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RESUMO

OLIVEIRA, Sara Dayan Da Silva. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de gendtipos
de Croton grewioides Baill, Croton tetradenius Baill e seus compostos majoritarios. Sdo
Cristovao: UFS, 2018. 31 p. (Dissertacéo - Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).

As espécies Croton grewioides e Croton tetradenius, conhecidas popularmente como
“marmeleiro” e “velaminho”, sdo endémicas da Caatinga e bastante utilizadas na medicina
popular por apresentarem diferentes atividades biologicas. Todavia ha escassez de trabalhos no
que concerne a atividade antioxidante no género Croton, bem como auséncia destes nas
espécies citadas. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antioxidante
dos Oleos essenciais e compostos majoritarios de C. grewioides e C. tetradenius. Os dleos
essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo e analisados quimicamente em CG/EM/DIC. Os
acessos CGR104, CGR106, CGR112, CGR126 de C. grewioides foram obtidos do Banco Ativo
de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe e C. tetradenius (CTE13, CTE31, CTE42
e CTES3) foram coletados de populacdes nativas no Estado de Sergipe. A capacidade
antioxidante dos 6leos essenciais e seus respectivos constituintes isolados foi determinada pelos
métodos de captura dos radicais DPPH, ABTS; FRAP e B-caroteno/acido linoleico. Identificou-
se pela andlise quimica 21 compostos nos acessos de C. grewioides, cujos majoritarios foram
(2)-isoosmorhizol (38,74%), (E)-isoosmorhizol (24,74%), (E)metil isoeugenol (11,38%) e (Z)-
metil isoeugenol (9,34%) no acesso CGR104; metil chavicol (59,85%) e eugenol (25,51%) no
acesso CGR106; metil eugenol (85,58%) no acesso CGR112; metil eugenol (45,97%) e eugenol
(42,68%) no acesso CGR126. Em C. tetradenius foram identificados 37 compostos,
apresentando como majoritarios trans-ascaridol (24,09%), p-cimeno (22,29%), a-pineno
(11,97%) canfora (8,71%), a-felandreno (8,37%), 1,8-cineol (8,18%) e y-terpineno (6,84%). Os
6leos essenciais de C. grewioides e C. tetradenius demonstraram potencial antioxidante em
todos os métodos testados, com destaque aos 6leos essenciais CGR106 e CTE31 que
apresentaram maiores atividades antioxidantes, com excecdo em B-caroteno, onde o CGR126
e CTE31 foram superiores. Houve uma maior eficiéncia dos 6leos essenciais de C. grewioides,
nos quais, dentre os compostos isolados testados, verificou-se maior atividade antioxidante do
composto eugenol. J& em C. tetradenius os compostos isolados demonstraram pequena
atividade antioxidante em comparacdo aos 6leos essenciais. Diante dos resultados obtidos, a
partir dos métodos utilizados, os 6leos essenciais das espécies C. grewioides e C. tetradenius
apresentaram-se como potenciais antioxidantes, os quais poderdo subsidiar futuras pesquisas
voltadas, por exemplo, ao melhoramento genético direcionado ao desenvolvimento de produtos
com acgdo antioxidante.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, plantas bioativas, radicais livres.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Sara Dayan Da Silva. Antioxidant activities of the essential oils of Croton
grewioides Baill. and Croton tetradenius Baill., together with their genotypes and major
compounds. Sdo Cristovdo: UFS, 2018. 31 p. (Dissertation - Master in Agriculture and
Biodiversity).

The Croton grewioides and Croton tetradenius species, popularly known as "marmeleiro™ and
"velaminho", are endemic to the Caatinga dry forest region in northeastern Brazil. These two
species are widely used in folk medicine because they have many different biological activities.
However, in general, there is a lack of information on the antioxidant activities of the Croton
genus, as well as with a great absence of knowledge regarding the two aforementioned species.
Therefore, this work has aimed at evaluating the antioxidant potential of the essential oils and
the major compounds of the C. grewioides and C. tetradenius species. The essential oils were
obtained by hydrodistillation and they were analyzed chemically in GC-MS-ICD terms. The
CGR104, CGR106, CGR112 and CGR126 accessions of C. grewioides were obtained from the
Germplasm Active Bank of the Federal University of Sergipe, Brazil. The accessions of C.
tetradenius (CTE13, CTE31, CTE42 and CTE53) were collected from native populations in the
State of Sergipe. The antioxidant capacities of the essential oils and their respective isolated
constituents were determined by the capturing of the DPPH and ABTS radicals, as well as by
the Ferric Reducing Ability (FRAP) assay and the 3-carotene-linoleic acid co-oxidation test. In
the chemical analyzes, 21 compounds were identified in the accessions of the C. grewioides
species, whose majorities in the CGR104 accession were as follows: (Z) -iso-morpholol
(38.74%), (E) -isoosmorhizol (24.74%), (E) methyl isoeugenol (11.38%) and (Z) -methyl
isoeugenol (9.34%); in the CGR106 accession, they were methyl chavicol (59.85%) and
eugenol (25.51%); in the CGR112 accession, it was methyl eugenol (85.58%); and in the
CGR126 accession, they were methyl eugenol (45.97%) and eugenol (42.68%). A total of 37
compounds were identified in the accessions of the C. tetradenius species, namely, trans-
ascaridol (24.09%), p-cymene (22.29%), a-pinene (11.97%), camphor (8.71%), a (8.37%), 1.8-
cineol (8.18%) and y-terpinene (6.84%). The essential oils of the C. grewioides and C.
tetradenius species showed antioxidant potentials in all of the tested methods, with an emphasis
on the CGR106 and CTE31 essential oils, which presented the highest antioxidant activities,
except for -carotene, where the essential oils of CGR126 and CTE31 were superior. There was
a much greater efficiency of the essential oils of the C. grewioides species among all of the
isolated compounds that were tested, with the compound eugenol showing the greatest
antioxidant activity. In the C. tetradenius species, the isolated compounds only showed minor
antioxidant activities when compared to its essential oils. Based upon the results that were
obtained, all of the essential oils of the C. grewioides and C. tetradenius species presented a
positive antioxidant potential. This could support future research aimed at, for example, the
genetic improvements that are directed at the development of products with an antioxidant
action.

Key words: Euphorbiaceae, bioactive plants, free radicals.



1. INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae comp6e um dos grupos com maior valor econémico dentro
das Eudicotileddneas, sendo uma das maiores, mais diversificadas e complexas familias
pertencentes a classe das angiospermas. Sao utilizadas em varios setores, como o industrial,
madeireiro, ornamental, alimenticio, e especialmente, o farmacol6gico-medicinal (LIMA et al.,
2010; OLIVEIRA, 2013).

O género Croton pertencente a esta familia apresenta importante papel como plantas
medicinais, possuindo potencial bioativo em diversas atividades biologicas, tais como,
atividade antitumoral (NATH et al., 2013), antibacteriana (ALMEIDA et al., 2013),
leishmanicida (LIMA et al., 2015), inseticida (SILVA et al., 2008), fungicida (FONTENELLE
et al., 2008), antioxidante (MORAIS et al., 2006; MARINO et al., 2008; NATH, et al., 2013;
NOVELLO et al., 2016), além de serem amplamente utilizadas na medicina popular no alivio
de problemas gastricos, estomacais e intestinais, no tratamento de febres e canceres (RANDAU
etal., 2004, TRINDADE e LAMEIRA 2014).

As propriedades bioldgicas estdo em grande parte associadas as diferentes classes de
substancias produzidas pelas plantas por vias especificas do metabolismo secundario vegetal.
Entre as diferentes classes de constituintes quimicos, destacam-se 0s 0leos essenciais,
substancias complexas compostas por diferentes grupos de hidrocarbonetos, alcoois e
compostos aromaticos, que podem conferir propriedades odoriferas nas plantas (FIGUEIREDO
etal., 2008; SOUZA et al., 2011). Dentro dessa composicao quimica complexa, destacam-se 0s
fenilpropandides e terpendides (mono e sesquiterpenos), com énfase a este ultimo.

As espécies C. grewioides Baill e C. grewioides Baill sdo plantas medicinais,
aromaticas, e assim como a maioria das espécies pertencentes a este género, sdo produtoras de
6leos essenciais, 0s quais apresentam composi¢cdo quimica rica em monoterpenos,
sesquiterpenos e em menor proporcao os fenilpropanoides, tornando-as fontes promissoras de
substancias bioativas a serem investigadas (PAYO et al., 2011; ANGELICO et al., 2012;
TRINDADE e LAMEIRA, 2014; FERNANDES, 2016).

Nesse contexto, estudos acerca do potencial antioxidante de produtos vegetais em
diferentes espécies vém sendo cada vez mais promissores, pois conferem protecao ao sistema
bioldgico inibindo ou retardando a oxidacdo de moléculas, reacdo que pode levar a produgédo
de radicais livres, os quais estdo relacionados ao desenvolvimento de patologias. Apesar de
varias espécies do género apresentarem potencial bioativo no que concerne a atividade
antioxidante, a maioria dos estudos sdo realizados por meio de extratos aquosos, cuja
composicdo difere dos oOleos volateis (ADEROGBA et al., 2011; SANTOS, 2014,
FERNANDES, 2016; NOVELLO et al., 2016). Devido a escassez de estudos utilizando 6leos
essenciais em espécies do género para investigar tal propriedade biol6gica, objetivou-se por
meio deste trabalho, avaliar a composi¢do quimica e a capacidade antioxidante dos 0Oleos
essenciais das espécies Croton grewioides Baill e Croton tetradenius Baill e seus compostos
majoritarios.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Croton grewioides Baill e Croton tetradenius Baill: Botanica e origem

Devido a sua extensa territorialidade, ocupando quase metade da América do Sul, o
Brasil detém uma grande diversidade de espécies vegetais, com cerca de 43.020 espécies ja
conhecidas, o que confere ao pais a flora mais diversa no mundo, com 22% do total mundial de
espécies ja descritas (BRASIL, 2018).

