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RESUMO

O uso de produtos de origem vegetal para o tratamento, cura e prevencao de
doencas, € uma das mais antigas formas da pratica medicinal da humanidade
e, embora grandes avancos sejam observados na medicina moderna, 0s
produtos naturais continuam contribuindo de maneira consideravel nos
cuidados com a saude. Entre as acoes terapéuticas das plantas medicinais, a
atividade antimicrobiana € uma das mais relevantes frente a taxa de
mortalidade existente e a resisténcia antimicrobiana. Apesar das plantas
possuirem muitos usos terapéuticos que sdo conhecidos tradicionalmente, o
ser humano desconhece o fato de que elas podem apresentar toxicidade tanto
para 0 homem quanto para os animais. Croton tricolor Klotsch ex Baill,
conhecido popularmente como marmeleiro prateado, € nativo da caatinga do
Nordeste do Brasil. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo
investigar os efeitos biol6gicos do 6leo essencial das folhas de Croton tricolor
Klotsch ex Baill (Ct-OE). A concentracao inibitéria minima (CIM) para a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25925 foi de 6,7 mg/mL, Staphylococcus aureus
ATCC 25619 3,35 mg/mL, Staphylococcus aureus ATCC 8539 foi de 1,68
mg/mL e Escherichia coli ATCC 25922 foi de 3,35 mg/mL. Para as linhagens de
E. coli de origem clinica a CIM variou de 1,67 a 3,35 mg/mL. Na avaliacdo da
citotoxicidade frente a eritrocitos humanos, o 6leo essencial apresentou um
baixo nivel de hemdlise no sangue A* e B*, mas ndo causou em eritrécitos tipo
O*. O Ct-OE apresentou um leve aumento da oxidacdo em eritrécitos, mas a
um valor muito inferior a fenilhidrazina (Ph). Entretanto, o Ct-OE conseguiu
proteger os eritrécitos da oxidacdo pela Ph de forma mais eficiente que a
vitamina C. O Ct-OE ndo promoveu dano cromossOmico estrutural e/ou
numerico em eritrécitos de camundongos in vivo.

Palavras-chave: Croton tricolor, CIM, hemolise, micronucleo.



ABSTRACT

The use of plant products for the treatment, prevention and cure of diseases , is
one of the oldest forms of medical practice of humanity , and although great
advances observed in modern medicine are natural products still contribute
considerably in care health . Among the therapeutic actions of medicinal plants,
antimicrobial activity is one of the most important front of the existing rate of
mortality and antimicrobial resistance. Although plants possess many
therapeutic uses that are traditionally known, the human being unaware of the
fact that they can be toxic both for humans and for animals. Croton tricolor ex
Klotsch Baill, popularly known as silvery quince is native caatinga of Northeast
Brazil. Thus, the present study aimed to investigate the biological effects of
essential oil from leaves of Croton tricolor Klotsch ex Baill (Ct-OE). The
minimum inhibitory concentration (MIC) for Staphylococcus aureus ATCC
25925 was 6.7 mg/ml, Staphylococcus aureus ATCC 25619 3.35 mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 8539 was 1.68 mg/mL and E. coli ATCC 25922
was 3.35 mg/mL. For E. coli strains of clinical origin MIC ranged from 1.67 to
3.35 mg/ml. In cytotoxicity against human erythrocytes, the essential oil
exhibited a low level of hemolysis in blood A + and B +, but caused in type O +
erythrocytes. The Ct -OE showed a slight increase in oxidation in erythrocytes,
but a value much lower than phenylhydrazine (Ph). However, the Ct-OE could
protect erythrocytes from oxidation by Ph more efficiently than vitamin C. The Ct
-OE did not cause structural chromosomal damage and/or number of
erythrocytes in mice in vivo.

Keywords: Croton tricolor, MIC, hemolysis, micronucleus.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos de origem vegetal para o tratamento, cura e prevencao de
doencas, € uma das mais antigas formas da pratica medicinal da humanidade e,
embora grandes avancos sejam observados na medicina moderna, os produtos
naturais continuam contribuindo de maneira consideravel nos cuidados com a saude
(CRAGG et al., 1997; SHU, 1998; VEIGA JUNIOR et al., 2005). O Brasil, possuindo
uma grande biodiversidade de espécies vegetais, se destaca como fonte para
obtencéo de novas substancias com finalidade terapéutica (KORDALI et al., 2008).

Apesar do uso de plantas medicinais ser uma pratica milenar, pode-se notar
gue a demanda por medicamentos derivados de plantas cresceu nos ultimos anos.
Esta tendéncia é evidenciada nitidamente pelo crescimento rapido de deposicao de
patentes relacionadas a ao uso medicinal das plantas e pela grande taxa de
crescimento (5-15 %) para tais medicamentos no mercado mundial, sendo o
crescimento no Brasil girando em torno de 10 a 15 % ao ano (RAMOS et al., 2005;
KARTAL, 2007).

Entre as acdes terapéuticas das plantas medicinais, a atividade
antimicrobiana é uma das mais relevantes frente a taxa de mortalidade existente e a
resisténcia antimicrobiana. O interesse na busca por agentes antimicrobianos
derivados de produtos naturais € justificavel, uma vez que possuem uma diversidade
molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos (ANGELICO,
2011).

Apesar das plantas possuirem muitos usos terapéuticos que sao conhecidos
popularmente, o ser humano desconhece o fato de que elas podem apresentar
toxicidade tanto para o homem quanto para os animais (RODRIGUES; ALMEIDA;
PIRES, 2010; MARTINS et al., 2012). De acordo com dados do Sistema Nacional de
Informacdes Toxicoldgicas (SINITOX), no ano de 2010, no Brasil foram registrados
1132 casos de intoxicacdo humana por uso de plantas sendo que desses, 5 foram a
Obito (SINITOX, 2010). Diante disso, a realizacdo de estudos que investiguem as
atividades citotoxicas e genotoxicas de compostos naturais mostra-se importante a

fim de se garantir uma maior seguranca do uso desses produtos pela populagéo.

Diante dos varios compostos naturais obtidos de plantas, destacam-se os

Oleos essenciais. Essas substancias sdo constituidas, na maioria das vezes, por
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misturas complexas que podem ser originadas, pela biossintese, a partir do &cido
mevaldnico por duas vias biossintéticas distintas: a série terpénica e, menos

frequentemente, a dos fenilpropanoides (SAAD et al., 2009).

Dentre as familias botanicas fornecedoras de 6leos essenciais com acdes
farmacoldgicas se destaca a familia Euphorbiaceae. Esta familia possui cerca de
300 géneros e 5000 espécies de arvores, arbustos e ervas conhecidas. Os 300
géneros de Euforbidceas estdo agrupados em 52 tribos e 5 subfamilias, com
diversas destas tribos sendo divididas em subtribos. A distribuicdo geografica dos
géneros das Euforbiaceas concentrava-se, primitivamente, na Africa e Madagascar,

mas algumas subfamilias se dispersaram nas regides tropicais (WEBSTER, 1994).

Em meio a diversidade de espécies dessa familia, podemos destacar a
Croton tricolor Klotsch ex Bail. Conhecido tradicionalmente como marmeleiro
prateado € um arbusto de ramos delgados, cilindricos, cinerescentes e escabros. E
nativo da caatinga do Nordeste do Brasil, sendo as cascas do caule utilizadas para
tratar colicas intestinais (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; CATUNDA JR., 2003).
Estudos quimicos mostraram a presenca de acido carboxilico diterpénico e seu éter
metilico, além de a-pineno e a-guaieno (CRAVEIRO, 1976; CATUNDA JR., 2003).
Estudos recentes mostram que o 6leo essencial dessa espécie possui atividade
antioxidante e antibacteriana contra Streptococcus spp., Serratia spp., Proteus

mirabilis, Enterobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa (CANUTO, 2005).

Entre as atividades farmacoldgicas apresentadas pelos produtos de origem
vegetal, a antimicrobiana vem sendo exaustivamente estudada nas ultimas décadas
devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populacdes
bacterianas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006). Com o
aumento progressivo da resisténcia, a busca de novos agentes antibacterianos
derivados de produtos naturais de plantas poderia ser uma alternativa, uma vez que
apresentam uma diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de
produtos sintéticos (NOVAIS et al., 2003). Assim, as pesquisas com espécies
vegetais tém sido avaliadas ndo somente pela atividade antibacteriana, mas também

como agente modificador de resisténcia antibiética (GIBBONS, 2004).
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Atualmente, a maior parte dos fitoterapicos que sao utilizados por
automedicacgao ou por prescricdo médica ndo tem o seu perfil toxico bem conhecido
(CAPASSO et al., 2000; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008). A deteccao de atividade
citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida prioritaria, uma vez que varios
compostos quimicos podem ser capazes de causar efeitos toxicos. Portanto,
experimentos capazes de fornecer, com razodvel margem de seguranca, indicacfes

sobre os riscos envolvidos na sua utilizacdo sao fundamentais (BENIGNI, 2005).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade
antibacteriana in vitro do 6leo essencial de Croton tricolor Klotsch ex Bail frente a
cepas bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, além de investigar a

atividade a atividade citotdxica e genotoxica in vitro e in vivo em células eucaridticas.



