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ABSTRACT

Croton urucurana Baillon, popularly known as “sangria d’agua”, belongs to the Euphorbiaceae family. The species
has a great importance in folk medicine as antibacterial, anti-inflammatory, antiseptic, antiviral, antidiarrheal, intes-
tinal antisecretory and cicatrizant remedies. The objective of this study was to verify the presence, in the aqueous,
ethanolic and hydroalcoholic extracts, of secondary metabolites (alkaloids, anthraquinones, steroids/triterpenoids,
flavonoids, glycosides, saponins and tannins), analyze the inhibition of bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Salmonella thyphimurium ATCC 14028 growth, and evaluate the antioxidant activity by the DPPH method. Con-
sidering the phytochemical profile, the best extract was the aqueous; the bacteria susceptibility was inhibited with the
ethanolic extract; and the extract with the highest antioxidant activity was the hydroalcoholic, presenting IC, 1.3 pg/
mL. It was concluded that the extracts of Croton urucurana Baillon show interesting results and that further investi-
gations must be carried out for the better elucidation of its benefits.

Keywords: Croton urucurana Baillon; phytochemical; antioxidant; antibacterial; extract.

RESUMO

Croton urucurana Baillon, espécie conhecida popularmente como “sangria d’agua”, pertence a familia Euphorbia-
ceae, possui grande importancia na medicina popular, a qual lhe atribui propriedades antibacterianas, anti-inflamato-
rias, antissépticas, antivirais, antidiarreicas, antissecretoria intestinal e cicatrizante. Os objetivos deste estudo foram
verificar a presenga, nos extratos aquoso, etanolico e hidroalcoodlico, de metabolitos secundarios (alcaloides, antraqui-
nonas, esteroides/triterpenoides, flavonoides, glicosideos, saponinas e taninos), analisar a inibi¢do do crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella thyphimurium ATCC 14028, e verificar a atividade antio-
xidante através do método DPPH. Para o perfil fitoquimico o melhor extrato foi o aquoso, quanto a susceptibilidade
bacteriana, houve inibigdo com o extrato etanolico e o extrato com a maior atividade antioxidante foi o hidroalcéolico,
apresentando IC_; 1,3 pg/mL. Considerando os resultados obtidos no estudo, foi possivel concluir que os extratos da
Croton urucurana Baillon apresentam resultados interessantes e que mais investigagdes devem ser realizadas para a
elucidac@o aprimorada dos seus beneficios.

Palavras-chave: Crofon urucurana Baillon; fitoquimica; antioxidante; antimicrobiana; extrato.
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INTRODUCAO

O Cerrado ocupa cerca de 24% do Brasil ¢ € o se-
gundo maior bioma do territério nacional (1). Vérias
espécies reconhecidas como alimenticias, madeireiras,
frutiferas, artesanais e medicinais (2) se destacam, tais
como Morus alba (3), Cecropia pachystachya (4), Plan-
tago major (5) e Euphorbia tirucalli (6), as quais apre-
sentam diversas propriedades terapéuticas.

Euphorbiaceae esta entre uma das maiores familias
botanicas, complexas e diversas de Angiospermas. Ela ¢
composta por 334 géneros e mais de 8.000 espécies, que
sdo distribuidos principalmente nos tropicos nos mais
variados tipos de vegetacdo e habitats. Apresenta gran-
de destaque na atividade economica, através da alimen-
tacdo humana e na medicina a partir do conhecimento
popular (7, 8).

O género Croton compreende pelo menos 800 es-
pécies dos tropicos (9). Croton urucurana Baillon é di-
fundido em areas umidas e ribeirinhas e ¢ comumente
encontrado no Sul do Brasil, Norte da Argentina, Para-
guai e Uruguai (10). A espécie é conhecida popularmen-
te em Estados brasileiros como sangria d’agua, adraga,
adrago, adrago-branco, urucurana, pau-de-sangue e co-
ragdo-de-cristo; possui grande importancia na medicina
popular, a qual lhe atribui propriedades antibacterianas,
anti-inflamatorias, antissépticas, antivirais, antidiarrei-
cas, antissecretoria intestinal, cicatrizantes, antioxidante
e antirreumaticas (11-14).