A Euphorbiaceae esta entre as familias com maior valor econdmico em varios setores,
como o industrial, madeireiro, ornamental, alimenticio, cosmético, e especialmente no setor
farmacologico-medicinal (OLIVEIRA, 2013). Dentre os diversos géneros, destaca-se o Croton,
distribuido nos mais variados tipos de vegetacdes e habitats, especialmente nos tropicos. Sendo
que a maioria dos seus representantes ocorre nas Américas (MACIEL et al., 2006; NASIB et
al., 2008; SILVA et al., 2010).

Cerca de aproximadamente 350 espécies do género Croton estdo distribuidas
amplamente no pais, possuindo assim o maior numero de representantes em escala mundial,
com destaque para as regides da Caatinga, Cerrado e 0os campos rupestres (OLIVEIRA, 2013).

O Croton grewioides Baill (Figura 1-A) é uma planta aromaética, conhecida
popularmente como “marmeleiro”, “caatinga-de-cheiro” ou “canelinha”. Possui habito
arbustivo (0,7-2 m) e apresenta geralmente aroma de canela perceptivel até em material
herborizado. S&o monoicas com latex ausente. Apresentam limbo eliptico com folhas alternas,
flores pistiladas, tricomas estrados na base das folhas e sementes oblongas, rugosas e
amarronzadas. Sao bastante frequentes sobre afloramentos rochosos e em solos arenosos
esbranquicados ou alaranjados, em altitudes entre 600-800 m (SILVA et al., 2009).

Uma outra espécie que se destaca é a Croton tetradenius Baill (Figura 1-B), espécie
endémica do bioma Caatinga, frequentemente encontrada nos estados do Nordeste, como
Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (SILVA et al., 2010;
CARNEIRO-TORRES et al., 2011). E popularmente conhecida como “velaminho” ou “velame
do campo” (MACHADO et al., 2012; CARVALHO et al., 2016). Possui limbo com margem
serrilhada, glandulas em sua base ou no apice do peciolo e flores pistiladas com 1-3 mm de
comprimento. Possui filotaxia predominantemente alterna, as vezes opostas. As inflorescéncias
sdo terminais, tirsdides e continuas. O fruto € em céapsula, geralmente orbicular. As sementes
sdo carunculadas, lisas, com a face dorsal convexa, variando de paleéaceas, castanho-
alaranjadas, marrons a enegrecidas (SILVA et al., 2010; CARNEIRO-TORRES et al., 2011).

Muitas espécies do género apresentam uso reconhecido na medicina popular por serem
utilizadas contra inflamacdes, problemas gastricos e intestinais, febre, cancer e outras doencgas.
Sendo que muitas delas tém se destacado por apresentar diversas propriedades farmacoldgicas
ja comprovadas cientificamente. Além disso, muitos produtos medicinais derivados de espécies
de Croton apresentam destaque econémico atribuidos aos 6leos essenciais, 0s quais sdo
utilizados em setores industriais na producdo de diferentes produtos comercializados
(TRINDADE e LAMEIRA, 2014).



Figura 1. Plantas de C. grewioides (A) e C. tetradenius (B) em casa de vegetacdo. Fotos: Sara
Oliveira, 2018.

2.2. Oleos essenciais

Os 6Gleos essenciais sdo produtos resultantes do metabolismo secundario dos vegetais,
obtidos a partir de plantas inteiras e/ou partes, como sementes, flores, folhas, cascas, frutos,
entre outras. Tratam-se de misturas complexas de compostos volateis e aromaticos, porém em
temperatura ambiente possuem aspecto oleoso. S&o incolores com variagdes para o amarelo,
possuem caracteristica lipofilica, geralmente com baixo peso molecular, porém em alguns casos
podem apresentar alta densidade, como os 6leos da canela e cravo, mais densos que a agua.
Tais substancias podem apresentar propriedades bioldgicas, ou seja, exercerem atividades sobre
seres humanos, animais e outras plantas. Diferentemente dos metabdlitos primarios que sdo
comuns a todo o reino vegetal, como agUcares, nucleotideos, aminoacidos e outras moléculas,
0s Oleos essenciais estdo distribuidos de maneira restrita a um grupo ou uma espécie especifica
(BIZZO et al., 2009; BASER e BUCHBAUER, 2010; FELIPE e BICAS, 2016).

Os componentes dos 6leos essenciais podem ser derivados dos terpenoides,
sintetizados pela via do acido mevalénico-acetato formado pela reducdo do 3-hidroxi-3-
metilglutaril-Coa (HMG-CoA) que é composto pela condensacdo de trés moléculas de
acetoacetil-CoA; e os derivados dos fenilpropanoides, compostos aromaticos, formados via
acido chiquimico. Existe uma relagdo estreita entre essas rotas com a sintese dos metabolitos
primarios, uma vez que essa producdo promove a sintese de moléculas percursoras para as
principais rotas de produgdo dos compostos secundérios (BASER e BUCHBAUER, 2010;
SILVA, et al., 2010; TAIZ e ZEIGER, 2013; FELIPE e BICAS, 2016).

Os terpenos sdo formados por isoprenos, unidades de 5 carbonos com esqueleto
ramificado, podendo originar classes com estruturas e funcGes diferentes, classificados,
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portanto, pelo nimero de unidades pentacarbonadas, que podem ser sintetizados tanto no
citosol, quanto no cloroplasto da célula vegetal, tendo como percussores o isopentenil difosfato
(IPP) e seu isémero dimetilalil fosfato (DMAPP) (Figura 2). Os monoterpenos apresentam em
sua estrutura duas unidades de isopreno, enquanto os sesquiterpenos sdo formados por trés
unidades de isopreno. (CUNHA et al., 2003; MORAIS, 2009; RUBIO et al., 2013; CHO et al.,
2017).

VIA MEVALONATO OU VIA METILERITRITOL FOSFATO
VIA CITOSOLICA OU VIA PLASTIDICA
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Figura 2. Esquema da biossintese dos isoprenos IPP e DMAPP. Fonte: Dewick (2009).

Nos Gleos essenciais, 0S monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0S compostos mais
encontrados, sendo 0s monoterpenos os principais componentes dos 6leos essenciais. Possuem
grande importancia em diversos setores industriais, no processo de fabricagdo de produtos como
perfumes e fragrancias, alguns séo, portanto, reconhecidos por suas propriedades flavorizantes
e medicinais. J& os sesquiterpenos estdo relacionados diretamente a processos de interacdes
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bioldgicas, sejam entre plantas, ou atuando contra patdgenos e predadores (SIMOES et al.,
2007; BASER e BUCHBAUER, 2010; FEHLBERG, 2011; FELIPE e BICAS, 2016).

A composic¢éo quimica do 6leo essencial de Croton apresenta variagdes que podem ser
moduladas por fatores genéticos, ambientais ou pelo tipo de metodologia utilizada para
extracdo, levando a diversificacdo de constituintes quimicos, bem como na porcentagem dos
mesmos dentre e entre espécies. Porém alguns compostos sdo frequentemente relatados, a
exemplo dos compostos linalol, eugenol, metil eugenol, 1,8-cineol, canfora, germacreno D, o—
felandreno, a-pineno, mirceno, a-humuleno, anetol, d-elemeno, espatulenol, Oxido de
cariofileno e metil farnesoato (MORAIS et al., 2006; SILVA et al., 2008; LIMA et al., 2010;
CARVALHO etal., 2016; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2017).

Alguns compostos como por exemplo o eugenol, metil eugenol, chavicol e diversas
outras moléculas apresentam em sua estrutura quimica um grupo hidroxila ligado a um anel
aromatico, semelhantemente a composicdo quimica de compostos que possuem atividade
antioxidante comprovada. Devido a isso, podem estar relacionadas a capacidade antioxidante
do Oleo essencial de espécies que apresentem tais compostos em sua composi¢do quimica
(MIGUEL, 2010; CRAFT et al., 2012; TONGNUANCHAN e BENJAKUL, 2014).

2.3. Propriedades bioldgicas

Algumas atividades bioldgicas tém sido atribuidas ao dleo essencial de Croton, tais
como a reducdo no desenvolvimento de mutacdes e inducdo a apoptose em células tumorais
(Croton tiglium L.) (MIZOKAMI et al., 2000; ZHENG et al., 2004) e atividade anticancerigena
em células carcinogénicas in vitro de pulméo e célon humano, inibindo até 50% das células
cancerigenas (Croton flavens L.) (SYLVESTRE et al., 2006). Resultados semelhantes foram
obtidos nos d&leos essenciais das espécies Croton matourensis e Croton micans
(COMPAGNONE et al., 2010).

