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Resumo

O género Croton pertencente a familia Euphorbiaceae é encontrado em areas
tropicais e subtropicais de todo o mundo. No Brasil, 0os representantes deste
género, sdo utilizados por possuirem atividades biolégicas conhecidas. De
acordo com a literatura, a espécie estudada no presente trabalho, Croton
pulegioides, conhecido popularmente como Zabelé, ndo possui estudos
fitoquimicos nem biolégicos anteriores. Portanto, este trabalho contribui para a
elucidacdo dos grupos de metabdlitos presentes na planta, bem como para o
conhecimento sobre as atividades bioldgicas testadas. No trabalho foi feito um
estudo fitoquimico, onde foram investigados e identificados os grupos de
metabolitos secundarios dos extratos da raiz, do caule e das folhas da planta,
através de cromatografia em camada delgada. Foram evidenciada a presenca
de alcalbéides, flavondides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos,
esterdides e proantocianidinas, ja citadas na literatura para outras espécies do
mesmo género. Na analise do 6leo essencial, foram identificadas 6 possiveis
moléculas, sendo algumas delas, ja relatadas para outras espécies de Croton.
A atividade antimicrobiana, ja relatada para outras espécies do mesmo género,
foi confirmada para o C. pulegioides através de testes com os trés extratos ja
mencionados para as cepas de Staphylococcus aureus AM 103,
Staphylococcus epidermidis AM 235, Staphylococcus saprophyticus AM 245,
Enterococcus faecalis AM 1056, Pseudomonas aeruginosa AM 206,
Escherichia coli AM 1050, Klebsiella pneumoniae AM 410, Bacillus subtilis AM
04, Candida krusei AM 1168, Candida tropicalis AM 1181, Candida albicans AM
1140, utilizando-se a técnica de diluicdo em pocos. O teste de citotoxicidade foi
realizado utilizando-se 3 linhagens especificas de células tumorais: HT29
(carcinoma de célon - humano), HEp-2 (carcinoma de laringe - humano) e NCI
H-292 (cancer de pulmdo— humano. Os trés extratos, bruto e seco da raiz,
caule e folhas, testados obtiveram percentual de inibicdo do crescimento
celular (IC%) das amostras nas 3 linhagens tumorais testadas. Para as
atividades farmacologicas, foi testado extrato bruto seco da raiz da planta. Para
cada teste foram utilizadas 3 doses em diferentes concentragdes. Foi realizado
o0 teste de toxicidade aguda. Nenhuma dose apresentou toxicidade nos
animais. Apos essa avaliacdo, foram feitos testes anti-inflamatorios - edema de
pata e peritonite, os quais obtiveram resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Croton pulegioides; atividade antimicrobiana; Atividade

farmacoldgica; Citotoxicidade in vitro



ABSTRACT

The genus Croton belonging to Euphorbiaceae family is found in tropical and
subtropical areas worldwide. In Brazil, the representatives of this genus are
used because they have known biological activities. According to the literature,
the species studied in this work, Croton pulegioides, popularly known as
Zabelé, has no previous biological or phytochemical studies. Therefore, this
work contributes to the elucidation of groups of metabolites present in the plant,
as well as knowledge about the biological activities tested. In this work was
done in a phytochemical study, which were investigated and identified groups of
secondary metabolites from extracts of the root, stem and leaves of the plant,
by thin layer chromatography. Were identified alkaloids, flavonoids,
monoterpenes, sesquiterpenes, triterpenes, steroids and proanthocyanidins,
already cited in the literature for other species of the genus. The antimicrobial
activity, as reported for other species of the genus, has been confirmed for C.
pulegioides through tests with the three extracts mentioned above for the
strains of Staphylococcus aureus AM 103, AM 235 Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus AM 245, AM 1056 Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa AM 206, Escherichia coli AM 1050, Klebsiella
pneumoniae 410 AM, Bacillus subtilis AM 04, Candida krusei AM 1168,
Candida tropicalis AM 1181, Candida albicans AM 1140, using the technique of
dilution wells. The cytotoxicity assay was carried out using 3 strains peculiar to
tumor cells: HT29 (colon carcinoma - human), HEp-2 (laryngeal carcinoma -
human) and H NCI-292 (human lung cancer. The three extracts tested had a
percentage of inhibition of cell growth (IC%) of the samples in three tumor cell
lines tested. For pharmacological activity was tested root extract of the plant.
For each test three doses were used in different concentrations. test was
performed toxicity acute. No dose showed toxicity in animals. Following this
assessment, tests were given anti-inflammatories - paw edema and peritonitis,
which they obtained satisfactory results.

KEY-WORDS: Croton pulegioides; antimicrobial activity; farmacologic activity
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1 INTRODUCAO

7

O uso de plantas medicinais € feito desde épocas remotas e o
conhecimento sobre as propriedades terapéuticas destas plantas vem sendo
acumulado durante séculos, representando, muitas vezes, o Unico recurso
terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos. As observacoes
populares contribuem para a divulgacao das virtudes terapéuticas dos vegetais,
pelos efeitos medicinais que produzem; apesar de, geralmente, ndo terem seus
constituintes quimicos conhecidos, mas tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas ao longo dos anos (MACIEL et al.,
2002).

Antes do século XIX, a maioria dos recursos terapéuticos existentes era
constituida por plantas e extratos, sendo estes a parte qualitativamente mais
importante da terapéutica na época (SCHENKEL et al., 2001). Com o aumento
progressivo do setor industrial apos a Segunda Guerra Mundial, os “remédios
vegetais” foram gradativamente substituidos nas farmacias por medicamentos
com substancias ativas extraidas ou derivadas sinteticamente de plantas
(LAPA et al.,, 2001). Segundo Calixto e Rates, 2001, cerca de 50% dos
medicamentos utilizados eram de origem sintética e 25% eram de origem
vegetal, isolados diretamente ou sintetizados a partir de um precursor vegetal.

Apesar do consideradvel aumento do numero de medicamentos
sintéticos, nas ultimas décadas, de acordo com BAGATINI; SILVA; TEDESCO
(2007) o aumento no interesse popular no uso de plantas medicinais para fins
terapéuticos tem sido muito significativo. Este fato se deve a alguns fatores
como o interesse sobre estudos da biodiversidade, bem como o dificil acesso
da populacéo, principalmente dos paises subdesenvolvidos, aos medicamentos
sintéticos (FILHO E YUNES, 1998; CALIXTO, 2000; TAYLOR E SATDEN,
2001).

Segundo Suffredini et al. (2004), cerca de 20% das plantas encontradas
no mundo estdo sendo submetidas a testes biologicos e/ou farmacologicos. De
acordo com a OMS, entre 60-80% da populacdo mundial utiliza a medicina
tradicional ou a fitoterapia no tratamento de véarias doencas. Portanto, a
observacéo do uso tradicional e o estudo etnofarmacoldgico sdo necessarios
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para o desenvolvimento de fitoterapicos, a partir de plantas com propriedades
terapéuticas (SCOPEL, 2005).

Apesar de toda importancia atribuida as plantas, o seu potencial é ainda
pouco explorado, pois apenas recentemente estas se tornaram objeto de
estudo cientifico (BARROS, 2008). O conhecimento a respeito das
propriedades terapéuticas das plantas € um requisito essencial para a
transformacdo da planta medicinal em um produto fitoterapico. Sendo assim,
pesquisa com plantas medicinais tem sido e continua a ser considerada uma
alternativa importante na busca de novas drogas com propriedades
terapéuticas. Logo, a ampliacdo da producdo cientifica referente a plantas
medicinais é de grande importancia, pois desta forma podera ser criada uma
base cientifica para a prescricdo de drogas vegetais em que a eficacia e
toxicidade possam ser previstas e posteriormente avaliadas, além da
implantacdo de avaliacdes farmacoldgicas e metodologias para o controle de
qualidade (CALIXTO, 2000).

O Brasil, como ja é conhecido e amplamente divulgado, é detentor
da maior biodiversidade do planeta, possuindo humerosas espécies produtoras
de substancias bioativas, pertencentes aos diferentes Reinos. Além da
diversidade biologica, no territorio brasileiro também se destaca a diversidade
de biomas e ecossistemas a eles associados, o que implica em enorme
variedade de taxons a serem estudados pelos diversos segmentos da ciéncia.
Da mata atlantica do estado de Pernambuco sdo mencionadas numerosas
espécies de plantas que produzem substancias curativas. Até o momento,
essas plantas sé8o apenas parcialmente estudadas do ponto de vista

taxondémico, quimico, fisiolégico e poder bioativo de suas moléculas.

Estudos etnobotanicos efetuados em diferentes paises e continentes
tém demonstrado a predominancia do grupo de plantas medicinais dentre as
demais categorias de uso. Considerando a grande diversidade de espécies no
territorio brasileiro, acima apontada, pode-se facilmente deduzir o potencial de
produtos bioativos provenientes dos vegetais.

Diante dos relatos da literatura, diversas espécies do género Croton
apresentam atividade antimicrobiana e antiinflamatéria. Este trabalho deu

énfase na pesquisa ao estudo quimico e avaliacdo da atividade antimicrobiana



-20-

e antiinflamatéria de Croton pulegioides, encontrada no agreste do Estado de
Pernambuco, sobre a qual ndo se encontra ainda relatos de pesquisa ha
literatura (GONCALVES DE LIMA, 1963; CRAVEIRO et al 1981; ASTHANA et
al., 1989; LEMOS et al., 1992; MCCHESNEY et al., 1991)
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Contribuir para o conhecimento fitoquimico e biolégico de Croton
pulegioides Baill.(Euphorbiaceae)

2.2 Especificos

e Desenvolvimento do perfil fitoquimico do extrato seco da raiz, caule e
folhas de Croton puleigiodes;

¢ Avaliacao da citotoxicidade dos extratos brutos da planta;

e Avaliacdo das caracteristicas farmacoldgicas dos extratos do Croton
puleigioides, através de experimentos de toxicidade aguda e
experimentos antiinflamatérios como o edema de pata e a peritonite;

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto seco de Croton

puleigioides
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais:

O homem, durante o processo de evolugcao, utilizou os recursos
oferecidos pela natureza de diversas maneiras, com a finalidade de buscar
condicOes para sua sobrevivéncia e melhor adaptagcdo no meio em que vive. O
desenvolvimento do conhecimento humano veio da necessidade de
compreensao da relacdo homem/natureza e dominio do universo para o uso
em seu préprio beneficio (DI STASI, 1996).

Intuitivamente, o homem primitivo buscou solugbes para suas
necessidades basicas como nutricdo, reproducéo e protecdo. Através de suas
experiéncias e observacdes, sofreu um processo bioldgico evolutivo,
descobrindo nas plantas tratamento de injarias ou doencas. Além das plantas
benéficas, foram descobertas as nocivas capazes de matar e produzir
alucinacbes. Poderes sobrenaturais foram atribuidos aos primitivos que
detinham esses conhecimentos, passando a serem considerados magicos,
curandeiros ou feiticeiros (TEIXERA, 1994).

O processo de evolugdo da "arte da cura" se deu de forma empirica, em
processos de descobertas por tentativas, de erros e acertos (MORS, 1982).
Neste processo 0s povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e
de géneros vegetais bem como das partes dos vegetais que se adequavam ao
uso medicinal, o reconhecimento do habitat e a época da colheita (LEVI-
STRAUSS, 1989).

Todas as plantas produzem compostos quimicos como parte de suas
atividades metabdlicas normais. Esses compostos sao divididos em
metabdlitos primérios, como acucar e lipidios, encontrados em todas as
plantas, e em metabdlitos secundarios, encontrados apenas em algumas
plantas, sendo compostos ndo essenciais ao seu funcionamento basico, mas
que melhoram suas chances de reprodugdo e/ou sobrevivéncia contra
predadores. Acidentalmente, alguns desses metabdlitos secundarios, ao

mesmo tempo em que sao toxicos aos predadores da planta, por exemplo, tém
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efeitos benéficos quando usados para tratar doencas humanas. Tais

compostos sdo bastante variaveis em estrutura, sendo a
maioria, substancias aroméaticas.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal é
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos”. Fitofarmacos sdo medicamentos a base de plantas
que contém o principio ativo isolado, ou seja, uma substancia medicamentosa
isolada a partir de extratos de plantas (ou uma mistura de substancias ativas
isoladas de origem vegetal). Enquanto que fitoterapico, segundo a Secretaria
de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria no. 6 de 31 de janeiro de 1995, é “todo
medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou
para fins de diagnostico, com beneficio para o usuério. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final acabado,
embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes

farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente"

A historia do uso de plantas medicinais tem mostrado que elas fazem
parte da evolucdo humana e foram o0s primeiros recursos terapéuticos
utilizados pelos povos. As antigas civilizacdes tém suas proprias referéncias
histéricas acerca das plantas medicinais e, muito antes de aparecer qualquer
forma de escrita, 0 homem j& utilizava as plantas e, entre estas, algumas como

alimento e outras como remédio.

Em registros histérico, o estudo de plantas medicinais remonta
desde 2.600 a.C. com os sumerianos e babilénios. A “Taubinha Sumeriana”,
uma colecédo de textos médicos em tabletes de argila, contém registros dos
primeiros sintomas de doencas e a prescricdo para cada enfermidade, sendo
considerado o mais antigo tratado de medicina (PARKY, 1966, TEIXERA,
1994).
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A cultura chinesa, desde a dinastia Xia (2.100 a.C. a 1.600 a.C), devido
ao trabalho do lendario imperador Shennong, considerado o fundador e patrono
da farmacia chinesa e cujo nome significa “divino fazendeiro”, produziu a
primeira farmacopéia chinesa, com 365 plantas medicinais e seus usos, citando

plantas como ginseng, cinamomo, ruibarbo pedofilo e efedra (PARKY, 1966).

Os egipicios (1.500 a.C.) relatavam a utilizacdo de azeite, figo, cebola,
alho, funcho, acafréo, opio, horteld e pimenta. O "Papyrus Ebers", cole¢édo
egipcia contendo 811 prescricdes, menciona 700 drogas vegetais, minerais e
animais, incluindo salgueiro, acacia e sedativos extraidos de Ephedra
(TAVARES, 1996).

Apesar do desconhecimento sobre o verdadeiro poder das plantas, ou
seja, a acdo dos principios ativos, alguns cientistas representaram etapas
marcantes no desenvolvimento da ciéncia, desmistificando que a cura das

doencas era responsabilidade dos deuses (YAMADA, 1998).

Theophratus (370 - 280 a.C.), contemporaneo de Aristételes, foi o
primeiro a compilar informagbes sobre plantas medicinais oriundas de
manuscritos egipicios, assirios e babildnicos, entre outros, e cunhar uma
terminologia descritiva em seus trabalhos Historia Plantarum e Causae
Plantarum. Cerca de dois séculos depois, Dioscorides escreve De Materia
Medica, que pode ser considerado a primeira “farmacopéia” ocidental,
persistindo através da ldade Média até a Renascenca como peremptoria
autoridade no tema. Ao longo dos séculos subsequentes, trabalhos como os de
Fuchs, Cesalpinius, Clusius, Lobelius e Ray estabeleceram os fundamentos
que influenciaram Linnaeus e deram corpo a ciéncia botanica como
conhecemos hoje (MORTON, 1981)

Durante a Idade Média (séculos V-XIl), os conhecimentos sobre plantas
medicinais ficaram em poder da igreja sendo copiados, traduzidos e
preservados nas bibliotecas de mosteiros. Durante esse periodo, 0
desenvolvimento da medicina natural restringiu-se aos persas e arabes que

mantiveram as idéias de Hipo6crates e Galeno (PARKY, 1966).
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No periodo da Renascenca, houve grande estimulo ao pensamento
cientifico, sendo Paracelso um dos responséaveis pela revolucdo de conceitos
na area de medicina e farmécia, introduzindo as formas farmacéuticas das
tinturas herbaticas e a associacdo de mineral ao guaiaco e a salsaparilha para
o combate a sifilis (TEIXERA, 1994).

A partir do século XVII houve um grande desenvolvimento tedrico e
tecnologico proporcionando o advento da quimica e da farmacologia a partir do
século XVIII (ap6s os trabalhos de Lavoisier), culminando no isolamento de
principios ativos dos fitoterapicos, como a morfina por Sertirner em 1806
(SCHULTES & HOFFMANN, 2000). As plantas permaneceram como principais
fontes de recursos para tratamentos dos mais diversos males até o século XX,
quando foram fundadas algumas das atuais grandes industrias farmacéuticas e
0 uso de drogas sintéticas passou a fazer parte do cotidiano das praticas
médicas ocidentais (VEIGA-JUNIOR et al., 2005). Nessa época, houve uma
revolucdo na terapéutica que induziu o desenvolvimento de pesquisas, na
inddstria quimico-farmacéutica, com o objetivo de sintetizar novas substancias
ativas com baixa toxicidade (TAVARES, 1996).

No entanto, mesmo com o advento de drogas sintéticas, o estudo de
plantas medicinais continuou sendo de grande importancia para a populacao,
principalmente nos paises em desenvolvimento, nos quais 0 acesso a medicina
alopéatica ainda é muito restrito (CORDELL, 1993). Nesses casos € comum que
o conhecimento sobre plantas medicinais simbolize o Unico recurso terapéutico
de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al.,, 2002). Segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo de reduzido
poder aquisitivo ndo tem acesso a medicina moderna e medicamentos
essenciais, recorrendo aos produtos de origem natural como Unica fonte
terapéutica. O consumo de medicamentos de origem vegetal decorre,
basicamente, do fato desses produtos representarem terapias de menor custo
em relacdo aquelas normalmente oferecidas pela industria farmacéutica. Além
de sua importancia na medicina tradicional, as plantas podem fornecer para a
industria farmacéutica, direta ou indiretamente, os principios ativos que serao

comercializados como remédios (DI STASI, 1996).
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Varios sdo os principios quimicos obtidos, exclusivamente, de matéria-
prima vegetal que representam ndo apenas um novo grupo de substancias,

mas a descoberta de uma nova intervencao terapéutica (SIMOES et al., 1999).

Atualmente estima-se que substancias derivadas de plantas (isoladas
diretamente ou produzidas por sintese partindo-se de um precursor vegetal)
constituem aproximadamente 25% do receitudrio médico nos paises
industrializados, sendo que 50% dos medicamentos utilizados s&o de origem
sintética e os 25% restantes referem-se as outras fontes de produtos naturais

(minerais, microbioldgicos, entre outros) (CALIXTO, 2000)

No Brasil, 20% da populacdo sédo responsaveis por 63% do consumo
dos medicamentos disponiveis; o restante encontra nos produtos de origem
natural, especialmente as plantas medicinais, a Unica fonte de recursos
terapéuticos. Essa alternativa é utilizada tanto dentro de um contexto cultural,
na medicina popular, quanto na forma de fitoterdpicos (HOSTETTMANN,
QUEIROZ, VIEIRA, 2003; NODARI e GUERRA, 1999).