O mau uso de antibidticos na medicina, na pro-
ducdo de alimentos para animais e na agricultura, esta
tornando bactérias resistentes aos antibioticos, de dificil
ou impossivel tratamento. Além disso, estdo se tornando
cada vez mais comuns e causando uma crise global de
saude (15,16).

A busca por alternativas terapéuticas que mini-
mizem o impacto da resisténcia desenvolvida pelos
microrganismos frente aos farmacos, motiva a ava-
liacdo da possivel atividade antimicrobiana de plantas
medicinais e fitoterapicos (17). Extratos e oOleos es-
senciais de plantas mostraram-se eficientes no contro-
le do crescimento de uma ampla variedade de micror-
ganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Usos praticos dessas atividades sdo sugeri-
dos em humanos e animais, bem como na industria de
alimentos (16).

Apesar dos grandes avangos observados na medici-
na moderna, as plantas medicinais ainda desempenham
importante papel na satide mundial (18). Existem obsta-
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culos na utilizacdo de medicamentos pela populagdo de
diferentes paises em desenvolvimento, que vdo desde o
acesso aos hospitais até o dificil acesso ao tratamento. O
facil acesso as plantas medicinais influencia a sua utili-
zacdo pela populacdo carente (19). Os investimentos em
pesquisas para a producdo de medicamentos, a partir da
flora brasileira, contribuem para o acesso da populagdo e
o seu uso racional (20).

Figura 1. Arbusto da Sangra d'agua, Croton urucurana Baillon.

METODOS

Para a realizacdo do presente trabalho, foram uti-
lizadas técnicas de analise fitoquimica adaptado de Silv
e cols. (2010) (21). E a susceptibilidade bacteriana foi
determinada pelo método de difusdo em agar, utilizan-
do a técnica de pogo descrita por Silveira (2009) (26)
adaptada com os diferentes extratos de C. urucurana
utilizando as bactérias Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Salmonella typhimurium ATCC 123912. A
analise da atividade antioxidante foi realizada pelo
método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-pi-
cril-hidrazil (DPPH) descrita por Blois (1958) com
adaptacgdes (22).

Material vegetal. As folhas da Croton urucura-
na foram coletadas na Fazenda Capoeirdo, na cidade



de Inhumas, no Estado de Goids, no periodo de janeiro
e fevereiro de 2014. Uma amostra do material vegetal
foi identificada pelo botanico Esp. José Nogueira e uma
exsicata depositada no Herbario da Faculdade Anhan-
guera de Brasilia (FAB) sob o voucher 5.4001. Apds a
coleta, as folhas foram submetidas a processo de desi-
dratagdo in natura pelo periodo de 30 dias, em segui-
da, secadas em estufa com circulag@o de ar a 60 C° por
60 minutos.

Obtencao dos extratos etandlico, hidroalcodlico
e aquoso. Apods secagem, o material vegetal foi subme-
tido a trituragdo com auxilio de um microgranulador
oscilante, LEMAQ, com malha n° 4. Foram preparados
trés extratos: etandlico, hidroalcoolico e aquoso. Foram
pesados 40 g do material vegetal triturado e misturados
a 300 mL de etanol absoluto (99,5%), em frasco de vi-
dro, para a obteng¢do do extrato etanolico. Para o extra-
to aquoso, foram pesados 40 g de folhas desidratadas e
moidas, colocando-as em frasco de vidro contendo 300
mL de agua destilada. Outros 40 g das folhas desidra-
tadas e moidas da planta foram colocados em frasco de
vidro contendo 360 mL de solugdo hidroalcodlica (1:1),
consistindo em 180 mL de etanol absoluto (99,5%) e
180 mL de agua destilada, para obtengdo do extrato hi-
droalcoolico. Os trés extratos foram submetidos a mace-
ragdo durante sete dias, com agitagdo diaria, revestindo-
-se os frascos com papel aluminio, a fim de se proteger
o macerado de possiveis alteragdes por radiagdo visivel.
Os frascos ficaram acondicionados em geladeira a tem-
peratura de 2-8 °C para conservacdo. Todos os extratos
foram filtrados a vacuo e, posteriormente, concentrados
no evaporador rotatorio. Os trés extratos — etanolico,
aquoso ¢ hidroalcdolico — foram concentrados a uma
temperatura de 60 °C, a 120 rpm no rotaevaporador.
Apos retirada do solvente foram colocados em estufa a
45 °C para eliminag@o total do solvente ¢ formagdo do
extrato seco.

