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Introduciao

O género Croton L. pertencente a familia Euphorbiaceae, conta com aproximadamente
1300 espécies, ocorrem em regides de clima tropical e esta presente nos continentes Americano,
Africano e Asiatico (ALMEIDA-PEREIRA et al, 2019). Devido a variedade de metabolitos
encontrados, as suas espécies sao objeto de varios estudos fitoquimicos e bioldgicos.

Pesquisas bibliogréficas realizadas para o género destacam a presenga de classes
metabolicas como flavonoides, polissacarideos, diterpenos, terpenos oxigenados (classe
marcadora do género) e esteroides (OLIVEIRA et al., 2022), com diversas atividades
farmacoldgicas, como: anti-inflamatdrio, anti-hipertensivo, antifungico, antimicrobiano,
antidiabético, antioxidante, anti nociceptivo € antitumoral, apesar de algumas espécies de
Croton serem consideradas toxicas (GUERRA JUNIOR et al., 2022).

A Croton tetradenius Baill., conhecida popularmente na Comunidade Quilombola de
Trés Lagoas (Amargosa-BA) como Barba de bode, ¢ uma espécie endémica do Brasil que
ocorre principalmente na regido nordeste € na medicina popular € utilizada para o tratamento
de constipagdes intestinais.

Muitas espécies do género Croton, sdo plantas aromaticas, produzindo oOleos
essenciais, compostos majoritariamente por terpenos, com diversas propriedades bioativas,
tornando-os atrativos para estudos de suas composi¢des quimicas e atividades bioldgicas.
Para C. tetradenius sdo encontrados estudos do oleo essencial, sendo que para espécies de
origem nacional, dois s3o realizados com espécimes coletados no estado da Bahia e sete no
estado de Sergipe.

No entanto, ndo existem relatos de estudos quimicos ou farmacoldgicos para os
extratos da espécie, sendo estes o objeto de pesquisa deste trabalho, que visa apresentar a
analise da composi¢do dos constituintes fixos, investigar algumas de suas potencialidades e
contribuir com a quimiotaxonomia de C. fetradenius.

Os compostos antioxidantes postergam as reacdes de degradacdo oxidativa das células
por meio do sequestro de radicais livres. Eles podem influenciar outras bioatividades, como
por exemplo, atuar em processos inflamatdrios, auxiliando na recuperagao do organismo e até
mesmo inibindo reagdes associadas como, por exemplo, a dor no organismo humano.
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Desta forma, a atividade antioxidante de Croton tetradenius foi escolhida para ser
analisada devido a importancia para a farmacologia da descoberta de novos compostos
naturais que apresentam essa capacidade.

Material e Métodos

A espécie foi coletada em quintais dos moradores da comunidade de Trés Lagoas
(Amargosa - Bahia), e a sua excicata enviada para o Herbario da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, sendo catalogada sob HURB n° 6573. Os extratos foram obtidos a partir
do material seco em temperatura ambiente, moidos e macerados com hexano, acetato de etila
e metanol. O material filtrado foi concentrado com uso do rotaevaporador, obtendo-se 6
extratos brutos: dos galhos em acetato de etila - BCA; em hexano - BCH; e em metanol -
BCM; e das folhas em acetato de etila - BFA; em hexano - BFH; e em metanol - BFM.

Foi realizado o método de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH¥*),
descrito por Ribeiro, et al. (2023),para determinar a atividade antioxidante (AA) dos extratos
na forma de solugdes metandlicas. A curva de calibracdo do radical foi construida com
concentracdoes de 0 a 60 pg/mL, e os extratos foram testados em faixas de concentracao
variadas. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro com leitor de placas de 96
pogos (VersaMaxTM Microplate Reader, EUA). O metanol foi usado como branco e os
resultados foram calculados, apresentados como IC50% (concentracdo do extrato necessaria
para inibir 50% da concentrag@o do radical).

Para a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS) foram preparadas solugdes estoque de 1mg/mL dos extratos em alcool metilico,
grau HPLC, filtradas com membranas de 0.45 pum. 500 pL dessas solugdes foram diluidos em
500 pL de acetonitrila e injetados no equipamento.