REFERENCIAL
TEORICO
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo
quanto a civilizacdo humana e, por um longo tempo, minerais, plantas e produtos
animais foram as principais fontes de drogas (BAJPAI et al., 2008). O documento
médico mais antigo conhecido € sumeriano e data de 4.000 anos atras. Este
documento menciona remédios a base de plantas utilizados no tratamento de
diversas doencas (MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007).

O interesse e o0s registros da utilizacdo de produtos naturais feitos pelo
homem remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers, espécie de
farmacopéia faradnica, escrita em torno em 1.550 a.C. descoberto e traduzido pela
primeira vez em 1890 por H. Joachim, onde sdo enumeradas mais de 100 doencas e
ja fazia referéncia aos medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700
remédios, entre eles, o bulbo da cila, o déleo de ricino e a genciana (VILELA, 1977;
GURGEL et al., 2005). Os egipcios ja faziam uso medicinal dos vegetais, e algumas
das espécies que eles utilizavam continuam sendo empregadas até os dias de hoje,
tais como: Papaver somniferum (papoula), Scilla maritima (scila), Aloe vera (babosa)
e Ricinus communis (6leo de ricino) (LAVABRE, 1993; MOTSEI et al., 2003; YAYLI
et al., 2005; MAGWA et al., 2006; MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007; ABDELGALEIL et
al., 2008).

A eficacia e o uso de plantas medicinais sédo atribuidos as observacoes
populares que contribuem de forma relevante, para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem apesar de nao terem seus constituintes quimicos muitas vezes
conhecidos, mas tornando validas informacbes terapéuticas que foram sendo
acumuladas ao longo dos anos (MACIEL et al.,, 2002). O interesse popular na
utilizacdo de produtos naturais para fins terapéuticos tem sido muito significativo nos
altimos tempos, principalmente nos paises em desenvolvimento, devido ao dificil
acesso da populacdo aos medicamentos sintéticos. Segundo a OMS, entre 60% e
80% da populacdo mundial utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no
tratamento de véarias doencas (BAGATINI et al., 2007).
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As plantas medicinais sdo os Unicos recursos terapéuticos de grande parcela
da populacao brasileira e mais de 2/3 da populagédo do planeta. Vérios fitoterdpicos
movimentam o mercado mundial, sendo que a balanca comercial brasileira ainda é
deficitaria neste aspecto. O Brasil exporta sete milhdes de reais em extratos vegetais
de alcaguz, aloés, bardana, catuaba, ipeca e quina entre outros e apesar da
biodiversidade da nossa flora, o Brasil ainda importa grande quantidade de
cosmeéticos, horménios e outras drogas produzidas a partir de fontes naturais
(FERNANDES; ANTUNES, 2000).

2.2 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo constituidos de substancias organicas volateis
presentes em varios oOrgados vegetais (folhas, cascas, raizes, frutos, e flores).
(SARTORATTO et al.,, 2004). S&o originados do metabolismo secundario das
plantas e possuem grande importdncia como marcadores taxondmicos nos
diferentes niveis de hierarquia, inclusive na investigacdo de problemas taxonémicos,
evolutivos e intraespecificos (GONCALVES et al., 1999; TRIGO et al., 2003).

Os 6leos essenciais apresentam composicdo quimica muito variada, sao
constituidos por moléculas organicas volateis de no maximo 300 Daltons e, em
geral, compreendem misturas de varias classes de produtos naturais, principalmente
terpendides (especificamente monoterpenos-C10, e sesquiterpenos-C15, embora
diterpenos-C20 possam também estar presentes), derivados de acidos graxos,
benzendides e compostos nitrogenados; e cada uma delas pode conter os mais
diversos grupos funcionais tais como: hidrocarbonetos alifaticos (lineares,
ramificados, saturados ou insaturados), acidos, alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
lactonas, compostos contendo nitrogénio e enxofre, dentre outros.(SIMOES et al.,
2007, HENRIQUES et al., 2009).

Os oleos volateis obtidos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta podem
apresentar composicédo quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos.
Assim como a composi¢ao quimica de um oleo volatil, extraido do mesmo orgéo de
uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época
de coleta, condi¢fes climaticas e de solo. Portanto, o ambiente no qual o vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo também influem sobre sua composicdo quimica
(SIMOES et al., 2007).
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Nas plantas, os 6éleos essenciais desempenham importantes funcgdes
ecolégicas agindo como sinais quimicos para a comunicacdo entre espécies, na
protecdo contra micro-organismos patogénicos, herbivoros, na atracdo de animais
polinizadores e dispersores de sementes, promovendo assim a perpetuacao das
espécies e contribuem também com o odor de folhas, flores e frutos (TAIZ; ZEIGER,
2006; MARASCHIN; VEPOORTE, 1999).

2.3 Familia Euphorbiacea

A familia Euphorbiaceae, pertencente a ordem Malpighiles, apresenta como
uma das principais caracteristicas botanicas a producdo de plantas toxicas
latescente. Constitui a sexta maior familia depois das Asteraceae, Poaceae,
Fabaceae, Orchidaceae e Rubiaceae, compreendendo 317 géneros e 7.500
espécies de ervas, subarbustos, trepadeiras e arvores, distribuidas principalmente
nos tropicos e subtrépicos. (SANTOS et al., 2005; LIMA, 2006; OLIVEIRA et al.,
2007).

As Euphorbiaceae sensu lato eram tradicionalmente divididas em cinco
subfamilias (Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae, Oldfieldioideae e
Phyllantoideae) com grande variabilidade morfolégica e poucas caracteristicas em
comum (CARUZO, 2005). Ap6s estudos filogenéticos os limites da familia foram
redefinidos devido ao polifiletismo das Euphorbiaceae sensu lato, com a exclusao
das subfamilias Phyllantoideae e Oldfieldioideae e Euphorbiaceae sensu stricto
compreendendo Euphorbioideae, Crotonoideae e Acalyphoideae (LIMA, 2006).

Entre as plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae com uso medicinal
amplamente registrado na literatura etnofarmacoldogica podem ser destacadas
Phyllanthus niruri L.(quebra-pedra), Jatropha gossypiifolia L. (pinh&o-roxo), Ricinus
communis L. (mamona), além de diversas espécies do género Croton L. (PIO-
CORREA, 1974; LORENZI & MATOS, 2002). Destaca-se pela importancia
econdmica de algumas espécies, como por exemplo Hevea brasiliensis, produtora
de latex, conhecida como a arvore da borracha. Outro exemplo € a mamona (Ricinus
communis), nativa da Africa, fonte de 6leo de ricino, fibras vegetais e compostos
qguimicos usados na medicina, aléem de 6leo lubrificante aplicado em propulsores de
onibus espaciais e foguetes. A mandioca (Manihot esculenta) é fonte primaria de

alimento em boa parte do nordeste brasileiro, de onde é extraida a farinha de
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mandioca que é consumida em larga escala em todo o Brasil e também em muitos
paises africanos (WATSON, 2008).

E a segunda familia mais representativa da Caatinga em nimero de espécies,
superada apenas por Leguminosae. No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100
espécies desta familia, difundidas em todos os tipos de vegetacdo e apresentando
diversas formas de vida. Seus principais géneros em numero de espécies sao
Euphorbia (1.500), Croton (700), Phyllanthus (400), Acalypha (400), Macaranga
(400), Antidesma (150), Drypetes (150), Jatropha (150), Manihot (150) e Tragia (150)
(BARROSO, 1991; WEBSTER, 1993; SANTOS et al., 2005).

2.4 Género Croton

Croton € um género da familia Euphorbiaceae subdividido em 40 secc¢des
com cerca de 1300 espécies, amplamente distribuidas em regifes tropicais de todo
mundo. Entre as principais caracteristicas do género estdo inflorescéncias
espiciformes, flores femininas com pétalas reduzidas, estames encurvados no botéo,
tipo de indumento (estrelado, escamiforme ou simples) e latex nao-leitoso, que
permitem distingui-lo de outros géneros da subfamilia Crotonoideae, tais como 0s ja
citados Jatropha, Hevea e Manihot (LIMA, 2006). No Brasil, € o género com maior
namero de representantes da familia, com 350 espécies, distribuidas em 29 secbes
(Berry et al.,, 2005). Na regido Nordeste estima-se um total de 52 espécies
distribuidas em 18 secdes (CORDEIRO e CARNEIRO TORRES, 2006).

Apesar do grande numero de espécies e acentuado poliformismo, autores
como Mueller e Baillon propuseram classificagdes infragenéricas de Croton ainda no
século XIX. Com base nesses trabalhos, Webster (1993) utilizou caracteristicas
morfolégicas para propor a subdivisdo do género em 40 se¢des. Em 2005, Berry e
colaboradores publicaram o primeiro estudo filogenético de Croton, incluindo 88
taxa, baseado em dados moleculares, morfolégicos e biogeograficos. Os autores
salientam a importancia de futuros estudos que possam contribuir para elucidar as
complexas relagBes entre as espécies de um género tdo diverso, abundante em
ecossistemas tropicais e com amplo potencial farmacolégico.