As plantas popularmente utilizadas como medicinais requerem
investigacdes cientificas efetivas, pois embora uma planta possa conter
centenas de metabdlitos secundarios, apenas 0s compostos presentes em
maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica. A
analise de substancias ativas € muito mais complexa e longa, ja que
geralmente os compostos presentes em menor proporgéo na planta sdo os que
apresentam melhores efeitos farmacolégicos, portanto, é essencial a
colaboracéo interdisciplinar de botanicos, farmacologistas, farmacognostas e
agronomos, para se obter extratos semi-puros, fragbes e finalmente,

compostos puros (FILHO e YUNES, 1998).

Existem na Terra aproximadamente 450.000 espécies de plantas, mas
grande parte das plantas ainda ndo tem estudos quimicos, analiticos e
farmacoldgicos para permitir a elaboracdo de monografias completas e
modernas. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico
quanto a eficacia e seguranca. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas

foram estudadas de alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na
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maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e
farmacoldgicos. Esses dados demonstram o enorme potencial das plantas para
a descoberta de novos fitoterapicos e fitomedicamentos (CRAGG e NEWMAN,
1999; HAMBURGUER, MARSTON, HOSTETMANN, 1991).

Cientistas em paises em desenvolvimento, como o Brasil, estdo
entrando numa era em que as plantas provavelmente ocupardo uma
proeminente posicdo na lista de prioridades nacionais. Este tipo de pesquisa
medicinal pode levar a um desenvolvimento industrial no pais em que
descobertas sdo feitas. A fonte de materiais prontos para pesquisa €
normalmente abundante e prontamente disponivel ja que na maioria dos paises

em desenvolvimento a flora continua virtualmente inexplorada.

O Brasil, com uma area territorial de 8,5 milhdes de quilébmetros
quadrados e varios biomas (Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazonia e
Caatinga), apresenta uma grande diversidade de solos e climas que favorece a
riqueza e variedade de tipos de vegetacdo e espécies de flora distribuida nos
diversos ecossistemas brasileiros (DIAS, 1995). O estudo das plantas
medicinais permitira o aumento do conhecimento cientifico a respeito destas
espécies, e consequentemente a validacdo de seu uso medicinal e emprego no
sistema publico de saude, através de medicamentos de baixo custo para a

populacao.
3.2 A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é uma das mais diversificadas e complexas
entre as Angiospermas (LIMA, 2006), com cerca de 320 géneros e 8700
espécies (STEINMANN, 2002). Sua distribuicdo é cosmopolita, embora alguns
géneros sejam predominantemente tropicais, pode haver alguns de clima
temperado. Possuem diversas formas, onde se incluem arvores, arbustos,
ervas e trepadeiras, as vezes suculentas e freglientemente com representantes
latescentes (LEME, 1994).

O conhecimento sobre esta familia é de extrema importancia, visto que
muitos dos seus membros possuem usO economicamente viaveis como a

Euphorbia mili Des Moul.- coroa-de-cristo, usada como planta
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ornamental(SOUZA & LORENZI, 2008); a Hevea brasiliensis Mull. Arg. —
seringueira, muito utilizada na industria; e tantas outras de uso medicinal, como
o Croton, por exemplo (LORENZI E MATOS, 2008).

A maioria dos seus representantes ocorre nas Américas. Na Ameérica do
Sul, o Brasil é o pais que congrega o maior niumero de espécies (BERRY et al.
2005), com cerca de 1100 espécies distribuidas em 72 géneros difundidas em
todos os tipos de vegetacdo (BARROSO, 1984). A literatura relata que o
Nordeste do Brasil conta com mais de 80 espécies, sendo que mais de um
terco ocorre em Pernambuco, desde o sertdo ao litoral. Algumas destas
espécies estudadas tendo sido abordados aspectos botanicos, farmacoldgicos,

fitoquimicos e antimicrobianos.

3.3 O género Croton

Croton é o segundo maior representante da familia Euphorbiaceae com
aproximadamente 750 a 800 espécies (JUDD et al., 1999). E um género
representado por arvores, arbustos e ervas, difundidos em zonas tropicais e
subtropicais das Américas, Africa e Asia (GOVAERTS, 2000). O Brasil, com
aproximadamente 300 espécies é um dos principais centros de diversidade do
género, sendo o pais melhor representado da América do Sul. (BERRY et al.
2005).

A quimica do género Croton é consideravelmente diversa, fato que
qualifica o grupo como altamente promissor para estudos de prospeccéo de
substancias naturais farmacologicamente ativas, sendo, por este motivo, alvo
de pesquisas tanto em estudos fitoquimicos como para testes de suas
atividades bioldgicas (RANDAU, 2004).

A composi¢do quimica das espécies Croton é rica em metabolitos
secundarios, como os alcaldides, flavonoides e terpendides (PAYO et al.,
2001). Além destes metabdlitos, muitas das espécies de Croton produzem
Oleos essenciais ricos em mono- e sesquiterpendides, além de
fenilpropandides (PALMEIRA-Junior et al., 2006).

Devido a grande quantidade de substancias bioativas presentes em sua

composicao, as quais conferem propriedades terapéuticas a muitas espécies,
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as espécies do Croton sédo utilizadas na preparacdo de chéas e infusdes, para o
alivio de dores (ABREU, 2001), tratamento de distarbios digestivos como:
constipagbes e diarréias; usadas também como antiinflamatorios e
antiulcerogénicos, analgésicos, antidiabéticos e antimalaricos. Além disso,
segundo MORAIS, 2006, trés espécies do Cearda (C. zenhtneri, C.
nepetaefolius e C.argyrophylloides) foram recentemente confirmadas como
antioxidantes devido a atuacdo de sete diferentes constituintes de seus 0leos
essenciais.

O género Croton, por apresentar elevada producéo de 6leos essenciais
e diversos metabolitos secundarios tem sido utilizado na medicina popular,
possuindo algumas espécies, propriedades terapéuticas comprovadas. Apesar
disto, estudos sobre este género ainda sdo escassos. O presente trabalho
buscou a ampliacdo do conhecimento sobre uma espécie ainda néo estudada,
visto que as outras espécies do género apresentam uma expressiva
importancia econdmica (ALVES, 1993; LUCENA, 1996).

Outras espécies de Croton, também ja tiveram suas atividades avaliadas
e confirmadas através de estudos. Como exemplo temos o C. lechleri, para o
gual foi descoberta atividade antioxidante, antimicrobiana e antiviral (GUPTA,
Et. al., 2008).

3.4 Metabolitos secundarios
3.4.1 Definigao

Metabolitos sdo moléculas formadas ou transformadas a partir de

reacdes que acontecem nas ceélulas.

O metabolismo primério compreende varias reacdes quimicas
envolvidas na transformacdo de moléculas em unidades constitutivas
essenciais das células. Ja o metabolismo secundario n&o se relaciona
diretamente a manutencdo de vida do organismo produtor. Vegetais e alguns
microorganismos apresentam esse metabolismo diferenciado, em que o0s

produtos formados, apesar de nao ser essencial ao organismo produtor,
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garante vantagens para perpetuacdo e sobrevivéncia da espécie — sdo 0s

metabolitos secundarios.

3.4.2 FuncOes e importancia dos metabdlitos secundarios

Os vegetais sempre foram utilizados por suas propriedades terapéuticas
observadas através das geracbOes. Atualmente, sabe-se que essas
propriedades sédo devidas aos metabolitos secundarios existentes nas plantas.
Porém, esta ndo € a Unica funcdo destas substancias. Através de pesquisas, ja
foram confirmadas muitas outras funcdes dos metabolitos originados de
vegetais. Como por exemplo: protecédo contra raios UV, defesa contra pragas

entre outras que permitem a adequacéo do produtor ao meio.

A grande utilidade e diversidade de metabolitos secundéarios despertam
o0 interesse de pesquisadores da atualidade que visam o0s vegetais como fonte
promissora de novas moléculas uteis ao homem. As industrias agronémicas,
alimenticias e farmacéuticas tem grande interesse na descoberta dessas
moléculas, pois estas, devido a suas propriedades, possuem uma elevada

importancia comercial.
3.4.3 Metabolismo Vegetal Secundario

A origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e

0 acetato como mostra a figura 2.

Apesar do precursor em comum, alguns desses metabolitos ndo derivam
apenas de um desses intermediarios, sendo estes resultantes da combinacgéo
de unidades de acido chiquimico com unidades do acetato. Alem disso, 0s
derivados do acetato variam de acordo com a via que da origem ao acetato
precursor. Logo, os metabolitos se diferenciam seguindo a via metabdlica em:
derivados do acetato via ciclo do acido citrico; derivados do acetato via
mevalonato e produtos da condensacédo do acetato. Expandindo ainda mais a
variedade dos metabolitos secundarios, estes podem estar ligados a moléculas

de acucar — heterosideos; ou ndo — agliconas.
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Figura 1: Via de sintese dos metabolitos vegetais secundarios (Simdes, et. al., 2002)

3.4.4 Metabolitos secundarios do C.

3.4.4.1 Alcaldides

pulegioides
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O termo alcaléide (do arabe alkali) foi proposto por W. Meissener para

designar substancias de origem vegetal que reagiam como bases. S&o

substancias de natureza alcalina que possuem um nitrogénio heterociclico em

sua composigao.

Sao encontrados em representantes de todos 0s grupos vegetais, sendo

sua maior ocorréncia em Angiospermas.

Os alcaloides possuem diversas fungdes. Acredita-se que nos vegetais

eles atuem como defesas contra microorganismos e predadores — teoria ainda

nao confirmada; e como protetores contra raios UV. No setor industrial, sdo

reproduzidos a partir de moléculas pré-descobertas, como repelentes para

herbivoros, devido a seu gosto amargo; como anticolinérgicos (escopolamina),
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diuréticos (teofilina), antitumorais (vincristina), antitussigenos (codeina), entre

outros.
3.4.4.2 Flavonobides

Os flavondides constituem um grupo de metabolitos secundarios mais
numerosos e amplamente distribuidos entre as plantas, principalmente entre as
Angiospermas. A maioria dos representantes dessa classe de compostos
apresenta 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental. Apresentam-se,
geralmente oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com agucares
(SIMOES, 2002).

Dentre as diversas fun¢fes dos flavondides nos vegetais, podemos citar:
efeito fotoprotetor, controle de horménios vegetais, protecdo contra insetos
dentre outras (RICE-EVANS et. al. 1996). Estes compostos também possuem
grande importancia farmacolégica como: Atividade antioxidante, amplamente
estudada, uma vez que se pode atribuir uma terapéutica baseada na ingestéo
de vegetais nos quais sdo abundantes (MARIN, et. al., 2002). Atividade
anticancerigena, também tem sido alvo de estudo dos flavonoides (HOLLMAN,
et. al. 1996). Atividades antiinflamatdrias, antialérgicas, antiulcerogénicas e

antivirais também s&o atribuidas aos flavonoides (SIMOES, 2002)
3.4.4.3 Taninos

Sdo substancia fendlicas que apresentam habilidade de formar
complexos insoluveis em agua com alcaldides e proteinas. Uma definicdo mais
precisa e muita empregada atualmente para taninos foi dada por Haslam
(1989), segundo qual o termo designa os metabdlitos secundarios de natureza
polifendlica extraidos de plantas, taninos vegetais, que foram classificados em
dois grupos: as proantocianidinas, que sao o0s taninos condensados,
responsaveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas a estas substancias,
como adstringéncia, precipitacdo de proteinas etc., e 0s taninos hidrolisaveis,
que sao eésteres do acido gélico e seus dimeros (&cido digdlico ou

hexaidroxidifénico e elagico) com monossacarideos, principalmente a glucose.
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Os taninos se distribuem no reino vegetal seguindo diferentes padrdes,
sendo as proantocianidinas, encontradas no C. puleigioides.

Devido as suas propriedades, os taninos possuem diversas fungdes. As
trés caracteristicas comuns, tanto a taninos hidrolisaveis quanto a taninos
condensados que sdo responsaveis pelas propriedades dessas substancias
sdo: complexacdo com ions metélicos, atividade antioxidante e complexagao
com macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos.

Portanto, nas plantas, agem na defesa quimica da planta como protecéo
contra herbivoros e microorganismos patogénicos. Além disso, possuem
atividade bactericida, fungicida e antiviral (MARSTON e HOSTELTTMANN,
1985; SCALBERT, 1991; OKUDA et. al., 1993). Também podem ser usados
como antisepticos, adistringentes e antidiarreicos. Os taninos também auxiliam

no processo de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes.

3.4.4.4 Terpenos

Sao substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno (BRUNETON, 1995). Os esqueletos dos terpendides sédo formados
pela condensacdo de um numero variavel de unidades isoprénicas. Logo,
unidades isoprénicas podem dar origem a mono e sesquiterpenos, formados
por duas e trés unidades de isopreno, respectivamente. Diterpenos, originados
da juncdo de quatro cadeias isoprénicas. E os triterpenos que sdo derivados
de um composto alifatico de 30 carbonos, o esqualeno, que da origem aos
diferentes grupos desses compostos, tais como a B-amirina e o [-sitosterol,
triterpenos que foram encontrados no C. pulegioides.(PETIT & DIAS, 1969).

Nas plantas, os triterpenos possuem conhecida atividade inseticida
(CHAMPAGNE et. al., 1992). Do ponto de vista farmacoldgico, os triterpenos
possuem funcdo hepatoprotetora, antiinflamatdria, antimicrobiana, antiviral,
hemolitica e analgésica (MAHATO, et. al., 1988; LIU, 1995).

3.5 Bactérias e Resisténcia bacteriana

Desde os tempos mais remotos, o homem tenta aliviar o sofrimento

causado pelas doencas através da ingestdo de misturas ou partes vegetais,
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cujas propriedades terapéuticas sdo conhecidas pela medicina popular
(BLACK, 2002).

A utilizacdo de antimicrobianos gerou grande otimismo em relacdo a
prevencdo e ao tratamento dos processos infecciosos (MONTELLI,
SADATSUNE, 2001). No entanto, o uso indiscriminado destes agentes
aumentou consideravelmente o fendmeno da resisténcia bacteriana (GOMES,
2001).

De acordo com Trabulsi e Toledo (1989), a resisténcia bacteriana pode
ser natural ou adquirida. A natural corresponde a uma caracteristica da espécie
bacteriana, faz parte da heranca genética do microorganismo e nao apresenta
riscos a terapéutica; ja a resisténcia adquirida traz sérios problemas para a
terapéutica, visto que ocorre quando uma bactéria que anteriormente era
sensivel a uma certa droga torna-se resistente a mesma, sendo necessario a

busca por um novo agente terapéutico (HAWKEY, 1998).

As bactérias podem ser classificadas em sensiveis e resistentes aos
antimicrobianos. Em geral, classificam-se como resistentes, as bactérias que
crescem "in vitro", nas concentracbes médias que 0s antimicrobianos atingem
no sangue, quando administrados por via oral. Sdo sensiveis as que nao

crescem nestas concentragoes.

Quatro processos contribuem para o desenvolvimento e acumulo da
resisténcia bacteriana: espécies com resisténcia intrinsecas favorecem o
desenvolvimento; mutantes resistentes pré-sensibilizadas sdo selecionadas,
genes de resisténcia sdo transferidos; e propagacéo das linhagens resistentes
(LUIZ, 2006).

Muitos sdo os mecanismos fisiolégicos através dos quais as bactérias se
tornam resistentes: producéo de enzimas que inativam as drogas, mudanca na
conformacao do receptor da droga, impermeabilidade da membrana a droga,
sistemas de bombeamento que retiram a droga de forma ativa de dentro das
células, impedindo sua acao. Devido a estes fatores ocorrem complicacées no
tratamento do paciente como a ineficicia terapéutica e até mesmo a morte do
paciente (MARQUES; ZUCCHlI, 2006)
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3.6 Agentes Antimicrobianos

Substancias antimicrobianas sdo agentes terapéuticos utilizados no
tratamento de patologias causadas por fungos e bactérias que contribuem para
a eliminag&o ou diminuicao das taxas de morbidade e mortalidade por doencas
infecciosas causadas por esses microorganismos (COWAN, 1999; SILVA,
2007).

Os antimicrobianos diferem de acordo com seu mecanismo de acéo,
sendo classificados de acordo com seu local de atuacdo. Logo existem
antimicrobianos que atuam: na parede celular, na sintese de DNA, na sintese
protéica celular e os que afetam a atividade enzimatica intracelular (MOREIRA,
2004).

Apesar dos diferentes mecanismos de acdo, todos os antimicrobianos
devem possuir as seguintes propriedades comuns: possuir amplo espectro de
acao, apresentar toxicidade seletiva e possuir mecanismo de acao especifico,

atuando de forma diferente nas células-alvo (MURRAY, et. al., 2002).

Portanto, para que um antibiotico seja considerado ideal, ele deve
possuir atividade letal contra um amplo espectro de microorganismos sem
causar efeitos colaterais ou resisténcia bacteriana. Logo, a busca por novas
substancias com propriedades antimicrobianas é de suma importancia, sendo
0s produtos de origem natural uma rica fonte de pesquisa (SCHENKEL et. al.,
2001).

As propriedades antimicrobianas de metabdlitos secundarios de plantas
tem sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas
cientificamente apenas recentemente (JANSEN, SCHEFFER, BAERHEIM,
1987).

Tendo em vista a resisténcia das bactérias a multiplos antimicrobianos, o
conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas e a busca por substancias derivadas de plantas teve um
grande impulso nos ultimos anos (COELHO ET. AL., 2004). O interesse pelas
plantas é devido a grande variedade de substancias quimicas pertencentes a
diferentes classes de metabolitos secundarios, tais como alcaldides,
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flavondides, terpendides e compostos fendlicos, os quais, muitos deles, ja
possuem potente atividade antimicrobiana demonstradas por pesquisas
(NASCIMENTO, 2000).

Varios meétodos séo utilizados para se avaliar a atividade antibacteriana
e antifingica de extratos vegetais. Atualmente, o mais utilizado € o método da
microdiluicdo. Neste ensaio, desenvolvido por Eloff em 1998, pode-se fazer a
determinacao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), que é a concentracao
minima que um extrato ativo de planta pode ter para inibir a proliferacdo de
microorganismos. Algumas variaveis referentes a determinagéo da CIM podem
ser atribuidas a fatores como: origem da planta e época da sua coleta,
condicdes da planta para a preparacédo do extrato, microorganismo utilizado no
ensaio, entre outras. Por este motivo, ndo ha um padrdo que expresse 0S
resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL, et. al.,
2004).

Varios extratos de diversas partes de diferentes plantas sdo usados na
medicina tradicional e varios produtos medicinais derivados de espécies de

Croton s&o comercializados em escala internacional (DESMACHELIER, 1999).

O género Croton possui muitas espécies com atividades
antimicrobianas. Como exemplo, podemos citar uma substancia que foi isolada
do caule de C. jacobinensis Baill, com acéo sobre cepas de Neisseria, Nocardia
e Brucella (LIMA, et. al., 1973). Mais recentemente, estudos com o latex da
casca do C. stellulifer Hutch, mostrou atividade contra bactérias Gram positivas
e negativas, além de mostrar atividade frente a fungos e leveduras (MARTINS
et. al., 2000)

3.7 Toxicologia

Estudos sobre a toxicidade de plantas medicinais podem esclarecer
aspectos farmacoldgicos de seus principios ativos, permitindo a utilizacdo das

mesmas, com fins terapéuticos de forma segura (RABELO, 2010).