O célculo do rendimento dos extratos foi realizado
dividindo o peso em gramas do extrato pelo peso em
gramas da droga vegetal, multiplicando o valor obtido
por 100 (23).

Anailise fitoquimica qualitativa. Os testes fitoqui-
micos qualitativos foram realizados por meio de reagdo
quimica e a presenga do composto foi confirmada por
precipitagdo (alcaloide), anel marrom na interface (gli-
cosideos totais), mudanga de colorag¢dao (flavonoides,
taninos hidrolisaveis e condensados, esteroides, antra-
quinona e triterpenoides) e formacao de espuma (sapo-
ninas), conforme a Tabela 1, baseados em Silva, e Cols.
(2010) (21), com adaptacdes.

Tabela 1. Reacdo positiva na triagem fitoquimica de metabo-
litos secundarios (Silva e Cols, 2010)

Metabolitos Reacao positiva

Formagao de precipitado insolavel e

Alcaloides floculoso

Presenca de um anel marrom na

Elitensisen i interface da mistura

Antraquinonas Coloragdo avermelhada

Produgéo de efervescéncia e
aparecimento de colora¢do que varia
de parda a vermelha

Flavonoides

A coloragao verde resulta em
taninos condensados e formacao de
precipitado de coloragdo azul mostra
a presenca de taninos hidrolisaveis

Taninos Hidrolisaveis
e Condensados

Presenca da coloracdo azul

Esteroides/Triterpenoides .
il evanescente seqguida de verde

Formacao de espuma persistente e

Saponinas abundante (colarinho

Atividade antibacteriana. As cepas utilizadas —
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella thy-
phimurium ATCC 14028 — foram diluidas em 10 mL
de solugdo salina (NaCl 0,9%) para 5 pL de bactéria. O
material foi analisado em espectrofotdmetro com com-
primento de onda 617 nm resultando em turvacgdo cor-
respondente a 0,5 da escala McFarland de acordo com
Bauer ¢ cols. (1966) (24).

Foram inoculados proporcionalmente 100 pL da
solugdo microbioldgica no agar Mueller Hinton e, apds
secagem de aproximadamente 5 minutos, foram feitos
pogos de 4 mm, posteriormente acrescentados de 50 pL
das diluigdes dos extratos nos pocos. A suscetibilidade
bacteriana foi avaliada por meio da determinacdo das
concentragdes inibitorias minimas (CIM) de cada extra-
to, em que se considera a menor concentracdo capaz de
inibir o crescimento de um organismo (25).

As placas foram incubadas em estufa a 36=1°C por
24 horas. O halo de inibi¢do do crescimento foi medido
em milimetros, utilizando paquimetro. Os testes foram
realizados em duplicata para maior confiabilidade dos re-
sultados (26). Como controle positivo foi utilizado amoxi-
cilina em disco e como controle negativo agua destilada.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo
método DPPH. A técnica foi adaptada de Blois (1958)
(22), utilizando DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ra-
dical livre estavel que possui cor purpura e ¢ reduzido
formando a colorag@o amarela em presenca de antioxi-
dante, podendo a mesma ser monitorada pelo decrésci-
mo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos foi
determinada a atividade antioxidante ou sequestradora
de radicais livres (27).

2606



Para cada extrato foi preparada uma solugdo-mae
contendo 1000 pL de extrato bruto em etanol, e a par-
tir desta, foram feitas diluigdes sucessivas até a con-
centracdo final. No extrato aquoso (50, 100, 150, 200,
225, 250, 275); extrato etandlico (20, 25, 50, 55, 75,
85, 100); hidroalcodlico (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70) e,
posteriormente, adicionado etanol e tampao acetato 5,5.
Como controle positivo, foi realizado um ensaio com
4cido ascorbico (C,H,0,), etanol 95%, tampdo acetato
de sodio/acido acético (0,1 M) e 2,2-difenil-1-picrilidra-
zil (DPPH); para o controle negativo foram utilizados
etanol e DPPH. Para cada concentracdo foi adicionada
solugdo de DPPH (500 uM). Quinze minutos apos a pri-
meira pipetagem foi feita a leitura no espectrofotometro
em comprimento de onda de 517 nm.