Vérias espécies do género Croton sdo ricas em constituintes que apresentam
atividades biolégicas e desempenham papel importante na terapéutica tradicional

com plantas medicinais na Africa, Asia e América do Sul (SALATINO et al., 2007).
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Este género compreende ervas, arbustos e arvores, 0os quais estdo descritos em
diversas farmacopéias. Em geral, as preparacdes, na forma de infusbes, chas e
emplastos, com as espécies deste género sdo usados como: estimulante, inseticida,
vermifugo, diurético, antisséptico, purgativo, analgésico, antipirético, cicatrizante e
antimicrobiano. Da mesma forma preparacdes de espécies de Croton séao aplicadas
no tratamento de tumor, cancer, epilepsia, anorexia, ansiedade, reumatismo,
inflamacédo, malaria, diarréia, tuberculose, dor de cabeca e em uma série de
sintomas gastrointestinais (MATOS, 2000; PALMEIRA, 2006).

O género Croton possui diversas espécies produtoras de 6leo. Analises
quimicas dos Oleos essenciais de algumas espécies reportam que monoterpendides,
sesquiterpendides e fenilprendides sdo o0s constituintes majoritarios. Atualmente
inumeros trabalhos tém sido publicados tratando das propriedades biolégicas dos
Oleos. Entre elas destacam-se as atividades gastroprotetora miorrelaxante,
antiespasmadica, antinociceptiva e sobre alteracdes comportamentais (SALATINO
et al.,2007).

Levando em conta a grande dimenséo do género e a dispersédo dos estudos
sobre as espécies, nao existem conclusdes definitivas sobre a relacdo quimica entre
as espécies de Croton. Os estudos relatam que a quimica desse género é diversa.
Na literatura, estdo descritos o isolamento de alcalbides, flavondides, terpendides,
lignanas, benzendides, poliprendides, quindéides e um grande numero de
diterpendides. Nesta Ultima classe se encaixa a maior parte dos compostos
identificados, com relevante destaque aos diterpenos com esqueleto clerodano
(SALATINO et al.,2007) .

MORAIS et al. (2006) investigou a composi¢do do 6leo essencial das partes
aéreas de algumas espécies de Croton encontradas no nordeste do Brasil. Os 6leos
essenciais de C. zehntneri e C. nepetaefolius sdo constituidos de monoterpendides,
sesquiterpendides e arilpropandides; ja o 6leo de C. argyrophylloides também foi
identificado em sua constituicdo monoterpendides e sesquiterpendides, mas nao
arilpropandides.

Segundo relatos da literatura, Croton zehntneri Pax et Hoffm, podem
apresentam quatro quimiotipos: anetol- para os exemplares coletados em Fortaleza
(CE) e Vicosa (CE); eugenol- para os coletados em Areia Branca (RN) e Quixada

(CE); metileugenol- para os coletados em Ipu (CE) e Oeiras (Pl); estragol- para os
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exemplares coletados em Tiangua (CE) e Granja (CE) (COUTINHO et al., 2010;
MORAIS et al., 2006).

Segundo BOYON et al. (2002) os componentes presentes nos O6leos
essenciais obtidos de diferentes partes C. zambesicus Muell. (folhas, casca do caule
e casca da raiz) apresentam composicdo quimica qualitativamente similar.

Estudos dos oOleos essenciais das folhas de C. grewioides mostraram a
predominancia de fenilpropandides, cujo componente majoritario tanto nas folhas
como no caule foi (E)-anetol (SILVA et al., 2008).

Os estudos sobre C. gossypiifolius Vahl. mostraram que a composicao
quimica dos 6leos essenciais das folhas e flores sdo caracterizados pela presenca
majoritaria de sesquiterpénos oxigenados (SUAREZ et al., 2011).

Vérios estudos na literatura demonstram as atividades biol6gicas dos 6leos
volateis; Silva et al. (2011) demonstaram atividade antibacteriana de Croton
sonderianus frente a bactérias que fazem parte do biofilme dental, como S. salivaris,
S. mutans, S. mitis, S. sanguis e S. sobrinus. Vieira et al. (2007) avaliaram a
atividade antifangica dos Oleos volateis de Croton argyrophylloides e Croton

zehntneri frente a cepas de Trichophyton rubrum.

A atividade antiprotozoéaria também vem sendo destaque nos 6leos volateis
de diversas familias de plantas como, por exemplo, o estudo conduzido por Sauter
et al. (2011), demonstrando a atividade antiprotozoaria do 6leo volatil de Pterocaulon
polystachyum frente a Acanthamoeba polyphaga. Apesar de grande numero de
trabalhos com Oleos volateis de diversas familias de plantas com atividade
antiprotozoaria, para o género Croton, mais especificamente para espécies nativas

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

2.5 Croton tricolor Klotsch ex Bail

O Croton tricolor, conhecido como marmeleiro prateado, € um arbusto de
ramos delgados, cilindricos, cinerescentes e escabros. E nativo da caatinga do
Nordeste do Brasil (CATUNDA JR., 2003). De acordo com Morais et al. (2006), esta
espécie ndo é usada popularmente por causa do aspecto ndo atrativo de suas
folhas. Alguns trabalhos recentes mostram resultados importantes sobre a atividade

antioxidante e antibacteriana do seu Oleo essencial contra Streptococcus spp.,
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Serratia spp., Staphylococcus spp., Proteus mirabilis, Enterobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa (CANUTO, 2005).

O fracionamento dos extratos hexanicos e alcodlicos do lenho do caule e do
extrato hexanico da casca do caule do C. tricolor levaram ao isolamento de um é&cido
carboxilico diterpénico e seu éter metilico. O estudo quimico do seu 6leo essencial
mostrou a presencga de a-pineno e a-guaieno (CRAVEIRO, 1976; CATUNDA JR.,
2003).

Em seu estudo, LIMA et al (2006) avaliou a atividade larvicida das solucdes
aguosas do oléo essencial (hidrolatos) do caule e folhas de C. tricolor, C.
nepetaefolius, C. sonderianus e Croton zehntneri contra larvas de Aedes aegypti.
Este estudo demonstrou que todas as espécies analisadas apresentaram compostos
com propriedades larvicidas, com diferencas entre as partes da planta. O hidrolato
do caule de C. tricolor induziu mortalidade de 54%, enquanto o hidrolato da folha
promoveu 100% de mortalidade. O hidrolato de C. sonderianus caule induzida
mortalidade de 8%, enquanto hidrolato de folhas promoveu 52% da taxa de

mortalidade das larvas.

A atividade antifangica, in vitro, foi inicialmente avaliada pela técnica de
difusdo em &gar, a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida
minima (CFM) foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo. Testes
de toxicidade aguda foram realizados em camundongos. Os 6leos essenciais das
espécies de Croton demonstraram melhor atividade antifingica contra as cepas de
M. canis. Das trés plantas analisadas, o C. tricolor apresentou uma melhor atividade
para M. canis com CIM variando de 9 a 19 yg ml-1. A administracdo aguda dos
Oleos essenciais até 3 g/kg por via oral, em camundongos, foi desprovida de

toxicidade.

2.6 Atividade antimicrobiana de produtos naturais

Ao longo das ultimas décadas, desde a descoberta das penicilinas naturais, o
avanco da industria farmacéutica levou ao surgimento de diversos antimicrobianos,
com espectro de acdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposicdo aos

antibacterianos desencadeou o aparecimento de resisténcia bacteriana contra essas
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moléculas, limitando as opcdes terapéuticas dos processos infecciosos (CUNICO et
al., 2004). A resisténcia a estas drogas encontrada em bactérias patogénicas de
humanos e animais é um dos casos mais bem documentados de evolucéo bioldgica
e um sério problema em todos os paises (DUARTE, 2006). Em decorréncia do
aumento da resisténcia, a busca por substancias antibacterianas derivadas de
plantas teve um grande impulso (COELHO et al., 2004).

O interesse dos pesquisadores pelas plantas para investigacbes de novos
antimicrobianos € devido a variedade de substancias quimicas pertencente a
diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como, cumarinas, flavonoides,
terpendides, alcaldides e taninos (COWAN, 1999). Os compostos antimicrobianos
isolados das plantas superiores podem agir como reguladores do metabolismo
intermediario, ativando ou bloqueando rea¢Bes enzimaticas, afetando direta ou
indiretamente a sintese proteica em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo
alterando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984).

A utilizag&o de produtos naturais ou seus derivados como agentes de controle
de populagbes microbianas atrai também a industria farmacéutica, j& que os
patdogenos associados a doencas infecciosas estdo cada dia mais resistentes as
drogas tradicionalmente utilizadas em praticas clinicas (MESA-ARANGO et al.
2009). As bactérias tém capacidade genética de adquirir e transmitir resisténcia as
drogas utilizadas como agentes terapéuticos. Este problema vem alcancando
propor¢cdes preocupantes e diante desta realidade a perspectiva para o uso de
antibioticos é indefinida (NASCIMENTO et al., 2000; AMOROSO, 2002).

Os trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas tiveram inicio
na década de 1940. Em 1943, Osborn, pesquisando a atividade de 2.300 plantas
superiores contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, verificou que plantas
pertencentes a 63 géneros continham substancias que inibiam o crescimento de um
ou de ambos os microrganismos. Embora varios estudos tenham avaliado e
confirmado as propriedades antimicrobianas em diferentes extratos contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas (PEDERSON, 1944), verificou-se também, que
outros extratos estimulavam de modo acentuado, o crescimento de Bacillus subtillis

e Escherichia coli.

