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RESUMO

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como Sangra
D’agua, € uma arvore de pequeno a médio porte, heliofila, de crescimento rapido e ciclo
de vida curto, abundante em diversas formagdes florestais brasileiras. Sua importancia
medicinal se deve ao uso de sua resina e de sua casca para estancar sangramento,
acelerar a cicatrizacdo e evitar infeccbes. A planta apresenta também propriedades
antibactericidas, anti-hemorragicas, antivirais e antioxidantes, sendo utilizada também
para combater Ulceras no estbmago e no intestino. Esta planta apresenta um arsenal
metabolico capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias néo
relacionadas de forma direta a manutencéo da vida do organismo produtor. Assim, esse
trabalho foi desenvolvido para avaliar as concentracdes de fendis totais pelo Método de
Folin-Ciocaulteau, a atividade antioxidante dos metabdlitos secundarios presentes pelo
método do sequestro do radical livre estavel DPPH e a atividade alelopética dos extratos
metanolicos das partes aéreas e cascas da planta alvo. Os resultados de fendis totais
mostraram uma concentracdo de 276 + 6 mg EAG / g para o extrato metandlico das
cascas e de 130 + 6 mg EAG / g para o extrato metanolico das folhas. Ja para 0 método
DPPH dos mesmos extratos, os resultados mostraram atividade antioxidante com CEsg
de 19,4 + 0,6 ppm para as folhas e de 10,1 £ 0,2 ppm para as cascas. Ambos 0s extratos
apresentaram atividade antioxidante mais elevada do que o BHT, um antioxidante
difundido comercialmente, que apresentou uma CEsy média de 220 = 7 ppm em nossos
ensaios. Nos bioensaios realizados com extratos de C. urucurana, foi observado um
namero significativo de necroses nas plantulas de alface quando submetidas aos extratos
hexanicos das cascas. Todos o0s extratos de C. urucurana testados sobre as sementes de

Lactuca sativa cv Grand Rapids (Alface) e Brassica oleracea L. cv. Capitata (repolho)



ndo apresentaram efeito sobre sua germinacdo nem sobre o IVG. Observou-se efeito
inibitério nos extratos de hexano das cascas com germinacdo media de 8%, e
metandlicos das folhas e cascas apresentaram efeito inibitério sobre a germinacdo de
sementes de S. Lycopersicum somente na concentragdo de 10.000 ppm. As analises dos
valores médios do IVG evidenciaram efeito inibitério sobre as sementes de S.
lycopersicum. Quanto aos testes de comprimento das radiculas, todos os extratos
influenciaram na inibicdo de todas as sementes, em todas as concentragdes testadas,
com destaque para as sementes de S. lycopersicum, com maior inibi¢cdo do crescimento
da radicula com os extratos metandlicos das folhas, com 7,28 mm, e cascas com 10,82
mm, sendo esses valores de inibicdo na concentracdo de 10.000 ppm. Para o
comprimento do hipocotilo, somente o extrato hexanico das folhas ndo apresentou
efeito inibitorio sobre as sementes de B. oleracea. As demais especies alvo, L. sativa e
S. lycopersicum, apresentaram inibicdo quando submetidas aos extratos hexanicos e

metandlicos das folhas e cascas.

Palavras-chave: Sangra D’agua, Croton urucurana, antioxidantes, Folin-Ciocaulteau,
alelopatia.



ABSTRACT

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae) is a tree of small to medium size, heliophile,
rapid growth, and short life cycle, abundant in Brazilian forest formations in general,
popularly known in Brazil as Sangra D’agua. Its medicinal importance is due to the use
of its resin and bark for stopping the bleeding, accelerating healing, and preventing
infection. This plant also has antibacterial, anti-hemorrhagic, antiviral, and antioxidant
properties and is also used to combat ulcers in the stomach and intestine. This plant
have a metabolic arsenal able to produce, process, and accumulate numerous substances
not related directly to the life maintenance of the producer organism. Thus, this study
aimed to evaluate the concentrations of total phenolics by Folin-Ciocaulteau method,
the antioxidant activity of present secondary metabolites by DPPH free radical
scavenging method (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), and allelopathic activity of methanol
extracts of the aerial parts and barks of the target plant. Results of total phenol showed
concentration of 2766 mg gallic acid equivalents-GAE/g for bark methanolic extract
and 1306 mg GAE/g for methanolic leaves extract. For the DPPH method used for the
same extracts, results showed antioxidant activity with effective concentration-ECsy of
19.4+0.6 ppm for leaves and 10.1+0.2 ppm for the barks. Both extracts showed higher
antioxidant activity than the synthetic antioxidant butylated hydroxy toluene-BHT, an
antioxidant commercially widespread, which showed a mean ECs of 220+7 ppm in this
study. In bioassays with C. urucurana extracts, significant number of necrosis was
noted in lettuce seedlings when subjected to the barks’ hexane extracts. All C.
urucurana extracts tested on seeds of Lactuca sativa cv. Grand Rapids (Lettuce) and
Brassica oleracea L. cv. Capitata (cabbage) had no effect on their germination or on the
germination speed index-GSI. Inhibitory effect was observed in the bark's hexane