De acordo com Nascimento e cols (2011), a capaci-
dade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antio-
xidante) foi calculada utilizando a Equagéo 1 (29).

[(Absorbancia Amostra — Absorbédncia Branco) x 100]

% Inibigdo = 100 -
(Absorbancia controle)

Em que:

Absorbéncia controle = absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra
Absorbédncia amostra = absorbancia da amostra com o DPPH.
Absorbéncia Branco = absorbancia de etanol.

O resultado foi expresso em CI,; (Concentragdo
de Inibigdo Média), que ¢ a concentragdo necessaria do
antioxidante para reduzir 50% do radical DPPH, sendo
que quanto menor o CI, maior a atividade antioxidante
(30). Para o calculo do CI, foi utilizada a equagdo da
reta (y= ax+b) (28).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O rendimento dos extratos secos provenientes das
folhas de Croton urucurana Baillon em relacdo aos dife-
rentes solventes utilizados para extragdo dos metabolitos
foram: extrato hidroalcodlico (17,2%); extrato etandlico
(14%); extrato aquoso (10%).

Anailise fitoquimica qualitativa. A qualidade das
plantas medicinais depende de varios fatores, incluindo
variagdes de espécies, clima, coleta, armazenamento e
processamento. A padronizagdo e o controle da quali-
dade dessas plantas medicinais sdo importantes para ga-
rantir sua eficacia ¢ o uso seguro das mesmas (27, 29).

A espécies do género Croton (Euphorbiaceae) tem

sido atribuidas uma grande variedade de compostos toxi-
cos e medicinais, tais como compostos fenélicos, incluin-
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do principalmente flavonoides, lignanas, proantociani-
dinas, terpenoides, esteroides e alcaloides (30). O teste
Shinoda foi positivo para flavonoides em todos os extra-
tos (Tabela 1). Todas as espécies do género Croton (Eu-
phorbiaceae) t€ém apresentado flavonoides, em sua maio-
ria agliconas de flavonois altamente metoxilados (31).

Os flavonoides sdo um grupo de compostos natural-
mente disponiveis, que sdo uma fonte de interesse para
a descoberta de farmacos. O seu potencial para atuar
como agentes anti-tumorigénicos e anti-proliferativos
tem sido relatado, além de ter propriedades antiviral, an-
tifingica, antibacteriana, vasodilatador, anticancerigeno
e anti-isquémico (32-34).

Foram detectadas saponinas no extrato aquoso. Es-
tudos mostram que as saponinas t€ém um efeito redutor
de colesterol no plasma em humanos e sdo importantes
na reducdo do risco de muitas doencas cronicas. Além
disso, mostraram fortes efeitos citotoxicos contra linhas
celulares de cancer. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para a valida¢do adequada dessas atividades de
promogao da saude (35).

O teste para taninos hidrolisaveis foi negativo o
extrato hidroalcoolico. Na verificagdo de presenca de
glicosideos totais, os extratod aquoso e etanolico apre-
sentaram resultado positivo.

A composi¢ao quimica de género Croton (Euphor-
biaceae) pode estar relacionada com varios fatores, entre
eles a distribuicdo geografica das espécies (36). Este es-
tudo tem mostrado a presenca de alcaloides em espécies
do velho mundo. Enquanto que em nossos resultados foi
verificado a presenca de alcaloides na Croton urucurana
Baillon, o que mostram confirma a presenga deles em
espécies das Américas (novo mundo).

A triagem fitoquimica teve como objetivo identi-
ficar constituintes quimicos presentes nos extratos. A
presenga de compostos fenoélicos, tais como flavonoides
e taninos, pode ser correlacionada com o potencial an-
tioxidante que uma espécie vegetal pode apresentar. Os
resultados obtidos apresentaram similitude quando com-
parados com dados descritos por Mattos (37) (Tabela 2).

