., 2011), esta entre as partes das plantas utilizadas
com propdsitos medicinais por varias comunidades locais (COSTA-NETO; OLIVEIRA, 2000;
SOAREZ et al., 2004; CHRISTO et al., 2010).

O género Croton L. é um dos mais numerosos da familia Euphorbiaceae com quase
1.300 espécies espalhadas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Para o Brasil, € 0
maior género da familia, com um total de cerca de 350 espécies (BERRY, 2006). Esse género
detém expressiva relevancia alicercada em seu conteido de Oleos essenciais e diversas
substancias ativas como terpenoides, flavonoides e alcaloides (BRAGA, 1976) e
cocarcinogenos (LIMA; PIRANI, 2008).

Espécies do género Croton sdo frequentemente usadas na medicina popular na forma de
infusdes, decocgdes e cataplasmas para aliviar a dor (ABREU et al., 2001), constipacéo, diarreia
e outros sintomas digestivos, diabetes, feridas, inflamacéo, febre e hipertensédo (SALATINO et
al., 2007). Estudos realizados em determinadas espécies demonstraram diversas propriedades
farmacologicas de plantas dentro deste género, como antidiabética (BARBOSA-FILHO et al.,
2005), anti-inflamatoria, antiulcerogénica, analgésica e anti-hipertensiva (PALMEIRA-
JUNIOR et al., 2006), entre outras.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b1-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b29-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b29-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b3-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b3-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b25-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b25-bmj-44-4-1189
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No Nordeste, espécies desse género sdo usadas na medicina popular para o tratamento
de inflamagdes (C. sellowii), ulceras (C. cajucara), diarreia (C. triqueter), hipertensao (C.
jacobinensis), diabetes (C. argyrophylloides), asma (C. rhamnifolius) e cancer (C.
erythrochilus) (PIACENTE et al., 1998; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007
RAMOS et al., 2009).

Dentre as atividades biologicas experimentalmente comprovadas para o género Croton
estdo em destaque o seu potencial anti-inflamatério (ORTEGA et al., 1996), antifungico
(MACBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), moluscicida (ROUQUAYROL et al., 1980),
hipotensor (BHAKUNI et al., 1969), larvicida (KALYANASUNDARAM; DAS, 1985),
antiviral (MACBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), antiulcerogénico (HIRUMA-LIMA et al.,
1999), analgésico (NARDI et al., 2006), antiestrogénico (COSTA et al., 1999), inseticida
(ATAL et al., 1978), antimicrobiano (KUMAR; BAGCHI; DAROKAR, 1997), antioxidante
(NARDI et al., 2003), antidiabético (TORRICO et al., 2007), laxativo (FARNSWORTH et at.,
1969), antimutagénico (ROSSI et al., 2003), vasorelaxante (MILLER et al., 2001) e ainda
mostraram toxicidade frente Artemia salina (HORGEN, 2001) e inducdo de diferenciacdo
celular (MATA-GREENWOOD et al., 2001).

C. blanchetianus Baill (sindbnimo Croton sonderianus Miill. Arg.) (GOVAERTS et al.,
2000), conhecido como “marmeleiro negro”, ¢ um arbusto amplamente disseminado
encontrado no nordeste do Brasil. Suas folhas e casca sdo usadas como medicamentos populares
para o tratamento de disturbios gastrointestinais, reumatismo e cefaléia (CHAVES;
REINHARD, 2003). Tem alto teor de 6leo essencial, e seu rendimento pode variar de 0,5% a
1,5% (CHAVES; REINHARD, 2003). Além disso, esta planta é rica em diterpenos com
diferentes atividades bioldgicas, incluindo propriedades anti-inflamatorias, gastroprotetoras e
antimicrobianas (MARINO et al., 2001).

Trés espécies de Croton sdo conhecidas como “quebra-faca” na regido semiarida do
nordeste do Brasil: Croton cordiifolius Baill., Croton conduplicatus Kunth. e Croton
heliotropiifolius Kunth (CAVALCANTI; ALBUQUERQUE, 2013). Além de compartilhar o
mesmo nome popular, essas espécies sdo usadas para tratar as mesmas condi¢cbes medicas,
como inflamacdo geral, dor e disturbios gastrointestinais (MONTEIRO et al.,
2011, CARTAXO et al., 2010).

Croton argyrophylloides Muell. Arg. é um arbusto nativo do nordeste brasileiro,
principalmente na regido da Caatinga, onde ¢ popularmente denominado ‘“marmeleiro
prateado”. Na medicina popular, a decocgao ¢ utilizada como antidiabético e também como

banhos para o tratamento de doencas venéreas (AGRA et al., 2008). A atividade antimicrobiana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b13-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b13-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b9-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b9-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b9-bmj-44-4-1189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3958186/#b19-bmj-44-4-1189
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foi relatada pela primeira vez para um diterpeno isolado de C. argyrophylloides, o acido
argirofilico (ALBUQUERQUE et al., 1974). O oleo essencial de C. argyrophylloides
demonstrou interessante atividade antifungica por ser efetivo apenas contra o dermatofito
Microsporum canis (FONTENELLE et al., 2008), sugerindo que este 6leo essencial pode ser
uma fonte potencial para a sintese de novos fitoterapicos no tratamento de dermatofitoses. Além
disso, o 6leo essencial dessa espécie apresenta uma atividade antioxidante (CATUNDA et al.,
2002) e uma interessante atividade inseticida contra o Aedes aegypti L. (LIMA et al., 2013).
Croton heliotropiifolius Kunth e Croton argyrophyllus Kunth séo espécies endémicas
do nordeste do Brasil, amplamente utilizadas na medicina popular (BRITO et al., 2018).
Croton heliotropiifolius Kunth é popularmente conhecida por suas propriedades

medicinais de alivio da dor de estdmago, na disenteria e antitérmico (SILVA, 2017).

1.3 OLEOS ESSENCIAIS

Dentre 0os compostos bioativos sintetizados pelas plantas destacam-se o0s 06leos
essenciais (OE’s). De acordo com Bakkali et al. (2008), os OE"s sdo compostos complexos,
naturais, volateis, caracterizados por um forte odor. Ndo sdo muito estaveis, principalmente na
presenca do ar (oxidacéo), luz, calor, umidade e metais. Nos vegetais, podem ser sintetizados
por todos os 6rgdos das plantas: flores, folhas, caules, sementes, frutos e raizes.

Na natureza, eles desempenham um papel importante na protecdo das plantas como
antibacterianos, antivirais, antifingicos e inseticidas, alem de atrair polinizadores contribuindo
na reproducdo cruzada. Esses 6leos podem ser formados por cem ou mais compostos organicos,
sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos (terpenoides) aqueles encontrados com maior
frequéncia (CASTRO et al., 2010).

Eles sdo muito Uteis no tratamento de diferentes doencas, como cancer e inflamacéao,
além de apresentar propriedade antioxidativa e serem utilizados como antissépticos,
antimicrobianos, com sua aplicagdo medicinal se tornando popular ao longo dos tempos
(BAKKALI et al., 2008; ADORJAN e BUCHBAUER, 2010).

Em Euphorbiaceae, os 0leos essenciais ja tiveram suas atividades bioldgicas analisadas
para algumas espécies, principalmente para o género Croton como antiespasmadico,
antimicrobiana e anti-hipertensiva para Croton nepetaefolius (DE ALBUQUERQUE et al.,
1974; LALHOU et al., 2004; MAGALHAES et al. 2004). Além dos efeitos antinociceptivo e
antimicrobiano de Croton zehntneri que foram demonstrados por Lemos et al. (1990) e Oliveira

et al. (2001), j& Morais et al. (2006) relataram que os 0Oleos essenciais de C. zehntneri, C.
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nepetaefolius, C. argyrophylloides e marmeleiro mostram-se com efeito larvicida contra Aedes
aegypti. Enquanto sua caracterizacdo quimica revela a presenca principalmente de mono e
sesquiterpenos (FONTENELLE et al., 2008; BRASIL et al., 2009; SANTOS et al., 2010; DE
ALMEIDA et al., 2013).

Os Oleos essenciais de varias espécies de Croton tém sido caracterizados pela
predominancia de constituintes quimicos da classe dos monoterpenos e sesquiterpenos como

principais componentes (MECCIA et al., 2000).

1.4 BIOATIVIDADES
1.4.1 Atividade Antioxidante

Constantemente radicais livres sé@o produzidos em organismos humanos em funcao de
suas atividades metabdlicas normais que envolvem reac6es de transferéncia de elétrons, porém
quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e a concentracdo de defesas
antioxidante, consequentemente ocorre 0 estresse oxidativo, originando processos
fisiopatoldgicos como aterosclerose, diabetes, inflamacdo, doencas hepaticas, mal de
Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de cancer, entre outras desordens neuroldgicas e ndo-
patoldgicas, como o envelhecimento (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS)
sdo compostos formados quando as moléculas de oxigénio ou nitrogénio se combinam com
outras moléculas gerando um grande ndmero de elétrons livres (SILVA et al., 2010).

No organismo humano sdo formados compostos que contém um ou mais elétrons nao
pareados, conhecidos como radicais livres. Sdo moléculas extremamente reativas, que causam
danos oxidativos nas células e tecidos, os quais tém sido relacionados com a citologia de varias
doencas, dentre aquelas degenerativas como o cancer, aterosclerose e cardiopatias, dentre
outras (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A formacdo de radicais livres conduz ao estresse oxidativo, processo no qual uma série
de reac@es € iniciada originando alteracdes em proteinas extracelulares e modificacGes celulares
sendo que o0 maior dano é a peroxidacdo de acidos graxos presentes na dupla camada lipidica
das células causando morte celular (PODSEDEK, 2007).

As principais moléculas atacadas pelos radicais livres sdo os lipidios (peroxidacao
lipidica), proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (DNA) (HENRIQUES et al., 2001),

podendo comprometer a integridade da célula.
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Os antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em concentracdes
ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres impedindo ou
diminuindo o estresse oxidativo. Podem ser divididos em sintético, como substancias utilizadas
na industria alimenticia, destacando-se o BHT, BHA, GP, TBHQ ou naturais, como: a-tocoferol
(vitamina E), p-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fenolicos (flavonoides)
(SOUSA et al., 2007), os quais sdo o0s responsaveis pela remocéo dessas espécies reativas.