A toxicidade é definida como a capacidade de uma substancia, ou seus
metabdlitos, produzir um efeito toxico, num organismo vivo, ocasionando desde

alteracdes bioquimicas, prejuizo de funcdes bioldgicas até sua morte, sob
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certas condicbes de exposicdo, de concentracdo e de saude do individuo
exposto (OGA, 2003).

Estudos de toxicidade sdo testes imprescindiveis a serem realizados
com novos produtos. Esses ensaios avaliam os efeitos toxicos que ocorrem em
periodos curtos, apos administracdo em dose Unica ou doses repetidas dentro
de 24 h — toxicidade aguda; periodos de média duracdo com exposicdes
repetidas — toxicidade subcrénica; e periodos longos, para avaliacdo de doses
cumulativas e avaliacdo do potencial carcinogénico da substancia em teste -

toxicidade croénica.

Os ensaios de toxicidade aguda s&o, geralmente, realizados em ratos e
camundongos de ambos 0s sexos. A dose é determinada pelo peso dos
animais e a via de administragcdo mais comum é a via oral. Durante o teste
podem ser observados mortalidade, letargia, alteracbes comportamentais,

perda de peso e alteracdo no consumo de agua e alimento (GAZDA, 2004).

Além de avaliar os efeitos adversos de uma substancia em um individuo
em um periodo de 24h, o teste de toxicidade aguda avalia também a relagéo
dose-efeito letal da mesma substancia. Esta relacdo, também denominada de
DL50, foi desenvolvida em 1927 por Trevan e corresponde a dose capaz de
matar 50% dos individuos de uma populacdo em teste (RANG, 2003). O valor
da DL50 é usado como indice para a classificacdo toxicologica, pois fornece
subsidios para estudos de avaliagcéo de risco da exposi¢do humana (SCHLEDE
et. al. 2005).

Estudos toxicolégicos com extratos de plantas sdo importantes, pois
apesar da crenca popular, de que produtos naturais sdo seguros e nao
possuem acao toxica, sabe-se que a utilizacdo destes produtos na forma de
chas e infusdes ndo possuem tal seguranca (DIMECH, 2003; SILVA, 2007).
Estudo cientificos mostram que plantas, rotineiramente utilizadas, quando
usadas de forma indiscriminada, podem ter efeito toxico. Como exemplo
podemos citar: ginkgo ( Ginkgo biloba L.; Ginkgoaceae), boldo do chile
(Peumus boldus Molina, Momimiaceae), arnica (Arnica montana L.,
Asteraceae), entre outras (OLIVEIRA, 2006).



-38-

3.8 Inflamacéo

Todos os organismos vivos, desde os procariontes até o Homem,
possuem mecanismos adaptativos para responder a estimulos agressivos no
sentido de manter o equilibrio homeostatico. Nos vertebrados, esta resposta
inclui uma série de alteracbes bioquimicas, fisiolégicas e imunologicas
coletivamente denominadas inflamacéo (VOLTARELLI, 1994).

A inflamacdo (do latim inflammatio, atear fogo) é uma resposta
fisiologica desencadeada por lesdo tecidual ou estimulos antigénicos e que
muitas vezes pode ser prejudicial ao organismo. E um processo biol6gico
intensamente estudado desde o inicio do século XIX (SCHMID-SCHONBEIN,
2006; RAO et al., 2007).

Inflamacdo ndo é sindnimo de infeccdo. Mesmo em casos em que a
inflamacé&o é causada por uma infeccdo, os dois nao séo sinbnimos: infeccao é
causada por um patdgeno exogeno, enquanto que inflamacdo € uma das

respostas do organismo ao patégeno.

A inflamagéo pode ser definida como uma reagao da microcirculagéo
induzida por uma injaria aos tecidos, com consequente movimentacdo de
elementos intravasculares como fluidos, células e moléculas, para o espaco
extravascular. A agressao tecidual é o agente desencadeador da resposta
inflamatoria, e este pode ser de origem quimica, fisica (mecanica, térmica e
radiacéo) e bioldgica (microorganismos) (SIQUEIRA E DANTAS, 2000).

Clinicamente, a inflamacéo é caracterizada por apresentar cinco sinais
cardinais: eritema (rubor), edema (inchaco), calor, dor e perda da funcéo
(HEIDLAND et al., 2006). Porém, esse processo pode ser definido como uma
cascata inflamatéria, pelo qual ocorre a ativacdo de mediadores e células que
tém como objetivo o reparo do tecido lesado ( SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

De uma forma didatica, o processo inflamatério pode ser dividido em trés
diferentes fases. Inicialmente, ocorre uma fase aguda, de duracéo variavel e
que e caracterizada pela vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade

vascular. Esta etapa do processo inflamatério é seguida de uma fase subaguda
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caracterizada por infiltracdo de leucocitos e de células fagocitarias. Por fim,
ocorre a fase de resolucdo da inflamagao, quando acontece a regeneracao
tecidual e fibrose (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A vasodilatacdo, caracteristica da fase aguda, ocorre devido a liberacéo
local de diferentes mediadores quimicos, tais como oxido nitrico (NO), cininas,
histamina, serotonina, leucotrienos, fracdo C5a do sistema complemento,
prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGI2, PGF2a) e substancias liberadas das
terminacfes nervosas, como as taquicininas e o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP), entre muitos outros (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A fase subaguda é acompanhada pela migracdo de leucdcitos e de
outras células fagocitérias para o sitio de inflamacé&o, mediada por um processo
denominado de quimiotaxia. A quimiotaxia de leucécitos e o processo no qual
ha liberacdo de moléculas sollveis que atraem essas células, os chamados
fatores quimiotaticos, entre os quais a IL-2, IL-5, IL-8 e RANTES. Essas
moléculas ndo servem apenas para direcionar o fluxo de células, como também
recrutam os leucdcitos especificos para o tecido inflamado, como os neutréfilos
em resposta a uma inflamacao bacteriana aguda e os eosindfilos em caso de
alergia (SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003; KELLY; HWANG; KUBES,
2007; SEGERER; SCHLONDORFF, 2007).

A etapa seguinte de rolamento, adesdo e transmigracdo dos leucocitos
para o sitio de inflamacdo € um processo mediado por diferentes familias de
moléculas de adesao, tais como: 1) Selectinas (P-selectina, expressa em
plaquetas, L-selectina, expressa em leucdcitos e E-selectina, expressa nas
células endoteliais); 2) Integrinas, expressas em linfocitos (LFA-1 — leukocyte
function associated antigen) e em macrofagos (Mac-1 — macrophage-1
antigen); 3) Superfamilia das imunoglobulinas: molécula de adeséo intercelular
(ICAM-1) e molécula de adesao vascular (VCAM-1) (SEELY; PASCUAL;
CHRISTOU, 2003; KELLY; HWANG; KUBES, 2007). Ao chegar ao local da
inflamacéo, os leucdcitos ativados liberam oxidantes, proteases e citocinas

promovendo a fagocitose e a destruicdo do agente lesivo.
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Todos estes fatores atuam em conjunto, levando aos eventos celulares e
vasculares da inflamag&o. Vasodilatacdo resulta em um aumento do calibre de
capilares responsaveis pela irrigacdo sanguinea local, produzindo mais
hiperemia (eritema) e aumento da temperatura local (calor). O edema ou
inchaco ocorre a partir do aumento da permeabilidade vascular aos
componentes do sangue, 0 que leva ao extravasamento do liquido
intravascular para o espago intersticial extra-celular. A dor, outro sintoma
caracteristico da inflamacédo, € causada primariamente pela estimulacdo das
terminacdes nervosas por algumas destas substancias liberadas durante o
processo inflamatoério, por hiperalgesia (aumento da sensibilidade dolorosa)
promovida pelas prostaglandinas e pela bradicinina, mas também em parte por

compressao relacionada ao edema.

Acredita-se atualmente que a inflamacéo é parte de uma resposta imune
nao-especifica que ocorre como reagao a qualquer tipo de dano tecidual e que
0s sinais cardeais da inflamagcao podem ser explicados pelo aumento de fluxo
sanguineo, elevado metabolismo celular, vasodilatacdo, liberacdo de
mediadores soluveis, extravasamento de fluidos celulares. E em algumas
desordens, o processo inflamatério, que sob condicbes normais é auto-
limitante, torna-se continuo e doencas inflamatérias crénicas desenvolvem-se

subsequentemente.

A inflamacéo aguda pode ser determinada em minutos até dias, sendo
confirmada pela presenca de neutréfilos e fluidos protéicos (exsudato). Este
processo € finalizado quando o estimulo que causou a injuria € removido e
todos os mediadores sao inibidos (ZHANG, 2008). Desta maneira, a sua
intensidade mostra-se diretamente proporcional ao tamanho do trauma sofrido.
E considerado um interessante aporte de defesa, uma vez que tem como
objetivos: localizar a regido agredida, eliminar o agente agressor e remover 0s
tecidos degenerados, preparando a area lesada para reparacdo. Assim,
envolve uma série de eventos celulares e vasculares dinamicos, bem
coordenados que dependem da chegada de leucécitos inflamatérios para o
local da lesdo. HA uma complexa variedade de células (neutrofilos, macrofagos

e ceélulas mononucleares), e diversas moléculas inflamatorias, tais como
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prostaglandinas (PGs), o oxido nitrico (NO), citocinas pro-inflamatorias como
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 12 (IL-12),
interferon y (IFN-y), e quimiocinas. Os neutréfilos sdo as primeiras células a
migrarem para o foco inflamado (MIYAZAKI et al., 2000; KEY et al.,1982;
ADAMS e HAMILTON., 1984).

Entretanto, tém sido confirmados diversos casos em que a resposta
inflamatdria escapa aos mecanismos de controle, desencadeando desordens
inflamatdrias. O evento passa a ganhar caracteristicas sistémicas, podendo se
autoperpetuar e provocar a disfuncdo de diversos 6rgdos e sistemas
(inflamacdo crbénica). A reacdo inflamatéria cronica € caracterizada por
migracao leucocitaria, com predominancia de mondcitos, linfécitos, plasmaocitos
e fribroblastos, além de sinais de regeneracdo e reconstrucdo da matriz
conjuntiva. Dentro de todo este contexto, a resposta imune adquirida especifica
mostra-se atuante, melhorando acentuadamente a eficAcia das respostas
inatas ndo imunoldgicas, pois é uma resposta mais complexa. Esta resposta
envolve principalmente linfécitos, que podem ser divididos em trés principais
grupos: as ceélulas B, responséaveis pela producao de anticorpos; as células T,
importantes na fase de inibicdo da resposta imune e as células Natural Killer,
ativas durante a resposta inata ndo imunolégica (TLASKALOVA-HOGENOVA
et al., 2005).

Na auséncia da inflamacao, feridas e infecgcbes nunca se curariam e a
destruicdo progressiva do tecido iria comprometer a sobrevivéncia do
organismo. Em algumas doencas, porém, o sistema de defesa do corpo
(sistema imune) ativa inapropriadamente uma resposta inflamatéria quando
nao ha substancias externas contra quais lutar. Nessas doencas, chamadas de
doengas auto-imunes, o sistema imune protetor do corpo causa dano aos
proprios tecidos. Além do mais, inflamacdes crénicas podem levar a uma série
de doencas, como febre do feno, arteriosclerose e artrite reumatoide (SANTOS,
2009).

Existem drogas ou medicamentos capazes de interferir no processo
reacional de defesa do organismo de modo a minimizar o dano (por parte dos

proprios tecidos frente ao agente agressor) e dar maior conforto ao paciente.
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Estes medicamentos sdo denominados antiinflamatorios, podendo estes ser de

natureza hormonal ou ndo hormonal.

Antiinflamatérios ditos hormonais (esteroidais), também conhecidos
como glicocorticoides, corticdides ou corticosteroides, sdo agentes inibidores
da producdo de prostaglandinas e leucotrienos pela acédo inibitéria sobre a
enzima fosfolipase A2, por meio da liberagdo de lipocortina-1 (mediador
protéico antiinflamatério). Estes agentes exercem papéis importantes na
regulacdo de diversos processos fisiolégicos, assim como metabolismo,
proliferacdo celular, diferenciacédo, inflamacdo e resposta imune. Através da
utilizacdo destes agentes ficou estabelecido um tratamento um tanto quanto
especial para as doencas inflamatérias — asma, artrite reumatodide, artrite
psoriatica, lUpus eritematoso, doenca de Crohn, esclerose multipla e vasculite
sistémica (GAYATHRI et al., 2007). O resultado final da acdo destes
antiinflamatadrios é a parcial ou total reducao da liberacédo dos prostaglandinas e

também dos leucotrienos.

Os agentes antiinflamatérios nédo-esteroidais (AINES) estdo entre os
agentes terapéuticos mais amplamente utilizados no mundo inteiro. Estes
farmacos apresentam trés tipos principais de efeitos: antiinflamatério,
analgésico e antipirético. De uma maneira geral todos estes afeitos resultam da
inibicdo da enzima ciclooxigenase, e consequente inibicdo das prostaglandinas
e tromboxanos, mediadores lipidicos sintetizados por muitas células, em
detrimento de algum estimulo quimico ou mecanico. Nao interferem com a
geracado de leucotrienos, mantendo parte do processo inflamatorio inalterado e
ativo. Seu principal uso é na reducao dos sintomas da inflamagéo como a dor e
o0 edema (SANTOS, 2009).

Diversos modelos animais de inflamagao séo utilizados para avaliar a
efichcia de novos farmacos para o tratamento de doencas inflamatérias ou
mesmo estudar o mecanismo de acdo de medicamentos ja utilizados na clinica,
mas que ndo tem o mecanismo de acdo farmacologica ainda totalmente
esclarecido. Isto se deve ao fato que, apesar da maioria das reacdes
inflamatdrias apresentarem caracteristicas comuns, a etiologia e as

manifestacdes clinicas diferem significativamente, necessitando, portanto, de
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modelos especificos que reproduzam as caracteristicas basicas. Desta forma &
facil compreender também porque o tratamento de doencas inflamatorias é
bastante diversificado (VIGIL, 2006).

Esforcos sdo realizados no sentido de se identificar modelos
experimentais apropriados para cada tipo de reacao inflamatéria, como edema
de pata, artrite reumatoéide e colite ulcerativa, entre muitos outros. Protocolos
experimentais onde o processo inflamatério é induzido agudamente s&o
utilizados para estudos desta reacédo abordando, entre outros, a participacao de
mediadores quimicos, diferentes tipos celulares, alem de possibilitar a triagem

de farmacos com potencial acao antiinflamatoéria (VIGIL, 2006).

Varios modelos in vivo sdo utilizados na pesquisa de compostos com
atividade antiinflamatéria. Dentre os parametros normalmente avaliados, estdo
edema, alteracdo da permeabilidade vascular, migracdo leucocitaria, febre e
dor. Apesar de, na maioria das vezes, nao se chegar a um mecanismo de acéo
definitivo da substancia ou extrato da planta testado, esses modelos
experimentais sdo de grande importancia e representam o ponto de partida
para a caracterizacdo farmacoldgica de novos compostos capazes de interferir

com o custo da inflamagéo (LAPA et al., 2003).

3.9 Citotoxicidade in vitro

O cancer é consequéncia de uma mudanca patologica na informacao
contida no DNA que pode ocorrer em qualquer o tipo de tecido do organismo.
Devido a essas alteracdes as células cancerigenas se proliferam sobre as
normais, adquirindo caracteristicas peculiares de: desdiferenciacao e perda da
funcao, proliferacdo descontrolada, poder de invasdo sobre tecidos adjacentes
e metastases (LEMKE, 2008).

Alguns fatores externos desempenham papel nas alteracbes genéticas
causadoras de cancer. Estima-se que 80% dos canceres se desenvolvem por
estimulacdo destes fatores. Dentre esses fatores temos: dieta, exposicao a
agentes quimicos, radiacdo ionizante, e ate alguns virus, como o papiloma
virus humano (KLUG e CUMMINGS, 2002).
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Células cancerosas sobrevivem de forma independente em cultura de
células (in vitro). Da mesma forma que acontece em um organismo Vvivo, em
uma cultura, as células cancerosas tendem a crescer de forma desorganizada,
crescendo uma sobre a outra, sem apresentar qualquer inibicdo por contato. A
maioria das células cancerosas ndo apresenta o processo de morte celular
programada — a apoptose. Por este motivo, estas células se tornam resistentes
a quimioterapia e a radiacao ionizante (DECH, 2002).

3.9.1 Procedimento Experimental

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI),
que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um
método rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman
(1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da
célula. E uma anélise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a
partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo método do MTT permite
definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de a¢édo (BERRIDGE
et al., 1996).
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Figura 2: Reac¢édo de reducdo do MTT em um precipitado de formazan

3.9.2 Tratamento do Cancer e Agentes antineoplasicos

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: a cirurgia, a

guimioterapia e a radioterapia. A técnica cirargica pode ser importante para
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casos em que nao haja metastases. Porem, na maioria dos casos, faz-se
necessario 0 uso de terapias combinadas, como incremento na eficiéncia do
tratamento (FOYE, 1996; MURAD; KATZ, 1996).

Varios sé@o os agentes utilizados para o combate as células cancerosas.
Um resumo dos tipos de agentes e seus mecanismos de acao sao €

representado na figura 3.
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FIGURA 3: Classificacédo de agentes antineoplasicos de Calabresi e Chabner 1995

O céancer de pulmédo é o mais comum, apresentando um aumento por
ano de 2% na sua incidéncia mundial. No Brasil, o cancer de pulmao foi
responsavel por 14.715 6bitos em 2000, sendo o tipo de cancer que mais fez
vitimas (INCA, 2012).

Em 85% dos casos o fumo é a causa da neoplasia, e o risco é associado
a duracdo do habito de fumar, ao nimero e tipo de cigarro fumado por dia.
Alguns fatores elevam o risco do desenvolvimento de cancer no pulméo: o
tabaco, fumo passivo, exposicdo ocupacional e a predisposicdo genética
(UEHARA; JAMNIK; SANTORO, 1998).
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O cancer de laringe representa cerca de 25% dos tumores que atingem
a regido da cabeca e pescoco. Ocorre predominantemente em homens e foi
em 2009 a causa do 6bito de 3.081 homens e 409 mulheres. Aproximadamente
dois tercos dos tumores surgem na corda vocal verdadeira, localizada no glote
e um terco acomete a laringe supraglética (acima das cordas vocais). O tipo
histologico mais prevalente, em mais de 90% dos pacientes é o carcinoma
epiderméide (INCA, 2012).

No Brasil, em 2009, o cancer de colon foi a causa de 12.471 d&bitos,
sendo 5.847 homens e 6.624 mulheres. Este tipo de cancer abrange tumores
que acometem um segmento do intestino grosso (o colon) e o reto. E tratavel e,
na maioria dos casos, curavel, ao ser detectado precocemente, quando ainda
nao se espalhou para outros 0rgaos.