Utilizou-se uma coluna C18 (3.0 mm x 150 mm, 2.6 pm, Kinetex, Phenomenex) a
40°C, com gradiente de elui¢do: 25% por 2 min; 25 até 80% em 20 min; e 80 até 90% por 2
min. E recondicionamento com 25% por 5 min. O fluxo de inje¢do utilizado foi de 0.2
mL/min. E para analise por espectrofotometria de massas, foi realizada a configuracdo de 50 a
1000 m/z, 3,2 kV na interface ESI, no modo de ionizagdo positivo.

Os dados brutos tridimensionais, obtidos pela UPLC-MS, foram processados no
software XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/), gerando tabelas com informagdes sobre os

tempos de retencdo alinhados, relacdo massa/carga (m/z) e dareas correspondentes,
representando a intensidade de cada metabdlito nas amostras.

Os metabolitos foram identificados investigando as razdes m/z na biblioteca do banco
de dados Human Metabolome Database - HMDB (https://hmdb.ca/spectra/ms/search) e por
comparacdo com razdoes m/z de substancias identificadas em outras espécies do género,
citadas em estudos. Foi considerado um desvio maximo de 3 ppm; e os adutos de [M+H]" ou
[M+Na]".


https://xcmsonline.scripps.edu/
https://hmdb.ca/spectra/ms/search
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Realizou-se a  andlise  estatistica no  software = MetaboAnalyst 6.0
(http://www.metaboanalyst.ca). Aplicou-se a normalizagdo pela mediana, a transformacao
pela raiz ctibica e o dimensionamento pela escala de Pareto. Os dados referentes & composi¢ao
quimica foram analisados por PLS-DA e a atividade antioxidante foi analisada por correlagdo
linear.

Resultados e Discussiao

Apresentar tabelas, graficos, etc. Na discussdo, se for o caso confrontar os dados
obtidos com os da literatura, em espago simples, fonte Times New Roman, tamanho 12,
justificado. Méximo de 8.000 caracteres com 0s espagos.

Apds o tratamento dos dados, foram identificados um total de 47 metabolitos, dos
quais 23 foram definidos com os seus isdmeros. As classes majoritarias foram os flavonoides
e os terpenos, sendo os compostos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Flavonoides e terpenos presentes nos extratos brutos de C. tetradenius.

Observacio sobre

Classe (quantidade) estrutura Compostos
Delfinidina; Canzonol V; Grossamida; Malvidina 3-ramnosideo;
Com estruturas Delfinidina 3-cafeoilglicosideo; e
definidas . . L,
3-Cafeoilpelargonidina 5-glicosideo.
) Laricitrina, Patuletina ou 4',5,6,7 8-Pentahidroxi-3'-metoxiflavona;
Flavonoides (11) Chandalone ou Mammegin;
jm dos is8 Apigenina 7-arabinosideo ou
/m dos 1Someros 5-Hidroxi-3,3",7 8-tetrametoxi-4',5'-metilenodioxiflavona;
Malvidina 3-arabinosideo ou Peonidina 3-galactosideo;
Cianidina 3,5-diglicosideo ou Cianidina 3,5-digalactosideo.
Com estruturas 25(R)-Hidroxiprotopanaxadiol; Alisol A 24-acetato;
definidas Cucurbitacina E; e Bakuchiol.
Terpenos (8) Cadaleno ou Guaiazuleno:

j-trans-guaieno, f-cariofileno, § ou f-elemeno;
bicilogermacreno ou espatulenol;
(97.,9'Z)-Metilbixina, cis ou trans-Metilbixina.

Um dos isdmeros

Outros classes metabolicas foram identificados em menores quantidades: 3 alcaloides;
um composto alquilglicosinolato; 4 amidas; 1 amina; 1 aminodlcoois; 1 benzodioxina; 1
benzofenona; 1 carbazol; 1 composto carbonilico; 1 cumestano; 1 diarilheptanoides; 1 éster; 1
esteroide; 1 fenilpiridina; 2 fenilpropanoides; 1 hidrocarboneto insaturado; 2 lignanas; 1
pirrolidina e 1 quinolina.