No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem vegetal

tiveram inicio com Cardoso e Santos (1948) que avaliaram extratos de 100
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diferentes plantas, indicadas em terapéutica como anti-inflamatdrias ou cicatrizantes.
Destas, apenas cinco extratos apresentaram atividade inibitéria contra S. aureus, E.

coli e Proteus X-19.

A partir de 1950 foram isolados os primeiros compostos de espécies vegetais:
o diterpeno biflorinina, e o triterpeno maitenina. Outros compostos, os flavonoides
com propriedades antimicrobianas efetivas contra S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) foram isolados, como a primina, a miconidina, lapachol e derivados, a
plumbagina, a xantoxilina, filantimida, luteolina, mirecetina (XU; LEE, 2001,
ZACCHINO et al., 2001).

Os componentes de diferentes 6leos essenciais também tém sido estudados
por possuirem atividades biolégicas. Alguns estudos mostram que monoterpenos
apresentam efeitos prejudiciais a membrana celular bacteriana. Estudos de
microscopia eletrbnica em E. coli revelaram perda de material celular, coagulacéo de
constituintes citoplasmaticos, além de estimular a perda de ions potassio e inibir a
respiragdo celular, sugerindo acdo letal relacionada a dano de membrana
citoplasmica apés exposi¢cdo ao Oleo de Melaleuca alternifolia, acdo esta atribuida a
presenca do 4-terpinol (GUSTAFSON et al., 1998; SOUTHWELL et al., 1999; COX
et al., 2000; CARSON et al. 2002). Por serem altamente hidrofébicos, os
monoterpenos interagem com a membrana celular dos microrganismos causando
danos importantes na membrana a acabam provocando a lise celular (TURINA et al.,
2006).

2.7 Genotoxicidade

7

Genotoxicidade € a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteracbes no material genético de organismos a elas expostos. Os ensaios de
genotoxicidade tem como objetivo detectar, investigar os mecanismos e avaliar os
perigos de compostos mutagénicos e carcinogénicos para os seres humanos
(SASAKI et al., 2000; SILVA et al. 2003; WASSON et al., 2008).

Os agentes genotoxicos podem ser definidos funcionalmente por possuirem a
habilidade de alterar a replicacdo do DNA e a transmisséo genética. Desta forma, as
medidas de genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutacdes e

aberracfes cromossémicas (COMBES, 1992). A genética toxicologica tem o objetivo
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de avaliar os efeitos genotoxicos em potencial, uma vez que estes sdo considerados
pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos adversos a saude,
como o cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Além disso, a inducdo de mutacbes
em células germinativas pode resultar no aumento das frequéncias de doencas
genéticas, ou, ainda introducdo de novas doencas genéticas no conjunto génico
humano (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Os ensaios de genotoxicidade in vitro sdo ferramentas sensiveis para a
deteccdo da genotoxicidade e da potencial carcinogencidade de agentes quimicos
ou fisicos (MCGREGOR et al., 2000; TICE et al., 2000; EISENBRAND et al., 2002).
A correlacdo entre substancias mutagénicas que também apresentam potencial
carcinogénico esta entre 50 e 90% e depende da estrutura dos agentes testados,
dos testes empregados para a deteccdo dos efeitos dos agentes e da presenca de
um sistema de ativacdo metabdlica de mamiferos (McCANN et al., 1975; WHITE;
RASMUSSEN, 1996; WEISBURGER, 1999; MORTELMANS; ZEIGER, 2000;
ZEIGER; MARGOLIN, 2000; BRAMBILLA; MARTELLI, 2004). O efeito genotdxico de
uma substancia pode ser avaliada por varios ensaios, entre eles o teste do
micronucleo (MCGREGOR et al., 2000; SILVA et al., 2002).

O teste do micronlcleo é um ensaio in vitro que avalia a potencialidade
mutagénica de um composto, sendo essencial no estudo da mutagénese. Esse
ensaio € um bioindicador de efeito clastogénico ou aneugénico, revelando a
instabilidade gendmica (IARMARCOVAI et al.,, 2009; LINDBERG et al., 2007;
MUGHAL et al., 2010; THIERENS; VRAL, 2009). O ensaio € utilizado em cultura de
células de forma bem simples, onde, apdés a exposicdo celular a agentes
mutagénicos, micronucleos sdo formados a partir de pequenos fragmentos de
cromossomos acéntricos que nao foram incorporados no nucleo ou por
Cromossomos inteiros que atrasaram na anafase durante a divisdo celular. Esses
fragmentos, ou cromossomos atrasados, sdo envolvidos por membrana nuclear,
durante a teléfase, e aparecem como pequenos nucleos no citoplasma, além do
nacleo principal (CEPPI et al., 2010; IARMARCOVAI et al., 2008; THIERENS; VRAL,
2009), apresentando perda de cromatina em consequéncia de dano cromossomico
estrutural ou dano no aparelho mitético ndo reparado previamente. Os danos
causados no DNA sdo expressos em micronucleos apds um ciclo de divisao celular
(BONASSI et al., 2007; FENECH, 2000; VALENTIN-SEVERIN et al. 2003).
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Esses estudos de genotoxicidade representam um papel importante no
desenvolvimento de novos farmacos (GOLLAPUDI; KRISHNA, 2000; HARTMANN et
al., 2001a; KISKINIS; SUTER, 2002), devendo ser realizados nos estagios iniciais
desse desenvolvimento a fim de prognosticar uma potencial atividade genotdxica
e/ou carcinogénica e para auxiliar na obtencdo de novas estruturas quimicas menos
téxicas (GOLLAPUDI; KRISHNA, 2000; SNYDER; GREEN, 2001).

Diante disso, novas pesquisas sobre genotoxicidade e antigenotoxicidade
poderiam vir a corroborar na avaliagcdo da efetividade de algumas substancias
anticarcinogénicas, incluindo a grande variedade encontrada em plantas usadas na
medicina popular. Contudo, os mecanismos especificos propriamente ditos da acéo
de anticarcin6genos, como por exemplo, fotoquimicos ainda encontram-se obscuros
(PAOLINE; NESTLE, 2003).

A auséncia de dados na literatura a respeito da citotoxidade e da
genotoxicidade do 6leo essencial de Croton tricolor Klotzsch ex. Baill e e das
premissas aqui apresentadas, avaliamos a atividade antimicrobiana e o potencial
citotoxico e genotoxico do Oleo essencial oriundos das folhas desta espécie vegetal

frente a células eucariontes e procariontes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os efeitos antimicrobiano, citotoxico e genotoxico do Oleo essencial

das folhas de Croton tricolor Klotsch ex Baill (Euphorbiaceae).

3.2 Especificos:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial das partes aéreas de C.

tricolor sobre linhagens bacterianas de importancia clinica.

Caracterizar a atividade antibacteriana em bacteriostatica ou bactericida.

Avaliar o potencial citotoxico do 6leo essencial das folhas de C. tricolor frente

a eritrocitos humanos dos tipos sanguineos A, B e O.

Avaliar a atividade oxidante e anti-oxidante do 6leo essencial das folhas de C.

tricolor frente a eritrécitos humanos.

Avaliacdo do potencial clastogénico e aneugénico do Oleo essencial das
folhas de C. tricolor através do Teste do micronicleo em medula 0ssea de

roedores in vivo.



MATERIAIS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

As folhas do Croton tricolor Klotsch ex Baill (Euphorbiaceae) foram coletadas
na cidade de Jequié (13° 51' 28" S, 40° 5' 2" W) no Sudoeste da Bahia — Brasil, e
encaminhadas para o Laboratério de Fitoterapia e Oleos Essenciais da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia. A identificacdo taxonémica foi realizada pela Dr2
Guadalupe E. L. de Macedo da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
UESB. A exsicata foi depositada no Herbéario da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia — HUESB com o seguinte niumero de referéncia HUESB 6494.

4.2 Produto Teste

O dleo essencial das folhas de Croton tricolor (Ct-OE) foi gentilmente cedido
pelo Professor Dr. Baraquizio Braga do Nascimento Junior e pelo MsC. Fabricio
Mendes Miranda da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB.

Segundo Miranda M. F. (2012) os componentes majoritarios do Ct-OE sao:
e (+)-a-pineno (6,58%)
e [-pineno (1,2%)
e [B-felandreno (9,96%)
e p-cimeno (1,07)
e eucaliptol (5,62%)
e 4-terpinenil acetato (1,01%)
e [(-elemeno (14,3%)
e cariofileno (5,18%)

e a-bergamotene (0,96%)



Ferreira, S.B. 37

e humuleno (1,15%)

e y-selineno (0,89%)

e pB-selinene (3,17%)

e y-elemeno (20,5%)

e (-)-B-elemeno (6,42%)

e Oxido cariofileno (1,56%)
e (+)-ledeno (0,5%)

e viridifloreno (0,68%)

e B-guaieno (1,16%)

e trans-(Z2)-a-bergamotol (0,69%)

4.3 Local da Pesquisa

Todos os testes de atividade antimicrobiana e os ensaios de citotoxicidade
foram realizados no Laboratério de Bioquimica, Genética e Radiobiologia — Bioger
(DBM/UFPB). O teste de genotoxicidade foi realizado com o apoio do Biotério Prof.
Thomas George (CCS/UFPB).