A atividade farmacologica do vegetais também é testada na area
oncologica. O NCI - National Cancer Institute (EUA), durante a década de 60,
realizou pesquisas com extratos de diversas plantas e mensurou a atividade
antitumoral de cada uma delas (MONKS, 2002). Foi através destes estudos
gue se conseguiu o isolamento do Taxol, uma das drogas mais importantes no
tratamento do cancer de mama. Este foi o resultado obtido de pesquisas feitas
com o extrato das cascas de Taxus brevifolia. Para os modelos in vivo
utilizados pelo NCI, o extrato ndo se mostrou muito ativo; Por outro lado foi
observada interessante atividade in vitro (OBERLIES, 2004; VIEGAS JR,
2006).

Muitas das drogas utilizadas para o tratamento do cancer provém de
um produto de origem natural. Alem do Taxol podemos citar a vincristina e a
vimblastina, alcaldides oriundos da Vinca. A busca por novas moléculas que
tratem, ou ate que curem determinados tipos de cancer vem aumentando, dado
a grande quantidade de novos tipos e casos de tumores. Logo, neste estudo,
avaliou-se o potencial de acado citotoxica de C. pulegioides contra trés
linhagens de células tumorais humanas: carcinoma de colon, de laringe e de

pulmé&o.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Screening Fitoquimicode C. pulegioides
4.1.1 Coleta do material

O material vegetal utilizado, folhas, caule e raiz de C. pulegioides, foi
coletado no municipio de Gravaté - PE, a cerca de 80 km do Recife, no periodo
de novembro de 2010 a setembro de 2011. O material coletado foi

devidamente acondicionado e armazenado até a extracao realizada.

4.1.2 Obtencao do extrato bruto
Para a obtencédo do extrato foram usados 20g da raiz, 50g da folha e 70g
do caule. O material vegetal, seco e moido, foi submetido a uma extracao por
percolacdo, sendo o metanol usado com solvente. As solucdes extraidas foram
evaporadas em rotaevaporador rotativo até secura. Os rendimentos dos
extratos foram os seguintes: 16% para extrato metandlico da raiz, 9% para

extrato metandlico do caule e 16% para o extrato metandlico das folhas.

Aproximadamente 2 g de cada parte do vegetal (folhas, caule e raiz)
foram submetidas a decoc¢do metandlica sob agitacdo durante 30 minutos.
Posteriormente, os extratos obtidos foram filtrados em papel e analisados por
cromatografia em camada delgada, empregando-se diversos sistemas de

desenvolvimento e reveladores adequados (WAGNER, 1996).

A caracterizagdo dos grupos de metabdlitos foi efetuada empregando

diversos reativos cromogénicos como mostra a tabela 1:

Tabela 1 — Prospeccéo fitoquimica de C. pulegioides

METABOLITOS FASE MOVEL REVELADOR REFERENCIA
AcOEt-AF-
B WAGNER,
Alcaldides AcOH-H,0 Dragendorff 1996

(100:11:11:27)
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Mono, Sesqui e benzeno-AcOEt - . WAGNER,
. . Vanilina sulfurica
Diterpendides (97:3 vIv) 1996
, _ AcOEt-AF- _
Triterpendides e Lieberman/ HARBONE,
AcOH-H,0O
Esteroides Burchard 1998
(100:0,5:0,5:0,5)
AcOEt-AF-
s . _ WAGNER,
Iridéides AcOH-H,0O Vanilina sulftrica 1996
(100:11:11:27)
AcOEt-AF-
_ _ WAGNER,
Saponinas AcOH-H,0O Anisaldeido
1996
(100:11:11:27)
AcOEt-AF-
_ o WAGNER,
Fenilpropanoglicosideos AcOH-H,0 NEU 1996
(100:11:11:27)
Eter-Tolueno-
_ WAGNER,
Cumarinas AcOH 10% U.Vv.
1996
(50:50:50)
AcOEt-AF-
Flavonoides AcOH-H,0 NEU XAVIER, 1988
(100:11:11:27)
AcOEt-AF-
ROBERTSON,
Proantocianidinas AcOH-H,0 Vanilina cloridrica 1957

(100:11:11:27)

Outros ensaios foram efetuados para comprovacdo da presenca de
alcaléides - usando provas em vidro de relégio com reagentes gerais de
precipitacdo (Mayer, Bouchardat, Bertrand); e para prova da presenca de

saponosideos - ensaios de afrogenicidade.
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4.1.3 Purificacdo e tentativa de elucidagcdo estrutural de uma substancia

isolada

Nos trabalhos de isolamento e purificacdo de componentes fixos, foram
utilizadas: técnicas cromatograficas de monitoramento (CCD), cromatografia
em coluna a pressao normal (CC) e HPLC.

A substancia isolada apos purificacdo por HPLC foi submetida a

caracterizacdo espectrométricas (UV e RMN *H).
4.1.4 Obtencéo dos 6leos essenciais das folhas da espécie C. pulegioides

Os 6leos essenciais foram obtidos por meio de minidestilador, modelo
D1 linax, no qual utilizou-se o método de arraste a vapor (hidrodestilacao). As
folhas foram colocadas no destilador durante 3 horas. Os 0Oleos apds serem
retirados pelo vapor da 4gua do destilador e tratados com éter etilico foram
analisados por cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas.

4.2 Experimento in vivo

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, com numero de
processo 23076.052300/2011-57.

4.3 Animais

Nos testes de toxicidade aguda foram utilizados grupos de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas e machos adultos,
pesando entre 25 a 30 g. Para o teste de peritonite foram utilizados grupos de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos adultos, pesando entre
25 a 30 g. Para o teste de Edema de pata foram utilizados ratos machos
adultos, pesando entre 150 e 200g. Todos os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno em condi¢bes controladas de iluminacéo (ciclo de 12
horas claro/escuro) e temperatura de 22 + 3 oC, alimentados com racao

industrial adequada (labina) e agua ad libitum.
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4.4 Avaliagcéo da Toxicidade Aguda

O teste para avaliacao da toxicidade aguda de extratos de C.pulegioides
em dose Unica foi realizado de acordo com o protocolo descrito na ANVISA,
1996, que preconiza a utilizacdo de grupos compostos por no maximo 10
animais com pesos similares, preferencialmente fémeas e com idade entre 8 e

12 semanas.

4.4.1 Procedimento experimental

Os camundongos foram divididos quatro grupos de 10 animais. Um
grupo controle, que recebeu a salina e trés grupos que receberam o extrato
aquoso de Croton pulegioides nas doses de 2000, 3000 e 4000mg//kg. Os
animais ficaram em um jejum de 4h antes do experimento. As doses foram
administradas por via oral e os animais foram observados durante a primeira
hora quanto a sinais de toxicidade e nas primeiras 24 horas para o registro de
Obitos. Em seguida, os animais foram observado por um periodo de 14 dias,

tendo peso e ingestdo de racdo e agua monitorados.

4.5 Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatoria

4.5.1 Peritonite induzida por carragenina

O teste foi realizado com grupos de 8 animais cada. Os ratos dos grupos
tratados receberam o extrato nas doses de 200, 300 e 400 mg/kg (v.0), 0 grupo
controle recebeu solucdo salina e o grupo padréo recebeu indometacina 10
mg/kg (v.0). Uma hora apos a administracdo dos tratamentos, a inflamacéo foi
induzida através da administracdo de 1 ml de de uma solucdo de carragenina
(1%; p/v). Quatro horas apods a indugdo da inflamacdo os animais foram
eutanasiados em camara de CO;, em seguida foi injetado na cavidade
peritoneal 2 mL de PBS contendo EDTA. O peritdnio dos animais foi levemente
massageado e o volume do liquido da cavidade peritoneal foi coletado. A
contagem de leucdcitos totais foi realizada em analisador hematolégico micros
60 (GUERRA, 2011).
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4.5.2 Edema de pata induzido por carragenina

Neste ensaio, a inflamacédo foi induzida pela administracdo do agente
flogistico, carragenina no tecido subcutaneo da regido plantar dos animais. Os
animais foram divididos em 4 grupos, um controle e trés tratados com o extrato
aguoso de C. pulegioides nas doses de 200 e 400mg/kg. O volume da pata foi
medido imediatamente apdés a administracdo da carragenina (tempo zero) e
nos intervalos de 60, 120, 180, 240 e 300 minutos, através do deslocamento de
agua registrado em pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile Co.,Varese, Italy).
A avaliacdo do edema foi feita através da diferenca do volume de liquido
deslocado, apds a imersdo da pata do animal no liquido do pletismémetro.O
aumento do volume da pata foi calculado pela diferenca entre o volume inicial
da pata e o volume a cada hora durante um periodo de 5horas.

ApGs as 5 horas, os animais foram eutanasiados em camara de CO2 e
tiveram a planta da pata, a qual foi submetida ao experimento, retirada para

posterior analise de MPO.

4.6 Analise Estatistica

Os valores foram expressos com média + desvio padrao. As diferencas
entre os grupos foram determinadas através da analise de variancia (ANOVA —
one way), seguido pelo pos teste de Bonferroni. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. As andlises

foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.

4.7 Avaliacao da Citotoxicidade in vitro

4.7.1 Células

As linhagens tumorais utilizadas, HT29 (carcinoma de c6lon - humano),
NCI H-292 (cancer de pulmdo— humano), HL60 (leucemia promielocitica) foram
obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio
DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos,

mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..
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4.7.2 Amostras

As amostras foram diluidas em DMSO e testadas na concentracdo de
0,3 até 25 pg/mL para substancias puras. A doxorrubicina foi usada como
controle positivo. As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10°
células/mL. As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas
em série no meio DMEN para obteng¢ao das concentragdes finais (50 pg/mL) e
adicionadas em placa de 96 pocos (100uL/ pogo). As placas foram incubadas
por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados
25 pL da solucao de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram reincubadas
por 3h. Apos a dissolucdo dos cristais com DMSO, a absorbancia foi lida em

espectrofotometro de placa a 595nm.
4.7.3 Analise Estatistica

Os valores foram expressos com média + desvio padrdo. As
diferencas entre os grupos foram determinadas atravez da analise de variancia
(ANOVA - one way), seguido pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. As analises

foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.

4.8 Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana

4.8.1 Técnica de Pocos — Difusdo em Agar

A atividade antimicrobiana do extrato seco metandlico de C. pulegioides
foi determinada pela metodologia de Técnica de Pocos — Difusdo em Agar. No
teste, as culturas foram preparadas a partir de coldnias isoladas das cepas
reativadas suspendidas em 1mL de solucdo salina. A turvacdo da suspensao
microbiana foi padronizada comparando com a escala 0,5 de MacFarland, que
corresponde & concentracdo de 1,5x10° UFC/mL (Unidades Formadoras de
Colbnia por mL). Em seguida, aliquotas de 100 yL de cada suspenséo
microbiana foi semeada na superficie das placas com Agar Mueller Hinton para
bactérias e Agar Sabouraud para fungos, com o auxilio de um swab estéril,
realizando com um perfurador cinco orificios de 6-7 mm por placa, trés dos
quais foi adicionado o extrato diluido em DMSO 20% nas seguintes
concentracdes: 10.000 pg/poco, 5.000 pg/poco e 2.500 pg/poco (volume de um
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poco = 100uL); num quarto poco foi adicionado o antibidtico padrdo
(Gentamicina 10ug/pogo para bactérias e Cetoconazol 30ug/pogo para fungos)
e num quinto pogo, o controle do solvente, DMSO 20%. Nas placas de
bactérias, o antibiotico padrao Gentamicina foi adicionado na concentracdo de
10 pg/poco; nas placas de fungos, o antibidtico padrdo Cetoconazol foi
adicionado na concentracéo de 30 pg/poco. As placas foram incubadas por 18
horas a 37°C + 1°, medindo-se os halos de inibicdo produzidos. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.8.2 Relacéo das Cepas usadas

1. Staphylococcus aureus AM 103
Staphylococcus epidermidis AM 235
Staphylococcus saprophyticus AM 245
Enterococcus faecalis AM 1056
Pseudomonas aeruginosa AM 206
Escherichia coli AM 1050
Klebsiella pneumoniae AM 410
Bacillus subtilis AM 04
Candida krusei AM 1168
10.Candida tropicalis AM 1181
11.Candida albicans AM 1140

© 0 N o O b~ WD
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Screening Fitoquimico de C. pulegioides

A tabela 2 mostra os resultados obtidos apds os ensaios efetuados a

partir dos extratos metanolicos da raiz, caule e folhas do C. pulegioides.

Tabela 2 — Prospeccéo Fitoquimica de C. pulegioides

METABOLITO RAIZ CAULE FOLHAS
Alcaldéides +++ ++ -
Cumarinas - - -
Flavonoides + - ++

Mono e Sesquiterpenos ++ + ++
Triterpenos e esteroides - ++ ++
Proantocianidinas - ++ -
Saponinas - - -

Tabela 2. Expressao dos resultados: (+++) = fortemente positivo, (++) = fracamente positivo,

(+) = positivo, (-) = negativo.

As figuras abaixo mostram as cromatografias realizadas para o

screening fitoquimico dos extratos da raiz, caule e folhas do C. pulegioides.

Para os alcaldides, a espécie Croton pulegioides evidenciou a presenca
de uma banda referente a esses metabdlitos no extrato da raiz e uma banda no
extrato do caule, sendo os Rfs dessas bandas e do padrdao mostrados na
Figura 4.
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Figura 4. Perfil cromatografico para alcaléides dos extratos metandlicos da folha, caule e raiz
de C. pulegioides. Legenda: F=extrato da folha; C=extrato do caule; R= extrato da raiz; P=

padréo — Pilocarpina

A figura 5 mostra a andlise das cromatografias do extrato da raiz, do
caule e da folha de Croton pulegioides pra identificacdo de flavonoides,
derivados cinamicos e fenilpropanoglicosideos, através de raios UV, observou-
se a visualizacdo de duas bandas laranja no extrato da folha, que acredita-se
serem flavondides, quando comparados com o padrdo. Foi possivel também a
visualizacdo de um ponto azul no extrato de raiz, indicando a provéavel
presenca de um derivado cinamico. Nao foi possivel visualizar pontos verdes, o

gue confirmaria presenca de fenilpropanoglicosideos.

Figura 5. Perfil cromatografico para flavonéides dos extratos metandlico da folha, caule e raiz
de C. pulegioides. Legenda: F=extrato da folha; C=extrato do caule; R= extrato da raiz; P=

padrdo — Rutina

A analise de monoterpenos e sesquiterpenos na figura 6, foram
visualizadas seis bandas referentes a migragdo da aliquota do extrato de raiz e
seis bandas referentes a migracdo da aliquota do extrato de folha, e ainda
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quatro bandas referente a migracdo da aliquiota do extrato de caule,

confirmando assim a presenca destes metabdlitos nas trés partes do vegetal.

Figura 6. Perfil cromatografico para mono e sesquiterpenos dos extratos metandlico da folha,
caule e raiz de C. pulegioides. Legenda: F=extrato da folha; C=extrato do caule; R= extrato da

raiz; P= padrdo — Timol

Na andlise de triterpenos e esteroides, foram visualizadas duas bandas
no extrato da raiz e no extrato do caule com Rfs iguais aos do padrao,
evidenciando-se assim a provavel presenca de (-amirina e -sitosterol na raiz
e no caule. Na folha foram separadas trés bandas com Rfs iguais aos das trés
bandas do padrdo, sendo provavel, assim, a presenca de acido ursélico,f3-
amirina e B-sitosterol; além de outro triterpendide ou esterdide ndo identificado,

observados na figura 7.

Figura 7. Perfil cromatogréafico para triterpenos dos extratos metandlico da folha, caule e raiz
de C. pulegioides. Legenda: F=extrato da folha; C=extrato do caule; R= extrato da raiz; P=

padréo — B-amirina, B-sistosterol e acido ursolico.
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Segundo Salatino, 2007, a quimica do género Croton abrange o0s
terpenos, principalmente os diterpenos, 6leos volateis, alcaldides e flavondides.

A analise fitoquimica do extrato metandlico do C. pulegioides das folhas
raizes e caule revelou a presenca de varios metabdlitos secundarios, como 0s
alcaldides, flavondides, terpenos e proantocianidinas. Os padrdes e a fase
movel estdo mostrados na tabela 1.0s resultados que indicam a presenca dos
metabolitos secundarios estéo listados na tabela 2.

Através da cromatografia, observou-se uma ligeira predominancia da
presenca de alcaldides e flavonoides, o que coincide com a literatura relatada
por Randau, 2004 e Silva et. al 2010.

Os alcaldides podem ser definidos como compostos organicos
nitrogenados de baixo peso molecular, geralmente com uma estrutura
heterociclica, derivaddos de aminoacidos e com distribuicdo limitada entre
plantas, fungos e animais (MEMELINK et. al., 2001; HESSE, 2002).

Varias sdo as fungfes dos alcaldides nas plantas, principalmente na
protecdo contra estresses ambientais (JANSEN et. al.,, 1998). Sua funcao
farmacoldgica ¢é bastante variada, sendo usados como analgésicos,
antitussigenos, antioxidantes, vasorrelaxantes e antitumorais, 0 que causou um
aumento no interesse por potenciais fontes desses compostos (RIOS et. al.,
2000; CUI et. al., 2006).

A classe de alcal6ides ndo € muito comum no género Croton, mas ja foi
relatada em varios estudos como o de Lima & Pirani, 2007, por exemplo. A
maioria da classe dos alcaldides, presentes no género Croton pertence a
classe dos benzilisoquinolinicos (PUEBLA, 2005).

No presente trabalho, o alcaldide, mostrou-se presente, principalmente,
na raiz do Croton pulegioides; observou-se, também, a presenca do alcaloide,
em menor quantidade, no caule e a auséncia do mesmo nas folhas.

Os flavondéides compdem uma ampla classe de substancias que
possuem uma série de propriedades farmacolégicas (PETERSON & DWYER,
1998). Sdo compostos fendlicos que possuem em sua estrutura 15 atomos de
carbono (YOKOZAWA et al, 1997). Entre os flavondides, os mais comuns séo
as flavonas e os flavondis. Sdo estruturas compostas de trés anéis, dois
derivados do &cido chiquimico e um da via do acetato malonato (VICKERY &
VICKERY, 1981).
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A propriedade farmacologica dos flavondides é bastante ampla.
Segundo Marin et. al., 2002, a atividade antioxidante atribuida aos flavondides
desperta interesse crescente devido a presenca desses metabdlitos nos
alimentos vegetais, 0 que possibilitaria 0 uso de dietas ricas no metabolito, com
fins terapéuticos ou preventivos.

Essa atividade antioxidante esta relacionado com a disposi¢do das hidroxilas
nos anéis presentes na sua estrutura (RICE-EVANS et. al., 1996; MARIN et.
al., 2002).