Atividade antibacteriana. No presente experi-
mento ndo houve formagao de halo de inibi¢cao (em mm)
dos extratos aquoso, etandlico e hidroalcooélico de Cro-
ton urucurana Baillon nas diferentes concentragoes tes-
tadas (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32) frente ao S. aureus
e S. typhimurium. A hip6tese para esta divergéncia pode
estar nas diferengas de composi¢@o que estes compostos
podem apresentar devido a fatores climaticos, ambien-
tais e sazonais (38).



Tabela 2. Analise qualitativa dos compostos fitoquimicos dos
extratos de folhas de Croton urucurana.

Extratos

Aquoso  Etanédlico  hidroetanélico

Alcaloides + +

Antraquinonas

Esteroides/triterpenoides
Flavonoides

Glicosideos totais
Saponinas

Taninos hidrolisaveis

(+) Presenca; (-) Auséncia.

O estudo sobre o potencial efeito antibacteria-
no ndo se inviabiliza pelos resultados mostrados pelos
extratos de Croton urucurana Baillon, visto que com
outras bactérias mostraram atividade antimicrobiana.
Ainda, ha variagdo na sensibilidade para cada tipo de
extrato vegetal utilizado, como um estudo de Simmiona-
to e cols. (2007) que mostrou que o 6leo essencial bruto
de casca de tronco de Croton urucurana Baillon inibiu
o crescimento de S. epidermidis ¢ E. coli (MIC = 1,25
mg/mL) (39-41).

Determinacdo da atividade antioxidante pelo
método DPPH. As propriedades antioxidantes dos com-
postos fendlicos tém sido atribuidas a sua capacidade de
sequestrar radicais livres gerados na fase aquosa e au-
mentar a resisténcia dos lipideos contra a peroxidagdo
(34). A porcentagem de inibi¢do indica qual ¢ a capa-
cidade das amostras e padrdes em sequestrar o radical
livre DPPH, sendo que aqueles que produzem um maior
percentual de inibi¢ao sdo os mais eficientes (42).

Todos os extratos apresentaram atividade antioxi-
dante, sendo que a mais expressiva foi do extrato hi-
droalcoolico (CI,,= 1,30 ug/mL), menor que a do 4cido
ascorbico (CIL,, = 2,66 ng/mL), utilizado como controle
positivo. O extrato etanolico apresentou o mesmo IC,
do 4cido ascorbico. Esta propriedade poderia ser expli-
cada pela presenga de flavonoides nos trés extratos tes-
tados. Lopes e cols (2004) confirmaram a propriedade
antioxidante no extrato de Croton lechleri frente a agen-
tes citotoxicos (apomorfina) (43). Os resultados (Figura
2) mostraram que os extratos testados apresentam bom
potencial antioxidante quando comparados aos 6leos es-
senciais provenientes da casca do tronco da Crofon uru-
curana Baillon (44,45).

O potencial antioxidante e o teor de compostos feno-
licos podem ser teis para promover outras investigagdes
e correlacionar esta atividade a outras importantes, como
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por exemplo, a atividade anti-inflamatoria. Varias pesqui-
sas sugerem a correlac@o entre as atividades antioxidante
e anti-inflamatoria, ou seja, alguns extratos vegetais re-
duzem inflamagdes por eliminar superoxidos conhecidos
por participarem do recrutamento de células polimorfo-
nucleares (PMN) presentes em tecidos inflamados (44).

Apesar de ndo ser possivel inferir com precisdo
quais sdo os compostos responsaveis pela a¢do antioxi-
dante, os flavonoides devem ser parcialmente responsa-
veis por esta atividade, tendo em vista os trabalhos que
relatam as diferentes atividades exibidas por esta classe
de compostos, os quais sdo descritos preponderantemen-
te como potentes antioxidantes (42,43).

Croton urucurana Baill
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Figura 2. Atividade antioxidante da Croton urucurana Baill.
Vit C= Acido Ascorbico (Controle); Extrato aquoso (Ext Aq);
Extrato Etandlico (Ext Et) e Extrato Hidroalcdolico (Ext Hd).
A média mostra os valores do IC,; pela técnica de anélise de
varidncia (ANOVA).

CONCLUSAO

Todos os extratos apresentaram atividade antioxi-
dante, sendo o extrato hidroalcodlico o que apresentou
maior efeito. Na avaliagdo da atividade antimicrobiana
ndo houve inibig¢ao por parte dos extratos.
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