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas os compostos fenélicos
tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade antioxidante, sendo representados
pelos flavonoides e isoflavonoides, taninos, lignanas, xantonas entre outros (RAZAVI et al.,
2008).

Nas plantas, a sintese de metabolitos secundarios antioxidantes que absorvem em 300-
400 nm é significantemente aumentada por radiacdo UV (GOTTLIEB et al., 1996) fornecendo,
portanto, um alto nivel de protecdo contra oxidantes prejudiciais gerados termicamente ou pela
luz (LARSON, 1998). Com isso, espera-se que as espécies da Caatinga produzam OE’s com
propriedades antioxidantes.

Os compostos responsaveis pela atividade antioxidante conferida a alguns Oleos
essenciais séo, principalmente, aqueles que possuem um ou mais grupos hidroxila (OH) ligados

ao anel aromatico, instauracdes e elétrons disponiveis para serem doados (CARVALHO, 2004).

1.4.2 Atividade Antibacteriana

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais tem sido bastante discutido devido a
quantidade e variedade dos compostos quimicos presentes, o que dificulta a atribuicdo de um
mecanismo de acao especifico para a atividade antimicrobiana (CARSON et al., 2002). Dorman
e Deans (2000) relataram que a maioria dos 6leos essenciais provavelmente exercem efeito
antimicrobiano, afetando a estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando
proteinas. Podem também alterar a permeabilidade da membrana plasmaética, causando a
interrupcdo de processos vitais da célula, como transporte de elétrons, translocacdo de
proteinas, fosforilacdo e outras reagdes, resultando em perda do controle quimiosmotico,
levando a morte celular.

A alteracdo da permeabilidade da membrana e das paredes celulares das bactérias se
deve ao carater lipofilico dos 6leos essenciais que se acumulam nas membranas. Bactérias
Gram-negativas possuem membrana externa rica em lipopolissacarideos, formando uma

superficie hidrofilica. Esse carater hidrofilico cria uma barreira a permeabilidade das
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substancias hidrofobicas como dleos essenciais, sendo uma provavel explicacdo para a
resisténcia de bactérias Gram-negativas aos 6leos essenciais (DORMAN; DEANS, 2000). O
bacilo Gram-negativo P. aeruginosa possui um mecanismo de defesa complexo e apresenta
baixa sensibilidade & maioria dos antibioticos (PALLERONI, 2010).

No estudo de Zaika (1988), ele prop6s que as bactérias Gram-positivas sdo mais
resistentes que bactérias Gram-negativas as propriedades antibacterianas dos 6leos essenciais,
0 que contrasta com a hipotese de que a suscetibilidade das bactérias em relacdo aos 6leos
volateis e a reacdo Gram parece ter pouca influéncia sobre a inibicéo do crescimento (DEANS;
RITCHIE, 1987; DEANS et al. 1995). Os 0leos volateis de Origanum vulgare spp. hirtum
(Lamiaceae), Piper nigrum L. (Piperaceae), Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry
(Myrtaceae) e Myristica fragrans Houtt. (Myristicaceae) pareciam ser igualmente eficazes
contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, em contraste com Zaika (1988),
Hussein (1990) e Smith-Palmer et al. (1998). Entretanto, os 6leos volateis de Pelargonium.
graveolens L’Herit (Geraniaceae) e Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) mostraram-se
preferencialmente mais ativos em relacdo a reacdo de Gram, exercendo maior atividade
inibitdria contra organismos Gram-positivos.

Os componentes com estruturas fenolicas, como carvacrol, eugenol e timol, foram
altamente ativos contra os microrganismos de teste no estudo de Dorman e Deans (2000). Os
membros desta classe sdao conhecidos por serem agentes bactericidas ou bacteriostaticos,
dependendo da concentracdo usada (PELCZAR et al., 1988).

O timol e o carvacrol, que sdo encontrados em varios 6leos essenciais da familia
Lamiaceae, sdo responsaveis pela preservacao e inibi¢cdo do crescimento de microorganismos
(LIMA; CARDOSO, 2007). O trabalho de Sharififar et al. (2007) com a planta Zataria
multiflora levaram a constatacdo de que a presenca dos compostos citados acima foi decisiva
na atividade bactericida Gram-negativas, assim como no efeito antioxidante observado para o
6leo essencial desta planta. Segundo os autores, 0s 6leos essenciais apresentam maior bioativi-
dade sobre bactérias Gram-negativas devido a maior afinidade deste pela estrutura lipidica da
membrana que a envolve, a qual pode acarretar alteracdo em varios sistemas enzimaticos,
inativacdo e ou destruicdo do material genético de bactérias (KIM et al., 1995).

Aldeidos, principalmente formaldeido e glutaraldeido, s&o conhecidos por possuirem
poderosa atividade antimicrobiana (DORMAN; DEANS, 2000). Foi proposto que um grupo
aldeido conjugado a uma dupla ligacdo carbono-carbono é um arranjo altamente eletronegativo,
0 que pode explicar sua atividade (MOLEYAR; NARASIMHAM 1986), sugerindo que um
aumento na eletronegatividade aumenta a atividade antibacteriana (KURITA et al. 1979). Tais
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compostos eletronegativos podem interferir em processos bioldgicos envolvendo transferéncia
de elétrons e reagir com componentes vitais de nitrogénio, como por exemplo com proteinas e
acidos nucleicos e, portanto, inibir o crescimento dos microrganismos (DORMAN; DEANS,
2000).

1.4.3 Toxicidade

A deteccgdo de toxicidade de um fitoterapico constitui uma medida prioritaria, uma vez
gue varios compostos quimicos podem ser capazes de causar efeitos toxicos, por isso modelos
experimentais, in vitro e in vivo, sdo importantes para a obtencdo de informacdes sobre a
toxicidade de uma droga em estudo (TALMADGE et al., 2007).

Dentre esses bioensaios, encontra-se o0 ensaio frente Artemia salina Leach, que é um
microcrustaceo de agua salgada comumente usados como alimento para peixes. A simplicidade
com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e 0 baixo custo favorece a sua utilizacéo
rotineira em diversos estudos, além do que, tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em
andlises preliminares de toxicidade geral, através da determinacdo da Concentragdo Letal
Média (CL50) (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008). Artemia salina € um
microcrustaceo da classe Anostraca de facil cultivo e estudo, encontrado em aguas salinas e
salobras de todo o mundo, e € amplamente utilizado em um bioensaio para determinacdo de
atividade bioldgica de extratos, fragGes ou compostos isolados de plantas (Brine Shrimp Test —
BST). A literatura relata que existe uma correlagdo entre a toxicidade geral frente A. salina e
atividades como antiflngica, viruscida e antimicrobiana (MacRAE et al.,1988) parasiticida
(SAHPAZ et al., 1994), tripanossomicida (ZANI et al., 1995), entre outras. Ha, também,
correlagdo com a citotoxicidade em linhagens celulares tumorais de humanos
(MacLAUGHLIN, 1991). As fragOes ou substancias ativas sdo posteriormente testadas em
diferentes culturas de células tumorais humanas, obtendo-se uma boa correlacéo. A significante
correlacédo entre o BST e a inibi¢do do crescimento in vitro de linhagens de células tumorais
humanas mostra que esse bioensaio pode ser uma ferramenta Util para triagem na pesquisa de
drogas antitumorais (ANDERSON et al., 1991).

Por motivos éticos e financeiros, a utilizacdo de ensaios in vitro é fortemente
recomendada para a realizacao da fase preliminar de testes, com o intuito de predizer o potencial
toxico de uma substancia, utilizando-se, posteriormente, um menor nimero de animais
experimentais (FRESHNEY, 1994; MELO et al., 2001). Um dos modelos experimentais

utilizados para avaliagdo da toxicidade in vitro é o ensaio de citotoxicidade em eritrocitos. Esse
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teste é usado como método de triagem para toxicidade de novas drogas a fim de estimar o dano
que elas podem produzir in vivo em eritrocitos do organismo (SCHREIER et al., 1997;
APARICIO et al., 2005). A membrana eritrocitaria € uma estrutura delicada que pode ser
significativamente alterada por interagdes com medicamentos (AKI; YAMAMOTO, 1991).
Varios estudos indicam que certos compostos isolados de plantas, tais como polifenois,
glicosideos, saponinas e triterpenoides podem causar alteracdes nas membranas das células
vermelhas do sangue e, posteriormente, produzir hemolise (NG; LI; YEUNG, 1986; BADER
etal., 1996; GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

As pesquisas envolvendo plantas medicinais tém crescido significativamente em
nimero e importancia principalmente quanto aos aspectos quimicos, etnobotanicos e atividade
bioldgica, no entanto existem muitas espécies vegetais que ainda carecem de investigacao. Os
6leos essenciais produzidos em varias espécies de vegetais demonstram ser uma terapia auxiliar

promissora para os diversos tipos de carcinomas que possam acometer 0 organismo.

1.5 SAZONALIDADE X OLEO ESSENCIAL

A literatura mostra alguns trabalhos que tratam da influéncia de alguns parametros sobre
a producdo e qualidade de Gleos essenciais, como: a sazonalidade, tempo de extracdo, pré-
tratamento de secagem e horario de coleta.

Almeida et al. (2015) descreveram a composi¢do quimica de Croton conduplicatus em
diferentes estacdes e tempo de extragdo, mas ndo afirma se houve influéncia da sazonalidade
sobre o rendimento nem na composig&o.

De Souza et al. (2016) verificaram a influéncia de 3 pardmetros (Sazonalidade, pré-
tratamento de secagem e tempo de extragdo) sobre rendimento e composi¢do do OE, em que
constataram um maior rendimento na estacdo chuvosa, com pre-tratamento do material vegetal
seco a 40°C e temo de extragdo de 4h.

Souza et al. (2017) trabalharam com Croton argyrophylloides, C. jacobinensis e C.
sincorensis e afirmaram que o rendimento e a composicao sdo influenciados pela sazonalidade,
temperatura e luz, onde C. argyrophylloides e C. jacobinensis apresentaram maior rendimento
na estacao seca, enquanto C. sincorensis, maior rendimento da estacdo chuvosa.