Destacam-se, dentre outros, os seguintes efeitos dos flavondides sobre
0s sistemas bioldgicos: atividade anticancerigena, atividades antiinflamatéria e
de efeito vasodilatador; acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento
de tumores, anti - hepatotdxica, antiulcerogénica; atuacéo antiplaquetaria, bem
como acdes antimicrobianas e antivirais (LIN et al. 1997).

Flavondides, sao geralmente citados na literatura como componente de
diversas espécies de Croton. S&o descritos para o género Croton as agliconas
de flavonas ou flavonoéis metoxilados (MACIEL et. al., 2000; BARBOSA et. al.,
2004) e alguns glicosideos de agliconas (CAPASSO et. al., 2000; LAGNIKA
et.al., 2009).

Os flavondides estavam presentes tanto no extrato da raiz quanto no
extrato das folhas, estando neste ultimo em maior quantidade.

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substancias de origem
vegetal e sua importancia ecolégica como defensivos de plantas estd bem
estabelecida (HARBORNE, 1993). A principal caracteristica dos terpenos € a
presenca da unidade isopreno, formada por cinco carbonos. Dessa forma, os
terpenos sao classificados em fungdo do numero de unidades de isopreno
encontradas na molécula: duas unidades (C10) - monoterpenos, trés unidades
(C15) - sesquiterpenos, quatro unidades (C20) — diterpenos.

Os triterpenos sdo derivados de um composto alifatico de trinta
carbonos, o esqualeno, dando origem aos diferentes subgrupos desses
compostos, como o oleanano (B-amirina), lupeol, estigmasterol e sitosterol
(PETTIT & DIAS, 1969).

Os terpenos foram encontrados tanto no caule, quanto na folhas. Foram
achados o B-sitosterol e a B-amirina nas duas amostras. Estes ja foram

encontrados e citados em estudos anteriores de Crotons da espécie C.
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rhamnifolius e C. rhamnifolioides (RANDAU, 2004), também sendo
identificados em trabalhos realizados por Hernandes e Delgado em 1992.

C. pulegioides apresentou apenas no caule, tanto as proantocianidinas
condensadas. De acordo com Randau, 2004, as proantocianidinas também sao
componentes de C. rhamnifolius e rhamnifolioides.

A presenca acentuada de alcal6ides na raiz foi decisiva para escolha do
material para o procedimento de extracéo e etapas subsequentes.

5.2 Tentativa de Isolamento de Moléculas

Na tentativa de isolamento de moléculas da raiz de C. pulegioides, foi
utilizada uma coluna preenchida com a Resina Duolite S861, e os solventes
utiizados para a separacdo foram agua e acetona em crescentes
concentracbes. Foram obtidas diversas fracbes da coluna. O contetdo das
fracOes foi observado através de cromatografias em camada delgada. Através
das cromatografias, foi observado que a fragcdo 4% acetona-agua, possuia
possiveis moléculas de interesse para a pesquisa. As fracbes foram reunidas
em um unico compartimento e se conteudo foi submetido ao UV. Embora as
absor¢cbes no U.V. (253 e 317 nm) estejam compativeis com aquelas
esperadas para uma substancia de natureza flavonoidica, a quantidade isolada
ndo permitiu a obtencéo de espectro de RMN (*H e *3C) que possibilitasse a

confirmacéao.

5.3 Analise dos Oleos essenciais extraidos das folhas da espécie C.

pulegioides

O cromatograma do 6leo essencial apresentado na Figura 8, mostra o
efeito dos compostos contidos no 6leo essencial extraido das folhas de C.

pulegioides.
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Figura 8: Cromatograma do 6leo essencial das folhas do Croton pulegioides

Os espectros de massas obtidos foram comparados com o banco de
dados WILEY229 que retornou, com indice de similaridade, cinco
possibilidades de compostos para cada substancia. O espectro de massa
completo estd anexado a este trabalho (ANEXO C). Foram considerados
apenas aqueles que apresentam indice de similaridade igual ou superior a 90,

conforme descritos a seguir:

O pico cromatogréafico com tempo de retencdo 8,11 minutos, com area
normalizada (%A) de 2,69, foi apresentado pelo banco de dados da
WILEY?229 com cinco possibilidades correspondendo ao linalool (Figura 9),
com indice de similaridade 95 e 94. Os dados apresentados pelo CG/MS sao
compativeis com 0 espectro de massas do linalool encontrado na
literatura(TELES, 2009) .
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Figura 9: Estrutura do linalool

Os principais fragmentos observados no espectro de massas da Figura
10, resultantes da substancia indicada pelo Banco de dados da WILEY229
como possivelmente sendo linalool , s&o discutidos e apresentados no

esquema abaixo.
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Figura 10: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retengdo = 8,11

min no cromatograma apresentado na fig. 8

O ion molecular do linalool ndo é observado por este ser um alcool
terciario. De acordo com a literatura, para os alcodis terciarios normalmente os
ions moleculares sdo de dificil visualizacdo (SILVERSEIN,1994). No entanto,
foi observado o sinal em (M — 18) correspondendo a perda de uma molécula de
agua, que no caso seria o sinal em m/z 136.

O pico base CH, = CH-CO'H-CHs (m/z 71), pode resultar da ruptura
homolitica da ligagdo entre os carbonos C-3 e C-4, vizinha ao atomo de
oxigénio. Enquanto o pico m/z 121 [M — 17 — 15] é formado a partir do ion
molecular por perdas sucessivas de agua e de grupo metila. O pico em m/z 93
pode ser proveniente do m/z 136, que ap0Os isomerizacdo, sofreria clivagem
alilica (SILVERSTEIN, 1994).
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\ m/z136

m/z 154
aumento da conjugacao
- _ . e clivagem alilica
(CHg),=CHCH gH |

+

OH
+
CH,

m/z 71 m/z 93

Esquema 1. Fragmentagéo do Linalool

Para o composto com tempo de retencdo 8,62 minutos, com area
normalizada (%A) de 1,79, trés possibilidades foram apresentadas pelo banco
de dados da WILEY229, com indice de similaridade maior ou superior a 90,

indicando que o composto pode ser pinocarveol Figura 11.

OH

Figura 11: Estrutura do pinocarveol
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Os principais fragmentos observados no espectro de massa da Figura
12, resultantes da substancia indicada pelo Banco de dados da WILEY229

como possivelmente sendo pinocarveol sao discutidos a abaixo.
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FIGURA 12: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencéo = 8,62

min no cromatograma apresentada na Fig. 8.

O pico base é m/z 55, possivelmente de estrutura CH,C=C=0'H. A

possibilidade do composto ser pinocarveol é apoiada também pelos fragmentos
observados no espectro de massas serem compativeis com aqueles do
pinocarveol referidos na literatura (TELLES, 2009). O pico M — 18 também é

observado, que no caso seria um sinal em m/z 134.

Para o composto com tempo de retencdo 9,00 minutos, com area
normalizada (%A) de 6,69, cinco possibilidades foram apresentadas pelo banco
de dados da WILEY229, com indice de similaridade maior ou superior a 90.

Quatro delas indicam que o composto pode ser a-terpineol FIGURA 13.

OH

FIGURA 13: Estrutura do a-terpineol

Os principais fragmentos observados no espectro de massa da Figura
14, reslultantes da substancia indicada pelo Banco de dados da WILEY229

como possivelmente sendo a-terpinol , sdo discutidos a abaixo.
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FIGURA 14: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencdo = 9,00

L]40 185

min no cromatograma apresentada na Fig. 8.

O pico base se apresenta em m/z 59. A possibilidade do composto se
tratar do a-terpineol € apoiada também pelos fragmentos observados no
espectro de massas serem compativeis com aqueles do a-terpineol referidos

na literatura. (TELES, 2009).

O processo de fragmentacdo do composto em questdo pode ser
discutido como a seguir: O ion molecular do a-terpineol ndo € observado no
espectro, o que esta de acordo com fato de que o pico do ion molecular de

alcodis terciarios é de observacao muito dificil (SILVERSEIN, 1994).

O pico m/z 136 pode ser formado do a-terpineol por perda de uma
molécula de agua. Em seguida por perda de grupo metila, este pico podera
formar o de m/z 121 [M -18 — 15]. Enquanto que o pico m/z = 93 pode ser
resultante da perda de uma molecular de agua, um grupo metila e de uma
molécula de eteno [M — 18 — 15 — 28].

Os compostos que apresentam t, iguais a 9,12 e 9,39 minutos
apresentam espectros de massas semelhantes, o que nos leva a propor que
sejam isomeros. De acordo com o indice de similaridade com o banco de
dados Willey229, existe a possibilidade de ser o acetato de sabinyl (Fig.15),
cis-sabinol Fig. 16), ou epdxido de felandreno (Fig. 17).

| I T T B DAL W
50 & 70 B0 90 o 110 120 130 140 150 160 170 150 190 X0
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FIGURA 15: Estrutura do Acetato de sabinyl

OH FIGURA 16: Estrutura do Cis-sabinol

FIGURA 17: Estrutura do Epéxido felandreno
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FIGURA 18: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencdo = 9,12

min no cromatograma apresentada na Fig. 8.
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FIGURA 19: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencdo =

9,39 min no cromatograma apresentada na Fig. 8.

5.4 Toxicidade Aguda

O teste agudo em camundongos com extrato seco da raiz de Croton
pulegioides ndo produziu nenhuma mortalidade durante os 14 dias de
tratamento, mesmo apds o tratamento com doses elevadas, recomendadas
pela literatura. Dessa forma, nao foi possivel determinar a DLso.

Logo apo6s a administracao do extrato, os animais apresentaram alguns
sinais que estao listados, por cada grupo, na tabela 3.

A administracdo do extrato da raiz de C. pulegioides causou uma
pequena alteracdo, nos trés grupos submetidos ao extrato, no consumo de
agua e racdo, apenas nos dois primeiros dias apds a sua administracao. Porém
durante os dias seguintes de observacdo, nao foi verificada nenhuma
interferéncia do extrato administrado no desenvolvimento geral dos mesmos,
em relacdo ao consumo de agua e racdo, a eliminacdo de urina, fezes e
alteragbes comportamentais. O controle do peso dos animais, 0 consumo de

racao e agua sao mostrados nas figuras 19, 20 e 21, respectivamente.
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FIGURA 19: Toxicidade aguda do extrato metandlico seco da raiz de a C. pulegioides
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FIGURA 20: Toxicidade aguda do extrato metanolico seco da raiz de a C. pulegioides
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FIGURA 21: Toxicidade aguda do extrato metanolico seco da raiz de a C. pulegioides

5.5 Avaliacdo da Atividade Anti-Inflamatoria

5.5.1 Peritonite induzida por carragenina

O modelo do teste da peritonite induzida por carragenina € um
método bastante utilizado para a avaliacdo do processo inflamatoério agudo. Os
resultados a seguir, foram obtidos 4 horas apd6s a aplicacdo do elemento
flogistico, e o parametro avaliado foi a migracdo leucocitaria. A inibicao
inflamatoria, apresentada na Tabela 3 e figura 22, estabelece como padrdo
comparativo 0 grupo controle e a partir dos resultados, pode-se observar que
o0s testes realizados com o extrato da raiz de C. pulegioides nas doses de 200,
300 e 400 mg/Kg revelam atividade anti-inflamatdria significante em relagdo ao

grupo controle.
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FIGURA 22: Efeito do extrato da raiz de C. pulegioides na migragéo leucocitaria dos grupos

testados

Tabela 3 — Numero de leucécitos e percentual de inibicdo da migracdo celular

Grupos Dose Contagem de leucdcitos  Inibig&do
(mg/KQ) (103/mm3) Inflamatoria (%)

Controle - 95+14 -

Padréo — 10 3,25 £ 0,8*** 66,8

Indometacina

C. pulegioides 200 200 4,6 £ 1,4%** 79,7
C. pulegioides 300 300 3,7 £1,0%* 62,2
C. pulegioides 400 400 3,65 = 0,5%** 62,8

*** Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (p <
0,05).

A atividade biologica das plantas medicinais esta estreitamente
relacionada aos seus constituintes quimicos. A presenca de substancias, como
taninos, flavonoides, cumarinas e terpenos tem sido relacionada as atividades
anti-inflamatoria e antioxidante de diversas plantas (HAJHASHEMI et al., 2003;
ISHIKAWA et al., 2003; MELO et al., 2003; CHOI & HWANG, 2004; PEANA et
al., 2004; CHAO et al., 2005; GUERRA et al., 2005; WANIKIAT et al., 2008).

Estudos anteriores mostram que flavondides podem inibir tanto a via da
cicloxigenase quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato
podendo contribuir para propriedades anti-inflamatérias. Além disso, outros
estudos tém mostrado que flavondides aumentam a permeabilidade capilar e
exercem um efeito inibitério na exsudacdo de proteinas e migracdo de
leucécitos (LANDOLFI; MOWER & STEINER, 1984).
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Triterpenoides também  apresentam atividade anti-inflamatéria,
dependente da inibicho de citocinas pré-inflamatérias (BREMNER &
HEINRICH, 2002).

Os resultados deste ensaio indicam a presenca de atividade anti-
inflamatoéria no extrato da raiz de C. pulegioides, contribuindo para estudos
posteriores que visem avaliar de forma mais aprofundada o potencial desta

atividade e os mecanismos de acgéo envolvidos.

5.5.2 Edema de Pata induzida por carragenina

O teste de edema de pata induzido por carragenina € um outro
modelo bastante utilizado para se avaliar a inflamac&o em seu estado agudo.
Os resultados a seguir, foram obtidos desde o tempo zero até a 52 hora,
mostrando que houve reducédo do edema e da concentracdo de MPO no tecido
da pata. A resposta anti-inflamatéria apresentada nas figuras 23 e 24
estabelece como padrédo comparativo o0 grupo controle e a partir dos
resultados, pode-se observar que os testes realizados com os extrato da raiz
do C. pulegioides nas doses de 200 e 400mg/kg mostraram atividade anti-

inflamatoria promissora a partir da quarta hora.

Edema de pata

w
N

controle
Padrdo - Indometacina

-+ C. pulegioides 200mg/kg
-+ C. pulegioides 400mg/kg

N
1

Volume do edema (ml)
-

o

FIGURA 23: Atividade anti-inflamatoria do extrato da raiz de C. pulegioides da pata submetida

a inflamacéo pela carragenina.
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FIGURA 24: Atividade anti-inflamatéria do extrato da raiz de C. pulegioides para a

determinacao da concentracdo de MPO no tecido plantar da pata submetida a inflamacéo pela

carragenina.

Neste ensaio, observou-se, novamente, a atividade antiinflamatoria do
extrato da raiz do C. pulegioides. Tanto a dose de 200mg quanto a de 400mg,
mostraram atividade compativeis com a do grupo padrdo. Sendo que, apenas a
dose de 200mg teve diferenca estaticamente significante.

Os resultados deste ensaio corroboram para o estudo de peritonite
realizado neste mesmo trabalho. Visto que nos dois a atividade antiinflamatoria

do extrato testado foi confirmada.

5.6 Avaliacdo da Atividade Citotoxica
A tabela 4 mostra o percentual de inibicdo celular em trés linhagens de

células tumorais:

Tabela 4: Percentual de inibicdo celular em trés linhagens de células tumorais dos extratos de

raiz, caule e folhas de C. pulegioides

HT- 29 HEP NCI
Amostras %IC Erro %IC Erro %IC Erro
Extrato 53,2 52 89,48 0,31 77,8 2,4

metanolico
da raiz
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Extrato 11,9 1,1 65,1 1,43 77,0 14,4
metanolico
da folha
Extrato met 45,0 3,5 85,8 1,43 85,1 3,0
do caule

A citotoxicidade provavelmente se deve aos metabdlitos secundarios
presentes nos extratos. Estudos comprovam a citotoxicidade de compostos
fendlicos e terpénicos, presentes nos extratos.

De acordo com a tabela 4, observou-se que 0s extratos apresentaram,
em sua maioria, uma alta atividade citotoxica, tendo em vista a inibicdo de mais
de 70% do crescimento celular. As células da linhagem HT-29, foram as menos
sensiveis a atividade citotoxica dos extratos, sendo o mesmo, ate inativo no

caso do extrato das folhas, onde a inibi¢cdo foi de apenas 11,9%.

5.7 Avaliacdo da Atividade Microbioldgica

O uso de extratos como agentes antimicrobianos apresenta um baixo risco de
aumento da resisténcia microbiana a sua acao porque sao misturas complexas,
fazendo com que haja maiores dificuldades para adaptabilidade microbiana
(DAFERERA et al. 2003).

A quimica do género Croton tem sido explorada e os estudos
fitoquimicos efetuados tém conduzido ao isolamento de alcalbides, flavonoides,
triterpendides e uma grande variedade estrutural de diterpendides, os quais
podem estar relacionados com essa atividade antimicrobiana contra diversos
microorganismos (FARNSWORTH; SOEJARTO, 1991).

Através da prospeccdo fitoquimica dos extratos, € possivel identificar a
presenca de diversas classes de metabolitos secundarios que apresentam uma
ampla variedade de atividades biolégicas como antimicrobiana (DJIPA et al.
2000, ESQUENAZI et al. 2002) , antioxidante (BARREIROS et al. 2006) e
antitumoral (OKUDA et al. 1989).