Varios estudos relatam a atividade antimicrobiana e antibacteriana em diferentes
espécies, como Croton sphaerogynus Baill (SANTOS et al., 2015); Croton macrobothrys Baill
(MOTTA et al., 2011); Croton pullei Lanj. (PEIXOTO et al., 2013); e na espécie Croton
rhamnifolioides Pax & Hoffm, onde o Oleo essencial extraido das folhas inibiu o
desenvolvimento das bactérias Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus (COSTA et al., 2013). E no
controle de diferentes grupos de fungos, como Candida sp pelo éleo essencial de C. cajucara
(ALVIANO et al., 2005) e os OGleos essenciais de C. zehntneri e C. argyrophylloides
(FONTENELLE et al., 2008) causadoras de infec¢cGes humanas.

O ¢leo essencial extraido das folhas de C. rhamnifolioides foi eficaz na atividade anti-
edematogénica e antiinflaatoria, sendo atribuido o seu efeito a presenca de 1,8-cineol (41,33%),
(MARTINS et al., 2017), além do efeito gastroprotetor associado a baixa toxicidade do 6leo
essencial (VIDAL etal., 2017).

Estudos antinoceptivos foram realizados com o 0leo essencial de C. conduplicatus e
seus principais constituintes (E)-cariofileno, 6xido de cariofileno e canfora, cuja atividade
resultou na redugdo do comportamento nociceptivo em todas as doses testadas (25, 50 e 100mg
kg?), além de apresentar resultados satisfatorios quanto a interagdo entre 0s componentes
principais e receptores muscarineos, presentes no corpo humano e animal, relacionados a
processos de percepcdo e transmissdo de estimulos que causam dor (OLIVEIRA-JUNIOR et
al., 2017).

2.4. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de um composto confere ao sistema biolégico protegédo
contra os efeitos nocivos de processos oxidativos em excesso e de reagdes que levam a
formagéo de radicais livres. Os radicais livres sdo produzidos naturalmente pelo organismo,
resultantes do processo de oxidacao de moléculas durante o metabolismo. Quando em excesso,
ou seja, quando a producdo dessas moléculas excede a capacidade das defesas antioxidantes,
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da-se 0 nome de estresse oxidativo (SIES, 1985), ocasionando processos deletérios a nivel
celular e tecidual, como o envelhecimento precoce e até mesmo o surgimento de doengas como
cancer, doencas degenerativas, cardiovasculares, neurologicas, dentre outras patologias
cronicas (RUFINO et al., 2007; FISA, 2009; NASCIMENTO et al., 2011; SA et al., 2012;
ZHANG et al., 2015).

O termo radical livre diz respeito a determinado atomo ou molécula que apresenta alta
reatividade devido ao ndo-emparelhamento de elétrons, ou seja, por possuirem um ou mais
elétrons ndo pareados em sua Gltima camada eletronica. Apesar disso, alguns agentes reativos
que ndo apresentam desemparelhamento em sua Gltima camada, em sua maioria derivados do
metabolismo do oxigénio, podem ser denominadas “espécies reativas de oxigénio” (ERO),
formadas naturalmente nos sistemas bioldgicos e que podem levar a modificacfes quimicas em
lipidios, carboidratos e nucleotideos. Essas modificacbes podem ocasionar uma variedade de
problemas biologicos, como lesdo tecidual, morte celular, mutacdo, carcinogénese,
comprometimento do sistema imunoldgico e da qualidade de vida pelo desenvolvimento de
doencas (PEREIRA e CARDOSO, 2012; VASCONCELOS et al., 2014).

Fisiologicamente, em sistemas aerobicos, o Oz sofre reducéo, e no decorrer desse
processo ha a formacdo de intermediarios reativos, como o peroxido de hidrogénio (H205),
radicais superdxido (Oz), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OH-). Espécies reativas podem ser
geradas tanto endogenamente, em situacdes fisiologicas, como também devido a habitos
pessoais e alimentares, ou mesmo a fatores ambientais, como a poluicdo (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2014), levando ao estresse oxidativo (SANTOS
e CRUZ, 2001; MULLER et al., 2007; AMORATI et al., 2013).

Muitos mecanismos de defesa antioxidantes foram desenvolvidos como consequéncia
da producédo continua de espécies reativas nas células, limitando seus niveis intracelulares e
impedindo a promocao de danos e lesdes. Os antioxidantes sdo 0s agentes responsaveis por
esses processos de defesa, sendo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres
produzidos antes que estes ataquem os alvos bioldgicos nas células (SIES, 1993; BIANCHI E
ANTUNES, 1999; BARBOSA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2014), os antioxidantes
podem ser agrupados em linhas de defesa enzimatica e ndo enzimatica. Compondo 0s
antioxidantes enzimaticos estdo as enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase e
glutationa. J& os antioxidantes ndo enzimaticos sdo representados pelo a-tocoferol (vitamina
E), &cido ascérbico (vitamina C), compostos fendlicos, carotenoides e outros antioxidantes
obtidos pela dieta (VALKO et al., 2007; AMORATI et al., 2013).

Sendo assim, uma substancia é definida como antioxidante quando atrasa ou inibe a
propagacdo das reacdes em cadeia de oxidacdo eficazmente mesmo em baixas concentracdes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Desse modo, diferentes espécies vegetais estdo sendo pesquisadas quanto a sua
composicdo quimica e identificacdo de compostos que conferem as plantas propriedade
antioxidante (NASCIMENTO et al., 2011; NATH et al., 2013). Estes compostos promovem a
remocao ou inativacdo de radicais livres, podendo levar a reducéo do risco de doencgas cronicas
(FISA, 2009; MIRANDA et al., 2016). Nesse sentido, varias espécies de Croton estdo sendo
investigadas por apresentarem expressiva propriedade antioxidante, como C. zenhtneri, C.
argyrophylloides, C. nepetaefolius (MORAIS et al., 2006); C. echioides Baill. (NOVELLO et
al., 2016); C. lechleri (MARINO et al., 2008), C. heliotropiifolius, C. blanchetianus (AQUINO
et al., 2017), assim como no 6leo essencial extraido das cascas de C. urucarana Baillon
(SEMIONATTO et al., 2007).

Para determinar a atividade antioxidante em sistemas biol6gicos, diferentes métodos
podem ser utilizados, baseado no sequestro dos radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) e 2,2"-azinobis (3-etilbenzoatiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS); poder de reducdo do
ferro (FRAP), quantificacdo de produtos produzidos durante a peroxidacdo lipidica, sistema de
co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico, entre outros métodos (CRAFT et al., 2012). Nesse
sentido, varias pesquisas com plantas medicinais tém sido realizadas buscando compostos que
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além de apresentarem propriedades antioxidantes, possuam baixa toxicidade, aspectos
toxicologicos dos 6leos essenciais ou compostos isolados, cuja relacdo é, normalmente, dose-
dependente, em comparacdo aos antioxidantes sintéticos (POTTERAT, 1997; MIRANDA et
al., 2016).
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4. ARTIGO 1: Composicdo quimica e atividade antioxidante dos 6leos essenciais de
genotipos de C. grewioides Baill, Croton tetradenius Baill e seus compostos majoritarios

RESUMO

Devido aos beneficios atribuidos aos fitoquimicos antioxidantes, aumentou-se o interesse na
busca por compostos vegetais com essa atividade bioldgica. Oleos essenciais de plantas
medicinais e aromaticas tém demonstrado resultados promissores no que concerne a capacidade
antioxidante. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante dos 6leos
essenciais das espécies Croton grewioides e Croton tetradenius e seus compostos majoritarios
(eugenol, metil eugenol, metil chavicol, canfora, 1,8-cineol e a-pineno). As analises por
CG/EM/DIC dos Oleos essenciais resultaram na identificacdo de 21 compostos em C.
grewioides e 37 compostos em C. tetradenius. Os Gleos essenciais e Seus compostos
majoritarios foram avaliados pelos métodos de varredura dos radicais 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) e 2,2 -azinobis (3-etilbenzoatiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS), Ferric
Reducing Ability (FRAP) e pelo sistema de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico. Os 6leos
essenciais CGR106 e CGR126 de C. grewioides e CTE13 e CTE31 de C. tetradenius
apresentaram atividade antioxidante superiores nos métodos de captura dos radicais DPPH e
ABTS, na capacidade redutora do ferro (FRAP) destacaram-se os 0leos essenciais CG106 e
CTE31 e no método de protecdo de oxidacao do B-caroteno/acido linoleico, os 6leos essenciais
CGR126 e CTES3. Os oleos essenciais de C. grewioides apresentaram resultados mais
promissores pois foram utilizados 1 L mL"* enquanto para C. tetradenius 10 uL mL. Os 6leos
essenciais de ambas espécies apresentaram capacidade antioxidante nos métodos testados. Tais
resultados indicam que os Gleos essenciais de C. grewioides e C. tetradenius sdo uma fonte
promissora de compostos ativos com propriedades antioxidantes, apresentando perspectivas
para usos em industrias farmacéuticas e alimentares.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, 6leo volatil, radicais livres.