4.4 Meios de Cultura

» Luria Bertani (LB): extrato de levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g,
NaCl (VETEC) 10 g para 1 L.
O meio de cultura foi preparado de acordo com as instru¢cdes do fabricante e

esterilizado por autoclavacdo a 121 °C, 1 atm durante 15 minutos.

4.5 Bactérias
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Foram utilizadas 6 linhagens bacterianas de Escherichia coli, uma da
American Type Culture Collection (ATCC) e cinco isolados clinicos obtidos no
Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB além de 3 cepas de Staphylococcus
aureus ATCC:

e E. coli ATCC 25923

e E.coli101
e E.coli104
e E.coli105
e E.coli108
e E.coli110

e S, aureus ATCC 25925
e S. aureus ATCC 25619

e S. aureus ATCC 8539

4.6 In6culo Bacteriano

As linhagens bacterianas foram inoculados em caldo LB e incubados a 37°C
por 24h. A cultura utilizada para os testes foi ajustada até o valor 0,5 da escala de

McFarland que corresponde a 1-5 X10% UFC/ml.

4.7 Eritréocitos Humanos

Os eritrécitos humanos (A, B, O), todos Rh +, foram oriundos de sangue que
nao pode mais ser utilizado para transfusdo (sangue a ser descartado) obtido na
Unidade Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB. A
manipulacdo e o descarte do sangue foi realizado de acordo com as Normas de
Seguranca seguidas pela referida Unidade. Os procedimentos experimentais foram

submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa - CCS/UFPB.
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4.8 Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus albinos machos e fémeas,
linhagem Swiss pesando entre 25-35 g, todos provenientes do Biotério Prof. Thomas
George da UFPB. Os animais foram aclimatados as condi¢6es do biotério local, por
cerca de sete dias antes dos ensaios experimentais, sob temperatura (21 £ 2 C) e
ciclos claro-escuro controlado de 12 horas. Os animais foram alimentados com racao
e agua ad libitum, sendo distribuidos nos diferentes grupos experimentais, ao acaso.
O uso dos animais foi aprovado pelo Comissio de Etica no Uso de Animais - UFPB
(CEUA/UFPB, N° 0206/11).

4.9 Preparacdo da amostra 6leo essencial de C. tricolor para os ensaios

farmacologicos

O Ct-OE foi solubilizado em DMSO (SIGMA) na concentracédo de 10 mg/mL.

4.10 Avaliacao da atividade antibacteriana 6leo essencial de C. tricolor frente a

bactérias de importancia clinica

A atividade antibacteriana do Ct — OE frente a células bacterianas foi avaliada
através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo descrita por Eloff (1998). Nas placas de 96 orificios foram adicionados
170 uL de caldo LB e 30 pL do OE na concentragao inicial de (15 microlitros) no
primeiro orificio e 100 yL do caldo LB nos pogos restantes (2-12). A partir da
concentracgéo inicial foram feitas diluices seriadas a razdo de 2 nos orificios de 1 a
12, sendo em seguida acrescentados 90 pL de caldo LB e 10 uyL do indculo
bacteriano em todos os orificios (1-12) chegando a um volume final de 200 yL em
cada poco. As andlises foram realizadas em triplicata e incubadas a 35-37°C durante
24 horas. Posteriormente, foi realizada a primeira leitura dos resultados e em
seguida adicionado 20uL de uma solugdo 0,01% (p/v) de resazurina sodica
(SIGMA), preparada com a agua destilada estéril. Nova incubacéao foi feita a 35-37°C

por mais uma hora. A concentracao inibitéria minima € menor concentragéo do Ct -
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OE que promoveu a inibicdo do crescimento bacteriano, verificado pela manutencao

da cor azul ap6s a incubacdo com o indicador metabdlico.

4.11 Caracterizagdo da atividade antimicrobiana 6leo essencial de C. tricolor

Para determinar se o Ct - OE possui acdo bacteriostatica ou bactericida,
aliguotas da concentracdo que produziu inibicdo do crescimento, ou seja, da CIM,
foram plaqueadas em placas de Petri contendo LB agar e posteriormente foram
incubadas em estufa a 37° C por 24 horas (MADIGAN; MARTINKO, 2004). Os
resultados foram interpretados da seguinte forma:

» Auséncia de crescimento bacteriano significa que o extrato possui acdo

bactericida;

» Presenca de crescimento bacteriano significa que o extrato possui acao
bacteriostatica.

4.12 Avaliacéo citotoxica 6leo essencial de C. tricolor em eritrocitos humanos

Para avaliacdo citotoxica do Ct - OE sobre eritr6citos humanos utilizou-se o
teste de hemolise. Para isto, uma amostra de sangue (2 mL) tipo A, B e O foi
misturado com NaCl 0,96 %, na proporcao de 1:30, e centrifugada a 2000 rpm
durante 5 minutos para obtencédo dos eritrocitos. Este procedimento foi repetido mais
duas vezes e o0 sedimento da ultima centrifugacdo foi ressuspenso em uma
concentracgéo final de 0,5 % de eritrocitos. As amostras foram adicionadas até obter
uma concentracédo final de 1,69 mg/ml, 3,35 mg/ml e 6,7 mg/ml a 2 mL da
suspensao de eritrécitos. O controle negativo foi montado com suspensdo de
eritrocitos mais NaCl 0,96 % (0 % de hemolise) e o controle positivo com suspensao
de eritrécitos mais 100 pyL de Triton X-100 1% (100 % de hemolise). As amostras
foram incubadas sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por 1h a 22 + 2 °C.
Decorrido este tempo foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e a
hemolise foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm (RANGEL et al., 1997).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em

porcentagem.
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4.13 Avaliagdo do potencial oxidante e antioxidante 6leo essencial de C.

tricolor em eritrécitos humanos.

Para investigar o potencial oxidante do Ct - OE, diferentes concentracdes (15,
7,5; 3,75 pL) foram diluidas em PBS (11,35 g NaH2P0O4.2H20; 24,36 g Na2HPO4 e
7,18 g NaCl para 1 L; pH 7,4) suplementado com glicose (200 mg/dL), pH 7,6 e
adicionadas a suspensdes de eritrcitos (1 mL). Apds um periodo de incubacéo de 1
h, sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por 1h a 22 + 2 °C, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a porcentagem de metahemoglobina
(metHb) em relacdo a hemoglobina (Hb) total foi quantificada por espectrofotometria

a 630 nm e 540nm, respectivamente.

Para investigar o potencial antioxidante apds a incubacdo das diferentes
concentracbes do Ct-OE frente a hemoglobina por 1 h, foi adicionado um agente
oxidante, a fenilhidrazina (Ph) 1 mmol/L (SIGMA). As suspensdes foram aeradas e
mantidas sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por mais 20 minutos a 25 °C.
Decorrido este tempo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5
minutos, diluidas em tampéao fosfato (9 g NazHPO4.12H20, 5,7 g KH2PO4 parall) e
a porcentagem de metHb em relagdo a Hb total foi quantificada por
espectrofotometria a 630 nm e 540nm. Os valores de metHb entre 1,5 e 2,0% foram
considerados normais enquanto que valores acima de 5% foram considerados
elevados (CAMARGO et al.,, 2007). A porcentagem de metHb formada foi
comparada com os valores obtidos para a vitamina C (20 mmol/L), um comprovado
agente antioxidante (WEFFORT-SANTOS, 2008).

4.14 Avaliagcdo do potencial clastogénico e aneugénico 0leo essencial de C.

tricolor através do teste do micronutcleo in vivo

Os procedimentos experimentais para realizacdo do teste de microndcleo
foram realizados de acordo com Schmid (1975). Grupos de trés machos e trés
fémeas de camundongos Swiss receberam por via oral o Ct-OE na dosagem
maxima de 2000 mg/kg do peso do animal. O grupo controle negativo recebeu

apenas o dispersante da amostra (agua) e controle positivo recebeu ciclofosfamida a
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50 mg/Kg de peso do animal (SIGMA). Vinte e quatro horas apds o tratamento 0s
animais foram anestesiados com xilazina (20mg/kg) e quetamina (150mg/kg), via
intramuscular, e em seguida foram retiradas amostras de sangue da veia caudal

para o preparo das laminas e a contagem de micronucleos.

Apos a coleta, os animais sofreram eutanasia de acordo com a Resolucdo N°
1.000/2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, com as recomendacdes
da Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (AVMA, 2012).

As laminas foram coradas com corante panoético e observadas ao microscopio
optico (ZEISS) no aumento de 1000x para a contagem dos micronucleos. Foram

avaliados pelo menos 2000 eritrécitos por animal (HAYASHI et al., 1994).