extracts with average germination of 8%; methanolic extract of leaves and barks showed



inhibitory effect on the germination of S. lycopersicum seeds only for concentration of
10,000 ppm. The analysis of the GSI mean values showed inhibitory effect on S.
lycopersicum seeds. Testing the rootlets length, it was observed that all extracts
influenced on the all seeds inhibition in all tested concentrations, highlighting the S.
lycopersicum seeds that had greater inhibition on rootlet growth using leaves’
methanolic extracts with inhibition of mm 7.28 mm and barks’ methanolic extracts with
inhibition of 10.82 mm; these inhibition values were concentrated in 10,000 ppm. For
hypocotyl length, only the leaves’ hexane extract showed no inhibitory effect on the of
B. oleracea seeds.The other target species, L.sativa and S.lycopersicum, showed
inhibition when subjected to hexanolic and methanolic extracts originated from leaves
and bark.

Keywords: Sangra D’agua, Croton urucurana, antioxidants, Folin-Ciocaulteau,

allelopathy.









INTRODUCAO

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como sangra
d"agua e sangue-de-dragdo, € uma arvore pioneira, de pequeno a medio porte, heliofila,
de crescimento rapido e ciclo de vida curto, abundante em diversas formagoes florestais
brasileiras. Sua importancia medicinal se deve uso de sua resina e de sua casca para
estancar sangramento, acelerar a cicatrizacdo e evitar infeccBes. A planta apresenta
também propriedades antibactericidas, anti-hemorragicas, antivirais e antioxidantes,
sendo utilizada para combater Ulceras no estdbmago e no intestino (SCALON et al.,
2008).

Segundo Roesler et al. (2007), a oxidacdo € um processo metabolico que leva a
producdo de energia necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o
metabolismo do oxigénio nas celulas vivas também leva a producéo de radicais livres.
Sendo assim, oxidantes sdo compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e,
se ndo controlados, podem provocar danos extensivos.

Os organismos vivos tém sistemas antioxidantes enddgenos para manter a
formacdo de radicais livres em niveis toleraveis. Estes sistemas ndo sdo totalmente
eficientes. Quando os danos a biomoléculas sdo excessivos, eles podem levar a
alteracdes de funcdes celulares, contribuindo para o surgimento de varias patologias,
particularmente aquelas degenerativas, associadas ao envelhecimento, como as doencas
cardiovasculares, as neuropatias e o cancer (BOSCOLO et al., 2007).

Os compostos tipicos que tém atividade antioxidante pertencem a classe dos
fendis, &cidos fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferdis, fosfolipidios,
aminodacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterdis. Antioxidantes

fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem como terminais para os radicais livres.



O balango entre o stress oxidativo e as fungdes antioxidantes dos organismos
vivos parece desempenhar um papel na carcinogénese. Estudos clinicos e
epidemiologicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes fendlicos de cereais,
frutas e vegetais sdo os principais fatores que contribuem para a baixa e significativa
reducdo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas encontradas em populagdes
cujas dietas séo altas na ingestéo desses alimentos (ROESLER et al., 2007).

Segundo Wink (1990) e Lopez (2010), os vegetais apresentam um arsenal
metabolico capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias ndo
relacionadas de forma direta @ manutencéo da vida do organismo produtor. Nesse grupo,
sdo encontradas substancias cuja producdo e acumulo estdo restritos a um ndmero
limitado de organismos, com bioquimica e metabolismo especificos, caracterizando-se
como elementos de diferenciacdo e especializagdo. Esse conjunto metabdlico costuma
ser definidko como metabolismo secundario, cujos produtos, embora néo
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem vantagens para sua
sobrevivéncia e para a perpetuacao de sua espécie em seu ecossistema.

Lopez (2010) afirma que quando falamos das propriedades terapéuticas das
plantas medicinais, nds nos referimos aos principios ativos que elas contém para sua
utilizacdo em diferentes patologias. Hoje em dia, aceita-se a ideia de que muitos dos
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas como os alcaloides, glicosideos
cianogénicos, terpenos, saponinas, taninos e antraquinonas sdo aleloquimicos, que
apresentam caracteres adaptativos, tém se diversificado durante a evolugédo pela selecao
natural a fim de proteger as plantas contra virus, bactérias, fungos, plantas concorrentes
e contra os herbivoros.