A tabela 5 mostra o efeito antibacteriano dos extratos metandlicos

testados contra as 11 cepas utilizadas no teste.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos de C. pulegioides
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Concentracéo Extrato Extrato Extrato
Metandlicoda  Metandlicodo  Metandlico das

raiz caule folhas
E. faecalis AM* 100 pg/poco 0 0 0
1056
50 pg/pogo 0 0 0
25 ug/poco 0 0 0
E. coli AM 1050 100 pg/pogo 0 0 0
50 ug/pogo 0 0 0
25 pg/pogo 0 0 0
P. aeruginosa 100 pg/pogo 0 0 0
AM 206
50 pg/pogo 0 0 0
25 ug/pogo 0 0 0
B. subtilis AM 100 pg/pogo 11 13 13
04
50 pg/pogo 10 12 11
25 ug/pogo 0 0
0
K. pneumoniae 100 pg/pogo 0 0 0
AM 410
50 pg/pogo 0 0 0
25 ng/poco 0 0
0
S. saprophyticus 100 pg/pogo 0 15 0
AM 245
50 pg/pogo 0 13 0
25 ug/pogo 0 0
0
S. aureus AM 100 pg/pogo 14 0 0
103
50 pg/pogo 16 0

11
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25 pg/pogo 0 12 0
S.  epidermidis 100 pg/pogo 0 15 0
AM 235
50 pg/pogo 0 11 0
25 ug/pogo 0 0
0
C. tropicalis AM 100 pg/pogo 23 22 14
1iet 0 ng/ 17 12
50 pg/pogo 19
25 ng/poco 13 0
16
C. krusei AM 100 pg/pogo 0 0 12
1168
50 pg/pogo 0 0 0
25 pg/pogo 0 0 0
C. albicans AM 100 pg/pogo 23 20 13
1140
50 pg/pogo 17 15 0
25 ug/poco 12 0
14

*AM Codigo a Colegdo do Laboratério de Andlises Microbiolégicas do Depto.
de Farmécia da UFPE

* *Halos expressos em mm
Média dos halos do controle: Gentamicina 24 mm; Cetoconazol 23mm

Estudos anteriores relatam que o extrato do Croton sonderianus possui
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Saccharomyces cerevisiae, e atividade fungicida contra Candida albicans
(MCCHESNEY, CLARK E SILVEIRA, 1991). C. urucurana também ja teve sua
atividade antimicrobiana relatada para diversas cepas bacterianas (OLIVEIRA
et. al., 2008)

As propriedades antimicrobianas observadas podem ser devido a
presenca de compostos com reconhecida atividade antibacteriana presentes

nos extratos do C. pulegioides. Os flavondides possuem ag¢éo contra infeccao
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microbiana e sdo eficazes contra uma ampla variedade de microrganismos.
(DIXON et al. 1983; TSUCHIYA et al. 1996). Terpenos e taninos também
possuem comprovada acao contra fungos e bactérias (AHAMD et al. 1993; HO

et al. 2001).
A maior atividade dos extratos foi contra cepas de fungos. Este resultado

pode ser observado nas figuras abaixo:

5.7.1 Atividade para o extrato da raiz de C. pulegioides

Cc-ntr;nm.'lﬁ.'c-

{antibisticn)
2.500 pg/poaco 5.000 pgfpogo

o o O

Controle negativa

FIGURA 25: S. aureus FIGURA 26: S. epidermidis FIGURA 27: S. saprophyticus



FIGURA 28.E. faecalis  FIGURA 29: P. aeruginosa FIGURA 30: E. coli

FIGURA 31: C. albicans  FIGURA 32: C. tropicalis FIGURA 33: K. pneumoniae

FIGURA 34: B. subitilis
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5.7.2 Atividade para o extrato do caule de C. pulegioides
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FIGURA 35: S. aureus FIGURA 36: S. epidermidis FIGURA 37:S. saprophyticus
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FIGURA 38: E. faecalis FIGURA 39:P. aeruginosa FIGURA 40: E. coli
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FIGURA 41: C. albicans  FIGURA 42:C. tropicalis FIGURA 43: K. pneumoniae

FIGURA 44: B. subitilis

5.7.3 Atividade para o extrato das folhas de C. pulegioides

Cnntr;pmi‘rhu

{antibidtica)
2.500 pg/poco 5.000 pgfpogo

Controle negativa
DRAS 200

0,000 u&fpﬂb

FIGURA 45: S. aureus FIGURA 46:S. epidermidis FIGURA 47:S. saprophyticus
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FIGURA 48: E. faecalis FIGURA 49: P. aeruginosa FIGURA 50: E. coli

FIGURA 51: C. albicans FIGURA 52:C. tropicalis FIGURA 53: K. pneumoniae

FIGURA 54: B. subitilis
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Croton pulegioides é uma planta pouco explorada, tanto do ponto de
vista quimico quanto biolégico, tendo apenas alguns estudos anteriores sobre
sua caracterizacdo botanica. Portanto, os estudos de fitoquimica e das
atividades biologicas desta espécie sdo importantes e contribuem para o
conhecimento de uma espécie ainda inexplorada, auxiliando na busca de
novos agentes que, futuramente, possam contribuir com a terapéutica.

Nesta pesquisa, observou-se a variedade de metabdlitos secundarios
encontrados no Croton pulegioides. Os componentes majoritarios foram os
compostos terpendides, alcaldides e flavonoides. Em menor concentracdo, no
caule da planta, foram encontradas proantocianidinas. Os testes foram
negativos para cumarinas e saponosideos. Os resultados para os metabdlitos
condizem a composi¢ao da maioria dos representantes do género.

A andlise quimica do o6leo essencial das folhas do C. pulegioides
proporcionou com indice de similaridade superior ou igual a 90 com a
possibilidade de se terem linalool, pinocarveol, a-terpineol, cis-sabinol, acetato
de sabinyl e ep6xido de felandreno, como constituintes do 6leo essencial.

Foi observada auséncia de toxicidade nas doses de 2000, 3000 e 4000
mg/Kg para os trés extratos testados, raiz, caule e folhas, oferecendo uma
grande margem de seguranca para 0S ensaios posteriores.

A atividade anti-inflamatéria, testada apenas com o extrato da raiz,
mostrou significativa inibicdo da migracdo celular, no teste de peritonite; e
reducdo do volume do edema da pata com significativa diminuicdo do MPO

dosado, no teste de edema de pata. Também, foi observada citotoxicidade
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frente as trés linhagens de cancer. Sendo uma alta atividade para os extratos
da raiz e do caule e atividade moderada com o extrato das folhas.

A atividade antimicrobiana dos trés extratos foi confirmada para alguns
dos microorganismos testados. Os resultados mais significantes foram contra
as cepas de fungos do género Candida.

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, torna-se possivel concluir
que Croton pulegioides possui interessante perfil fitoquimico e bioldgico.
Portanto, pesquisas futuras serdo importantes para contribuir com o isolamento
e a elucidacao estrutural dos metabdlitos secundarios que compdem esta
planta. A realizacdo de testes bioldégicos com fragcdes enriquecidas ou
compostos isolados, podera identificar quais sédo o grupo de metabdlitos ou as
moléculas responsaveis por cada atividade investigada neste trabalho,

auxiliando na elucidacédo dos mecanismos biolégicos envolvidos.
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RESUMO

O uso popular de plantas medicinais continua sendo de grande
importancia para a populacdo, principalmente em paises em desenvolvimento,
nos quais o0 acesso a medicina alopética ainda € muito restrito. Assim, além de
sua importancia na medicina tradicional, o conhecimento das plantas pode

fornecer para a industria farmacéutica, direta ou indiretamente, principios ativos
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de interesse farmacéutico. No presente trabalho foi avaliada a atividade
antimicrobiana dos extratos de Croton pulegioides nas concentracfes de 100,
50 e 25ug/mL frente a cepas de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e
fungos, utilizando a técnica de difusdo em Agar, pelo qual evidenciou-se halos
de inibicdo para: Bacillus subtilis AM 04, Staphylococcus epidermidis AM 235
Staphylococcus saprophyticus AM 245, Candida tropicalis AM 1181, Candida

albicans AM 1140.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, Croton pulegioides,

Antimicrobiano

ABSTRACT

The popular use of medicinal plants is still of great importance for the
population, especially in developing countries, where access to allopathic
medicine is still very restricted. Thus, besides its importance in traditional
medicine, the knowledge of plants can provide for the pharmaceutical industry,
directly or indirectly, active pharmaceutical interest. The present study
evaluated the antimicrobial activity of extracts from Croton pulegioides at
concentrations of 100, 50 and 25ug/mL against strains of Gram-negative
bacteria, Gram-positive bacteria and fungi using the agar diffusion technique,
which evidenced inhibition zones for. 04 AM Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus AM 235 AM 245, AM 1181 Candida

tropicalis, Candida albicans AM 1140.

KEYWORDS: Medicinal plants, Croton pulegioides, Antimicrobial
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é feito desde a antiguidade e o
conhecimento sobre as suas propriedades representa, muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos. As observacdes
populares contribuem para a divulgacdo destes vegetais, pelos efeitos
medicinais que produzem; apesar de, geralmente, ndo terem seus constituintes
quimicos conhecidos, mas tornando validas informacdes que sdo acumuladas

ao longo dos anos Maciel et al. (2002).

Apesar de toda importancia atribuida as plantas, o seu potencial é ainda
pouco explorado. Sendo assim, pesquisa com plantas medicinais tem sido
considerada uma alternativa importante na busca de novas drogas. Logo, a
ampliacdo da producéo cientifica referente a plantas medicinais € de grande
importancia, para comprovacao de suas atividade farmacoldgicas, bem como
para o conhecimento de suas propriedades toxicoldgicas Calixto (2000); Barros
(2008).

O Brasil é detentor da maior biodiversidade do planeta, possuindo
numerosas espécies produtoras de substancias bioativas. Com uma area
territorial de 8,5 milhdes de quildbmetros quadrados e varios biomas (Mata
Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amaz6nia e Caatinga), apresenta uma grande
diversidade de solos e climas que favorece a riqueza e variedade de tipos de
vegetacao e espécies de flora distribuida nos diversos ecossistemas brasileiros
Dias (1995). Da mata atlantica do estado de Pernambuco sdo mencionadas
numerosas espécies de plantas que produzem substancias curativas. Até o
momento, essas plantas sdo apenas parcialmente estudadas do ponto de vista

taxondémico, quimico, fisiolégico e poder bioativo de suas moléculas.
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Croton pulegioides, pertence a familia Euphorbiaceae, que
compreende cerca de 320 géneros e 8700 espécies Steinmann (2002), sendo
conhecido popularmente como Zabelé. Nao ha registros na literatura sobre
estudos fitoquimicos ou biolégicos desta espécie. O género Croton é
representado por arvores, arbustos e ervas,difundidos em zonas tropicais e

subtropicais das Américas, Africa e Asia Govaerts (2000).

A quimica do género Croton é diversa, fato que qualifica o grupo como
altamente promissor para estudos de prospeccdo de substancias naturais
farmacologicamente ativas, sendo, por este motivo, alvo de pesquisas tanto em
estudos fitoquimicos como para testes de suas atividades biolégicas Randau
(2004). A composicdo quimica das espécies Croton é rica em metabolitos
secundarios, como os alcaléides, flavonoides e terpendides Rizsck(1987); Payo
et al. (2001). Além destes metabdlitos, muitas das espécies de Croton
produzem Oleos essenciais ricos em mono e sesquiterpendides, além de

fenilpropandides Palmeira et al. (2006).

No uso popular, as espécies do Croton sdo utilizadas na preparacdo de
chas e infusdes, para o alivio de dores Abreu (2001), tratamento de distarbios
digestivos como: constipacbes e diarréias; usadas também como
antiinflamatérios e  antiulcerogénicos, analgésicos, antidiabéticos e
antimalaricos. Além disso, segundo Morais, 2006, trés espécies originarias do
Cearé (C. zenhtneri, C. nepetaefoliuse C.argyrophylloides) foram recentemente
confirmadas como antioxidantes devido a atuacdo de sete diferentes
constituintes de seus 6leos essenciais. Outras espécies de Croton, também ja
tiveram suas atividades avaliadas e confirmadas através de estudos, como por

exemplo temos o C. lechleri, para o qual foi descoberta atividade antioxidante,
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antimicrobiana e antiviral Gupta, et. al. (2008). O género Croton possui muitas
espécies com atividades antimicrobianas. Como exemplo, podemos citar uma
substancia que foi isolada do caule de C. jacobinensis Baill, com a¢édo sobre
cepas de Neisseria, Nocardia e Brucella Lima, et. al. (2001).

N&o obstante o que antecede, estudos sobre este género ainda séo
escassos, 0 presente trabalho buscou a ampliacdo do conhecimento sobre uma
espécie ainda ndo estudada, visto que as outras espécies do género

apresentam uma expressiva importancia terapéutica e econdémica.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material

O Croton pulegioides foi coletado no municipio de Gravata, PE, Brasil,
num periodo compreendido entre novembro de 2010 e setembro de 2011. O
material botanico foi identificado pela Prof® Dr2. Rita de Cassia Araujo Pereira —

curadora do Herbario — IPA.

Obtencé&o dos extratos

Os extratos foram preparados a partir da raiz, caule e folhas do C.
pulegioides, usando respectivamente 20g , 70g e 50g do vegetal seco. O
material vegetal, seco e moido, foi submetido a uma extracdo por percolacéo,
usando metanol como solvente. Apos a primeira extracdo, o solvente foi filtrado
e 0 procedimento de extracdo foi repetido por mais duas vezes. A solucéo
obtida foi destilada a pressdo reduzida em evaporador rotativo, obtendo-se

como rendimento 16% para o extrato bruto seco extrato da raiz, 9% para o
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extrato bruto seco extrato das folhas e 10% para o extrato bruto seco extrato do

caule.

Microorganismos

Na determinagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas
pertencentes a Colecdo de Cultura do Laboratério de Andlises Microbioldgicas/
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas, das quais8 bactérias: Staphylococcus
aureus AM 103, Staphylococcus epidermidis AM 235, Staphylococcus
saprophyticus AM 245, Enterococcus faecalis AM 1056, Pseudomonas
aeruginosa AM 206, Escherichia coli AM 1050, Klebsiella pneumoniae AM 410,
Bacillus subtilis AM 04 e trés cepas de fungos:Candida krusei AM 1168,

Candida tropicalis AM 1181, Candida albicans AM 1140.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato seco metandlico de C. pulegioides
foi determinada pela metodologia de Técnica de Pocos — Difusdo em Agar. No
teste, as culturas foram preparadas a partir de col6nias isoladas das cepas
reativadas suspendidas em 1mL de solugcdo salina. A turvagéo da suspensao
microbiana foi padronizada comparando com a escala 0,5 de MacFarland, que
corresponde & concentracdo de 1,5x10° UFC/mL (Unidades Formadoras de
Colbnia por mL). Apds,aliquotas de 100 yL de cada suspensao microbiana foi
semeada na superficie das placas com Agar Mueller Hinton para bactérias e
Agar Sabouraud para fungos, com o auxilio de um swab estéril, realizando com
um perfurador cinco orificios de 6-7 mm por placa, trés dos quais foi adicionado
o extrato diluido em DMSO 20% nas seguintes concentracdes: 10.000 ug/pogo,

5.000 pg/poco e 2.500 pg/pocgo (volume de um pogo = 100 pL); num quarto
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poco foi agregado o antibiético padrao (Gentamicina 10 ug/poco para bactérias
e Cetoconazol 30 ug/poco para fungos) e num quinto pogo, o controle do
solvente, DMSO 20%. Nas placas de bactérias, o antibiético padréo
Gentamicina foi adicionado na concentracdo de 10 pg/poco; nas placas de
fungos, o antibiético padrdo Cetoconazol foi adicionado na concentracdo de 30
pg/poco. As placas foram incubadas por 18 horas a 37°C £ 1°,medindo-se o0s

halos de inibicdo produzidos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade antimicrobianas de alguns metabdlitos secundarios de
plantas tem sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram

confirmadas cientificamente apenas recentemente Jansen, et. al (1987).

Tendo em vista o problema da resisténcia das bactérias a multiplos
antimicrobianos, é de interesse o conhecimento sobre determinadas espécies
vegetais com propriedades antimicrobianas e a busca por substancias
derivadas de plantas teve um grande impulso nos ultimos anos Coelho et. al.
(2004). O interesse pelas plantas € devido em parte a grande variedade de
substancias quimicas pertencentes a diferentes classes de metabolitos
secundarios, tais como alcalbides, flavonodides, terpendides e compostos
fendlicos, os quais, muitos deles, possuem potente atividade antimicrobiana ja

demonstradas por pesquisas Nascimento (2000).

Os resultados da atividade antimicrobiana do extrato metanodlico de

C.pulegioides sao apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1. Atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos de C.pulegioides

Microorganismos

E. faecalis AM*
1056

E. coliAM 1050

P.  aeruginosa
AM 206

B. subtilis AM 04

K. pneumoniae
AM 410

S. saprophyticus
AM 245

S. aureus AM

Concentracao

100ug/pogo
50ug/pogo
25 ug/pogo

100ug/pogo
50ug/pogo
25 ug/pogo

100ug/pogo
50ug/pogo
25ug/pogo

100ug/poco
50ug/pogo
25 ug/pogo

100 pg/pocgo
50ug/poco
25 ug/poco

100 pg/pogo
50ug/pogo

25ug/pogo

100ug/pogo

Extrato seco

Metanolico da

raiz
0**
0

11

10

14

Extrato seco

Metanolico do

caule
0
0
0

13
12

15
13

Extrato seco

Metanolico das

folhas
0
0
0

13
11
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103 50ug/pocgo 11 16
25ug/pogo 12
S. epidermidis  100ug/pogo 0 15
AM 235
50ug/pocgo 0 11
25ug/pogo 0
0
C. tropicalis AM  100ug/pogo 23 22
1iet 50ug/ 17
MQ/POgo 19
25ug/pogo 13
16
C. krusei AM 100pg/pogo 0 0
1168
50ug/pogo 0 0
25 ug/pogo 0 0
C. albicans AM 100 pg/pogo 23 20
1140
50ug/pocgo 17 15
25ug/poco 12
14

14
12

12

*AM Caodigo a Colecdo do Laboratorio de Andlises Microbiologicas do Depto.
de Farmécia da UFPE

* *Halos expressos em mm

A média dos halos de inibicdo para o Antibiotico padrdo Gentamicina foi 24mm;
para o Cetoconazol foi 23mm

O estudo fitoquimico indica que o género Croton apresenta em sua
composicao alcalbides, flavonoides, triterpendides e uma grande variedade

estrutural de diterpendides, os quais podem estar relacionados com essa
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atividade antimicrobiana contra diversos microorganismos Farnsworth &
Soejarto (1991).

Estudos anteriores relatam que o extrato do Croton sonderianus
possui atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
e atividade fungicida contra Candida albicans Mcchesney, et. al(1991). C.
urucurana também ja teve sua atividade antimicrobiana relatada para diversas
cepas bacterianas Oliveira et. al. (2008).

As propriedades antimicrobianas observadas podem ser devido assim a
presenca de compostos com reconhecida atividade antimicrobiana presentes
nos extratos do C. pulegioides. Os flavondides possuem acao contra infeccao
microbiana e sao eficazes contra uma ampla variedade de microrganismos
Dixon et al. (1983); Tsuchiya et al. (1996). Terpenos e taninos também
possuem comprovada acao contra fungos e bactérias Ahamd et al. (1993); Ho

et al. (2001).