4.15 Anélise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram expressos como a
média + erro padrdo da média (e.p.m). As diferencas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste t pareado. As diferencas foram consideradas significativas

guando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do efeito antibacteriano do 6leo essencial de C. tricolor frente a

bactérias de importéncia clinica

O perfil de sensibilidade das linhagens bacterianas frente ao Ct-OE foi
verificado pela determinacédo da CIM para cada cepa. O Ct-OE foi capaz de inibir o
crescimento das linhagens bacterianas testadas, tanto Gram positivas quanto Gram

negativas (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de C. tricolor frente

a cepas bacterianas

LINHAGEM BACTERIANA CIM (mg/mL)
S. aureus ATCC 25925 6,7
S. aureus ATCC 25619 3,35
S. aureus ATCC 8539 1,67
E. coli ATCC 25922 1,67
E. coli 101 3,35
E. coli 104 3,35
E. coli 105 3,35
E. coli 108 3,35
E. coli 110 1,67

5.2 Caracterizacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. tricolor

A atividade antibacteriana do Ct-OE frente as linhagens de S. aureus e E. coli
foi considerada bacteriostatica, uma vez que apos a inibicdo do crescimento na
presenca da concentracdo inibitéria minima do Oleo essencial as bactérias foram

capazes de retomar seu crescimento na auséncia destes.
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5.3 Avaliacdo do efeito hemolitico do 6leo essencial de C. tricolor frente a

eritrécitos humanos

Na avaliagdo da citotoxicidade sobre eritrocitos humanos, observou-se que o
Ct-OE foi capaz de provocar um baixo grau de hemdlise tanto em eritrocitos
humanos do sorotipo A (Grafico 1) quanto em eritrécitos do sorotipo B (Grafico 2)
(Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de hemélise promovida pelo 6leo essencial de C. tricolor.

Tipo Hb* Oleo Essencial de C. tricolor (mg/ml) Triton
Sanguineo 1,69 3,35 6,7 X-100**
A 2.16 16.73 15.99 15.17 100
B 2.22 26.41 25.56 26.67 100
@) 3.3 16.10 12.25 14.50 100

Valores expressos como média aritmética de trés avaliagBes * controle negativo = suspenséao

de eritrdcitos. ** controle positivo = Suspenséao de eritrocitos com Triton X100

Grafico 1 — Atividade citotoxica do Ct-OE nas concentracdes de 1,69; 3,35 e 6,7 mg/ml
frente a eritrocitos tipo A.
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Como controle negativo foi utilizado uma suspensdo de eritrocitros (Hb=Hemoglobina).
Como controle positivo foi utilizado uma suspenséo de eritrocitos + Triton X100. Os dados
foram expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao
controle negativo.
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Grafico 2 — Atividade citotoxica do Ct-OE nas concentracdes de 1,69, 3,35 e 6,7 mg/ml
frente a eritrécitos tipo B.
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Como controle negativo foi utilizado uma suspensd@o de eritrocitros (Hb=Hemoglobina).
Como controle positivo foi utilizado uma suspenséo de eritrécitos + Triton X100. Os dados

foram expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao
controle negativo.

O Ct-OE ndo demonstrou atividade hemolitica frente a eritrécitos tipo O
(Gréfico 3), onde os valores expressos ndo foram significativamente diferentes ao
controle negativo (Hb) (Tabela 2).
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Grafico 3 — Atividade citotoxica do Ct-OE nas concentra¢fes de 1,69, 3,35 e 6,7 mg/ml
frente a eritrécitos tipo O™.
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Como controle negativo foi utilizado uma suspensdo de eritrocitros (Hb=Hemoglobina).
Como controle positivo foi utilizado uma suspensao de eritrécitos + Triton X100. Os dados
foram expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao
controle negativo.

5.4 Avaliacdo do potencial oxidante 6leo essencial de C. tricolor em eritrocitos
humanos

O Ct-OE apresentou um discreto efeito oxidante nas trés concentracfes
testadas quando observamos a quantidade de metahemoglobina formada em

comparacao com o controle negativo (Hb) (tabela 3).

Tabela 3: Quantidade de metahemoglobina (metHb) formada na presenca e na auséncia do
Ct- OE.

Tratamento metHb (%Hb)
Hb + Phenilhidrazina* 41.57 £ 0.95
Hb + OE-Ct 1,68 mg/ml 8.917 £ 0.14
Hb + OE-Ct 3,35 mg/ml| 6.127 £ 0.35
Hb + OE-Ct 6,7 mg/ml 7.687 £ 0.37
Hb* 5717 £0.1

Valores expressos como média = e.p.m. * controle positivo = Suspensado de eritrocitos com

Triton X100. * controle negativo = suspensao de eritrécitos. Hb = hemoglobina
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Apesar disso, a quantidade de metHb formada foi muito inferior quando
comparada com o controle positivo (Ph) (Gréafico 4). Quando tratado com
fenilhidrazina, um comprovado agente oxidante, verificou-se que a quantidade de
metahemoglobina formada foi de mais de 40% em relacdo a hemoglobina. Desta

forma, o Ct - OE apresenta-se como um fraco agente indutor de oxidacao.

Gréfico 4 — Atividade oxidante do Ct-E nas concentra¢des de 1,69, 3,35 e 6,7 mg/ml..
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Como controle positivo foi utilizado a Ph + Hb (Ph= Fenilhidrazina). Os dados foram
expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao controle
negativo.

5.5 Avaliacdo do potencial antioxidante 6leo essencial de C. tricolor em

eritrécitos humanos

Quando os eritrocitos foram pré-incubados com o 6leo essencial e expostos
em seguida a fenilhidrazina (Ph) observou-se que a quantidade de metHb formada
foi menor quando comparado ao controle positivo (Hb+Ph) (Tabela 4). Esse efeito
antioxidante mostrou-se ainda mais relevante, pois o efeito protetor sobre o0s
eritrocitos na presenca de fenilhidrazina foi significativamente maior que o efeito

apresentado pela vitamina C, antioxidante padrdo. Nao houve diferenca significativa
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entre as concentracdes testadas do Oleo essencial e também entre a solucdo de
eritrocitos e a solugdo de eritrocitos tratadas com vitamina C. O efeito antioxidante

do Ct - OE néo se apresentou dependente de concentracao (Grafico 5).

Tabela 4 - Quantidade de metahemoglobina (metHb) formada na presencga e na auséncia

do 6leo essencial de C. tricolor e do agente antioxidante padréo.

Tratamento metHb (%)
THbtankito metHb (%) 47.95 £ 0.56
Hb + Ph 47.95 + 0.56
MB-VOE-Ct 1,68 mg/ml + Ph 37.19 £ 0.89 32.40+0.70
OE-Ct 1,68 mg/ml + Ph 32.40 £ 0.70
Pirét@Bang/mimdithl + Ph 33.61+0.22  33.89+0.55
OE-Ct 6,7 mg/ml + Ph 33.89 + 0.55
b + vit C 43302012  4313+0.11

Hb + Vit C 4.313+0.11 I
Lolaras oy AT \ i itreitos (Hb)

com Fenilhidrazina (Ph). ** Tratamento com vitamina C (vit. C), antioxidante padrdo.

***Controle negativo = suspenséo de eritrocitos (Hb).

Grafico 5 — Efeito do Ct-OE na protecdo da formacdo de metHB em eritrcitos
humanos (n=3).
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As colunas e barras representam a média + e.p.m. Teste “t”, * p<0,05 comparado a
fenilhidrazina; # p<0,05 comparado a fenilhidrazina + vitamina C.
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5.6 Investigacdo do potencial clastogénico e aneugénico do 6leo essencial de

C. tricolor através do teste do microntcleo em eritrécitos de roedores in vivo

A presenca de micronucleos em eritrocitos de camundongos no controle
positivo ndo foi influenciada pelo sexo, entdo os dados foram agrupados para
determinar a média de micronucleos, para calcular o erro padrdo da média e para

avaliar as diferencgas entre 0s grupos.

Os resultados obtidos mostraram que o Ct-OE na concentracdo de 2000
mg/kg ndo induziu um aumento significativo no nimero de micronucleos em relacdo
ao controle negativo e que apenas a ciclofosfamida (controle positivo) induziu um

significativo aumento na quantidade de micronucleos (Tabela 5 e Figura 1 a 3).

Tabela 5 - Frequéncia de eritrocitos micronucleados em eritrécitos de sangue periférico de

camundongos Swiss machos e fémeas.

Tratamento Eritrocitos micronucleados (%)
Controle Negativo 12 + 5,67

Ct-OE 2000 mg/kg 2,28 + 0,23
Ciclofosfamida (50mg/Kg)* 43,5 + 5,89

Valores expressos como média + e.p.m. *Controle positivo = Ciclofosfamida
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Figura 1: Teste de microndcleo (6leo essencial de C.
tricolor na concentracdo de 2000 mg/kg)
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Foto: Férreira, S.B.

Figura 2 - Eritrocitos de camundongos tratados com
ciclosfofamida (50mg/kg) - controle positivo.
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Foto: Almeida Filho. G. G.
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Figura 3 - Erltrocnos de camundongos controle negativo.

Foto: Almeida Filho. G. G.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foi verificado a atividade antibacteriana do 6leo essencial de
Croton tricolor frente a linhagens bacterianas de S. aureus e E. coli ATCC e cepas
clinicas e, pela primeira vez, investigados seus efeitos citotoxico e genotoxico em
células eucaridticas e procarioticas. A citotoxicidade foi avaliada através dos efeitos
antibacterianos, hemoliticos e oxidantes e a genotoxicidade através dos efeitos
clastogénico e aneugénicos. Os resultados mais relevantes deste estudo foram a
atividade bacteriostatica frente as cepas Gram positivas e Gram negativas, baixa
atividade hemolitica frente a eritrocitos humanos do sistema ABO, discreto efeito
oxidante e efeito antioxidante superior ao da vitamina C. Pode-se ressaltar ainda

auséncia de efeitos clastogénico e aneugénicos no teste in vivo.