De Alencar Filho et al. (2017) dizem que o periodo de colheita influencia a porcentagem
de constituintes quimicos do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius, apresentando maior
rendimento no inverno e que a atividade antibacteriana pode ser em funcdo da variacdo da

composicao quimica.
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Ribeiro (2018), estudando trés espécies de Croton da Caatinga (Croton blanchetianus,
C. nepetifolius e C. zehntneri), verificou a influéncia da sazonalidade sobre o rendimento de C.
zehntneri, no qual obteve maior rendimento da estagcdo seca. Também foi possivel observar que
a composi¢do quimica foi influenciada pela sazonalidade, constatando-se que determinados
compostos s6 sdo produzidos em estacOes especificas.

As presencas majoritarias de algumas classes quimicas presentes nos OE’s também
foram descritas por Souza et al. (2008) e Morais (2009), que verificaram a presenca de
sesquiterpenos na estagdo seca, induzindo que os vegetais investem em metabdlitos secundarios
que os defendam das condicdes adversas presentes nesta estacdo, ja que sesquiterpenos indica
efeito antimicrobiano, enquanto a presenca majoritaria de monoterpenos, efeito inseticida
(BRITO, 2014).
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RESUMO

Os oleos essenciais (OE’s) sdo fragdes volateis naturais que conferem os aromas percebidos em
algumas espécies vegetais e tém dispertado um interesse consideravel para utilizacdo médica
por todo mundo. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi verificar o rendimento e 0s potenciais
antimicrobiano, antioxidante e a toxicidade dos OE’s foliares de Croton spp. Folhas de Croton
adamantinus, C. argyrophyllus, C. grewioides, C. heliotropiifolius e C. urticifolius. As folhas
foram coletadas no Vale do Catimbau, Buique — PE, secas a temperatura ambiente e submetidas
ao método de extracdo de dleo essencial por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger por
3h. O teor de OE foi calculado utilizando o quociente do peso do 6leo pelo peso do material
foliar pulverizado. Para a atividade antibacteriana, os OE’s foram testados contra cepas de
Klebsiela pneumonie, Enterococcus faecalis, Echerichia coli, Proteus mirabilis e oito
diferentes cepas de Staphylococcus aureus resistentes e calculados o MIC e 0 CMB. A atividade
antioxidante foi testada quanto a sua Capacidade Antioxidante Total (CAT%) pelo
fosfomolibdénio, sendo expressos em ICso; e para o teste de toxicidade, foi avaliado quanto a
sua letalidade a larvas de Artemia salina. Foi possivel verificar que o teor de 6leo essencial
foliar das espécies de Croton em estudo variou de 0,09 a 3,03%, apresentando uma média de
rendimento que corrobora com o padrdo de teor de 6leo apresentado pelo género. Os OEs
mostraram-se eficiente quanto ao seu efeito bacteriostatico sobre as bactérias testada, tendo C.
urticifolius, C. argyrophyllus e C. adamantinus apresentado efeito bactericida contra a maioria
das bactérias gram-positivas testadas. As espécies em estudo apresentaram uma boa capacidade
antioxidante total, sendo C. grewioides o mais eficiente, tendo uma capacidade superior de 23%
de captura do fosfomolibdénio comparada a CAT% do acido ascorbico e ICsp = 155,9 + 60,7
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u/mL. Quanto a toxicidade dessas espécies no modelo de letalidade a Artemia salina, C.
grewioides foi a Unica que apresentou auséncia ou baixa toxicidade, quando comparada as
outras especies em estudo que apresentaram toxicidade variando de moderada a alta. Nenhuma
espécie apresentou atividade hemolitica, visto que ndo foi observado %hemdlise superior a 10%

nos 6leos testados de maior concentragéo (500 pg/mL).

1 INTRODUCAO

Os 06leos essenciais (OE’s) sao fragdes volateis naturais que conferem os aromas
percebidos em algumas espécies vegetais e tém despertado um interesse consideravel para
utilizacdo médica por todo mundo.

Em virtude de sua complexa composicao, por estarem presentes em diversas partes das
plantas, por serem de facil extracdo, economicamente vidveis e possuirem potencial bioativo
comprovado em varias espécies, sdo fontes potenciais para o desenvolvimento de novas drogas
(SANTOQOS, 1997), tendo assumido um papel de destaque nas pesquisas em produtos naturais.

A Caatinga apontada como rica em espécies endémicas e bastante heterogénea
corresponde a um habitat pouco explorado quanto as suas potencialidades medicinais, contudo
é tipicamente ocupado pelas Euphorbiaceae, uma familia botanica conhecida por seus
compostos toxicos e medicinais, que possuem espécies cuja sua variedade quimica pode ser
comparada a sua alta diversidade biologica (SIEGLER et al., 1998). Dentre os géneros dessa
familia destaca-se Croton L. por ser o segundo maior e mais diverso, com cerca de 1.200
espécies. No Brasil ocorrem cerca de 316 espécies e 6 variedades, sendo 252 endémicas
(CORDEIRO et al., 2016), levando o pais a categoria de mais diverso do género.

O objetivo deste trabalho foi verificar o rendimento e os potenciais antimicrobiano,
antioxidante e toxico dos OE’s foliares de cinco espécies de Croton (C. adamantinus Mull.
Arg., C. argyrophyllus Kunth, C. grewioides Baill., C. heliotropiifolius Kunth e C. urticifolius

Lam.) que ocorrem no ambiente semiarido da Caatinga.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AREA DE COLETA

As coletas foram realizadas exclusivamente no perimetro da Caatinga (Vale do
Catimbau, Buique-PE).

O Vale do Catimbau possui uma area total de 62.300 hectares, abrange 0s municipios
pernambucanos de Buique, Ibimirim e Tupanatinga (ICMBio, 2020). Sua fitofisionomia é

caracterizada por arbustos e algumas arvores perenifolias e um estrato subarbustivo denso.

2.2 MATERIAL BOTANICO

Coletas anuais entre 2016 e 2019 foram realizadas, em que ramos de folhas de uma
mesma populacdo foram utilizadas para extracdo de Oleo essencial e ramos férteis foram
identificados conforme as técnicas taxonémicas habituais, sendo voucher depositado no
Herbario IPA — Dérdano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de Pernambuco e no
Herbario UFP — Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (Tabela 1).

Tabela 1: Voucher das espécies de Croton depositadas no Herbario IPA — Dardano de Andrade
Lima, do Instituto Agrondmico de Pernambuco e no Herbario UFP — Geraldo Mariz, da

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

Voucher

IPA UFP
Croton adamantinus Mull. Arg 93734 82885
Croton argyrophyllus Kunth. 93736 82882
Croton grewioides Baill. - 82887
Croton heliotropiifolius Kunth. 93737 82884
Croton urticifolius Lam 93739 82886

Espécie

2.3 EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais de folhas das cinco espécies foram obtidos por hidrodestilagdo com
agua destilada, utilizando aparelho tipo Clevenger, por um periodo de trés horas (PEREIRA et
al., 2011). Em seguida, o 6leo foi coletado e seco com sulfato de sédio anidro (Na2SOa) e
mantido em refrigerador (-5 °C) em frasco de vidro ambar para os ensaios biolégicos e
caracterizacdo quimica.

Os rendimentos dos 6leos essenciais foram definidos como o quociente do peso do éleo

recolhido e o peso seco do material vegetal extraido (SANTOS et al., 2014) e os dados foram
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submetidos a Analise de Variancia- ANOVA (one way) utilizando o teste a posteriori de Tukey

no Minitab 2016, adotando o nivel de significancia de 0,05 de probabilidade.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A concentracdo inibitéria minima das diferentes concentracfes dos dleos essenciais
diluidos em Tween 80 a 2% foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller-
Hinton (NCCLS, 1997; 2000). Os inoculos foram preparados nos mesmos meios, a densidade
ajustada para o tubo 0,5 da escala McFarland (108 para bactérias) e diluidas 1:10 para o
procedimento de microdiluicdo. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O CIM
foi realizado em duplicata e definido como a menor concentracdo do 6leo essencial que
demonstra inibicdo do crescimento bacteriano. J& o CMB, a menor concentracdo que nao
demonstra crescimento bacteriano visivel.

Para o teste de avaliacdo da atividade antibacteriana, o 6leo essencial foliar das cinco
espécies de Croton foram testados quanto seu potencial antibacteriano, contra trés bactérias
gram-negativas (Klebsiela pneumonie, Proteus mirabilis e Echerichia coli) e contra as gram-
positivas: Enterococcus faecalis e oito cepas de Staphylococcus aureus resistentes a metaciclina
(02, 659, 670, 683, 691, 705, 731 e 802) cedidas pelo departamento de antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, para os testes de atividade antimicrobiana.

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
2.5.1 Capacidade Antioxidante Total (Fosfomolibdénio) - CAT%

A capacidade antioxidante total (CAT) foi baseada no método de Prieto et al. (1999),
combinando 0,1 ml de dleo essencial com 1 ml da solucdo reagente (&cido sulfarico 0,6 M,
Fosfato de sodio 28 mM e molibdato de amoénio 4 mM). Os tubos com as solugdes foram
colocados em banho maria a 95 °C durante 90 minutos, depois foram arrefecidas até a
temperatura ambiente e a absorvéncia de cada amostra medida a 695 nm contra um branco (1
ml de reagente e 0,1 ml de metanol). A curva padréo foi construida utilizando soluc6es de &cido
ascorbico nas concentragdes 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata (PRIETO et al., 1999).

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em ICso € em relagdo ao Acido
Ascorbico (AA), considerando sua absorbancia correspondente a 100% de atividade

antioxidante, de acordo com a férmula:
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CAT(%)= Absorbancia da amostra - Absorbancia do controle 100
*/~ Absorbancia do 4c. ascorbico - Absorbancia do controle

2.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE

2.6.1 Teste de letalidade em Artemia salina

Oleo essencial foliar de Croton spp. foi avaliado em um teste
para letalidade a larvas de Artemia salina. Toxicidade dos Oleos essenciais (OE) foi
testado usando uma diluigdo seriada de 1000, 500, 250, 125, 62,5 ¢ 31,25 ug/mL de solucdes
de agua do mar com Tween 80. Dez nauplios foram usados em cada teste e sobreviventes
contados apds 24 h. Trés repeticdes foram utilizados para cada concentragdo, sendo também
uma série paralela de testes conduzidos com o branco controle. A concentracdo letal para 50%
de mortalidade ap6s 24 h de exposi¢cdo, LC50 cronico e intervalos de confianca de 95% foram
determinados usando o método probit 10, como medida de toxicidade do 6leo.