ABSTRACT

Due to the benefits that are attributed to antioxidant phytochemicals, the interest in the search
for vegetal compounds with these types of biological activity has increased. The essential oils
from medicinal and aromatic plants have shown promising results regarding their antioxidant
capacities. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antioxidant activities of the
essential oils of the Croton grewioides and Croton tetradenius species, together with their major
compounds (eugenol, methyl eugenol, methyl chavicol, camphor, 1,8-cineol and a-pinene). The
GC-MS-ICD analyzes of the essential oils resulted in the identification of 21 compounds in the
C. grewioides species and 37 compounds in the C. tetradenius species. The essential oils and
their major compounds were evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) and the
2,2'-azinobis (3-ethylbenzoathiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS) scanning methods, as
well as by the Ferric Reducing Ability (FRAP) assay and the B-carotene-linoleic acid co-
oxidation system. The CGR106 and CGR126 essential oils from the C. grewioides species and
the CTE13 and CTE31 essential oils from the C. tetradenius species presented superior
antioxidant activities in the DPPH and ABTS radical capture method system. The CGR106 and
CTE31 essential oils presented superior results in the Ferric Reducing Ability (FRAP) assay
and in the co-oxidation protection method of 3-carotene-linoleic acid, the CGR126 and CTE53
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essential oils also presented better results. The essential oils of the C. grewioides species
presented the most promising results, as 1 pL mL™ was used, while for the C. tetradenius
species, 10 uL mL* was used. The essential oils of both species presented good antioxidant
capacities in the tested methods. These results have indicated that the essential oils of C.
grewioides and C. tetradenius are a promising source of active compounds, with both showing
antioxidant properties. This has presented promising perspectives for their use in the
pharmaceutical and food industries.

Key-words: Euphorbiaceae, volatile oil, free radicals.

4.1. Introducao

Os estudos voltados aos beneficios dos fitoquimicos extraidos das plantas atingiram
um grande interesse devido as suas atividades medicinais, viabilidade econémica e baixa
toxicidade em comparacdo aos antioxidantes sintéticos. Esses compostos apresentam
mecanismos que podem inibir a degradagdo oxidativa ou estresse oxidativo, retardando,
diminuindo ou reparando os danos causados pela formacdo de espécies reativas derivadas do
oxigénio e nitrogénio (ANDRADE-JUNIOR et al., 2005; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006;
SOUSA et al., 2007; COSTA et al., 2012), e consequentemente, atribuindo caracteristicas
importantes na preservacdo de alimentos, evitando alteragdes fisico-quimicas no sabor, odor,
cor e texturas (KOURY e DONANGELO, 2003; RIBEIRO e JORGE, 2017), bem como na
protecdo frente as doencas crénicas onde o estresse oxidativo é um fator importante (SOARES
et al., 2008; VIGNOLI et al., 2012; SI SAID et al., 2016).

Nesse contexto encontram-se 0s 6leos essenciais de plantas aromaticas e medicinais,
0s quais tem demonstrado propriedades antioxidantes, cuja atividade deve-se principalmente a
presenca de compostos bioativos, com destaque aos terpenos (SEMIONATTO et al., 2007,
ADEROBGBA et al., 2011;). Essas moléculas podem ser eficazes na prevencdo ou atenuacéo
de patologias associadas ao estresse oxidativo, assim como impedir ou reduzir efeitos
organolépticos indesejaveis em alimentos. Esse fato tem levado a um crescente interesse em
evidenciar a atividade bioldgica antioxidante de compostos quimicos (ZANG et al., 2015;
RIBEIRO e JORGE, 2017).

O género Croton possui varias espécies que apresentam compostos quimicos de
interesse farmacoldgico e medicinal, tornando-as fontes promissoras para estudos fitoquimicos
voltados para a atividade bioldgica (MEDEIROS, 2012; PEREIRA, 2012; TRINDADE e
LAMEIRA, 2014), como a atividade antioxidante. Diferentes espécies do género tém
subsidiado informag6es sobre a capacidade antioxidante atribuidas aos 6leos essenciais, como
evidenciado nas espécies C. zenhtneri, C. nepetaefolius, C. argyrophylloides, (MORAIS et al.,
2006), C. urucurana Baillon (SEMIONATTO et al.,, 2007), C. malambo H. Karst.
(JARAMILLO etal., 2010) e C. conduplicatus (ALMEIDA et al., 2015). Sendo este 0 primeiro
estudo acerca das propriedades antioxidantes das espécies C. grewioides e C. tetradenius, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante in vitro dos O6leos
essenciais de genotipos e seus constituintes majoritarios.

4.2. Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal, método de extragéo e teor do 0leo essencial

Os acessos (CGR104, CGR106, CGR112 e CGR126) de C. grewioides foram obtidos
do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe, localizado na Fazenda
Experimental Campus Rural da UFS, em Sédo Cristovdo/SE e C. tetradenius (CTE13, CTE31,
CTE42 e CTES3) foram coletadas de populagdes nativas nos municipios do estado de Sergipe:
Porto da folha (9°58°49.02”S; 37°27°07.54”0); Po¢o Redondo (37°51°49.09”0); Lagarto
(10°51°39.13”S) e Pacatuba (36°40°35.81”0) em periodo seco (setembro-novembro/2016). As
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plantas foram desfolhadas manualmente e secas em estufas com circulagéo forcada de ar a 40°C
durante cinco dias. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado utilizando amostras de 70g com seis repeti¢des de folhas secas durante 120 minutos
apos o inicio da ebulicdo a 100°C (EHLERT et al., 2006) e armazenados a -20°C até a analise
da composicdo quimica e atividade antioxidante. O teor foi obtido pelo volume de d4leo
essencial extraido em relagcdo a massa seca de folhas da amostra: %= volume/massa x 100. A
extracao do oOleo essencial foi realizada no Laboratorio de Fitotecnia da Universidade Federal
de Sergipe.

4.2.2 Andlises quimicas dos 6leos essenciais

As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica da Universidade Federal de
Sergipe, utilizando um CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo) equipado com um amostrador com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). As
separagdes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-
difenil-95%-dimetilpolisiloxano) 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura
de filme, em um fluxo constante de Hélio 5.0 com taxa de 1,0 mL min-1. A temperatura de
injecdo foi de 280 °C, 1,0 puL (10 mg mL-1) de amostra foi injetado, com uma razdo de split de
1:30. A programagcdo de temperatura do forno teve inicio a partir de 50 °C (isoterma durante
1,5 min), com um aumento de 4 °C min-1, até 200 °C, em seguida, a 10 °C min-1 até 300 °C,
permanecendo por 5 min. Para 0 CG/EM as moléculas foram ionizadas por ionizagdo por
elétrons com energia de 70 eV. Os fragmentos foram analisados por um sistema quadrupolar
programado para filtrar fragmentos/ions com m/z na ordem de 40 a 500 Da e detectados por um
multiplicador de elétrons. O processamento de dados decorreu pelo software CGMS Postrun
Analysis (Labsolutions- Shimadzu). O processo de ionizacéo para 0 CG/DIC foi realizado pela
chama proveniente dos gases hidrogénio 5.0 (30 mL min-1) e ar sintético (300 mL min-1). As
espécies coletadas e a corrente elétrica gerada foram amplificadas e processadas. O
processamento de dados foi realizado utilizando o software CG Postrun Analysis (Labsolutions-
Shimadzu).

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparacao dos indices de
retencdo da literatura (ADAMS, 2007). Para o indice de retencdo utilizou-se a equacdo de Van
den Dool e Kratz (1963) em relacdo a uma série homologa de n-alcanos (nC9- nC22). Também
foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21 que permite a
comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas, utilizando um
indice de similaridade de 90%.

4.2.3 Determinacdo da capacidade antioxidante dos 6leos essenciais de C. grewioides e C.
tetradenius

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bromatologia da Universidade Federal
de Sergipe. Para realizacdo dos ensaios antioxidantes, foi preparada uma solucgéo estoque de
10uL mL do dleo essencial de C. tetradenius diluido em etanol, assim como solucdes estoques
dos padrdes: canfora, 1,8-cineol e a-pineno, adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®, diluidas
em etanol. Para C. grewioides, foram preparadas concentragdes de 1 uL mL™ de éleo essencial
e dos padrdes eugenol, metil eugenol e metil chavicol, adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®,
diluidos em etanol. Os padrbes também foram avaliados no mesmo percentual contido em cada
6leo essencial e depois uma solugdo estoque de 1 ou 10 uL mL* foi preparada para C.
grewioides e C. tetradenius, respectivamente.

4.2.4 Determinacdo da capacidade antioxidante por varredura do radical 2,2-difenil-1-
picril- hidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante das espécies C. grewioides e C. tetradenius foi avaliada pelo

ensaio de varredura do radical DPPH adaptado de Brand-Willians et al. (1995). Uma fracdo de

50uL de amostra foi adicionada a 150pL de solugdo etanolica de DPPH a 6x10° mol.L* onde
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foram dispostas em microplacas. Os testes foram acompanhados por um controle (meio
reacional sem o antioxidante) e os padrdes (compostos majoritarios da amostra). A redugdo do
radical DPPH foi medida a 515 nm em um leitor de placas (Sinergy Mx, marca Biotek), apos 30
minutos de repouso em ambiente escuro. A redugédo nos valores de absorbancia das amostras foi
correlacionada com a do controle e foi estabelecido o percentual de varredura do radical DPPH
expresso pela equagdo: % de varredura = [(AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrotle] X 100). Os
resultados de inibicdo do radical DPPH foram expressos em percentual de varredura do radical
DPPH.