Concluséo

A determinacdo da atividade antimicrobiana da espécie C.pulegioides
indicou que os maiores halos de inibicdo foram frente aos fungos e as bactérias
Gram-positivas. Esta diferenca de atividade antimicrobiana pode estar
relacionada ndo soO a atividade biologica dos produtos testados, como também
devido a presenca da estrutura da membrana externa das bactérias Gram-
negativas, que pode impedir a passagem de moléculas Franca et al.(2009),
além de particularidades relacionadas aos diferentes mecanismos de

resisténcia das linhagens em estudo.
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Os resultados obtidos pelo presente trabalho sugerem que a espécie C.
pulegioides apresenta resultados promissores em relacdo ao potencial
antimicrobiano. Este estudo fornece os primeiros relatos de resultados que
demonstram uma acao antimicrobiana do extrato metandlico seco de C.
pulegioides. Entretanto, sdo necessarios outros estudos com o intuito de
corroborar e assegurar os resultados aqui encontrados, assim como para

melhorar e caracterizar as atividades biolégicas desta espécie.
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Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animallh do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Perhambuco (CEEA-UFPE) avaliaram
seu projeto de pesquisa intitulado: ‘\‘E’studo fitoquimico e avaliagdo da atividade

farmacoldgica e antimicrobiana de Croton pulegioides Baill (euphorbiaéeée).”
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" Encontra-se de‘aco'rdo com as normas vigentes rio Brasil, espeéialmente a Lei
9.605 — art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da q'uestéo do uso de
animais para fins cientificos. g 3 -

Diante do exposto, emitimos parecer. favoravel aos protocolos | ;
experimentéis realizados. ;
| Atenciosamente,

e} S gt @

Observaggo: Origem dos animais: Biotério do ~ (PXProfa. Maria Teresa Janse

Departamerito de Antibiéticos (aquisicao e Peesidente do CEEA

manutengao) - UFPE; Animais: Camundongos, Coweee T

Linhagem: Camundongos Albinos Swiss (Mus

musculus); Sexo: Machos e Fémeas; [dade: 60 dias:
| Peso: 30g; N° de Animais previsto no projeto: 24
[animais.
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i 4 Enmry: 31714 LibranyWTLEY 220 LIB
[ PommlaCl0 HIS O CAS: 08555 MoWeight:154 RetlndecD
ormptame:alpha - TERPIMECL $%

iS5 Eniry: 31357 LitranyWILEY 229 LB
[593 FommualaC L0 HIS O CAS: 10882561 MolWeight 1534 RetIndec:0
arpae |- alpha- lerpineol $% 5-Uyelohexene- 1-methancd, alpta., alpba d-trmethyl, (8- (CAS) - alpha- lerpineol 35 .alpha - Lempinecl, -} ¥% p-Mentt

< Target ==

inedd B Time:2 117 Scam: "2’-- MasaPeak=T9 BasPealc o2 10031123)
awhlodeAveraged 91080 125722-724)  BG Mede:Cale. from Peak

L

a1

41
a 124

, ||| , .|. | |I|| | ||I| || || ol | RETITA | ,
SARALAAY U Mt M LAY Mkl b H Sk S M) A M) L) T T T
10 o el 40 5 &0 a0 L] 100 L1 120 130 140 150 1sD 17D 153 190

it 1 Entry: 636 LibranyWILEY 220 LIB
[9] PommlaCl2 HIS 02 CAS:3536-54-7 MolWeight 194 RetIndaco
ormphame: Sabinyl acetake £5 Bicoyck{ 3. LOhexan-*ol, 4-methylens 1- 1-methylethyl}, acetake (CAS) 410+ Thujen-3-o0l, acetate £

it#2 Eniry: 20806 Libeany WILEY 220 LIE
[90 PormulaC10 Hle O CAS: 3310:602-9 Mol Weight:152 Retlndes: 0
crrpierme: L5 SARINUL 35 Bicycln| 4 1Uf hexan-3-00, d-methylene- 1-( 1 -methyletiyl-, (1 alpha, 3 alpa, 3 alpha - (UAS ) (- kcis-Sabinol 5 40 10F [hujen-3-

i 3 Entry: 20887 LibraryWILEY 220 LIR
L2828 PommlaCl0 Hle O CAS: 721 538-60-3 MolWeight 152 Retlndec:o
A PHELLANDRENE EPOXIDE 55 1 3-Cyckohexadiene, 2-methy k-5 L-methylethyll, moncepoxide (CAS) 5-1SOPROPYL-2-METHYL-1,3-CYC

i 4 Enfry: 20807 LibraryWILEY 229 LIB
[ PomulaCl0 HI6 O CAS:471- 169 MolWaight 152 Retlnda
amphame: Bicyclo[3. Lijhexan-3-ol, 4-methylene-1-( I-methylethyl)-, [lS—-J alpha. 3 beta, 5 alpha.)]- ({CAS) Sabincl $% cis-Sahincd £ Sabinol, (+F 58 4010

it#:5 Eoy: 20808 Library WILEY 220 LIE
L8] PomuilaClo Hle O CAS:471- 162 MolWeight 152 Retindax:0
COTpeTE: Bicyelof A, L] hexar -0l 4-methylene- 1o L-etyletiy -, |15 Lalpha 3 beta, . alpha,)|- (LA%) Sabincl ¥ cis-Sabinod ¥ Sabmol, (+ 55 40 10

12:39:25



16/4/12

< Target ==
ine#5 B Time:9 %500 %cam 756) MassPeaks:87 BasPealcS2.05(37178)
awhiodaiAveraged 9.383- 0. A00755-T5T) BG Mode:Cale. from Feak

Lely 1700 1800 190 200 210 220

2500 M40 230

10 20 30 40 3 s0 70 ®D ) 100 110 120 130 140 150

it# 1 Entry: 20806 Library WILEY220 LIR
£52 FormulaClL0 Hie O CAS: 3310-00-0 Ml Waight:152 Retlndex:0
omyblane:CIS-SARINOL 38 Bicyclo[3 L0]hexan-3-ol, 4-methylene- 1-¢1-metbylethyLi, (1 alpha, 3 alpha, Salpha - (CAS) i ols-Sabinol $5 410 Thujen-3-

i#2 Entry:6dde LibraryWILET2Z20 LR
[92 PommlaCl2 HIS 02 CAS:35536-547 MolWeight 194 RetIndaco
ormphdame: Sabinyl acetate £5 Bioycke{ 3. L OJhexan-3ol, 4-methylens 1- 1-methylethyl -, acetake (CAS) 410-Thujer-3-ol, acetate £

itg 3 Enfry: 29857 Libeary WILEY 220 LIR
[90 FommuilaC L0 Hie O CAS:T2158-60-3 MolWeight 152 RetIndac:0
crphlane:A-PHELLANDREEMNE EPOXIDE $5 1,2Cyclohexadiene, 2-methyl-5-(l-methylethylr, moncepoxide (CAS) 5-1S0PROPYL-2-METHYL-1,3-CYC

it#4 Entry: 20807 Library WILEY 229 LIB
[ &% PommlaCl0 HLe O CAS:AT]- 169 MolWeight 132 Retlndaco
amphame: Bicyelo[3. LiJhexan-3-ol, 4-methylene- 1-i -methylethy -, [15+Lalpha 3 beta, 5 alpha.j]- (CAS) Sabinc $% cis-Sabincl 8 Sabincl, (++ 58 4010

iS5 Eniry: 29808 Librany WILEY220 1B
[ 853 PommlaCL0 Hle O CAS:4T1- 168 MolWeight 152 Ratlndec:0
carpbe: Bicyelo) 3. LU hexan-3-ol, 4-methylene- 15 1-metylethy -, |15+ Lalpha 3 beta, 3 alpha - (UAS) Sabincd 55 cis-Sabinod B8 Sabincl, (+) 55 4 10F

< Targpt ==

ine 6 B Time:9 567 (Scam777) MassPeaksT] BasPeak 67 1071 a2d4)
awhodaAvemged 05580 57TR776T78) BGMode:Cake. from Peak

L

43

41

in u ) 70 o i 1% is I7o 0 20 @0 20 30

it# 1 Entry:43605 Library WILEY 229 LIB
[ 8% PommlaC10 HIS 02 CAS:000-0 Mol Weight: 170 Retlnde: 0
omphdame: 3, 7- Dimethyl-octa- 1, 7-dien- 3, 6-diol 5

it#2 Enfry: 43405 Libeary WILET 220 IR
[82 PommlaC10 HIS 02 CAS:51276- 336 MolWei
oamplEe: S, - Dimethyl- 1, -octad ene- 3 5-dinl 351

1 70 Rt lndeon O
'EMNLACL ILEE L - Uctadiene- 3, 6-diol, 2 6-dimethyl- 35 2 e-Lamethyl- 1,/ -octadiens- 5, 6-diol 3%

i} Entry: 62510 Library WILEYZ20 LIB
E8] FormulaCld Hie CAS:0212-532-0 Mol Weight 194 RetIndex:0
ormpbame: 3 Tetradecyne (CAS)

i 4 Enmy: 56857 Library WILEY229 LIB
[8] FommulaCla HA) CAS:a1886-62-2 MolWaight 222 Retlndex:(
ompbame: 3-Hexadecyne (CAS)

it#5 Entry: 112569 Library WILEY229.LIB
L&) FommlaCle HMIO2 CAS:XIT]1-10-8 MolWeight: 254 Retlndex: 0
cfnplae: ] 1- latradeen-1-ol, aetae, G0 (UAN) cis-11-leradeceny] acetate B (L F11- leradecenyl acelake 55 cis-11-leradecen- 1-0 acelale 55 GEF11- lelr

12:39:25
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< Target ==
e 7T B Time:9 8900 Scam:Bla) MassPeaks: 101 BasePesk:d 3 10 T6032)
awhiode:Averaged BE83-0.000(815-81T) BG Mode:Cale. from Peak

52 ey . 3 3l
S0 70 90 100 130 150 170 190 200 230 250 200 290 310 30 330 30 390 410

10 30

ité | Enmy: 31719 Library WILEY 229 LIB
E79 PorrmilaCLO HIS O CAS: 470826 MolWeight 154 Retlndac:0
corpbdare: | & CINEOLE % EUCALYPTOL 3%

i 2 Enfry: 14104 LibraryWILEY 220 LIB
[79 PommulaCa HI4 O CAS:000-0 MolWeight:126 Fetndex: 0
omplane T-CXABICYCLOJ4. L OJHEPTAME, 1 5DIMETHYL- %3

i3 Enfry: 31553 LibranyWILEYZ20 IR
[78 PommlaCLO HIS O CAS:AW-82-6 MolWeight 154 Retlndac0
orrpbbame: 18- Cinecls 3§ 2-Creabicyclof2.2. 2] octane, 1,3, 3-trimethyl (CAS) Terpan 3 Fineol 38 Bucapur $% p-Cinecle $% Cajeputal $3 Eucalypiol %3 Cucaly

it Enry: 13902 LibraryWILEY 220 LIB
[78 FomuluCR HI4 0 CAS:110:93-0 MclWeight:1 26 Retlnde 0
ormplame: 6-Methy - 5-hepten-2-one § 5 Hepler-2-cne, 6-methyk (CAS) &Methyk5- heplene-2-one 3 6-METHYLHEPT-5-EN-2-0ME $5 (6-metyl yE-5-he

i 5 Eniry: 31502 LibraryWILEYZ20 LIB
[78 PommlaCL0 HIS O CAS: 4WeaT-T MolWeight 154 Rietlnde:0
cipae: lsocinede 35 7 -Unabioyclo] 220 1 Jheplang, 1-methyl-d- 1-methylethyl F (CAS 3 -Usabicyclol 2.2 1 Jheptane, 1-isopropylk-d-methyl 55 1 4-Uineake 3

« Targgt ==
e & B Time: 10000 Scag 829 MasePeaks:34  BasePeak:d 2 LI28753)
awhfiode Averaged 9992 10O0SR28-830)  BG Mode Cale. from Pesk

x Ey

41 71 1 126

II‘J
ez e |||| | | | | ||||I I T S— ||I|| ‘I rrfrin il I ™ T e R
20 £l 40 S [} 'E'EI J"ﬂ lJ' R . l_'i:' 140 150 le0 70 1a80 190

it | Eniy: ad043 LibaryWILEY 220 LIB
E78 FomulawCl2 HX 02 CAS:125-12-2 MclWeight:196 Retlndex:0
corphame: SOBORN YL ACETATE $6

it#:2 Eniy: 64042 LibraryWILEY 229 LIB
77 PorrmilaCL2 HX0 02 CAS:T6-45-3 MolWeight 196 Retlndac:0
apETe HOENT L AUETALE 55

i 3 Entry: 142600 Librany: WILEY22 1R
T PommulaC1T H2E 04 CAS:O00-0 Mol Weight: 206 RetInde: O
ompiane:NERCLIDC -EPOXYACETATE 33

i 4 Enfry: 62339 LibraryWILET 229 LI
[T7 PomulaCl3 H22 O CAS: (K000 MolWeight 194 Retindac 0
armphame: dibydroionone %5

5 Entry: 31475 Libeary WILEY220 LIB
77 FormilaCL0 HIS O CAS: 17655 16-0 MalWei

k154 Retlnda: ]
Dl'l.]:ﬁEl'L‘E' trans-sabinens ydrake B LEANS- THL AL

12:39:25
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< Target ==
ine# S B Time: 10067 (Scan837) MassPeaks:83  BasePesl:d 2 LI 17T7591)
awhiode:Averaged 10068-10.075(836-838) BG Mode:Cale. from Peak

5 70 al 110 130 150 170 190 210 D 250 ]

it 1 Enfry: 31502 LibraryWILEY 220 LIB
[75 PommalaCL0 HI8 O CAS: 4677 MolWeight 154 Retlndac0
orrpbbame: Iocinecle $5 7-Cmabicyclof 22, 1 Theptang, 1-methyl-d-( 1-methylathyl - (CAS ) T-Oxabicyclo[2.2.1 Theptane, 1-isopropyl-d-methyk 35 1 4-Cinecls £

it#:2 Enmy: 31719 LibraryWILEY 220 LIR
£75 FormulaClO HIS O CAS: 4708206 MolWeisht 154 Retlndac
ormpblame: | 8- CINECLE 8 EUCAL YPTOL %

i3 Enfry: 31553 LibranyWILEYZ20 IR
[75 PommalaCLO HIS O CAS:AW-82-6 MolWeight 154 Retlndac0
orrpbbame: 18- Cinecls 3§ 2-Creabicyclof2.2. 2] octane, 1,3, 3-trimethyl (CAS) Terpan 3 Fineol 38 Bucapur $% p-Cinecle $% Cajeputal $3 Eucalypiol %3 Cucaly

it 4 Entry: 31545 LibranyWILEY 220 LIB
[74 PommlaCl0 HIS O CAS:AWHE2-6 MolWeight 154 Retlndaco
ormptame: 18- Cinecle $3 2-Crabicyclof2.2. 2] octane, 1,3 5-trirethyl (CAS) Terpan 3 Zineol 3% Bucapur 3% p-Cinecle 5% Cajeputol 53 Eucalypiol 53 Cucaly

i 5 Enfry: 135809 LibraryWILEY 220 LIB
L74 PormulaC8 HI4 O CAS: 110630 McWeight:126 Retlndes:(f
crpldame: 6-Methy - >-heplen-2-one 55 - Heplen-Z-one, é-melhyl (UAS) &Meathy->-heplene-2-one 55 &-ME THY LHEP L-2-BMN-2-UNE 55 (methyl FE-2-he

« Targgt ==

imes 10 B Time: 100 167 i Scan#: 849) MissPeaks 74 BmsePeak T0L05(22544)
awhodecAveraped 100 158-100175(845-850)  BG Mode: Cale. from Feak

L

|5!l oy} 2E1
10 u 50 70 a0 110 30 1% 170 w0 20 20 ™0 Xm0

ii#: 1 Entry: 14295 LibranyWILEY226 LI
[85 PomulaCo HIE CAS: L678-97-3 Mol Waight 126 Retlndex: 0
orpbbame: Cyclohexane, 1,2 3-mimethyl- (CAS) [23-TRIMETHY LCYCLOHEX ANE, (C15 PLUS TRANS 35 1.2 3 Trimethyloyclohexans 55

i 2 Eniry: 417659 LibraryWILEYZ29 LIB
[8 PommlaCl0 HLE 02 CAS:35178-55-5 MolWeight: 168 Retlndeon 0
crpiame PIPERLTUMNE CRDE 35

i3 Entry: 31548 LibranyWILEY 220 LIB
L83 PommlauCll HZ2 CAS:a2338-50-5 MolWeight 154 Retindex:0
apare:d-Diecens, Smethyl-, (Er (CAS)

i 4 Entry: 33085 LibraryWILEY 229 LIB
[82 PomulaCTl3 H26 CAS:62338-52-7 MolWeight 152 Retindex:0
armphame: Cyclobutane, 3-heocyl 1L 2-trirmethy k- (CAS)

i 5 Enmry: 14199 LibranyWTLEY 220 LIB

[82 PommlaC9 HIE CAS:O-00-0 MolWeaight: 126 Retlnda:)
crrplEe] TRA NS MOMEME-3 55

12:39:25



16/4/12

< Target ==

et 11 B Time: 1003500 Scan#:871) MassPeaks: 100 BasaPesk:4 205280273
awblodecAveraged 100342- 103580870872 BG Mode: Cale. from Peak

L

10 20 30 40 50 &3 W 8D 93 100 110 130 130 140 130 10 170 180 190 A0 210 ZM) 230 M0 23D 260

it#: 1 Eniry: 41651 LibraryWILEY 229 LIB

L8 PomulaCl0 HL6 02 CAS:5]12-85-6 L{d\\%@t 1e8 Retlnde:D
amphame:Ascaridole 8 2,3 Dioxabicyelo[2.2. Xock S-ene, 1-methyl-4-(1-methylethyl - {CAS) Askaridol $3 Ascaridol 5 Ascaricum 5 Ascarisin 5 Ascaridi

it#2 Entry: 20611 Libray: WILEY220. LR
E8d PommuleC25 HAZ 06 CAS:SS20405-1 McdWeight:438 Retlndex:0
ormpblame:, 1 2- Ocindecadiencic acid (22, 2-acetyloxy + 1 (acety by imethy ety ester (CAS) -LINOLEYL-1,3-DIACETIN 53

ir# 3 Enfry:41613 LibraryWILET 229 LIB
[83 PommlaCl0 HLE 02 CAS:26047-60-1 Mol Weisht: 168 Betlndeon 0
conpbame: CYCLOHEXAMOME, 2-(1-ACETYLETHY Ly 85 2(3-BUTAMONE}- 1-CY CLOHEX ANONE £ Oyclohexanone, 2-( 2-covobutyli- £ 2-(3 Cheobuty

it#4 Eny: 304166 Library: WILEY220.LIB
L83 PommilaC23 HAO O6 CAS:55320-02-0 Mol Weight:436 RetIndes: O
crnpbeae: %, 12, 15-Octadec atriencic acid, 2, 3-bis(aetylonyipropyl ester, (£ 22 (CAS) I-LINOLENYL-2,3-DIACETIMN &5

%5 Eniy: 41744 LibranyWILEY 220 LIE
(83 FomuilaeT 10 Hle 02 CAS:O00H0 MolWeight:1e8 Fetlnde: 0
caTpiemE: d-methy |-/ -ty kethyl 5 ¥-dioxatricyciol. 10R-4)|octane $%5 s mcanidols 55

< Target ==

ined 12 B Time: 100433 Scan#: 881) MessPeaks: 106 BasePeskod 3 10(285688)
awhiodeAveraged 10425 10 442(880-852)  BG Mode: Cake. from Peak

L

10 20 30 40 50 &3 W 8D o) 100 110 130 130 140 150 10 1700 180 190 X0 210 20 230 M0 250 260

i1 Eniry:41681 LitraryWILEY 226 LIB
£8 PommulaCL0 Hle 2 CAS:S12-85-6 MolWeight: 168 RetIndex:0
omphame:Ascanidole 3 2,3 Dioxabicyelo[2.2. Xock 5-ene, 1-methyl-4-(1-methylethyl - (CAS) Askaridol £ Ascaridol £5 Ascaricom $5 Ascarisin 5 Ascaridi

ir%2 Enfry: 2dal] Library: WILEY229 LIB

[ 83 PomuilaC25 HA2 O6 CAS:S5320405-1 MolWaight:438 Retlnde: O
caTpieme:Y, - Uctadecaiencie acid L0, Z-acelyloxy +1-|(acelykmyirmety L el ester (CAN) SLINOLEY L1 5-LIALCELIMN 55

i3 Eniry: 41744 LibraryWILEY 226 LIB
L83 FommilaCl0 Hle O CAS:OH0HD MolWeight: 168 Retlndeo: 0
ormptame: d-methyl-T-methy lethyl 3, 8-dicoatricyclof5. LO2-4))octane $% i somcanidole 85