Doses letais dos 6leos essenciais foram determinadas usando o programa Prisma de
software LC50, com base no método de andlise probit de Finney (FINNEY, 1971).

A toxicidade foi medida em termos de LC50 (Concentracdo letal de 50% de
metanauplios) e de acordo com Ramos et al. (2009): LC50 < 80 pug/mL, é considerado altamente
toxico; entre 80 ug/mL e 250 pg/mL, moderadamente toxico; LC50 > 250 pg/mL, baixa
toxicidade ou ndo toxico. Oleos essenciais que ndo mostram 50% de mortalidade em qualquer
das concentrages testadas foram considerados nao toxico.

2.6.2 Atividade Hemolitica

A atividade foi realizada seguindo a metodologia de Rangel et al. (1997). Para os ensaios
de atividade hemolitica in vitro foram utilizados 5 mL de sangue obtidos por puncéo venosa e
colocado em tubos heparinizados de voluntarios saudaveis, com consentimento informado por
escrito do individuo doador espontaneo. Os eritrocitos humanos foram isolados por
centrifugagédo (1500 rpm, 10 min a 4 °C) e lavados trés vezes com solugéo salina tamponada
com fosfato (PBS; pH 7,4). Cada tubo recebeu 1,1 mL de suspensdo de eritrocitos (1%) e 0,4
mL de varias concentragdes dos 6leos essenciais (500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625 pg/mL).
Os controles foram apenas solucdo salina (negativo) e metanol (positivo). Ap6s 60 min de

incubacdo as células foram centrifugadas e a absorvancia do sobrenadante foi registada a 540



40

nm. A atividade hemolitica foi expressa pela férmula seguinte: atividade hemolitica (%) = (Aa
- As) x 100/(Ac - As), onde: Aa = absorbancia da amostra; As = absorbancia do solvente; Ac =

absorbancia do controle positivo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RENDIMENTO

Dentre os diversos fatores que podem causar alteragdes no teor e composicdo do 6leo
essencial nas espécies estdo aqueles de natureza intrinseca. Deste modo, foram analisados o
teor de Oleos essenciais foliares de cinco espécies de Euphorbiaceae pertencentes ao género
Croton.

De acordo com a Tabela 2, observa-se que as cinco espécies em estudo apresentaram o
teor de 6leo essencial dentro dos valores descritos para o C. grewioides, mostrando ser uma das
espécies do género com maior rendimento (3%), ja que a média de teor de OE para o0 género
Croton é cerca de 1%. Segundo a literatura, o teor de 6leo, em diferentes espécies de Croton,
variou de 0,2% (Doria et al., 2010) a mais de 1% (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007;
COSTA etal., 2008; AGUIAR et al., 2014; ANDRADE et al., 2014).

Tabela 2: Rendimento médio de 6leo essencial foliar de espécies de Croton L. do Parque

Nacional Vale do Catimbau, Buique - PE.

Espécie Rendimento OE (%)
Croton adamantinus 0,68 +£0,25¢
Croton argyrophyllus 0,85 % 0,26 bc
Croton grewioides 3,03+ 0,67 a
Croton heliotropiifolius 0,09+0,06 d
Croton urticifolius 1,86 +0,27 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si com p<0,05 de probabilidade pelo teste

de Tukey.

3.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Quanto aos potenciais antibacterianos (Tabela 3), todos os 0leos essenciais das cinco
espécies apontam acdo bacteriostatica contra as bactérias testadas, porém apresentaram acéo
bactericida em sua maioria contra bactérias gram-positivas, como C. argyrophyllus (CMB =
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6,25 ul/mL) contra Enterococcus faecalis e C. urticifolius e C. adamantinus contra cepas
resistente de Staphylococcus aureus (CMB = 9,37 ul/mL ¢ 83,3 ul/mL, respectivamente), 0 que
corrobora com a acdo proposta por Brito (2014), uma vez que o perfil quimico apresentado por
estas espécies contém sesquiterpenos como componentes majoritarios.

Costa et al. (2013), ao analisar o 6leo essencial de C. rhamnifoliodes também
verificaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, apresentando valores de
concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM) entre 2,5 - 20
uL/mL e 5 - 40 pL/mL, respectivamente, proximo aos intervalos de valores encontrados no
presente estudo.

Recentemente, Araujo et al. (2017) também verificaram efeito bacteriostarico do OE de
C. heliotropiifolius sobre as bactérias gram positivas, S. aureus e Bacilus subtilis, com valores
de MIC de 500 e 62.5 ng/mL, respectivamente, ndo verificando atividade sobre a bactéria gram
negativa, como também foi observado por Angelico et al. (2014).

O efeito bacteriostatico apresentado pelo OE das espécies de Croton pode ser devido a
presenca de (E)-cariofileno, o qual foi apontado por Aradjo et al. (2017) como responsavel pelo
efeito bacteriostatico do OE de C. heliotropiifolius.

Segundo Brito (2014) a presenca de sesquiterpenos na composicdo quimica do OE de
C. argyrophyllus como componentes majoritarios indica a¢fes antibioticas e antiinflamatdrias,
sugerindo, portanto, a caracterizacdo deste OE para identificacdo e confirmacdo dos compostos

responsaveis por tal efeito.

Tabela 3: Atividade antibacteriana de 6leo essencial foliar de Croton spp. (Euphorbiaceae) do
Vale do Catimbau, Buique - PE (Concentragdo Inibitéria Minima — MIC; Concentracdo
Bactericida Minima - CMB em pl/mL).

Croton Croton Croton Croton Croton

Microrganismos urticifolius argyrophyllus heliotropiifolius adamantinus grewioides

MIC CMB MIC CMB MIC CMB MIC CMB MIC CMB
Klebsiela pneumonie 18,75 37,5 50 >100 50 66,6 100 >100 50 100
Enterococcus faecalis 0,39 >100 12,5 6,25 - - - - - -
Echerichia coli 83,3 100 50 100 33,3 83,3 >50 100 >50 83,3
Proteus mirabilis >100 >100 50>X>100 100 >50 100 100 >100 100 >100
Staphylococcus aureus 02 12,5 37,5 25 >100 - - >50 83,3 41,6 100
Staphylococcus aureus 802 12,5 100 75 >100 - - - - - -
Staphylococcus aureus 659 12,5 50 50 >100 - - - - - -
Staphylococcus aureus 705 25 50 100 >100 - - >50 100 50 100
Staphylococcus aureus 731 6,25 9,37 75 >100 - - - - - -
Staphylococcus aureus 691 6,25 18,75 50 >100 - - - - - -
Staphylococcus aureus 670 4,68 18,75 50 >100 - - - - - -
Staphylococcus aureus 683 - - - - - - 50 83,3 >50 100

(-) ndo testado.
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3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes s&o compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes (MORAIS et al., 2009). Por isso, foi
testada a acdo antioxidante de OE’s das cinco espécies de Croton em estudo quanto sua
capacidade antioxidante total pelo fosfomolibdénio.

Embora todas as espécies de Croton estudadas tenham apresentado boa Capacidade
Antioxidante Total (CAT%) por terem captado mais de 50% do fosfomolibdénio, C. grewioides
foi a que apresentou maior poder antioxidante, uma vez que apresentou uma capacidade
antioxidante 23% superior a do acido ascorbico usado como padrédo (Tabela 4) e 1Cso = 155,9
pl/ml, a menor concentracdo necessaria para capturar 50% do fosfomolibdénio (Tabela 4).

O padréo de CAT% e ICso encontrados nas espécies de Croton foram corroboram com
0 apresentado por Brito (2014) para OE foliar de C. linearifolius que obteve 1C50 acima de
81,50 ug/ml e com Bastos (2014), cujo 1C50 de OE de C. nummularius foi de 62.52 mg/mL.

Brito et al. (2018) relacionam os altos niveis de fendis e flavonois totais ao potencial

antioxidante apresentado por C. argyrophyllus.

Tabela 4: Avaliacdo da Capacidade Antioxidante Total pelo fosfomolibdénio (CAT%) e o IC50

(uI/mL) do bleo essencial foliar de cinco espécies de Croton L. (Euphorbiaceae).

Espécie CAT% I1C50 [ul/mL]
Croton adamantinus 91,68 + 0,05 342,8
Croton argyrophyllus 68,03 £ 0,07 236,1
Croton grewioides 123,28 + 0,10 155,9
Croton heliotropiifolius 76,34 + 0,04 2494
Croton urticifolius 89,23 +0,19 260,6

3.4 TOXICIDADE

3.4.1 Teste de letalidade em Artemia salina

Estudos de toxicidade utilizando Artemia salina sugerem a presenca de muitos
compostos com atividade biologica, que determinam sua potencial aplicagdo terapéutica
(PARRA et al., 2001).
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Com isso, os OE’s de Croton spp. foram testados quanto a sua toxicidade sobre Artemia
salina para determinar a concentragéo letal em 50% dos individuos (LC50 pg/mL).

De acordo com a classificacdo de Ramos et al. (2009), os OE’s das espécies testadas
apresentaram toxicidade de moderada a alta, com excecdo do Croton grewioides que apresentou
toxicidade baixa ou ausente (Tabela 5). Mas, ainda assim, os valores de LCs encontrados foram
superiores ao de C. zehntneri que mostrou alta toxicidade com LC50 de 4.54 pg/ml
(ANDRADE et al., 2015), enquanto foram inferiores aos valores apresentados por C.
argyrophylloides, que mostrou baixa toxicidade com de LC50 de 275 pg/ml (FRANCA NETO
etal., 2012).