Dentre os terpenos isoméricos, os sesquiterpenos de féormula molecular (FM) C;sH,, e
C,sH»,0, e o fenilpropanoide Metileugenol, foram relatados em outras espécies de Croton.

Para os 1isomeros de FM CH,, relatam-se atividades antimicrobianas,
anti-inflamatdrias e potencial anticancer, para o B-guaieno (ADENIYT ef al., 2024); efeitos
anti-inflamatdrio, anticonvulsivantes e analgésicos (FRANCOMANO et al., 2019),
neuroprotetores, antioxidante, cardioprotetora,  hepatoprotetora,  gastroprotetora,
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nefroprotetora, antimicrobiana e imunomoduladora (MACHADO et al, 2018) no
B-cariofileno; atividade antitumoral, para o B-elemeno (HU et al., 2017); e potencial
antioxidante para o d-elemeno (FEITOSA ef al., 2024).

Para os sesquiterpenos de FM C,5H,,0, sdo reportadas atividade antifingica (SILVA et
al., 2007) e efeito larvicida (GOVINDARAJAN, BENELLI; 2016) para o biciclogermacreno;
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antiproliferativas e antimicobacterianas (DO
NASCIMENTO et al., 2018) e repelente (CANTRELL et al., 2005) para o espatulenol.

E o metileugenol ¢ utilizado como aromatizante alimentar, com propriedades
inseticidas (HUANG et al.,2002), um potencial efeito antinociceptivo (YANO et al.,2006) e
carcinogénico genotoxico (DE VINCENZI et al., 2000).

A analise por PLS-DA forneceu um grafico de “Scores Plot” (Figura 1), que
possibilita observar a classificagdo dos dados. O primeiro componente explica 43,3% da
variancia total, enquanto o segundo explica 21,6% da variancia total.

Fig 1. Scores Plot de PLS-DA dos extratos brutos de C. fetradenius.
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Fonte: MetaboAnalyst 6.0

A andlise do dendrograma de agrupamento hierarquico (Figura 2), permite agrupar

observagoes semelhantes entre as amostras e visualizar padrdes implicitos em toda a estrutura
de dados.
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Fig 2. Analise de agrupamentos dos extratos brutos de C. tetradenius.
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Fonte: MetaboAnalyst 6.0.

O heatmap (Figura 3), indica as variacdes de concentracdo dos metabolitos nos
diferentes extratos, utilizando cores que variam do vermelho ao azul para indicar a
intensidade em cada um.
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Fig 3. Heatmap dos extratos brutos de C. tetradenius.
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Fonte: MetaboAnalyst 6.0.

Estas ferramentas permitiram identificar que hé semelhancgas entre os extratos BCA e
BCM, BFA e BFM e entre BCH ¢ BFH, nos quais estdo mais concentrados sete dos oito
terpenos identificados.

Os resultados indicam que os compostos extraidos das folhas em acetato de etila e em
metanol apresentam semelhangas, como polaridades intermediarias, podendo ser extraidos
pelos dois solventes. Esta mesma observacao justifica a semelhanga entre BCA ¢ BCM.
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E que a semelhanga observada entre BCH e BFH deve-se a similaridade das
composi¢des de ambos quanto aos compostos menos hidrofilicos, pois o hexano, solvente
mais hidrofobico utilizado nas extragdes, conseguiu extrair espécies quimicas semelhantes e
em quantidades parecidas destas duas diferentes partes da planta.

Observa-se, pela andlise visual do heatmap, que BCH concentra 6 dos 8 terpenos:
3-Cafeoilpelargonidina 5-glicosideo (N°43); um dos isOmeros sesquiterpénicos de FM
C,5H,40 (N°8); um dos diterpenos de C,;H;,04 (N°32); 25(R)-Hidroxiprotopanaxadiol (N°38);
Bakuchiol (N°11); e um dos sesquiterpenos de FM C,sH,, (N°6). E o BFH concentra um dos
isomeros sesquiterpénicos de FM CsH s (N°5) e tem a segunda maior concentragdo do N° 8,
11e6.