4 Eniry: 204166 Library: WILEY229.1LIR
[82 PommilaC25 HA0 On CAS:55520:00-0 Mol Weight:436 Fetlndex:O
ormpbame:®, 12, 1 5-Octadec atriencic acid, 2, 3-bis(setyloryipopyl aster, (£ 22 (CAS) 1-LINOLENYL-2, 2 DIACETIM 3

it#5 Entry: 41613 Libeary WILEY 220 LIB

Laz Fou':ula.fll:l His 02 CAS:26042-62-1 MolWeight: 168 Fetlndes:O
crrptiae: YU LUHERANCONE, 2-(1-AUCE LY LEVHY Ly 55 205-BU TAMNONEF -0 CLOHES ANONE 35 Cyclobexancng, 2-( -ooobuly - 55 2-0 - Usabualy

12:39:25
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< Target ==
Ine# 13 B Time: 10065020 Scan#:012) MasPeaks: 102 BasePedkoT | 10{26035)
awhlode Averaged 10.6853-10.7000911-013)  BG Mode: Cake. from Feak

10 1] 30 0 o0 110 130 150 170 190 210 0 250 bl

it 1 Entry: 31230 LitranyWILEY 220 LIR
[71 PomulaCl0 HIS O CAS: 552-74-3 MolWaight 134 Retlndaco
amphdame: ACyclohexen- 1-ol, 4-rethyl 1-(1-methylethy 1 (CAS) 4-Terpinec] $3 TERPFIMENE-4-0L 3% 1-Termpinen-4-o % 4-Carvorenthencl £ p-Menth-1-

82 Enmy: 31715 LibranyWILEY220 LB
[71 PommulaC10 HIS O CAS: 352-74-3 MolWaight 134 Retlndaco
omphame TERPINECL-4 &%

i3 Enmy: 41678 Litrary WILEY 220 LIR
[0 PomulaC10 HL6 02 CAS:59160-18-5 ModWeight: 168 Retlnde 0
amphameendo-2-Hydroomy- 3-ketobomane 3 Bicyelo[2. 2.1 heptan- 2-one, 5hydrosy-4,7, T-rimethy k-, endo- (CAS) 5 Ketchomenol $% ENDO-EETOBORMNED

it 4 Enfry: 321234 LitraryWILEY 220 LIR
[ 69 PommulaCl0 HIS O CAS: 78706 Mo Weight:154 Retlndex:0
ompfame:Linaloal $5 1 6-Octadien-2-0l, 3, T-dimethyl- (CAS ) Linalol 35 _beta-Linaloo] 35 Linabyl alochad 8 3 7-Dimethyl 1 e-octadien-3-c 85

i3 Eniy: 41677 Libeany WILEY220 LIR
[69 PommilaC 10 Hle 02 CAS: Pded-e6-0 MolWeight: 168 Retlndeo: D
caTpamEzen e Hydron - Ketobomiane 55 Hioyoko| 2.2 1 heptan-2-cne, 3-iydrery-4.7/-trimethyl, axo- (LA

< Target ==

ine#: 14 B Time: 10758 Scan#:920) MassPeaks:112 BasePeakoT L 10{29155)
awbodefveraged 100750-10.767(919-021)  BG Mode: Cake. from Peak

) m

10 b 0 70 a 110 130 150 o o0 20 om0 250 10

it 1 Enfry: 86604 LibranyWILEY220 LB
[75 FommlaClS H26 O CAS: 5T7-27-5 MolWaight 222 Retlndec:
amphame: | H-Oyelopropfe anlen-4-0L, decalydio-1, L4, T-terarmethy -, [ 1aR-{ 1a.alpha, 4 alpha. da beta T.alpha, Tabeta, Thalpha j} (CAS) Ladol 5 d-Ledc

it#:2 Enry31721 LibraryWILEYZ29 LIB
£74 FormilazCL0 HIS O CAS: 2120005-5 MolWeight 154 Rethdac:0
aipPETE NEULSUE ISUGPULEC L 35

i} Entry: 31228 LibranyWILEYZ20.LIB
[75 PommuilaC10 HI8 O CAS: 5044-20-7 MolWeight:154 Retlndeo: 0
cmplame: lsogeranicl $ 3,6-Octadien- 1-ol, 3 7-dimethyl-, (Z) (CAS)

it 4 Entry: 8cele LibranyWILETZ20 LIB
[73 PommulaCLl3 H26 O CAS: 5T-27-5 MolWaight 222 Retndac:
amphdame: | H-Owelopropfs banlen-4-0L, decahydio-1, 14, T-tetramethy ), [ 1aR-{ 1a.alpha, 4 alpha_da beta 7 alpha, Ta beta Thalpha j} (CAS) Ladol 58 d-Ledc

it 5 Enfry: 43405 LitranyWILEY 220 LR
[75 PommilaC10 HI8 O CAS:S51276 3536 MoWeight:1 70 Retlndeo: O
optEe: S, - Limethyk- 1, - octadene- 3 6-diol 55 1 'EMLACAL ILFE L - Uctadiene- 3,6-diol, 2 G-dimethyl- 535 2 6-Lamethyl- 1,/ -octadiens 5 6-diol 5%

12:39:25
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< Target ==
ined: 15 B Tire: 1008501 Scan:9531 ) MassPeaks:1 16 BasePeako: 08 05 15003
awhlode: Averaged 10.842-10.858930-032) BG Mode: Calke. from Feak

10 20 30 40 3 a0 70 B S0 100 110 120 130 140 150 1eD ITD 1830 190 200 210 X220 250 240 230

it 1 Entry: 4159 LitraryWILEY 220 LIB
[ &1 PomulaCl0 Hle 02 CAS: 4001050 MolWeight: 168 Retlndeon 0
2-Cyelohexen-1-ome, 2-hydroeoy-3-methy -6~ 1 -methylethy 1 (CAS § Diosphencl $ DIOSPHENOL 1 $3 Buccocarphor % Buchu carmphor $% Barc

it Eniry: 52879 LibraryWILEY 220 IR
80 FomlaC12 H22 0 CASI000.0 MolWeight 182 Retladar:0
cmphlame:3 A TRIMETHYL--NONENAL $%

i 3 Entry: 41599 Litrary WILEY 220 LIR
[ 80 PomulaCl0 HL6 02 CAS: TR301-06-5 r-id‘-‘-%-ﬂ:[&s RitTndenc: ()
cmphdame: 5-Hydrowy- p-menth-é-ene-2-one $ 2-Cyc - 1-ome, 4-bydroogy- 2-methyl- 54 1-methy lethyl - (CAS) p-Menth-6-en-2-one, S-hydooey- $5 5-Hyed

it#4 Entry: 41769 Library WILEY 220 LB
£79 FormuleCl0 Hie 02 CAS:35178-553 MdWeight 168 Retlndex(
cmybame PIPERITONE OXIDE 5

i3 Bty 41597 LibeanyWILEY220 LIR
[79 PommwlaCL0 Hle 02 CAS:A00205-0 MolWeight: 168 RetlndeonD
carpieme: - yelnhenten- 1-one, 2-hydrony- - mety e L-methylethy T (UAS ) Dinsphencd % LOSEHENUL LSS Bucoocamphor 3% Buchu carmphor 5% Here

< Target ==

ined: 16 B Time: 100983 Scan#:947) MassPeaks:80 BasePealo98.05(9029)
awhlode:Averaged 100975 10.592{046-948)  BG Mode: Cake. from Peak

)

10 20 30 40 3 &0 70 83 G0 100 110 120 130 140 150 1&D 17O 1800 190 200 2010 X200 250 240 230

it 1 Entry: 43044 LibranyWILEY220 LB
[73 FommulaCl1 H0 O CAS: 20044-44-0 MolWeight 168 RetIndac0
omphame: Cyclohexanone, 2-isopropyl-2, 5-dimethyl- (CAS)

itg:2 Enfry: 14298 Litrary WILEY 229 LIR
[0 PommlaC9 HIE CAS:22M-T55 MolWeight 126 Retinde:0
amplameLyckbexane, 1 L4-mmetyl- (CAN) [2A- TRIME THY L YULOHEX ANE, (U1 PLLE THANS VR 1L 4 Inmethyloyclohexans 53

it Eniry: 89324 LibearyWILEY 220 LIB
E70 FormilaC9 Hle B2 OF CAS: sd78034-3 MolWeight:226 Retlnde:0
coplame: alpha-D-Ribopyrances, cyelic 1,2:3,4-Hsathylboronate) (CAS) ALPHA-D-RIBOPYRAMOSE, 1,2:34-DHO-(ETHYLECR ANDTYL) 55

itf 4 Entry: 32879 Libeary WILEYTZ20.LIB
[70 FommulaC12 HE2 O CAS: 0000 MDN-’E@JI:JEZ Retndac:0
opfdae:d 4 S TRIMETHY L-2-MOMEMAL 5%

it 5 Enfry: 101081 Library: WILEY22 LR
£70 FormulaCl1 HI2 B2 04 CAST4810-64-3 MolWaight 240 RetlndaC
optEe: L, 3 2-Licx aborsdane, 4.4 1 S-propane diy Db s] ety F (CAS ) L2 6 -HEPLANTEIRUOL, 1226 -L-O-(E THY LBURANMDLY Ly 55

12:39:25
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< Target ==
Ined 17 B Tire: 11, 1580 Scang: 068 MmsPeaks: 104 BasePedod | 100167 14)
awhlodecAveraged 11 150-1 117067960y BG Mede:Cake. fromPeak

[0 3 0 s 70 w0 10 130 150 0 190 210 230 230 200 290 310 330 30 30 30

it 1 Entry: 85434 Library WILET 220 LIR
[75 PommulaClS H26 O CAS: 4600-84-0 Mol Weight: 222 Betlndeon 0
cmphame:Famesol £5 2,6, 10-Dodecatrien-1-ol, 37, [I-trimethyl- (CAS ) Farne syl alechal 3%

it 2 Entry: 192365 Library WILEY220 1T
[74 PommlaC28 Hee O CAS7190-00-0 Mol Weight: 308 Retlndex: 0
omphlme:Chokesta-s, 24-dien-3-ol, 4-nethyl-, (Gbeta, dalpta. - (CAS) 4 ALPHA -METHYL- DELTA-8 24-CHOLESTERATIENCL £

i3 Enfry: 70838 Library WILET 220 LIR
[72 PomulaClS H24 CAS:ET-44-5 MolWeight: 204 RetIndex:0
cmphame:trans-Caryophyllene 33 Bicyelo[7. 2 0)undec-4-ene, 4,1 1,1 1-trimethy F-8-methyle ne-, [1R-(1R* AE 95% )} (CAS ) FCaryophyllene £ (- - Caryophylle

i 4 Entry: 8cd46 Librany WILEY220 LIR
[72 PommlaClS H26 O CAS:7212-44-4 r-t-:vl.‘-‘-'eigh 2 Ratlnden D
amphame:Merolidol 5% 16 10-Dodecatrien-3-oL, 3.7, 1 1-rimethyl- (CAS) 3.7, 11-Trimethyldodeca- L&, 10-trien- 3-c 8% 37,1 1-Trimethyl 1,6, 10-dodecairiens-2

&5 Enfry: 70732 Libeary WILET 229 LIR
[72 PommlaClS H24 CAS: |8704-84-8 MolWeight 204 Retinde0
cimplame:. bata - Famesene 55 1,6, I Dedacatniens, , L-dimethyk S-metylene-, (B (CAS ) T-DIME THY L- 3-METHYLEM-16, LU DOLECATETIEME ¥

< Target ==

ined 18 B Time: 11,4420 Scan#: 1002) MassPeaks:94  BasePealo03 10(30462)
awhoda:dveraged 11.4353-1 14506 1001-1003)  BG Mode: Cale. from Peak

)

10 20 30 40 % &0 70 B G 100 110 120 130 140 150 1a&D 1700 180 190 200 2000 X0 250 240 230

it#: 1 Entry: 70090 Library WILEY 220 LIR
[9] PommlaClS H2 CAS:AT33208-6 MolWeight: X4 Retlnde:0
cimpiame: alpha-Hunulens £ 14,5-Cycloundecatriens, 2,66 %etmmethyk, (EEER (CAS) 4 7 10-CYCLOUNDECATRIENE, 1,14 5TETRAMETHYL-,

it#:2 Enfry: 7079 Library WILET 229 LIR
91 PommilaCLs H24 CAS:6753-08-6 MolWeight: X Retlndex:0
cimplame: alpha-Homulene 35 L4, Uwloundecamens, L6 6 etrameltyk, (B EER (AN A4 IO CLOLMUECATRIENE, 1 L4 5 1EIEAMETHY L-,

i3 Entry: 71180 Library WILEY 220 LIR
[90 FommilxCLS H24 CAS:e753-08-6 MolWeight: X4 Retlndex:0
ompidame: ALPHA-HUMULENE 8 ALPHA- LLENE 3%

itf4 Entry: 70739 Library WILETZ20.LIR
[90 FommlaC13 H24 CAS:AT3208-6 MolWeight: X4 Retlndex:0
cnphare: alpha -Humulene £5 14 8-Cyeloundecatriens, 2,66 % etramethyl, (EEER (CAS 47 10-CYCLOUNDECATRIENE, 1,14 5-TETRAMETHYL-,

it 5 Entry:TOTET Library WILEY 220 LIR
[ 80 PommilaC15 H24 CAS:aT5308-6 MolWeight: X Retlndes:0
aphEne. alpha-Hunmulens 35 L4, S-Owcloundecamens, 266 - etmmetylk, (HEEF (CAS) 470 U CLOUNDEUCATRIENE, 1,145 1EIRAMEIHY L-,

12:39:25
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< Target ==
inedt 19 B Time: 12, 19020 Scang: 1062) MassPeaks: 99 BasePeak: 50,05 19510)
awhiode:Averaged 12, 183-12 200 1001-1060%)  BG Mode:Cale. from Peak

ol T

141
Ly

-
LR WL |
an o 1n 110 0

|l
10

it 1 Entry: 8478 Library WILET 220 LIR
[52 PommlaClS H26 O CAS: 635-00-6 MolWaight 222 Retlndac:0
amphame:Elermol 3% Cyclohexanemethancl, 4-ethenyl-_alpha, alpha., 4-wimethyl-3-(1-metyletheryl -, [1R-(1Lalpha_ 3 alpha, 4 beta )} (CAS) o-Menth-8-2ne

it#2 Entry: 8c481 Library WILEY 229 LIR
[90 PommlaClS H26 O CAS: a35-0006 MolWiaight 222 Retlndaco
amphame:Elrmol $% Cyclohexanemethancl, 4-athenyl-_alpha, alpha, 4-rimethyl-3-(1-methylethenyl -, [1R-(Lalpha_ 3 alpha, 4 beta )} (CAS) o-Menth-B-2ne

i3 Enfry: 86484 Library WILET 220 LIR
[ 8% FommulaClS H26 O CAS: 21657-00-0 MolWeight 222 Retlndex:0
cmphame: hedycaryol $3

it 4 Entry: 86678 Library WILEY 220 LIR
L% PommlaCl3 H26 O CAS: 635-0006 MolWiight 222 Retlndac:o
omphameseleno] £5

iS5 Eniry: 86485 Library WILEY 229 LIB
L& PommulaC15 H26 O CAS: 21657-00-0 MolWeight 222 RetIndac:0
cipame: hadycargol ¥5

< Target ==
inedh 20 K. Time: 12.558(5can#: 1 1 35) MassPeaks: 126 BmePeak 43.10030352)
awhodadveraged 12.550- 1256701135 1137)  BG Mode: Cale. foom Peak

) T
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i#: 1 Enfry: 84590 Library WILEY 220 LIR
[9] PommlaCls H24 O CAS: 6750-60-3 Mol Weight: 220 Betlndeon: 0
omphame: Spathulencl 5 1H Cycloprople]azulen-T-ol, decabydro- 1, 1,7 trimrethyl-4-methylene-, [1aR-(laalpha. da.alpha, 7.beta, Ta beta Thoalpha. )] 8 1HA

2 Eniry: 84624 Librany WILEYZ29 L1B
[9] FomulaCL5 H24 O CAS: 7717 1-55-2 MalWeight 220 RetInda:0
CATpMaTE?(+ spathiencd 3

i3 Enfry: 84628 Library WILEY 220 LIR
[ 85 PommlaClS H24 O CAS: 0000 MolWieight 220 RetindacO
ormptamesi sospathulencl £5

i 4 Eniry: 84635 Librany WILEY 220 LB
[79 Pommila C15 H24 O CAS: 0:00-0 MolWaight 220 Ratlndac:0
compblire:d A-dirrethyliricyclof 6.3, 2002, 5] rideca-S-ene- 1ol $§

it 5 Enfry: 84664 Library WILEY 220 LIR
[79 PommlaClS H24 O CAS: 6750-60-3 Mol Weight: 220 Retlndex:0
atpiEe: s A LHULEMUL 55
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< Target ==
inesh 2] B Time: 15,025 Scam#: 1 192) MasaPeaks: 126 BmePealc43.05(18628)
awhlode Averaged 12007-13.055 1191-1193)  BG Mode: Calke. from Peak

16/4/12

i E] 0 70 o 110 130 150 7o @ 20 330
it | Eniry: 86618 Libeary WILEY220 LIE

[85 FommlzCL5 H36 0 CAS: 552023 MalWeight222 Retlnde:0

corphane: EPIGLORT LOL 8

2 Enmy: 71105 Litrary WILEY 220 LIB
(85 PommulxCLS H24 CAS:480-39-4 MoWeaight 208 Retlndex:0
arphame:Aroradendene 5

i3 Eniry: 86617 LibranyWILEY229 LIB
(82 FomulaCls H26 O CAS: 4854 1-8 MolWaight 222 Retlndac0
cphame GLOBULOL $%

itf:4 Entry: 71054 Libeary WILEY 220 LIR
[82 FommulaClLS H24 CAS:480-30-4 MoWeaight 204 Retlndex:0

ormphbame: +-Armedendrens 335 1HCycloproplelazulene, decahydro- 1, 1,7-rimethyl-4-methylene-, [1aR-{1aalpba 4a alpha 7 alpha,7a beta Thalpha j]- (C

5 Eniry: 71041 Library WILEY 229 LIB
L82 PommuilaCl5 H24 CAS:25246-27-9 MolWeight 204 Retlndex: 0
CITRETE

Allnaromadendrens ¥ 1H-Uycloprop|e |azulene, decanydro-1, 1, -tnmetyk-d-methylane-, | 1ak- 1o alpha, 4a beta_ /_alpha., /o bt/ balpha,) |- (L
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