Tabela 5: Toxicidade de 6leo essencial foliar de Croton spp. (Euphorbiaceae) sobre Artemia
salina para determinar a Concentracdo Letal em 50% dos individuos (LC50 ug/mL).
LCso [pg/mL]

Croton adamantinus 1,498
Croton argyrophyllus 81,71
Croton grewioides 1787,0
Croton heliotropiifolius 62,3

Croton urticifolius 25,66

Vaérias espécies de Croton ja tiveram seus extratos brutos, bem como suas fracfes
testadas quanto sua toxicidade a Artemia salina (FRANSSEN et al., 1997; RAMOS et al., 2009;
MEDINA et al., 2009; DA COSTA et al., 2010; CAMPOS et al., 2015; LIMA et al., 2015;
SILVA et al., 2017), porém poucos estudos apresentam resultados desta toxicidade para éleos
essenciais neste género (FRANCA-NETO et al., 2012; ANDRADE et al., 2015).

3.4.2 Atividade Hemolitica

Os 6leos essenciais obtidos das espécies de Croton ndo apresentaram acdo hemolitica,
visto que ndo foi observada formacdo de hemdlise em nenhuma das concentracdes dos 6leos
testados (menos de 10% na concentracdo mais alta testada - 500 pg/mL) (Figura 1),
permanecendo limpida a solugdo de soro fisioldgico apds a centrifugacdo, ou seja, as hemacias
permaneceram integras no fundo dos tubos, com a formacao de um precipitado, sem que tenha

havido a lise das células.
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O OE de C. urtcifolius foi o que apresentou maior percentual de hemdlise (9,68),
seguido do C. argyrophyllus (8,97), C. grewioides (7,14) e C. adamantinus (4,44) na
concentragdo de 500ug/mL.

Souza (2013) avaliou a citotoxicidade do 6leo essencial das folhas de Croton grewioides
em células ndo tumorais, realizando o ensaio de citotoxicidade com eritrocitos de camundongos
Swiss e observou que o percentual de hemolise aumentou de maneira dependente de
concentracdo apds o tratamento com OE de C. grewioides que produziu 100% de hemdlise em
concentragdes acima de 1500 ug/mL, apresentando CHso de 370,3 (357,0 — 384,0) pug/mL.

Na avaliacdo da citotoxicidade frente a eritrocitos humanos, Ferreira (2014) verificou
que o 6leo essencial de Croton tricolor Klotsch ex Baill apresentou um baixo nivel de hemdlise

no sangue A+ e B+, mas ndo causou em eritrocitos tipo O+.

m500 m250 m125 m62,5 31,25 m15,125
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00 I I
. ™ . F
0,00 iI i -I
OECurt OECarg OECgre OECada
OLEOS ESSENCIAIS

o

Figura 1: Atividade hemolitica (%) de 6leo essencial foliar de cinco espécies de Croton (Euphorbiaceae) do Vale
do Catimbau, Buique-PE. OECurt = Oleo Essencial de Croton urticifolius, OECarg = Oleo Essencial de Croton

argyrophyllus, OECgre = Oleo Essencial de Croton grewioides, OECada = Oleo Essencial de Croton adamantinus.

4 CONCLUSAO

Uma acdo bacteriostatica comum a todas as espécies em estudo contra as bactérias
testadas foi verificada, mas acdo bactericida foi constatada em sua maioria contra bactérias
gram-positivas.

Os 6leos essenciais obtidos das folhas das cinco espécies de Croton ndo apresentaram

acao hemolitica.
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Dentre as espécies em estudo, C. grewioides apresentou-se como a espécie mais
promissora quanto a capacidade em producdo de OE, bem como demonstrou maior potencial

antioxidante, com baixa ou auséncia de toxicidade sobre Artemia salina.
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RESUMO

O uso de plantas medicinais faz parte das necessidades basicas de salde de pessoas que vivem
em paises em desenvolvimento, utilizando plantas superiores como as principais fontes
medicamentosas para tratar uma ampla gama de desordens. Os 6leos essenciais sdo metabolitos
secundarios usados na medicina popular, que podem sofrer variacdo em sua composicao e
concentracdo em funcdo da sazonalidade, e vém merecendo destaque nas pesquisas de produtos
naturais. O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da sazonalidade sobre o rendimento
e a composi¢do quimica de 6leos essenciais foliares de C. adamantinus, C. argyrophyllus, C.
grewioides, C. heliotropiifolius, C. urticifolius ocorrentes no semiarido de Pernambuco. Para
isso, folhas das cinco espécies foram coletadas no Vale do Catimbau, Buique — PE nas duas
estacdes (seca e chuvosa) de 2016 e submetidas por 3h ao método de extracao de 6leo essencial
por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. A caracterizagcdo quimica dos OE’s foi
realizada por meio de GC/MS. Ndao foi observada diferenca estatistica significativa nos
rendimentos de OEs entre as estacOes, indicando que ndo houve variabilidade sazonal
quantitativa na producdo de o6leos nas folhas das espécies estudadas. Os constituintes
majoritarios foram 0s mesmos nas estacGes para todas as amostras, variando apenas suas
proporgdes entre as estacdes. Foi observada também a presenga majoritaria de sesquiterpenos
na estacdo seca em todas as espéecies, com exce¢do do Croton grewioides, onde predominaram

monoterpenos nesta estagéo Seca.


mailto:mairamhms@hotmail.com

49

1 INTRODUCAO

Muitas pessoas que vivem em paises em subdesenvolvimento sdo praticamente
dependentes das praticas médicas tradicionais para suas necessidades bésicas de satde, fazendo
uso de plantas medicinais para tratar uma ampla gama de desordens. As plantas superiores sdo
as fontes mais conhecidas de recursos medicamentosos utilizados por essas populacGes
(CALIXTO, 2005). Com isso, novas fontes de substancias obtidas a partir de espécies vegetais
nativas podem ser uma alternativa viavel, de baixo custo e facilmente acessivel pelas
comunidades pobres da regido onde essas espécies sdo encontradas.

Os oOleos essenciais (OEs), sdo fracdes volateis naturais que conferem os aromas
percebidos em algumas espécies vegetais incluem-se entre os metabolitos secundarios usados
na medicina popular, presentes em vérias partes das plantas e tém atraido consideravel interesse
pela sua composicao complexa e efeitos farmacologicos, que os tornam fontes potenciais para
0 desenvolvimento de novos medicamentos (SANTQOS, 1997).

O uso desses compostos pelo homem para fins terapéuticos requer estudos que
comprovem suas atividades bioldgicas, uma vez que ja sao amplamente utilizados na medicina
popular, demonstrando a importancia da bioprospec¢cdo de espécies vegetais que podem
contribuir para o uso de produtos naturais contra doencas causadas pelo homem.

A Caatinga um tipo de Floresta Sazonal Seca caracteristico do semiarido nordestino é
mencionada como rica em espécies endémicas e bastante heterogénea, corresponde a um habitat
tipicamente ocupado pelas Euphorbiaceae. Entre os géneros desta familia, destaca-se Croton L.
por ser o0 segundo maior e mais diversificado, com cerca de 1.200 espécies. No Brasil, ocorrem
cerca de 316 espécies e seis variedades, das quais 252 sdo endémicas (CORDEIRO et al., 2016),
levando o pais a categoria mais diversificada do género. Esse género € bastante comum na
regido Nordeste do Brasil, principalmente na Caatinga, apresentando um perfil consistente de
atividades bioldgicas e uso popular (RAMOS et al., 2013).

Como em outras regides semiaridas, a Caatinga tem extensos periodos secos em que as
chuvas sdo escassas. Esta sazonalidade presente na Caatinga pode ser um dos fatores
determinantes na producdo de 6leos essenciais, pois a composicdo e a concentracdo das
substancias que constituem os 6leos essenciais, de uma forma geral, podem sofrer influéncia de
fatores como a radiacdo, temperatura e precipitacdo (GOUINGUENE & TURLINGS, 2002).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito sazonal sobre o rendimento e composi¢cdo
quimica dos Oleos essenciais de C. adamantinus, C. argyrophyllus, C. grewioides, C.

heliotropiifolius, C. urticifolius ocorrentes na vegetacao da Caatinga no estado de Pernambuco.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AREA DE COLETA

As coletas foram realizadas exclusivamente no perimetro da Caatinga (Vale do
Catimbau, Buique, PE) durante os meses de fevereiro e maio de 2016, cujos indices
pluviométricos mensais, segundo dados do IPA — Instituto Agrondmico de Pernambuco (2020),
foram de 98,5 e 197 mm, respectivamente, e temperatura no momento da coleta variando de
26,5°C a 32°C.

2.2 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Ramos de folhas férteis de cinco espécies de Croton foram coletadas da mesma
populacdo e o voucher foi depositado no Herbario UFP, da Universidade Federal de
Pernambuco sob os numeros 82.885 para Croton adamantinus Mull. Arg., 82.882 para Croton
argyrophyllus Kunth, 82.887 para Croton growioides Baill., 82.884 para Croton

heliotropiifolius Kunth e 82.886 para Croton urticifolius Lam.

2.3 EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais foliares de cinco espécies de Croton (Croton adamantinus, Croton
argyrophyllus, Croton growioides, Croton heliotropiifolius e Croton urticifolius) foram obtidos
por hidrodestilacdo usando aparelho do tipo Clevenger por um periodo de trés horas (PEREIRA
etal., 2011). O oleo foi entdo coletado e seco com sulfato de sddio anidro (Na2SO.) e mantido
em uma geladeira (-5° C) em frasco de vidro &mbar para analise posterior.

O rendimento do 6leo essencial foi definido como o quociente do peso do éleo coletado
e 0 peso seco do material vegetal extraido (SANTOS et al., 2014) e os dados foram submetidos
a Andlise de Variancia - ANOVA (one way) usando, em uma andlise posterior, o teste de Tukey

no Minitab 2016, adotando o nivel de significancia de 0,05 de probabilidade.