4.2.5 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo potencial reducional - Ferric
Reducing Ability Power (FRAP)

Para a determinacdo do potencial redutor dos Oleos essenciais foi utilizada a
metodologia descrita por Singhal et al. (2014). Uma aliquota de 9uL. da amostra foi pipetada
em microplaca, adicionando-se 27yl de agua destilada e 270ul do reagente FRAP,
correspondente a 10 mL de tampéo acetato 0,3 M, 10% (1mL) de uma solucédo de TPTZ 10 mM
e 1mL (10%) de uma solucéo aquosa de cloreto férrico 20 mM. A placa foi encubada a 37°C
durante 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm. O mesmo procedimento experimental foi
realizado com alcool etilico como controle e os padrfes. Foi preparada uma curva de sulfato
ferroso (FeSO4) em concentracdes de 125-1500 pM, exposta as mesmas condigdes da amostra.
Os resultados foram expressos em M de equivalentes de sulfato ferroso/mL.

4.2.6 Determinacdo da capacidade antioxidante por varredura do radical 2,2"-azinobis
(3-etilbenzoatiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS)

Para a determinacdo da capacidade antioxidante contra o radical ABTS utilizou-se a
metodologia descrita por Re et al. (1999) com adaptacdes. O cation radical ABTS foi
inicialmente constituido a partir da reacdo de 5mL de uma solu¢do de ABTS 7 mM em 88 uL
de uma solucdo 140 mM de persulfato de potassio (K2S20g), encubada na auséncia de luz
durante 16 horas. Apoés este tempo, a solucdo de ABTS foi diluida em etanol até alcancar uma
solucdo com absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. Em microplaca, 30 uL da amostra
foram adicionados a 300 pL da solucdo do radical ABTS. As determinacdes foram
acompanhadas de um controle (meio reacional sem antioxidante) e dos padrées. Uma curva
padrdo de Trolox® foi elaborada (100 a 1500uM). A leitura de absorbancia foi realizada no
tempo apds 15 minutos em um leitor de placas (Sinergy Mx, marca Biotek) a 734 nm. Foi
construida a curva padrdo a partir dos valores de absorbancia do Trolox e os resultados foram
expressos em UM de equivalentes de Trolox/mL.

4.2.7 Determinacdo da co-oxidacio do p-caroteno/acido linoleico

A determinacdo da co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Miller (1971) com algumas modificagdes. Inicialmente a agua
destilada foi saturada com oxigénio por 30 minutos para o preparo da solucdo emulsificante
(200uL de solugdo B-caroteno (2mg/ml), 10uL de &cido linoleico, 50pL de Tween 20 e 500uL
de cloroférmio). A solucédo foi colocada na capela até evaporacdo do cloroférmio e logo em
seguida adicionou-se 25mL da dgua saturada em oxigénio. Foram pipetados na placa 35uL da
amostra e 250uL da solugdo emulsificante. O mesmo procedimento experimental foi realizado
com alcool etilico como controle. Realizou-se a leitura na absorbancia em 470 nm em
espectrofotdbmetro no tempo Oh, em seguida a placa foi encubada no escuro a 50 °C por 2 horas,
apos esse procedimento, realizou-se uma nova leitura no mesmo comprimento de onda.

O decaimento da densidade 6tica do controle (Absinicial — Abstinal) foi considerado como
100% de oxidacdo. A partir desta relacdo, o decréscimo na leitura da absorbancia das amostras
foi correlacionado com o controle, estabelecendo desta forma, o percentual de protecdo da
oxidagédo das amostras pela equacdo: % de protecdo da oxidacdo = 100 — [(AbS amostra X 100) /
Abs controle]-



19

4.2.8 Analises estatisticas

Os resultados das analises quimicas, teores dos 6leos essenciais e atividade antioxidante
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa estatistico SISVAR®
versdo 5.6 (FERREIRA, 2011). Os dados foram expressos em média + SE (erro padrdo) e o
teste de Tukey foi utilizado adotando nivel de significancia de p<0,05. Todos os testes para a
atividade antioxidante foram realizados em triplicata.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1 Analise quimica dos 0leos essenciais

Pela analise quimica dos Gleos essenciais dos genotipos de C. grewioides foram
identificados 21 compostos, sendo 14,28% de monoterpendides e 42,85% de sesquiterpenoides
(Tabela 1). O genotipo CGR104 apresentou o (Z)-isoosmorhizol (38,74%), (E)-isoosmorhizol
(24,19%), (E)-metil isoeugenol (11,38%) e (Z)-metil isoeugenol (9,34%), j& no gendtipo
CGR106 seus compostos majoritarios foram o metil chavicol (59,85%) e eugenol (25,51%),
enquanto o gen6tipo CGR112 o metil eugenol (85,58%) e 0 CGR126 apresentou metil eugenol
(45,97%) e eugenol (42,68%) como compostos majoritarios, com teores que variaram entre
2,02-4,12% (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de gendétipos de C. grewioides

Compostos Gendtipos

IRR-lit CGR104 CGR106 CGR112 CGR126
Mirceno 988 0,00 c 0,00 c 1,20 a 0,38 b
Linalol 1095 0,00b 0,00b 0,48 a 0,00b
metil chavicol 1195 0,00b 59,85 a 0,00b 0,00 b
anetol (2) 1249 1,44 a 0,00b 0,00b 0,00b
anetol (E) 1282 1,65a 0,00b 0,00b 0,00b
d-Elemeno 1335 0,71c 211a 2,07b 2,07b
Eugenol 1356 0,00c 29,51 Db 0,00c 42,68 a
metil eugenol 1403 0,00c 0,00c 85,58a 4597b
a-santaleno 1416 2,76 a 0,00b 0,00b 0,00 b
E-B-cariofileno 1417 2,57 a 2,06 ¢ 240b 1,35d
(2)-metil isoeugenol 1451 9,34a 0,00b 0,00 b 0,00 b
a-humuleno 1452 0,90 a 0,26 b 0,00c 0,00c
(2)-isoosmorhizol 1466 38, 74a 0,00b 0,00b 0,00 b
(E)-metil isoeugenol 1491 11,38 a 0,00b 0,00b 0,00b
germacreno D 1494 0,00d 1,15a 0,96 b 0,60c
Biciclogermacreno 1500 1,67c 320a 3,03b 3,13a
(E)-isoosmorhizol 1517 24,19a 0,00b 0,00b 0,00b
Espatulenol 1577 2,67 a 0,98d 1,30 ¢ 1,56 b
oxido de cariofileno 1582 1,98a 0,54 d 0,74 b 0,66 c
cloroacetofonona 2,4-dimetileter- 1667 0,00c 0,00c 1,30 a 0,34b
metil farnesoato (2E, 6E) 1783 0,00d 0,33¢ 0,93 b 1,26 a
Teor do OE (%) - 255b 3,88a 412 a 2,02¢c

M¢édias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A diversidade quimica do 6leo essencial entre os gendtipos de C. grewioides sugere
formagéo de quimiotipos distintos. Este fato pode ser confirmado pelo trabalho de Silva et al.
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(2008), que obtiveram o anetol como composto majoritario (65,5%), enquanto que Jaramillo et
al. (2010), o metil eugenol (63,5%) foi 0 composto predominante.

Os fenilpropanoides, como os derivados de eugenol, sdéo comumente relatados por
constituirem quimicamente os 6leos essenciais de diversas espécies de plantas medicinais e
condimentares (SILVA et al., 2008; SILVESTRI et al., 2010). Foram descritos como principais
componentes em espécies de Croton, como C. zehntneri com 35,0% de eugenol (COUTINHO
et al., 2010); C. nepetaefolius contendo metil eugenol 39,62% (MORAIS et al., 2006); C.
malambo metil eugenol (65,4%) e metil isoeugenol (6,03%); C. cuneatus metil eugenol (25,9%)
e metil isoeugenol (1,2%) (SUAREZ et al., 2005).

Para os 0leos essenciais de C. tetradenius, a analise quimica evidenciou a presenca de
37 compostos distribuidos entre as populagdes, com predominancia de monoterpenos (Tabela
2). O 6leo essencial da populagdo CTE13 obteve como compostos majoritérios o trans-ascaridol
(24,09%), p-cimeno (22,29%), canfora (8,71%), 1,8-cineol (8,18%) e y-terpineno (5,32%); o
CTE31 apresentou p-cimeno (20,19%), seguido por trans-ascaridol (16,80%), a-terpineno
(7,46%), 1,8-cineol (6,98%), y-terpineno (6,96%), canfora (6,44%), mirceno (4,76%) e o-
felandreno (4,14%). J& para a populacdo CTE42, o trans-pinocarveol (13,76%), p-cimeno
(12,56%), a-pineno (11,97%), pinocarvona (10,68%), canfora (7,07%), 1,8-cineol (6,39%) e
trans-ascaridol (6,39%) apresentaram 0s maiores teores; enquanto que a CTE53, tiveram como
maiores constituintes, o p-cimeno (21,36%), trans-ascaridol (12,47%), a-felandreno (8,37%),
y-terpineno (6,84%), canfora (6,42%), a-terpineno (5,95%) e mirceno (5,03%). C. tetradenius
apresentou teores entre 2,24-3,36%.

Diante da similaridade entre os constituintes dos 6leos essenciais em plantas de C.
tetradenius, Pereira (2017) relata a formacdo de dois grupos quimicos, onde o primeiro foi
constituido por apresentarem como compostos majoritarios a-pineno (3,75-10,33%), p-cimeno
(7,16-18,22%), 1,8-cineol (4,04-12,99%), (E)-pinocarveol (0,00-13,61%), canfora (11,35-17,05%),
pinocarvona (0,00-8,89%) e trans-ascaridol (2,55-11,65%), e o segundo grupo a -terpineno (0,90-
7,74%), p-cimeno (12,22- 23,38%), 1,8-cineol (8,43-19,46%), canfora (6,82-11,45%), cis-ascaridol
(4,10-7,23%) e trans-ascaridol (10,16-19,20%).