A maioria dos terpenos identificados sdo oxigenados, relatados nas pesquisas
bibliograficas como marcadores quimiotaxondmicos do género. Estando presentes
majoritariamente no extrato hexanico, indica que as interacdes estabelecidas com o solvente
sdo suficientes, influenciado pelo fato do hexano ter sido o primeiro solvente empregado nas
extracoes sucessivas, tendo uma maior disponibilidade dos compostos passiveis de extragao.

Os flavonoides atuam como pigmentos vegetais e desempenham uma fung¢do protetora
contra a radiagado UV (BABU e LIU, 2019). Foi observado que a maioria dos identificados
concentram-se no BFM, e pode estar associada ao fato da area superficial das folhas ser maior
os caules e raizes, além de ter pigmentos e estarem mais expostas a agentes externos,
necessitando de mais protecdo. Considerando a estrutura polifendlica de muitos flavonoides,
era esperado que o solvente mais efetivo na extracdo fosse um solvente mais hidrofilico,
como o metanol.

Investigar o potencial antioxidante de vegetais viabiliza a descoberta de novos
fitoterapicos, uma vez que essa agao pode estar diretamente associada a outras fungdes, como:
anti-inflamatoéria, analgésica e antitumoral. Compostos fenolicos sdo capazes de doar
hidrogénio para a estabilizagdo de um radical livre, formando radicais intermediarios que se
estabilizam por ressonancia. Considerando esta estabilidade, eles apresentam alta capacidade
antioxidante e retardam a degradacdo oxidativa das células. Assim, os flavonoides, classe
mais representativa no extrato de C. tetradenius, sdo bastante atrativos pelas atividades que
podem exercer.

No entanto, outras classes também podem atuar como antioxidantes, estabilizando os
radicais por diferentes mecanismos como: a doagdo formal de 4&tomos de hidrogénio, a partir
de ligacdes fracas entre o hidrogénio e atomos com alta eletronegatividade; reacdes de adigdo
a sistemas poli-insaturados, com formagdo de radicais pouco reativos ao O,; processos de
co-oxidagdo caracterizados por reacdes rapidas de terminag¢do cruzada e ainda por extin¢do
catalitica do superoxido (FOTI; AMORATI, 2009). Mas como a estabilidade do radical
derivado destas reagdes pode ser mais fraca, o potencial antioxidante sera diminuido.

Os testes de sequestro de radical DPPH possibilitaram determinar a AA dos extratos
BCA (ICsy, = 258,77 £ 5,74 pg/mL); BCH (ICyp, = 809,42 + 5,61 pg/mL); BCM (ICsy, =
131.21 + 1,24 pg/mL); e BFA (ICsy, = 81,89 £ 6,36 ug/mL). Observa-se que a espécie
apresenta atividade antioxidante relativamente baixa.
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Ao realizar a analise de correlagdo de padrdes lineares, utilizando esses valores de
quantificagdo como parametro, foram obtidos 23 metabdlitos que mais influenciam na
atividade

Fig 4. Correlagao entre a atividade antioxidante e os metabolitos dos extratos de
Croton tetradenius.
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Tabela 2. Compostos que influenciam positivamente a atividade antioxidante dos extratos de
C. tetradenius.

N Composto Formula molecular Classe
N°41 . .
Alisol A (24-acetato) Cy,H5,0, Triterpeno
N°44 Condrocurina Cy Hy NSO, Alcaloide
N°14 Linoleamida C,sH;sNO Amida
N°30 Aschantina ou Hemiariensina ou Isoyateina Cy,H5,04 Lignanas
o (E)-1,7-difenilhept-4-en-3-ona ou . . .
N°12 (4E,6Z)-1,7-difenilhepta-4.6-dien-3-ol C,sH,,0 Dianlheptanoides lineares
N°36 Malvidina 3-ramnosideo Cy:H,50, Antocianina
N°27 Lepidina C C5 Hy N4 O, Alcaloide
N°31 Chandalone ou Mammegin C5:H,,05 Flavonoides
N° 34 Lirnoresinol A ou (+)-Seringaresinol C5,H,,04 Lignanas furanoides
N°39 . - L -
24-Epibrassinolida ou Brassmolida CysHyO4 Lactonas esteroidais
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Os baixos coeficientes de correlagao observados, < 0.5, indicam que as correlagdes
positivas que mais influenciam, ndo sdo altas para a AA e ao analisar a estrutura dos
metabolitos tabelados, observa-se que a capacidade redutora daria-se por um mecanismo de
estabilizacdo menos eficiente, que resultaria numa baixa AA. Estando de acordo com os
resultados dos testes de sequestro do radical do DPPH para C. tetradenius.