2.4 ANALISE DE GC-MS E GC-FID

Um microlitro de amostras de dleo essencial de folhas das cinco espécies de Croton foi
dissolvido em hexano (1:100, v/v) e injetado para analise em um GC Shimadzu 2010plus.
Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,32 mm x 1,0 um) e gas hélio
com vazdo de 1 mL/min. A programacdo utilizada foi inicialmente de 40 °C por 5 minutos e

depois aumentou de 5 °C/min para 250 °C, terminando com essa temperatura por 5 minutos.
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As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 °C e 200 °C, respectivamente
(LIN et al., 2012). Os constituintes foram identificados por GC-MS Shimadzu QP5050
operando com energia de ionizacdo de 70 eV. O intervalo de massa foi de 30 a 500 Da e a
temperatura da fonte de ions foi de 200 °C. A programacdo do forno foi a mesma descrita acima.
Os picos foram identificados baseados na biblioteca Wiley229 (Wiley, New York) e NISTY11
(NIST/EPA/NIH).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RENDIMENTO

Né&o foi observada diferenca estatistica significativa nos rendimentos de OEs entre as
estacOes, indicando que ndo houve variabilidade sazonal quantitativa na producao de 6leos nas
folhas das espécies estudadas. Portanto, a coleta dessas espécies para obtengdo de OEs podera
ocorrer em qualquer época do ano, desde que as variaveis ambientais sejam similares aos desse
estudo (Tabela 1). Por outro lado, Souza et al. (2017) observaram que o rendimento e a
composicdo do 6leo essencial de trés espécies de Croton (Croton argyrophylloides, Croton
jacobinensis e Croton sincorensis) foram influenciados pelas chuvas, temperatura e incidéncia
solar, apresentando diferenca estatistica entre as horas estudadas (6 h e 12 h).

De Souza et al. (2016) verificaram que a sazonalidade, pré-tratamento de secagem e
tempo de extracdo influenciam significativamente o rendimento de OE, como pbde ser
observado em C. sonderianus. Foi visto que, de um modo geral o rendimento do OE de C.
sonderianus foi maior na estacao chuvosa, porém a espécie obteve maior rendimento na estacao
chuvosa, quando pré-tratadas a 40°C e 4h de tempo de extracdo. Portanto, a espécie ndo

apresenta diferenca significativa quando comparada as mesmas condic¢des na estacao seca.
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Tabela 1: Rendimento (%) Croton spp. nas estacdes seca e chuvosa de 2016 no Vale do

Catimbau, Buique-PE.

Teor de 6leos (%)

Espécies Estacéo seca Estacéo chuvosa
Croton adamantinus 0,82+0,21 A 047+£0,19A
Croton argyrophyllus 0,95+£0,18 A 0,76 £ 0,38 A
Croton grewioides 340+£045A 267072 A
Croton heliotropiifolius 0,07+£0,05 A 0,17+£0,07 A
Croton urticifolius 2,058 £0,31 A 1,667 £0,24 A

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si com p<0,05 de probabilidade pelo teste

de Tukey.

3.2 COMPOSICAO QUIMICA

Os componentes presentes nos 0leos essenciais foliares em diferentes estagdes das cinco
espécies de Croton em estudo sdo mostrados nas Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6.

Foi possivel observar a presenca majoritaria de sesquiterpenos na estagdo seca em todas
as espécies, com excecdo de Croton grewioides, que teve 0s monoterpenos, também na estacdo
seca, COMO componentes majoritarios em sua composi¢ao quimica.

A temperatura e a luminosidade tém papel relevante na fotossintese, pois a interagcdo
desses fatores garante um ambiente ideal para o processo fisiolégico. Embora as espécies
possam se adaptar ao seu habitat natural, as plantas sdo capazes de suportar variacbes de
temperatura, e essas variacdes sdo responsaveis por mudangas na producdo de metabdlitos
secundarios (SOUZA et al., 2008; MORALIS, 2009), por isso corrobora com a hipétese de na
estacdo seca 0s vegetais investirem em metabdlitos secundarios que os defendam das condicGes
adversas, protegendo-os de herbivoros e microrganismos patogénicos.

O perfil quimico apresentado pelos OE’s foliares dessas espécies sugere suas respectivas
acOes biologicas, ja que, segundo Brito (2014) a presenca majoritaria de sesquiterpenos indica
efeito antimicrobiano, enquanto a presenca majoritaria de monoterpenos, efeito inseticida.

Os constituintes majoritarios foram os mesmos entre as estacdes seca e chuvosa para
todas as amostras, variando apenas suas proporc¢des entre as estacdes. Assim como verificado

por Alencar Filho et al. (2017), quando estudaram a composicao quimica de C. heliotropiifolius
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em diferentes estag6es do ano, sendo S-cariofileno o principal composto em todas as amostras;
Souza et al. (2016), também verificaram que componentes de OE de C. sonderianus, como 0
espatulenol, diminuiram cerca de 20% da estacdo seca para a chuvosa, enquanto no germacreno
D suas quantidades aumentaram no periodo.

Foram identificados em C. adamantinus (-)-espatulenol (28,34%), éxido de cariofileno
(20,21%) e diepicedreno-1-6xido (18,16%); em C. argyrophyllus foram cariofileno (13,21%),
y-Elemeno (28,36%) e (-)-espatulenol (12,17%); em C. grewioides foi predominantemente
estragol (90,67%); em C. heliotropiifolius foram cariofileno (22,14%), (-)-espatulenol
(28,04%) e oxido de cariofileno (15,97%); e C. urticifolius, com caracterizacdo inédita,
apresentou 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro- como composto majoritario (83%).

A literatura mostra que os principais componentes dos 6leos essenciais de Croton spp.
sdo monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (CRAVEIRO et al., 1981; XIMENES et
al. 2013), corroborando com os perfis quimicos obtidos nas espécies estudadas, cuja
composicdo apresentou principalmente monoterpenos e sesquiterpenos. Em nossos estudos,
observou-se o predominio de sesquiterpenos em todas as espécies com excecdo do C.
grewioides, que apresentou monoterpenos como majoritarios em sua composicao (Tabela 4).

Fenilpropanoides, como anetol e derivados do eugenol, s&o mais comuns nos 6leos de
erva-doce, cravo e manjericdo, porém também tém sido relatados como o0s principais
componentes dos 6leos essenciais de algumas espécies de Croton encontradas em diferentes
partes do mundo, como por exemplo, C. zehntneri e C. nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et
al., 2006); C. molambo e C. cuneatus na Venezuela (SUAREZ et al., 2005); e C. pseudonivenus
e C. suberosus no México (PEREZ-AMADOR; MONROY; BUSTAMANTE, 2003.

De acordo com Salatino et al. (2007), as espécies de Croton sdo ricas em terpenoides e
fenilpropanoides, ou apenas em terpenoides. A co-ocorréncia de a e S-pineno pode ser uma
caracteristica do género Croton, no entanto, o g-cariofileno e o linalol parecem ser constituintes
igualmente frequentes de muitas espécies de Croton, o que contrasta com os dados obtidos com
a caracterizacdo do perfil quimico das cinco espécies em estudo, onde espatulenol, cariofileno,
elemeno e 6xido de cariofileno foram praticamente 0s compostos mais comuns as especies.
Cruz et al. (2017) tambem encontraram o espatulenol como um componente principal (22,80%)
em C. argyrophyllus, seguido por (E) -cariofileno (15,41%), o-Pineno (14,07%) e
biciclogermacreno (10,43%).

Embora existam componentes comuns como espatulenol, Araujo et al. (2014)
encontraram um perfil quimico diferente para C. argyrophyllus com o biciclogermacreno como

majoritario (27,78%), seguido por J-elemeno (8,67%) e S-elemeno (8,50%). Enquanto Ramos
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et al. (2013) também verificaram a presenca de biciclogermacreno, espatulenol, (E) -
cariofileno, p-elemeno, p-felandreno, mirceno e éxido de cariofileno como componentes
principais comuns a essa mesma condig&o.

Neves e Camara (2012), também encontraram o espatulenol (16,37%) como um dos
componentes majoritarios, apresentando também g-cariofileno (20,82%) e 6xido de cariofileno
(8,34%) em seu perfil quimico. Ja Araujo et al. (2017) verificaram a presenca de E-cariofileno
(23,85%) como principal. E Doria et al. (2010) identificaram p-cariofileno (35,82%),
biciclogermacreno (19,98%) e germacreno-D (11,85%) como componentes majoritarios do
6leo essencial de C. heliotropiifolius.

Brito et al. (2018) realizaram a caracterizacdo quimica dos OE, identificando sessenta
componentes, sendo os principais em C. argyrophyllus biciclogermacreno (14,0%), S-Pineno
(8,9%) e espatulenol (8,7%) e em C. heliotropiifolius limoneno (16,9%), a-Pineno (13,3%) e
cariofileno (12,1%).
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Tabela 2: Composi¢do quimica do OE foliar de Croton adamantinus, do Vale do Catimbau,
Buique-PE, nas Estacdes seca (ES2016) e chuvosa (EC2016) do ano de 2016.

Croton adamantinus

ES2016 EC2016
No. Compostos Formula quimica RT (min) (%) (%)
1 2-Penteno, 4,4-dimetil- C7H14 8.631 1,277 1,194
2 1R-a-Pineno C10H16 10.044 2,751 1,462
3 1,3,8-p-Mentatrieno C10H14 13.318 1,079 0,892
Ciclobuta[1,2:3,4]diciclopenteno, decahidro-3a-
5  metil-6-metileno-1-(1-metiletil)-, [1S- 0,688 1,916
(1a,3a0,3bf,6ap,6ba)]- C15H24 24.009
Ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-
6 , [1S-(10,2,4P)]- C15H24 24.191 1,957 1677
7 Cariofileno C15H24 24.892 - 1,073
9 Naftaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-metil-4- ) 13
metileno-1-(1-metiletil)-, (10,4a0,8aa)- C15H24 26.761 '
10 Ciclohexeno, 1-metil-4-(5-metil-1-metileno-4- ) 1171
hexenil)-, (S)- C15H24 27.091 '
11 Shiobunono C15H240 27.223 7,231 4,368
13 Diepi-a-cedreno epoxido C15H240 28.225 1,467 -
1 4aH-Cicloprop[e]azulen-4a-ol, decahidro-1,1,4,7- ) 0.834
tetrametil-, [1aR-(1aa,4p,4ap,70,7ap,7ba)]- C15H260 28.511 '
15  (-)-Espatulenol C15H240 28.752 28,349 34,715
16 Oxido de cariofileno C15H240 28.875 20,214 22,115
1H-Cicloprop[e]azulen-4-ol, decahidro-1,1,4,7-
o tetrametil-, [1ar-(1ao,4p,4aB,70,7aB,7ba)]- C15H260 29.073 ) 1426
18  Diepicedreno-1-oxido C15H240 29.392 18,160 8,617
20 1H-Cicloprop[e]azulen-7-ol, decahidro-1,1,7- 0.561
trimetil-4-metileno-, [1ar-(1aa,4aa,7p,7ap,7ba)]- C15H240 29.897 ’ 1,66
23 2-Nafthalenometanol, decahidro-a,0,4a-trimetil-8- 1244
metileno-, [2R-(20,4a0,8ap)]- C15H260 30.384 ' 2,281
24 .tau.-Muurolol C15H260 30.473 2,868 3,38
25  Cadala-1(10),3,8-trieno C15H22 30.764 - 0,678
26 Azuleno, 1,4-dimetil-7-(1-metiletil)- C15H18 30.93 0,587 0,725
27  cis-Z-a-Bisaboleno epoxido C15H240 32.357 0,386 -
28 4-(1-Hidrope roxi-2,2-dimetil-6-metileno-ciclohexil)- 0.882
pent-3-en-2-ona C14H2203 32.427 ’ -
29  Isoaromadendreno epoxido C15H240 33.786 1,951 1,456
% Total 91,3 92,9
Monoterpenos hidrogenados 3,83 2,35
Monote rpenos oxigenados 0,00 0,00
Sesquiterpenos hidrogenados 2,83 8,54
Sesquiterpenos oxigenados 82,43 80,85
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Tabela 3: Composi¢do quimica do OE foliar de Croton argyrophyllus, do Vale do Catimbau,

Buique-PE, nas Estacdes seca (ES2016) e chuvosa (EC2016) do ano de 2016.