A partir desses resultados € possivel verificar que a constituicdo quimica pode variar
tanto em relagdo aos compostos identificados, como na sua distribuicdo percentual, seja por
fatores relacionados ao ambiente, como diferencas entre umidade, temperatura, altitude ou
mesmo o horario de coleta do material utilizado para extracdo do 6leo essencial; como podem
ser influenciados por fatores intrinsecos relacionados a caracteristicas genéticas da planta, ou
como resposta bioldgica a ataques de pragas ou patdgenos, levando ao aumento de determinado
composto comumente existente na planta, ou pela producdo de um composto especifico
(NAZZARO et al., 2013; BASER e BUCHBAUER, 2010; AQUINO et al., 2010).
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de populacdes de C. tetradenius

Compostos Populagdes

IRR-lit CTE13 CTE31 CTE42 CTE53
Tricicleno 921 0,49 a 0,35¢ 0,40 b 0,32¢
a-tujeno 924 0,95¢ 1,27 b 0,64 d 159 a
o —pineno 932 2,61c 291c 1197a 342b
Canfeno 946 1,23 a 0,89 ¢ 1,12b 0,84c
Sabineno 969 1,19a 0,99 b 0,84c 0,93b
B-pineno 974 1,18 a 1,16 a 0,74 c 1,05b
Mirceno 988 2,42 C 4,76 b 2,34d 5,03a
a-felandreno 1002 1,70d 4,14 b 3,09c¢ 8,37 a
a-terpipeno 1014 3,20 ¢ 7,46 a 3,36 d 595b
p-cimeno 1022 22,29a 20,19c 1256d 21,36Db
Limoneno 1024 2,97c 3,17b 2,36 d 3,85a
1,8-cineol 1016 8,18 a 6,98 b 6,39 ¢ 3,17d
E B-ocimeno 1044 0,00 c 0,33b 0,00 c 0,39a
y-terpineno 1054 532b 6,96 a 3,17c 6,84 a
terpinoleno 1086 0,31b 0,59 a 0,00c 0,57 a
Linalol 1096 0,96 ¢ 1,38b 1,40 b 2,99 a
trans-pinocarveol 1135 0,00 c 101b 13,76a 0,79b
Céanfora 1141 8,71a 6,44 c 7,07 b 6,42 c
B-pineno Oxido 1154 0,6l1ab 054b 0,72 a 0,00 c
Pinocarvona 1164 0,00c 0,68b 1068a 0,59b
cis-pinocanfona 1172 0,00 b 0,00 b 0,49 a 0,00 b
terpinen-4-ol 1174 1,89 b 2,19a 1,30 ¢ 1,80 b
a-terpineol 1186 1,72 b 195a 1,22 ¢ 122¢
Ascaridol 1234 0,66 a 0,42b 0,00c 0,00c
Mirtenal 1195 0,00 b 0,00 b 1,32¢ 0,00 c
isobornil acetato 1283 1,06 b 0,98 b 2,33a 0,53 ¢
bornil acetato 1287 121a 1,03 b 1,17 a 0,71c
trans-ascaridol 1307 24,09a 16,80b 6,39d 1247c
acetato de mirtenila 1324 0,61b 0,61b 2,00a 0,50 ¢
B-elemeno 1389 0,00 c 0,34 a 0,21b 0,35a
(2)-B-cariofileno 1417 0,35b 0,26 ¢ 0,35b 1,05a
a-humuleno 1452 0,66 ¢ 0,75 b 0,74 b 2,20 a
biciclogermmacreno 1500 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,31a
B-bisaboleno 1505 0,00c 0,39b 0,00c 0,46 a
Elemol 1548 0,00 b 0,52 a 0,00 b 0,54 a
espatulenol 1577 0,39bc 041D 0,36 C 0,77 a
oxido de cariofileno 1582 0,83 b 0,49d 0,60 c 1,61a
humuleno epoxido Il 1608 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,56 a
Teor do OE (%) - 3,12 a 3,02a 2,24 b 3,26 a

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).



22

4.3.2 Determinacdo da capacidade antioxidante por varredura do radical 2,2-difenil-1-
picril- hidrazila (DPPH)

Os resultados da capacidade antioxidante de uma substéncia pelo método de captura
do radical DPPH, o qual apresenta coloracéo violeta com absorcao a 515-520nm, sdo baseados
em mecanismos de transferéncia de elétrons ou de atomos de hidrogénio, originando a forma
reduzida DPPH-H (difenil-picril-hidrazila), molécula estavel, que ao ser reduzido apresenta
decréscimo na absorbancia, perdendo a coloragdo violeta e adquirindo a cor amarela. Sendo
assim, quanto menor a absorbancia, maior a atividade antioxidante (ALVES et al., 2007;
BOROSKI et al., 2015).

Os Oleos essenciais de C. tetradenius e C. grewioides apresentaram capacidade
antioxidante pelo método de captura do Radical Livre DPPH (Tabela 3 e 4). Os 6leos essenciais
de C. grewioides, CGR112 e CGR104, apresentaram atividade moderada, com 23,66% e
18,65%, respectivamente. Enquanto a maior atividade de eliminagdo do radical foi apresentada
no oOleo essencial CGR106 com 67, 91%, seguido pelo 6leo essencial CGR126 (61,98%).
Observou-se que o0 composto majoritario eugenol, um monoterpeno fendlico, foi mais ativo em
comparagdo aos outros compostos testados. Uma vez que o percentual de inibi¢do do radical
DPPH aumentava simultaneamente em relacdo a concentragdo equivalente de eugenol nos dleos
essenciais CGR106E e CGR126E (Tabela 3), com 42,68% e 29,51% (Tabela 1) obtendo média
de 73,94% de inibicéo do radical em sua concentracgdo pura (Eugenol P).

Tabela 3. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de genotipos C. grewioides e seus
compostos majoritarios segundo métodos de Captura dos Radicais (DPPH e ABTS); reducao
do ferro e B-Caroteno/acido linoleico.

Amostras DPPH FRAP ABTS

Beta-caroteno

(% de inibicéo) (UM/mL) (LM/mL) (% de inibicéo)
CGR104 18,66 + 1,12°f 0,11 +0,26’ 0,74+2,18 16,56 + 0,01°
CGR106 67,91 + 0,57 0,77 £0,53° 1,34 £ 0,60% 49,26 +0,01°
CGR112 23,66 £ 2,51° 0,12 +0,43' 1,37 £0,87° 35,04 +0,01°
CGR126 61,98 + 1,69° 0,56 + 0,96° 1,33 £1,45° 77,88 £ 0,012
CGR106 E 73,94 + 1,65° 0,76 + 0,24¢ 1,32 £ 0,60f 30,11 + 0,01
CGR106 MC 17,94 +1,95¢ 0,15 +0,91" 0,75+ 1,20’ 2,40 + 0,00«
CGR112 ME 38,22 + 0,38 0,07 + 1,00¢ 0,70 £ 1,59 32,16 + 0,00¢
CGR126 E 81,92 + 0,79 1,29 +£0,96° 1,35 +0,87¢ 50,65 + 0,00°
CGR126 ME 14,67 + 1,15f 0,04 +£0,19' 1,30 £ 1,769 22,77 £ 0,00%
Eugenol (P) 73,94 +1,51° 1,31 0,472 1,34 + 2,20 53,07 +0,01°
Metil Eugenol (P) 21,72 + 1,02 0,28 + 0,92 1,36 +1,76" 34,20 £ 0,01°
Metil Chavicol (P) 16,61 + 0,94 0,21 + 0,959 0,91 +1,30" 24,68 + 0,00
CV (%) 5,70 0,26 0,22 9,43

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *(P): padrio
em concentragio pura

Esses resultados podem ser justificados com base na estrutura quimica dos compostos.
A presenca do anel benzénico ligado a grupos hidroxilas, bem como as ligaces duplas entre
atomos de carbono, fornecem maior estabilidade a molécula doadora de elétrons ou 4&tomos de
hidrogénio (CIESLA et al., 2016). Dessa maneira, monoterpenos ciclicos contendo ligagdes
duplas e hidroxilas, apresentam uma expressiva atividade de eliminacdo de radicais livres.
Postulando-se que, tais caracteristicas quimicas resultam num melhor deslocamento do elétron
doado, fazendo com que a eliminacdo dos radicais livres ocorra de forma mais répida
(WONTUNIK et al., 2014).

A capacidade de inibi¢do do radical DPPH foi atribuida ao composto metil eugenol
em espécies de Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae por representar até 95,4% da
composicao quimica dessas espécies, onde os 6leos essenciais demonstraram efetiva atividade
de inibicéo do radical DPPH com valores entre 89,0-89,5% (SIDDIQUE et al., 2017). Mishra
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et al. (2013), verificando a atividade de inibicdo de radicais de varios compostos quimicos,
como o timol, mentol, dentre outros, obtiveram com o eugenol menor ICso, necessitando apenas
de 0,67ul/mL para varrer 50% do radical DPPH, corroborando com os resultados aqui obtidos.