Oleos essenciais sd0 misturas complexas de compostos organicos volateis,
lipofilicas e odoriferas, que apresentam inameros constituintes e podem ser
extraidos dos vegetais de diversas formas. Nos ultimos anos tem se verificado um
grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de
plantas, visando obter novos compostos com propriedades terapéuticas (FILHO &
YUNES, 1997). Muitas plantas ja sdo conhecidas empiricamente pelas suas
potencialidades, o que facilita a selecao das espécies a serem exploradas. Estudos
envolvendo a acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais podem ter varios
interferentes, como a volatilidade do 6leo, insolubilidade em &gua, dificuldade de
difusdo em agar e complexidade quimica, por esses e varios outros fatores ndo é
possivel comparar diretamente resultados entre autores, visto que ndo existe uma
padronizacdo para a técnica a ser utilizada neste tipo de ensaio (NASCIMENTO et
al., 2007).

De acordo com Miranda (2012), o 6leo essencial das folhas de Croton tricolor
e constituido principalmente de monoterpendides e sesquiterpendide, dentre seus

constituintes, verifica a presenca majoritaria de y-elemeno (20,5%).

Neste trabalho, a atividade antimicrobiana do Ct-OE sobre bactérias Gram
positivas e Gram negativas determinada pelo método de microdiluicdo, o qual
determina a menor concentracdo do Oleo essencial capaz de inibir o crescimento
bacteriano (CIM). Os valores de CIM foram determinados pela leitura visual apés

revelacdo com resazurina sendo considerada como positiva para 0S pocos que
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permaneceram com a coloragcdo azul e negativa os que obtiveram coloracao
vermelha (SALVAT et al., 2001). O Ct-OE demonstrou efeito bacteriostatico para as
linhagens bacterianas de S. aureus e E. coli apresentado uma CIM variando entre
6,7 mg/mL e 1,67 mg/mL. A CIM do composto foi maior para as cepas S. aureus
(3,35 - 6,7 mg/ml), enquanto que para as cepas de E. coli ndo ultrapassou o valor de

3.35 mg, demonstrando uma maior resisténcia das cepas Gram positivas testadas.

Cavalcante e colaboradores (2005) testaram o Oleo essencial de C.
argyrophylloides frente a cepas de S. aureus e E. coli, encontrando CIM de até 50

mg/mL uma concentracdo muito superior a observada neste estudo.

Em seu estudo, Angélico (2011) testou 6leo essencial das folhas de Croton
heliotropiifolius em cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, S.
aureus multirresistente, E.coli, Klebsiela pneumoniae e Bacilus cereus utilizando o
método de difusdo em &gar. O estudo verificou que o 6leo essencial ndo apresentou
atividade antibacteriana para as cepas de P. aeruginosa, S. aureus multirresistente e
E. coli na concentragdo maxima testada, 100 mg/mL apresentando acdo na
concentracdo de 100 mg/mL apenas para algumas cepas de S. aureus, K.

pneumoniae e B. cereus.

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacao da
acado de compostos de plantas e uma grande variagdo encontrada na composicao
quimica de algumas preparacdes que vegetais podem resultar em dados de dificil
comparacao entre as pesquisas (SIVROUPOULOU et al., 2005). Nao existe também
um consenso sobre os niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de plantas,
guando comparados com antibioticos padrdes, visto que alguns autores consideram
somente resultados similares aos dos antibiéticos, enquanto outros consideram com
bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibicdo superiores, da ordem de
miligramas (RIBEIRO, 2008).

Os componentes de diferentes 6leos essenciais também tém sido estudados
por possuirem atividades biolégicas. Alguns estudos mostram que monoterpenos
apresentam efeitos prejudiciais a membrana celular bacteriana. Estudos de
microscopia eletrénica em E. coli revelaram perda de material celular, coagulacéo de
constituintes citoplasmaticos, além de estimular a perda de ions potassio e inibir a

respiragdo celular, sugerindo acéo letal relacionada a dano de membrana
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citoplasmica apos exposicao ao Oleo de Melaleuca alternifolia, acdo esta atribuida a
presenca do 4-terpinol (GUSTAFSON et al., 1998; SOUTHWELL et al., 1999; COX
et al., 2000; CARSON et al. 2002). Por serem altamente hidrofébicos, os
monoterpenos interagem com a membrana celular dos microrganismos causando
danos importantes na membrana a acabam provocando a lise celular (TURINA et al.,
2006).

A deteccdo de atividade citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar
efeitos toxicos. A determinacdo do potencial citotoxico em eritrocitos humanos
constitui um modelo experimental in vitro eficaz para investigar os efeitos téxicos e
protetores de uma grande variedade de substancias, visto que, a ocorréncia de
hemolise no eritrocito pode ser diretamente correlacionada com o efeito toxico das
substancias testadas (BRANDAO et al., 2005).

O teste de hemdlise € preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude no
seu manual de controle de qualidade de produtos vegetais (1998), e também é
encontrado como parte dos ensaios toxicologicos recomendados no Guia para
Avaliacdo da Seguranca de Produtos Cosmeéticos (ANVISA, 2003). Esse teste é
comumente utilizado para estudos de citotoxicidade em células eucaridticas, pois é
de baixo custo, dinamico, facil de aplicar, oferece informagcédo sobre o efeito do
extrato sobre a membrana celular e necessita de reagentes e equipamentos
rotineiros (SILVA, 2012).

N&o ha relatos na literatura de estudos que avaliaram a citotoxicidade de
Croton tricolor, sendo este trabalho pioneiro na determinagéo da citotoxicidade frente
a eritrocitos humanos.

O Ct-OE demonstrou um efeito hemolitico maior em eritrocitos sorotipo B
(26,21%) quando comparado com o sorotipo A (15,96%), ndo se apresentando
dependente de concentracdo, uma vez que os valores obtidos nas diferentes
concentracdo do composto ndo foram significantemente diferentes (Tabela 1).

No entanto, o Ct-OE apresentou baixa toxicidade frente a eritrécitos do tipo A
(Gréfico 1) e B (Grafico 2) quando comparado ao controle positivo (Triton X100),
mesmo quando submetidos a uma elevada concentracdo do 6leo, sendo assim, nao
possui a capacidade de causar danos na membrana plasmatica eritrocitaria que

levaria ao rompimento e consequentemente morte da célula.
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A membrana eritrocitaria apresenta moléculas que atuam como antigenos
determinantes das tipagens sanguineas. As diferengas estruturais entre as tipagens
sanguineas sao altamente complexas, uma vez que sdo considerados mais de 200
antigenos. O sistema ABO é o mais conhecido entre os 19 caracterizados (LEE et
al., 1998) e o mais importante na medicina transfusional (BATISSOCO;
NOVARETTI, 2003). Neste sistema, o parametro de classificacdo utilizado é a
porcdo antigénica constituida de monossacarideos presentes na superficie da
membrana eritrocitaria, sendo que: o0 sorotipo A apresenta o0 antigeno N-
acetilgalactosamina, o sorotipo B a galactose, o sorotipo AB apresenta ambos o0s
antigenos e o sorotipo O carece de antigenos especificos.

Para o sangue tipo O, o CT-OE apresentou um grau de hemolise menor que
0s obtidos para os sorotipos A e B, onde nas mesmas concentracdes, o 6leo nao
causou lise celular significativa (grafico 3). A diferenca no grau de hemolise entre os
diferentes tipos sanguineos pode ser devida a presenca de diferentes antigenos N-
acetilgalactosamina (sangue tipo A) e galactose (sangue tipo B) na superficie dos
eritrocitos que modificam a biointeracéo e o efeito.

Um estudo realizado por Meireles et. al. (2013) mostrou que o 6leo essencial
das folhas de Croton polyandrus apresentou uma concentracdo capaz de causar
50% de hemdlise (CHso), numa concentragao média de 141ug/ml. Este valor é cerca
de 10 vezes menor que a concentracdo do Ct-OE que causou maior nivel de
hemolise, onde esse indice ndo chegou a ultrapassar 30%, demonstrando que o Ct-
OE possui uma menor citotoxicidade frente a eritrocitos quando comparado a
espécie C. polyandrus pertencente ao mesmo género.

Através da hemolise, ocorre a liberagdo de hemoglobina livre no plasma, o
gue pode acarretar em sérios danos a 6rgdos vitais como o figado, os rins e 0
coracdo (CARVALHO et al.,, 2007), tornando-se extremamente necessario a
verificag@o desta atividade em extratos de plantas.