Croton argyrophyllus

ES2016 EC2016
No. Compostos RT (min) (%) (%)
1 Pentan-2-ol, 4-alliloxi-2-metil- 8.63 - 0,503
2 1R-a-Pineno 10.043 0,816 1,264
3 Ciclohexeno, 4-metileno-1-(1-metiletil)- 11.516 - 0,606
4 B-Pineno 11.572 - 1,987
5 B-Mirceno 12.233 1,177 1,656
7 1,3,8-p-Mentatrieno 13.316 - 0,282
9 Eucaliptol 13.494 1,758 0,696
10  (+)-4-Careno 15.452 - 0,281
11 1,5-Dimetil-1-vinil-4-hexenil butirato 15.854 0,918 0,574
12 Ciclohexeno, 4-etenil-4-metil-3-(1-metiletenil)-1-(1- 22.739 - 0,346
13 Ciclobuta[1,2:3,4]diciclopenteno, decahidro-3a-metil-6- 24.006 - 0,58
14 p-Elemeno 24.199 7,485 3,626
15  Cariofileno 24.907 13,217 16,941
17 a-Cariofileno 25.751 2,163 2,594
18 1H—.C|Iopr0p[e]azuleno, decaidro-1,1,7-trimetil-4- 25933 1,139 0,008
metileno-, [1aR-(1aa,4ap,7a,7ap,7ba)]-
19 Nap{hthaleno, 1,2,?,4,.4a,5,6,8a-octahldro-7-metll-4- 26.437 0,754 1614
metileno-1-(1-metiletil)-, (1a,4a0,8a0)-
20 v-Elemeno 26.846 28,36 15,358
22 Ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)- 27.029 - 1,071
23 Azqu no, .1,2,3,3a,4,5,6,7—octah|dro—1,4—d|met|I—7—(1— 27034 2536 i
metiletenil)-, [1R-(1a,3ap,4a,7p)]-
26 Lanceol, cis 27.798 - 0,484
27 Ciclohe xanome tanol, 4-etenil-a,0,4-trimetil-3-(1-
metiletenil)-, [IR-(1a,30,4B)]- 28.058 0.751 0.917
29 (-)-Espatulenol 28.747 12,172 10,762
30  Oxido de cariofileno 28.872 2,046 4,678
31 S-Azulel_lometanol, 1,2,3.4,5,6,7,8-octahidro-a,a,3,8- 1,698 0,533
tetrameiyl- 29.192
32 1H-C|cl?prop[e]azulen-4-o|, decahidro-1,1,4,7- 0,053 0,800
tetrametil-, [1ar-(1a0,4p,4ap,7a,7ap,7ba)]- 29.332
35  1H-Cicloprop[e]azulen-7-ol, decahidro-1,1,7-trimetil-4- 1052 1079
metileno-, [1ar-(1a0,4a0,7p,7ap,7ba)]- 30.108 ’ '
36 2-Nf1phthalenometanol, decahidro-o,a,4a-trimetil-8- 0,689 1,042
metileno-, [2R-(20.4a0,8ap)]- 30.388
38 Ledeno oxide-(11) 30.818 - 0,794
39  2-(1-Cyclopentenil)furano 30.915 2,023 4,808
% Total 81,71 76,784
Monoterpenos hidrogenados 1,99 6,08
Monote rpenos oxigenados 1,76 0,70
Sesquiterpenos hidrogenados 54,52 42,13
Sesquiterpenos oxigenados 20,50 22,00
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Tabela 4: Composic¢do quimica do OE foliar de Croton grewioides, do Vale do Catimbau,
Buique-PE, nas Estacdes seca (ES2016) e chuvosa (EC2016) do ano de 2016.

Croton grewioides

ES2016 EC2016
No. Compostos Férmula quimica RT (min) (%) (%)
1 Estragol C10H120 18.927 90,678 84,412
2 Eugenol C10H1202 23.25 2,067 2,070
3 Cariofileno C15H24 24.89 1,672 1,793
1,6-Ciclodecadieno, 1-metil-5-
4 metileno-8-(1-metiletil)-, [s-(E,E)]- C15H24 2643 0,992 1,807
5 v-Elemeno C15H24 26.82 3,176 6,195
1H-Cicloprop[e]azulen-7-ol,
6 decahidro-1,1,7-trimetil-4-metilene-, C15H240 28.73 0,691 1,202
[1ar-(1aa,4aa,7p,7ap,7ba)]-
7 2610-Dodecatrienoic acid, 3,7,11- C16H2602 3324 0,724 1,514
trimetil-, metil ester
% Total 100,00 98,99
Monoterpenos hidrogenados 0,00 0,00
Monoterpenos oxigenados 92,75 86,48
Sesquiterpenos hidrogenados 5,84 9,80
Sesquite rpenos oxigenados 0,69 1,20

Tabela 5: Composic¢do quimica do OE foliar de Croton urticifolius, do Vale do Catimbau,
Buique-PE, nas Estagdes seca (ES2016) e chuvosa (EC2016) do ano de 2016.

Croton urticifolius

ES2016 EC2016
No. Compostos RT (min) (%) (%)
1 Estragol 18.84 1,17 -
2 Caryophyllene 24.88 1,17 1,68
3 1H-Cicloprop[e]azuleno, decahydro-1,1,7-
trimethyl-4-methylene-, [1aR-
(laa,4ap,7a,7ap,7ba)]- 25.38 - 1,27
1,6-Ciclodecadien, 1-methyl-5-methylene-8-
4 (1-methylethyl)-, [s-(E,E)] 26.43 0,87 1,021
5 7-Elemeno 26.81 2,79 2,750
6 (-)-Espatulenol 28.737 7,63 9,397
7 Oxido de Carofilleno
28.87 - 1,101
8 2-(1-Ciclopentenil)furano 30.78 3,34 2,806
9 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro- 31 83,00 79,963
% Total 99,98 99,99
Monoterpenos hidrogenados 0,00 0,00
Monoterpenos oxigenados 1,17 0,00
Sesquiterpenos hidrogenados 4,83 5,45
Sesquiterpenos oxigenados 7,63 11,77
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Tabela 6: Composi¢do quimica do OE foliar de Croton heliotropiifolius, do VVale do Catimbau,
Buique-PE, nas Estacdes seca (ES2016) e chuvosa (EC2016) do ano de 2016.

Croton heliotropiifolius

ES2016 EC2016
No. Compostos Férmula quimica RT (min) (%) (%)
1 Furano, 2,5-dihidro-2,5-dimethyl- C6H100 8.627 1,25 -
2 1R-a-Pineno C10H16 10.043 - 1,424
3 Ciclohexeno, 4-methyleno-1-(1- i 158
methylethyl)- C10H16 11.516 ’
4 Benzeno, 1-metil-2-(1-metiletil)- C10H14 13.308 - 2,663
5 1,3,8-p-Mentatrieno C10H14 13.31 1,895 -
6 D-Limoneno C10H16 13.45 1,932 2,849
7 Eucaliptol C10H180 13.49 1,515 1,084
8 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil- C10H180 15.85 2,024 -
9 3-Ciclohexen-1-ol, 4-metil-1-(1-metiletil)- 1352 i
, (R)- C10H180 18.19 '
10  Acetato de Bormnil C12H2002 21.32 2,399 -
11 Ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-
metiletenil)-, [1S-(1a,2p,4p)]- C15H24 24.190 3,685 0,949
12 Cariofileno C15H24 24.906 22,148 33,456
13 a-Cariofileno C15H24 25.75 3,629 4511
14  1H-Cicloprop[e]azuleno, decahidro-1,1,7-
trimetil-4-metileno-, [laR- C15H260 25.934
(1aa.4ap,7a,7aB,7ba)]- - 1,076
16  y-Elemeno C15H24 26.8 3,904 6,710
17  Naphthaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-
7-metil-4-metileno-1-(1-metiletil)-, 27.23
(lo,4a0,8a0)- C15H24 - 1,560
19  (-)-Espatulenol C15H240 28.764 28,047 20,458
20  Oxido de Cariofileno C15H240 28.882 15,97 10,949
21  Ledeno oxide-(l1) C15H240 29.46 1,266 -
23 .tau.-Cadinol C15H260 30.170 3,694 3,091
24 a-Cadinol C15H260 30.469 1,733 -
25  .tau.-Muurolol C15H260 30.472 - 1,354
% Total 96,44 93,71
Monoterpenos hidrogenados 3,83 8,52
Monoterpenos oxigenados 4,89 1,08
Sesquiterpenos hidrogenados 33,37 47,19
Sesquiterpenos oxigenados 50,71 36,93
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4 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que os oOleos essenciais foliares analisados apresentaram
rendimento compativel com o teor médio apresentado pelo género Croton com pouca variagao
sazonal.