Nos 06leos essenciais de C. tetradenius (Tabela 4), para 0 mesmo método, as amostras
CTE13 e CTE31 apresentaram as melhores médias com valores similares, (33,47 e 34,93%)
ndo diferindo estatisticamente entre si. Seguido pelas amostras CTE53 e CTE42, com
respectivamente 23,46% e 15,08%. Os compostos canfora e a-pineno ndo apresentaram
atividade antioxidante ao serem testados em suas concentragcdes nos 6leos essenciais, porém as
amostras do composto 1,8-cineol nas concentra¢des contidas no éleo essencial e no seu padrdo
puro, apresentaram médias similares (0,65 e 0,57%) ndo diferindo entre si (Tabela 4).

Estudos realizados verificaram a relagdo entre estrutura quimica e composto, onde a
presenca das duplas ligacdes conjugadas nas moléculas de monoterpenos foram responsaveis
pela atividade relativamente elevada de eliminacdo dos radicais livres, enquanto os que nao
possuiam essas ligacOes exerceram atividade mais fraca ou inexistente. Entretanto, alguns
compostos mesmo apresentando tal conformidade quimica, ao serem isolados, podem ndo
expressar ou apresentar pequena atividade antioxidante, uma vez que sdo encontrados nos
sistemas bioldgicos em misturas complexas. Essa interacdo entre metabolitos pode influenciar
diretamente na atividade dos 6leos essenciais, apresentando respostas aditivas, sinérgicas ou
antagonistas entre os compostos (WOJTUNIK, et al., 2014). Tais respostas foram relatadas
acerca dos compostos a-pineno, B-pineno, y-terpineno (10) e p-cimeno, por apresentarem baixa
atividade isoladamente, indicando aumento da atividade ao agir sinergicamente entre si
(RUBERTO e BARATTA, 2000; ZHANG et al., 2006; LIMA e CARDOSO, 2007).

Tabela 4. Atividade antioxidante dos 0leos essenciais de populacdes de C. tetradenius e seus
compostos majoritarios segundo métodos de Captura dos Radical (DPPH e ABTS); reducdo do
ferro e B-Caroteno/acido linoleico.

Amostras DPPH FRAP ABTS Beta-caroteno
(% de inibicdo) (UM/mL) (UM/mL) (% de inibicdo)
CTE13 33,47 £ 0,35% 0,93 +0,96° 1,20 +1,96° 20,54 + 0,02%
CTE31 34,93 + 1,452 0,96 + 0,912 1,19 +£1,92¢ 24,17 + 0,02%
CTE42 15,08 £ 1,24°¢ 0,69 + 0,964 0,90 + 1,59¢ 7,07 £0,01°
CTE53 23,46 +£0,10° 0,76 £ 0,73° 1,21 +£1,92° 21,29 +0,01%
Cénfora 0,00 + 1,514 0,06 +0,87" 0,91 + 1,96¢ 16,36 + 0,01%
1,8-cineol 0,65 +1,87¢ 0,05+ 0,82 0,61 +2,74¢ 13,48 + 0,00%®
a-pineno 0,00 +0,92¢ 0,01 +0,72 0,91 + 1,30¢ 13,94 + 0,00%
Canfora (P) 0,63 +1,07¢ 0,09 + 0,88f 0,41 +0,88" 17,94 + 0,01%
1,8-cineol (P) 0,57 +0,20¢ 0,07 £ 0,158 0,25 +1,76" 22,07 +0,02%
a-pineno (P) 0,32 +0,81¢ 0,48 +0,87¢ 0,31 + 1,449 25,47 + 0,022
CV (%) 10,70 0,34 0,39 33,83

M¢édias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *(P): padrao
em concentragdo pura

Nesse sentido, Ciesla et al. (2016) estudando o sinergismo e antagonismo entre alguns
monoterpenos, dentre eles, p-cimeno, a-felandreno, a-terpineno, linalol e a-pineno; compostos
identificados nos oOleos essenciais de C. tetradenius; observaram efeitos sinérgicos,
potencializando a atividade antioxidante a depender da combinacdo feita entre 0s compostos.
Nesse sentido, possivelmente, o sinergismo entre 0os compostos dos 0leos essenciais de C.
tetradenius podem ter conferido respostas antioxidantes mais eficientes em comparacdo aos
compostos isolados (canfora, 1,8-cineol e a-pineno). Fernandes et al. (2016) realizando o
mesmo teste antioxidante em C. tetradenius obtiveram resultados de inibicdo do radical livre
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DPPH inferiores, 11,01%, utilizando a concentragdo 125ul mL™?, valores bem mais elevados
aos utilizados neste trabalho.

4.3.3 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo potencial reducional - Ferric
Reducing Ability Power (FRAP)

Os 06leos essenciais de C. grewioides e C. tetradenius e seus compostos majoritarios
apresentaram capacidade redutora pelo potencial reducional (FRAP), resultando na conversédo
de ions férrico para ferroso pelas amostras. Em decorréncia da reducdo do ion férrico
proveniente do complexo férrico tripiridiltriazina ([Fe** (TPTZ)2]*" para Ferro Il ([Fe?
(TPTZ)2]?*, pelo processo de doagdo/recepcdo de um elétron via antioxidante/complexo
férrico, que ao ser reduzido apresenta coloracao azul intensa (CRAFT et al., 2012; BOROSKI
etal., 2015).

De acordo com os resultados obtidos, dentre os Oleos essenciais de C. grewioides
(Tabela 3) a maior capacidade redutora foi observada na amostra CGR106 com 0,77 uM/mL
de sulfato ferroso; a amostra CGR126 apresentando 0,56 pM/mL, enquanto CGR104 e
CGR112, 0,11 e 0,21 pM/mL, respectivamente. Esses resultados podem estar relacionados a
presenca do eugenol (Tabela 1), pois entre as amostras CGR106E com 29,51% de eugenol em
sua composicao quimica, obteve 0,76 pM/mL; ja em CGR126E cujo 6leo essencial continha
42,68% desse composto, apresentou 1,29 uM/mL de sulfato ferroso; chegando a 1,31 puM/mL
de sulfato ferroso resultante do eugenol testado em concentragdo pura (Eugenol P).
Diferentemente dos compostos metil eugenol (CG126 ME: 0,04 uM/mL), (CG112 ME; 0,07
MM/mL), (Metil eugenol P: 0,28 puM/mL) e metil chavicol (CG106 MC: 0,15 puM/mL) (Metil
chavicol P: (0,21 uM/mL) que demonstraram menores valores.

Em um levantamento feito por Embuscado (2015) sobre a correlacdo entre atividade
antioxidante de diferentes espécies e seus compostos quimicos, varias apresentaram em sua
composicdo quimica o eugenol, ao qual atribuiu-se como agente antioxidante em diferentes
métodos, inclusive na capacidade antioxidante pelo potencial de reducdo do ferro. Resultados
semelhantes foram retratados por Gulgin (2011), onde o eugenol (15ug/mL) demonstrou
habilidade de reducdo férrica com valor igual a 1,18 uM/mL.

Nos 6leos essenciais de C. tetradenius similarmente ao método anterior, a amostra
CTE31 obteve maiores resultados, apresentando maior reducdo do complexo férrico
tripiridiltriazina (0,96 pM/mL), seguido pela CTE13 com 0,93 uM/mL. Enquanto o menor
valor foi observado em CTE42, contendo 0,69 pM/mL, com excec¢do do a-pineno (P), que
apresentou 0,48 uM/mL, todos os compostos isolados apresentaram valores de reducao férrica
entre 0,01-0,09 pM/mL.

Diante disso, a atividade dos 6leos essenciais de C. tetradenius no modelo FRAP foi
maior quando comparada aos resultados obtidos com os compostos isolados. Sendo que, 0s
mesmos obtiveram maiores médias de reducao férrica nas concentragdes puras. Tais resultados
podem estar relacionados a composi¢ao quimica e a propor¢do dos constituintes presentes nos
Oleos essenciais, indicando que possivelmente o sinergismo entre 0s compostos aumenta a
capacidade redutora das amostras. Devido a essa complexidade estrutural, o emprego de
diferentes metodologias se faz necessaria (CRAFT et al., 2012; MIRANDA et al., 2016;
CIESLA et al., 2016).

4.3.4 Determinacao da capacidade antioxidante por varredura do radical 2,2 -azinobis
(3-etilbenzoatiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS)

A partir do teste foi verificado que as amostras de ambas espécies apresentaram
capacidade antioxidante, quantificando-se a reacéo de reducgéo do radical ABTS™ de coloragéo
azul esverdeada, pela capacidade de doagdo de elétrons ou &tomos de hidrogénio pela amostra,
levando a formacgéo do ABTS estavel de coloracédo verde clara ou incolor.
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Os resultados obtidos dos 6leos essenciais de C. grewioides (Tabela 3) foram similares
entre si para esse método, porém a amostra CGR112 apresentou a maior média, 1,37 uM/mL
de equivalente de Trolox. Enquanto as amostras CGR106 e CGR126, 1,34 e 1,33 uM/mL. Ja a
menor média dentre os 6leos essenciais ocorreu na CGR112 (0,74 uM/mL). Dentre os padrdes,
verificou-se que as amostras referentes ao composto eugenol (CGR126E e CGR106E)
obtiveram as maiores medias, 1,35 e 1,34 uM/mL, respectivamente. Dentre os padrdes testados
em concentracdo pura, a amostra do composto Metil eugenol foi superior as demais, exibindo
1,36 uM/mL equivalente de Trolox.