Diante disso, o resultado encontrado neste estudo conduz a uma avaliacao
preliminar da toxicidade do Ct-OE. Esse dado € muito importante para verificar a
seguranca desse composto, visto que o mesmo é utilizado popularmente, e que a

presenca de toxicidade restringe seu uso

No metabolismo normal, nosso organismo produz espécies reativas de

oxigénio (EROs) que possuem fungbBes importantes na regulacdo do crescimento
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celular, inflamacdo e na sinalizacdo intracelular. Apesar dessas ac¢fes, as EROs e
os radicais livres causam oxidagdo de proteinas, lipideos insaturados, DNA, além de
estarem envolvidas em enfermidades como arteriosclerose, cancer e no processo de
envelhecimento (GARDNER, 1997; ARBOS et al., 2008). Para que ocorra um
equilibrio quanto a presenca desses agentes, o corpo humano possui um sistema
antioxidante que neutraliza essas substancias. O estresse oxidativo ocorre quando a
producdo de radicais livres e EROs supera o sistema antioxidante, o que leva a
necessidade de suplementacéo artificial com substancias antioxidantes a fim de
reestabelecer a homeostasia (BLOOMER; GOLDFARB; MCKENZIE, 2006).

O uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido, devido a suspeita de
atividade promotora de carcinogénese, bem como devido a rejeicdo de aditivos
sintéticos em alimentos (CARVALHO, 2004). Nesse contexto, a procura por
substancias antioxidantes naturais tem aumentado nas Uultimas décadas, em

especial os produtos naturais extraidos de plantas medicinais.

Sdo varias as metodologias utilizadas para determinar a capacidade
antioxidante de uma substancia. Os eritrécitos podem ser considerados como
sequestradores de radicais livres, pois eles podem fornecer protecdo antioxidante
nao sO para si, mas também para outros tecidos e 6rgédos do corpo (MENDIRATTA,
1998; SIEMS, 2000). Apesar de possuir uma forma muito eficaz e potente sistema
antioxidante, o ferro, no estado ferroso, da hemoglobina € exposto continuamente a
altas concentracbes de oxigénio levando a sua oxidacdo lenta para
metahemoglobina (metHb, também conhecido como ferrihemoglobina). Ao contrario
de sua forma reduzida, metHb é incapaz de ligar ou transportar oxigénio. Em
condi¢des normais, o nivel de metHb em eritrocitos € mantida com menos de 1% do
total de hemoglobina (MANSOURI; LURIE, 1993).

Nesse estudo, verificamos que o Ct - OE promoveu um leve aumento da
oxidacdo da hemoglobina apds sua exposicao por lise das membranas eritrocitarias.
Entretanto, quando comparamos ao controle positivo (Ph), verificamos que o nivel
de oxidagcdo atingido foi cinco vezes menor, mesmo utilizando uma alta
concentracéo do 6leo essencial (6,7 mg/ml), mostrando um fraco potencial oxidante.
Podemos observar também que ndo houve diferenca significante entre as trés

concentracdes do Oleo volatil utilizadas (1,68; 3,35 e 6,7 mg/ml), demonstrando que
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esse indice € a maxima capacidade que o composto tem de causar um dano

oxidativo.

Os eritrocitos humanos constituem um eficiente sistema que pode ser
utiizado como um modelo experimental in vitro para investigar o potencial
antioxidante de extratos vegetais a partir da quantificacdo da metHb formada
(CLARO et al., 2005; ARBOS et al., 2008). Deve-se ter em mente, entretanto, que
atividades antioxidantes observadas em eritrocitos ndo necessariamente refletem as
atividades antioxidantes no organismo como um todo. Além disso, existem variacfes
genéticas entre os individuos que resultam em expressao génica alterada levando a
efeitos variados e potencialmente indesejados na atividade antioxidante (ARBOS et
al. 2008).

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade antioxidante demonstraram
que o Ct - OE protegeram os eritrocitos da acdo oxidativa da fenilhidrazina, um
reconhecido agente oxidante, em todas as concentracfes testadas, além de
apresentar uma atividade antioxidante maior que a vitamina C, um comprovado
agente antioxidante, reduzindo significativamente o nivel de metahemoglobina
formada apds a exposicao a fenilhidrazina. A fenilhidrazina age sobre os eritrécitos
de duas formas, reage com a hemoglobina, oxidando o ferro de Fe?* para Fe3* da
hemoglobina levando a formacdo de metahemoglobina, além disso, seu radical
fenilhidrozil pode formar radicais altamente reativos como Oz e H20:2 (MISRA;
FRIDOVICH, 1976; HASHMI; SALEEMUDDIN, 1996; FERRALLI et al, 2000). Ja a
vitamina C intracelular age como um doador de elétrons para uma oxidorredutase
transmembranar, que tem como fungao de proteger a membrana celular da oxidagéo
por compostos reativos (HALLIWELL, 1996; CARR; FREI, 1999).

Os mecanismos de atuacao dos antioxidantes podem ser diferenciados.
Consistem na inativacédo de radicais livres, na complexacéao de ions metalicos ou na
reducdo de hidroperdxidos para produtos incapazes de formar radicais livres ou
produtos de decomposi¢céo (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Alguns estudos realizaram a investigacdo da atividade antioxidante de
terpenos. Foi verificado que o citral, um monoterpeno, € capaz de sequestrar o
radical livre O™2 e inibir a éxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (RABBANE et al.,

2006; LEE et al., 2008). Morais et al. (2006) realizaram testes in vitro e observaram
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que o Oleo essencial de Croton tricolor possui atividade antioxidante agindo na
reducdo da peroxidacao lipidica. Devido a complexa composi¢cdo quimica dos 0leos
essenciais € de se esperar que as substancias que o compdem apresentem
diferentes formas de agir, ocasionando um efeito sinérgico na acdo antioxidante do

6leo volatil.

Para alertar sobre riscos potenciais como o cancer e desordens genéticas
existem diversos testes que avaliam a genotoxidade de medicamentos, assim como
de plantas utilizadas na medicina popular. Entretanto, as informacbes, se
disponiveis, sdo dispersas e escassas (RUIZ et al., 1996). Uma maneira de se
estudar os efeitos genotoxicos em uma populacdo, € conduzir estudos de
monitoramento, utilizando parametros biol6gicos pertinentes, com manifestacdo a
curto prazo, com os ensaios de micronucleos, que podem identificar danos no DNA
e/ou nos cromossomos resultantes da exposicdo. A informacédo obtida pode ser
usada como um aviso precoce do risco potencial para desenvolver a longo prazo,
problemas de saude (AU, 1991).

As alteracdes no material genético podem ser identificadas através de testes
de mutagenicidade. Atualmente existe um grande numero de testes, com modelos
tanto in vivo como in vitro, sendo que o organismo de prova varia desde virus,
bactérias, fungos, plantas e insetos a mamiferos, incluindo o homem (DE FLORA,
1998). Dentre os testes que analisam mutacdes cromossémicas em mamiferos,
destaca-se o teste de micronucleos, que € um teste rapido e simples, e detecta
quebras e perdas cromossomicas (HAYASHI et al., 1994).

O micronucleo é um tipo de cromatina que pode surgir tanto da disjuncao
anO6mala dos cromossomos, devido a anormalidades do fuso, quanto pela quebra de
cromossomos. Ele é formado pelo desenvolvimento de um novo envoltério de
sistema de membrana ao redor da cromatina que ndo se moveu para os polos
durante a anafase (GROVER; SATWINDERJEET, 1999).

A sensibilidade do teste do micronucleo é comparavel a da analise de
guebras e trocas cromatidicas (KLIESCH; ADLER, 1980). Sendo que o ensaio do
micronucleo apresenta uma grande vantagem sobre as demais técnicas, a de nao
requerer cultivo celular, bem como preparacdes metafasicas (TITENKO-HOLLAND
et al., 1998).
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Neste estudo, o CT-OE ndo aumentou a frequéncia de eritrécitos
micronucleados de sangue periféricos de camundongos, sugerindo que 0 mesmo
nao possui efeito genotoxico (clastogénico e/ou aneugénico) in vivo, caracteristica
importante para sua aplicabilidade na terapia popular.

Efeito semelhante foi encontrado por Rodrigues et. al. (2010), onde utilizou o
teste do micronucleo da medula 6ssea de ratos wistar para avaliar a atividade
genotoxica do extrato Croton cajucara Benth. Esse trabalho demonstrou que o
tratamento com o extrato vegetal ndo provocou efeito genotdxicos nos eritrocitos.

Dessa forma, pode-se sugerir que o Ct-OE néo interfere na divisdo nuclear
dos eritroblastos da medula, quebrando cromossomos ou interferindo no fuso, nao

se apresentando genotoxico.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na investigacdo dos efeitos biol6gicos
do 6leo essencial das folhas de Croton tricolor Klotsch ex Bail (Ct-OE), pode-se

concluir que:

% O Ct-OE apresentou atividade antibacteriana contra as linhagens de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli ATCC e amostras clinicas.

% A atividade antibacteriana demonstrada pelo Ct-OE foi caracterizada como

bacteriostatica.

% O Ct-OE provocou um baixo efeito hemolitico nos eritrécitos sorotipo A* e B*,

mas ndo causou danos a membrana celular de eritrocitos sorotipo O*.

% O Ct-OE apresentou um leve aumento dos niveis de metahemoglobina,
exibindo, portanto, uma fraca acdo pro-oxidante e um efeito antioxidante

superior ao da vitamina C em eritrécitos humanos.

% Nos ensaios de genotoxicidade in vivo, o Ct-OE na concentragdo de

2000mg/kg ndo induziram danos cromossOmico estrutural e/ou numérico.
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