As espécies de Croton estudadas apresentaram compostos majoritarios compativeis
com o perfil quimico ja relatado na literatura para este género, com presenca predominante de
mOono e sesquiterpenos em sua composic¢ao.

Com destaque para caracterizacdo inédita de C. urticifolius, onde, apresentou,
apresentou 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro- como composto majoritario.

N&o houve variacdo sazonal de constituintes majoritarios, sendo estes 0s mesmos entre
as estacOes para todas as amostras, variando apenas suas propor¢Oes, apresentando
sesquiterpenos como majoritario na estacdo seca em todas as espécies, com excecao do Croton
grewioides, que teve 0s monoterpenos, também na estacdo Seca, como componentes

majoritarios em sua composi¢do quimica.
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Croton argyrophyllus
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Croton grewioides
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Croton heliotropiifolius
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Croton urticifolius
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ANEXO A - PERIODICOS

ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS

All submitted manuscripts should contain original research not
previously published and not under consideration for publication
elsewhere. The primary criterion for acceptance is scientific quality.
Papers should avoid excessive use of abbreviations or jargon, and
should be intelligible to as wide an audience as possible. Particular
attention should be paid to the Abstract, Introduction, and Discussion
sections, which should clearly draw attention to the novelty and
significance of the data reported. Failure to do this may result in
delays in publication or rejection of the paper. Articles accepted for
publication become property of the journal.

Texts can be published as a review, a full paper (article) or as a short
communication. Issues appear in March, June, September and
December.

Types of Papers

Reviews

Reviews are published by invitation only and still have to undergo
our peer review process. However, a proposal for a Review may be
submitted via e-mail to our editorial staff (aabc@abc.org.br). The e-
mail should state the topics and authors of the proposed review, as
well as the abstract, academy section and the justification why the
topic is of particular interest to the field.

The AABC allows authors to deposit preprints of their submission in
community preprint servers such as ArXiv.org and bioRxiv.org.
However, the authors must updated their entries expressly
acknowledging that the article has been accepted/published by
AABC.

Letters to the Editor

Letters to the Editor will be subjected to editing and revision and
should not contain material that has been submitted or published
elsewhere. Letters in reference to an article published by the AABC
should not exceed 250 words (excluding references), and must be
received within four weeks after online publication of the article.
Letters not related to an article published by the AABC should not
exceed 500 words (excluding references). A letter can have no more
than ten references and one figure or table.
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Articles

Whenever possible the articles should be subdivided into the
following parts: 1. Front Page; 2. Abstract (written on a separate page,
200 words or less, no abbreviations); 3. Introduction; 4. Materials and
Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, if
applicable; 8. Author Contributions (when the paper has more than
one author); 9. References. 10. Figure legends, if applicable. Articles
from some areas such as Mathematical Sciences should follow their
usual format. In some cases, it may be advisable to omit part (4) and
to merge parts (5) and (6). Whenever applicable, the Materials and
Methods section should indicate the Ethics Committee that evaluated
the procedures for human studies or the norms followed for the
maintenance and experimental treatments of animals.

Short communications

Short communications aim to report a concise, but important
contribution on research, which has progressed to the stage when it
is considered that results should be publicized to other workers in the
field. A short communication should also have an Abstract (100 words
or less), a short introduction (up to 200 words) and should not exceed
1,500 words. Tables and Figures may be included but the text length
should be proportionally reduced. This section of the AABC should
contain extremely relevant contributions and competition is very high.

After the first screening, the articles will be evaluated by at least two
reviewers, them being from educational and/or national and
international research institutions, with proven scientific production.
After due corrections and possible suggestions, the paper may be
accepted or rejected, considering the reviews received.

We use the integrated Crossref Similarity Check program to detect
plagiarism.

There are no APC and submission charges in the AABC.

Preparation of manuscripts

All parts of the manuscript should be double-spaced throughout. After
acceptance, no changes will be made in the manuscript so that proofs require
only corrections of typographical errors. The authors should send their
manuscript in electronic version only.

Length of manuscript

While papers may be of any length required for the concise presentation and
discussion of the data, succinct and carefully prepared papers are favored both



70

in terms of impact as well as in readability. They must not, however, exceed
50 pages, including all items (figures, tables, references, etc...), unless
previously agreed with the Editor-in-Chief.

Title page

The title page of the manuscript should present the following items: 1. Title
of the article (the title should be up to 150 characters including spaces, and
informative to a broad scientific community); do not include abbreviations in
the title. 2. Full name(s) of all author(s); use superscript numbers right after
each author name to indicate the affiliation; 3. Professional address and
ORCid of all authors, including Department and Institution name, street name
and number, ZIP/Postal code, City, State and Country; 4. Key words (four to
six in alphabetical order separated by commas); 5. Running title (a short
version of the title, up to 50 characters including spaces); 6. Academy Section
to which the content of the work belongs; 7. Name, address, phone number,
e-mail of the correspondent author, including to whom all correspondence
and proofs should be sent to (please indicate the corresponding author with
an * after the name). Should any of these requirements not be met, we may
unsubmit your paper and ask for corrections.

Abstract

The abstract must contain no more than 200 words and present the main
findings of the article, including a brief introduction, the objectives of the
work and a conclusion based on the presented findings. If the authors are
submitting an invited/authorized review, the abstract must introduce the main
theme of the review and explicit the contribution of the revision to the field.
References should not be included in the abstract.

Manuscript text

All text should be written in double-space using 12-point Times New Roman
or equivalent typeface. Please organize, whenever possible, the text into the
following parts: 1. Title Page; 2. Abstract (written on a separate page, 200
words or less, no abbreviations); 3. Introduction; 4. Materials and Methods;
5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, if applicable; 8. Author
contributions, when there is more than one author, explaining briefly how
each author has contributed for the paper 9. References. 10. Figure and table
legends, if applicable.

Articles from some areas such as Mathematical Sciences should follow their
usual format. In some cases it may be advisable to omit part (4) and to merge
parts (5) and (6). Whenever applicable, the Materials and Methods section
should indicate the Ethics Committee that evaluated the procedures for
human studies or the norms followed for the maintenance and experimental
treatments of animals. All procedures must be described in detail. Use
American English style to write the text. Chemical names should be provided
according to IUPAC, and strains of organisms should be specified. Provide
names of reagents and/or equipment suppliers. Use units and symbols
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according to Bureau International des Poids et Mesures (SI) symbols
whenever possible.

Acknowledgments

These should be included at the end of the text. Personal acknowledgments
should precede those of institutions or agencies. Footnotes should be avoided,;
when necessary they must be numbered. Acknowledgments to grants and
scholarships, and of indebtedness to colleagues as well as mention to the
origin of an article (e.g. thesis) should be added to the Acknowledgments
section. Include the full name of the funding agency, country, and funded
project number (if applicable).

Abbreviations

These should be defined at their first occurrence in the text, except for official,
standard abbreviations. Units and their symbols should conform to those
approved by the Bureau International des Poids et Mesures (SI).

Figure Legends

This information must be provided at the end of the manuscript, after the
abbreviations. All figures must contain a descriptive legend. The legend must
contain an introductory sentence that describes the main findings. All panels
(if applicable) must be identified in the figure legend by lower case letters
(1a, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.). When presenting error bars, please inform if a
number that follows the + sign is a standard error of mean (SEM) or a standard
deviation of mean (SD). Or include in the legend if the presented result is
representative of N individual experiments.

Tables

Each table should have a brief title above it. Table footnotes should be placed
below the table. Tables have to be cited in the paper in Roman numerals
(Table I, Table I, Tables IV and V, etc.). Tables must be submitted as
separate files in editable format, preferably as *.doc or *docx file.

Figures

Only high-quality figures will be accepted (minimum of 300 dpi). All
illustrations will be considered figures including drawings, graphs, maps,
photographs, etc. Their tentative placement in the text should be indicated
and all figures must be cited with their respective number along the
text. Figures should be sent according to the following specifications: 1.
Drawings and illustrations should be in format .PS/.EPS or .CDR (PostScript
or Corel Draw) and never be inserted in text; 2. Images or figures in grayscale
should be in format .TIF and never be inserted in text; 3. Each figure should
be saved and sent in a separate file; 4. Figures should, in principle, be
submitted at the size they are to appear in the journal, i.e., 8 cm (one column)
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or 16.2 cm (two columns) wide, with maximal height for each figure and
respective legend smaller than or equal to 22 cm.

The legends to the figures should be sent double-spaced on a separate page.
Each linear dimension of the smallest characters and symbols should not be
less than 2 mm after reduction. Colored figures are accepted just as much as
b/w ones, but up to 5 black and white figures are free of charge, while every
colored figure will be charged, due communication will be made in the
production phase (after the evaluation process), should the author want them
colored as well in the printed version. For the purpose of counting black and
white figures, tables occupying two thirds of the page or having more than 12
columns or 24 rows will be considered b/w figures; 5. Manuscripts on
Mathematics, Physics or Chemistry may be typesetted in TEX, AMS-TEX or
LaTEX; 6. Manuscripts without mathematical formulae may be sent in .RTF
or doc/docx for Windows.

References

Authors are responsible for the accuracy of the References. Published articles
and those in press may be included. Personal communications (Smith,
personal communication) must be authorized in writing by those involved.
References to thesis, meeting abstracts (not published in indexed journals)
and manuscripts in preparation or submitted, but not yet accepted, should be
cited in the text as (Smith et al., unpublished data) and should NOT be
included in the list of references.

The references should be cited in the text as, for example, ‘Smith 2004°,
‘Smith & Wesson 2005’ or, for three or more authors, ‘Smith et al. 2006°.
Two or more papers by the same author(s) in the same year should be
distinguished by letters, e.g. ‘Smith 2004a’, ‘Smith 2004b’ etc. Letters should
also distinguish papers by three or more authors with identical first author and
year of publication. References should be listed according to the alphabetical
order of the first author, always in the order SURNAME XY in which X and
Y are initials. If there are more than ten authors, use et al. after the first author.
References must contain the title of the article. Names of the journals should
be abbreviated without dots or commas. For the correct abbreviations, refer
to lists of the major databases in which the journal is indexed or consult the
World List of Scientific Periodicals. The abbreviation to be used for the Anais
da Academia Brasileira de Ciéncias is An Acad Bras Cienc. The following
examples are to be considered as guidelines for the References.
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