A natureza complexa do radical ABTS o faz bastante estavel, tornando a interagédo
entre o antioxidante dependente do tempo, por isso muitas vezes curvas de tempo sdo
preparadas, uma vez que este radical pode ser neutralizado tanto pelos mecanismos de
transferéncia de elétrons (SET), como por mecanismos de transferéncia de atomos de
hidrogénio (HAT). Os ensaios com ABTS, também conhecidos como método de capacidade
antioxidante equivalente de Trolox — TEAC antioxidante andlogo da vitamina E, tém sido
empregados na determinacdo da capacidade antioxidante em diferentes matrizes, de carater
hidrofilico, como extratos vegetais, ou lipofilico, como os dleos essenciais, sdo, (CRAFT et al.,
2012; BOROSKI et al., 2015; RIBEIRO e JORGE, 2015).

Em estudos utilizando a espécie C. malambo, cujo componente principal identificado
foi o metil eugenol (63,5%), a atividade antioxidante do 6leo essencial pelo método ABTS foi
superior aos antioxidantes sintéticos butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT),
bastante utilizados tanto na industria farmacéutica, como na alimenticia, resultando em 2,18
mM/mL equivalente de Trolox, porém ndo foram realizados testes com o composto isolado
(JARAMILLO et al., 2010).

Em C. tetradenius (Tabela 4) as amostras CTE53 (1,21 uM/mL), CTE13 (1,20
uM/mL) e CTE31 (1,19 uM/mL) apresentaram os maiores valores de equivalente de Trolox,
diferindo estatisticamente entre si. No que concerne aos compostos isolados em concentragdo
equivalente a encontrada nos Oleos essenciais, estes possuiram meédias inferiores, mas
demonstraram significativa atividade ao serem testados em concentragéo pura (Canfora (P),
1,8-cineol (P) e a-pineno (P).

Diferentemente a espécie Croton conduplicatus, cuja composi¢do quimica foi
semelhante a C. tetradenius apresentando o0s compostos 1,8-cineol, «a-felandreno,
biciclogermacreno e espatulenol como majoritarios, demonstrou significativa atividade nos
6leos essenciais obtidos em periodo seco (11,34ul mL™Y) e chuvoso (11,2pug mL™?) com
resultados superiores ao padrdo Trolox (1,79ug mL™), utilizado como comparativo, ja que ndo
foram feitos testes com os compostos isoladamente (ALMEIDA et al., 2015).

Compostos que apresentam determinadas estruturas, como grupamentos hidroxila
ligados ao anel aromatico (Figura 1) apresentam um fraco carater acido, sendo, portanto, aptos
em doar a&tomos de hidrogénio com um elétron desemparelhado, radical que € estabilizado pelas
estruturas de ressonancia decorrente da deslocalizacéo dos elétrons na molécula. Porém, quando
testados isoladamente do dleo essencial, apresentam baixa atividade, indicando que outros
constituintes com estrutura quimica diferente podem contribuir para esta atividade (LIMA e
CARDOSO, 2007; TONGNUANCHAN e BENJAKUL, 2014).

A B € D E

Figura 3. Compostos quimicos a-pineno (A), canfora (B), 1,8-cineol (C), espatulenol (D) e p-
cimeno (E). Fonte: BASER e BUCHBAUER, (2010).
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4.3.5 Determinacéo da co-oxidacio do p-caroteno/acido linoleico

Os Oleos essenciais de C. grewioides e C. tetradenius apresentaram capacidade
protetora ao ensaio de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico, impedindo a formagdo de
radicais lipidicos via oxidagéo do acido linoleico, mantendo ou reduzindo a perda do cromoéforo
laranja original do p-caroteno.

Os maiores valores de inibicdo da oxidacdo referentes a C. grewioides (Tabela 3),
foram evidenciados na amostra CGR126, com 77,88%, seguido por CGR106 (49,26%),
CGR112 (35,04%) e CGR104 com menor porcentagem de inibicdo de oxidacdo (16,56%).
Quanto a capacidade antioxidante dos compostos isolados, observou-se um aumento gradual
nos resultados de inibigdo, obtidos em fungdo das suas porcentagens na composi¢do dos 6leos
essenciais. Em ordem gradativa, verificou-se 53,07% de inibigdo da oxidagdo do [3-caroteno na
amostra Eugenol (P), 50,65% (CTR126E) e 30,11% na amostra CGR106E. 34,20% de inibicéo
pelo composto Metil eugenol (P) em concentracdo pura, 32,16% obtida pela amostra
CGR112ME e 22,77% de inibicdo na CGR126ME. J& a amostra CGR106MC apresentou 0
menor resultado, 2,40%, enquanto a amostra equivalente a concentracdo pura do mesmo
composto (Metil chavicol P) possuiu inibicéo de 24,68%.

Em C. tetradenius os valores de inibicdo nos Oleos essenciais CTE31 (24,17%),
CTE53 (21,29%) e CTE13 (20,54%) ndo apresentaram diferenca estatistica, diferindo apenas
do CTE42, que apresentou 7,07% de inibicdo da oxidacdo. No geral, os compostos isolados
foram estatisticamente iguais aos seus respectivos 6leos essenciais, sendo que a maior média
de inibicdo foi verificada no composto a-pineno (P), na concentracdo pura, resultando em
25,47% de inibicdo da oxidagéo do B-caroteno.

Almeida et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes a capacidade protetora dos
6leos essenciais da espécie C. conduplicatus, os 6leos essenciais extraidos no periodo seco cuja
composi¢do apresentou p-cimeno, 1,8-cineol, espatulenol, oxido de cariofileno obtiveram
19,26-27,28%, e 1,94-31,39% de inibi¢do de oxida¢do do B-caroteno nos Oleos essenciais
obtidos em periodo chuvoso, com composi¢do quimica constituida pelo p-cimeno, 1,8-cineol,
a-felandreno, biciclogermacreno, (E)-cariofileno e espatulenol.

Neste estudo foram encontradas diferencas tanto no que diz respeito as diferentes
espécies, quanto a presenca/auséncia de constituintes, bem como sua quantidade na amostra.
Observou-se que alguns destes constituintes foram encontrados em diferentes proporcdes em
C. grewioides e C. tetradenius, o que retrata possivelmente a acdo de influéncias ambientais e
genéticas na modulacdo quimica e quantitativa dos compostos presentes nos 6leos essenciais
(BASER e BUCHBAUER, 2010; ANGELICO et al., 2012), ja que estes sdo fatores que
influenciardo diretamente na atividade antioxidante.

Os 6leos essenciais de C. grewioides obtiveram resultados mais promissores, pois para
a realizacdo dos referidos testes utilizou-se menores concentracfes dos 6leos essenciais, 1l
mLt. Enquanto que para C. tetradenius foram utilizados 10l mL™* no preparo das amostras.
Todavia deve-se salientar que os 6leos essenciais dessa espécie apresentaram maior quantidade
de constituintes quimicos, o que indica possivelmente haver sinergismo entre 0S compostos.
Diferentemente de C. grewioides cuja composi¢do quimica apresentou menor quantidade de
compostos, sendo estes em altos teores, como por exemplo o eugenol, ao qual atribuiu-se como
agente antioxidante devido aos promissores resultados obtidos.

Os fenilpropanoides que apresentam em sua estrutura grupamentos metdxi (CHszO) e
hidroxila (OH), como eugenol, metil eugenol e metil chavicol (Figura 2), podem apresentar
diferentes respostas, desde uma atividade moderada a alta, ou mesmo agir sinergisticamente
entre si e com outros compostos, levando ao aumento da resposta antioxidante (LIMA e
CARDOSO, 2007; TONGNUANCHAN e BENJAKUL, 2014). Em contrapartida, alguns
compostos como a-pineno, S-pineno, y-terpineno e p-cimeno apresentam baixa atividade
antioxidante quando isolados do 6leo essencial, indicando haver acdo sinérgica com outros
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compostos (ZHANG et al.,, 2006; LIMA e CARDOSO 2007; CRAFT et al., 2012;
TONGNUANCHAN e BENJAKUL, 2014).

Figura 4. Compostos quimicos eugenol (A), metil eugenol (B) e metil chavicol (C). Fonte:
BASER e BUCHBAUER, (2010).

Dessa maneira, apesar dos métodos utilizados serem direcionados a matrizes
hidrofilicas, devido as baixas concentracdes requeridas dos 0leos essenciais de C. grewioides e
C. tetradenius, importante fator que caracteriza acdo antioxidante, evidencia-se a partir desse
estudo que ambas possuem capacidade antioxidante.

4.4. Conclustes

Os Oleos essenciais das espécies C. grewioides e C. tetradenius apresentaram
capacidade antioxidante diante dos métodos de captura do radical livre DPPH, captura do
radical livre ABTS, reducéo de ferro — FRAP e B-Caroteno/acido linoleico. Os 6leos essenciais
CGR106 e CGR126, de C. grewioides, 0s quais apresentaram em sua composi¢éo eugenol,
demonstraram os melhores resultados entre os métodos testados, sendo que este composto foi
superior aos demais. Os Oleos essenciais de C. tetradenius foram mais eficientes que 0s
compostos isolados em todos os testes. A partir desses resultados, verifica-se que os 06leos
essenciais de C. grewioides e C. tetradenius apresentam perspectivas como agente e fonte de
antioxidantes a serem utilizados em industrias farmacéuticas e alimentares.
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