Tabela 3. Compostos que influenciam negativamente a atividade antioxidante dos extratos de
C. tetradenius.

N°® Composto Formula molecular Classe

N°S Cadaleno ou Guaiazuleno C,Hyg Sesquiterpeno
N°20 Dehidrofitoesfingosina C,sH3;NO; 1,3-aminodlcooi
N°37 Neoglucobrassicina ou 4-Mcluxlg_.lqcubmsswma ou € HuNO,S, Alquilglucosinolato

5-Metoxiglucobrassicina
Nl 3-prop-2-enilciclohexeno ou C.H Hidrocarboneto
2,3-dimetilbiciclo[2.2.1]hept-2-eno o
N°l1 Bakuchiol CsH,0 Monoterpenoide aromatico
N°46 Cianidina-3,5-diglucosideo ou Cianidina 3,5-digalactosideo CHyiO6 Antocianina
N°28 Clusiafenona B CyH,0, Benzofenona
N°8 Biciclogermacreno ou Espatulenol CsH,,0 Sesquiterpo
N°13 9-Octadecenal CisH,0 Aldeido graxo
N°15 Laurocapram ou 9-Octadecenamida ou Oleamida C,sH;sNO Amida
BN i -Mahaninz D e £ p
N"26 Mucoenina B ou (R)-Mahanina ou Pirafolina D CHoNO, Carbazol
2,6-Dimetilquinolina ou 4,8-Dimetilquinolina ou . i
oy ;

N2 2,4-Dimetilquinolina CuHuN Gl
N°24 13-Docosenamida Cy,HiNO Amida

N°43 Malvidina 3-arabinosideo ou Peonidina 3-galactosideo CaHnOs Anociaring

Dentre os compostos que influenciam negativamente estdo alguns fenolicos, como a
antocianina N°43. Que poderiam estabilizar o radical livre inicial e originar um radical com
uma alta estabilidade, por deslocalizagdo do elétron desemparelhado. Mas a influéncia
negativa deve-se provavelmente a presenca destes compostos em quantidades maiores nos
extratos que apresentaram baixa AA, porém, em baixas concentragdes, considerando a
composicao total dos extratos.

Conclusoes

ApoOs as analises realizadas, pode-se observar que uma diversidade de classes
metabolicas compde os extratos de C. tetradenius, porém, destacam-se a presenca de
flavonoides e terpenos, sendo alguns destes ja relatados para outras espécies de Croton,
podendo ser potenciais marcadores quimiotaxonémicos do género.

A espécie apresenta atividade antioxidante moderada que pode ser justificada, a partir
da analise de correlacao linear, em que os compostos responsaveis pela AA apresentam baixos
potenciais antioxidante, e os que tém altos potenciais, encontram-se em baixissimas
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concentragcdes nos extratos que possuem as atividades antioxidantes mais altas, ndo sendo
portanto suficientes para influenciar na atividade.

Os compostos identificados nos extratos de Croton tetradenius, ja relatados para outras
espécies do género, apresentam uma ampla bioatividade nas quais incluem as atividades
anti-inflamatoria e analgésica. Essas agdes sdo influenciadas pela atividade antioxidante
proveniente dos efeitos isolados de cada substancia ou por meio sinergismo entre as classes de
metabolitos, como: flavonoides, terpenos, alcaloides e amidas, corroborando com a atividade
antioxidante observada a qual potencializa o seu uso medicinal da espécie.

A partir dos resultados observados, a espécie pode ser considerada atrativa para o
desenvolvimento de estudos fitoquimicos mais aprofundados, para investigar as
potencialidades apresentadas e o efeito observado pela comunidade, sendo necessarios
investigagcdes mais especificas.
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