De acordo com Morais et al. (2006), nas plantas, a sintese de metabolitos
secundarios antioxidantes que absorvem em 300-400 nm é significantemente aumentada
por radiacdo UV, fornecendo, portanto, um alto nivel de protecdo contra oxidantes
prejudiciais gerados termicamente ou pela luz. Além disso, embora plantas medicinais
sejam raramente utilizadas como antioxidantes em medicina tradicional, suas
caracteristicas terapéuticas poderiam ser sustentadas, em parte, pela sua capacidade
varredora de radicais livres que podem estar envolvidos em muitas doencas. Cancer,
enfisema, cirrose, aterosclerose e artrites tém sido correlacionados com estresse
oxidativo. Os organismos em geral sdo protegidos contra os danos causados pelos
radicais livres por enzimas como superdxido desmutase e catalase, ou compostos como

acido ascorbico, tocoferol e glutationa. Quando os mecanismos da protecdo antioxidante



se tornam ineficientes por fatores como idade, a deterioracdo das funcGes fisioldgicas
pode ocorrer, resultando em doencas e aceleracdo do envelhecimento. Entretanto,
suplementos alimentares antioxidantes podem ser usados para ajudar o corpo humano a
reduzir os danos oxidativos.

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, presentes em
concentragdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidagdo do substrato. Os radicais formados pelos antioxidantes ndo sdo
reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro
radical, formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante
(SOUSA et al., 2007).

Pesquisas sobre a Sangra D’ agua (Croton urucurana Baill), tanto na area da
satde quanto no ramo de defensivos agricolas, ainda sdo escassas, sinalizando para um
aprofundamento e maior dedicacdo para melhor caracteriza¢cdo quimica dos compostos
ativos, principalmente os antioxidantes, como também para a otimizacao das condicoes
de cultivo para a producéo de compostos bioativos.

O presente trabalho tem como objetivos a obtencdo de extratos vegetais brutos
de partes aéreas e cascas de C. urucurana Baill, a quantificacdo dos fendis totais pelo
método de Folin-Ciocaulteau, a determinacdo da atividade antioxidante pelo método do
sequestro do radical livre estavel DPPH e a avaliacdo do potencial alelopatico desses

extratos.



REVISAO DE LITERATURA

Cerrado

Biomas sdo as maiores comunidades bidticas e geograficas que séo
convenientes de serem reconhecidas. Eles correspondem, grosso modo, as regides
climéticas, ainda que outros controles ambientais sejam algumas vezes importantes.
Eles séo equivalentes ao conceito de principais formacgdes vegetais na Ecologia Vegetal,
mas sdo definidos em termos de todos 0s organismos Vvivos e de suas interacbes com o
meio (e ndo apenas com o tipo de vegetacdo dominante). Tipicamente, biomas distintos
sdo reconhecidos para todas as principais regides climaticas no mundo, enfatizando as
adaptacOes dos organismos aos seus ambientes (BATALHA, 2011)

Cerrado é o nome regional dado as savanas brasileiras, que se distribuia por
cerca de 85% do grande platd ocupado pelo Brasil Central e representava cerca de 1,5 a
2 milhdes de kmz, ou aproximadamente 20% da superficie do Brasil (Figura 1). Trata-se
de uma das principais areas de ecossistemas tropicais da Terra, sendo um dos centros
prioritarios para a preservacdo da biodiversidade do planeta (SILVERIO, 2012)

Segundo Costa et al. (2010), o Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro,
superado apenas pela Amazonia. E uma formacdo savanica tropical e esta localizado,
principalmente, na regido central do pais, ocupando cerca e 23,1% do territorio
brasileiro. Este bioma inclui consideravel variedade de fisionomias vegetais que
englobam formacdes florestais, savanicas e campestres. E considerado uma das 34 areas
prioritarias para conservacdo mundial, os denominados hotspots, ou seja, area prioritaria
de conservacéo da biodiversidade.

De acordo com Sano et al. (2008), o Cerrado ocupa uma area de 204,7 milhdes

de hectares na porcdo central do Brasil e engloba parte dos estados da Bahia, Goias,



Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Piaui, Sdo Paulo e

Tocantins, além do Distrito Federal (Figural).

|:| Area natural

- Massa ddgua

- Cultura agricola

- Pastagem cultivada

- Arca urbana

- Reflorestamento

100 100 100 100 km

™ s s —|

Figura 1 — Distribuicdo espacial das classes de uso da terra no Bioma Cerrado.
Fonte: Sano et al. (2008).

Costa et al. (2010) afirmam que a imagem popularmente construida do Cerrado
é a de um ambiente pobre em espécies animais e vegetais, caracterizado pela escassez
de &gua e de nutrientes do solo e pela presenca de plantas tortuosas e secas em razao das
qgueimadas frequentes. As imagens divulgadas do bioma sdo estereotipadas e nao
revelam sua realidade, que apresenta varios cenarios de belezas naturais.

O Cerrado constitui a segunda maior vegetagdo brasileira, abrangendo em
torno de 2.000.000 km?. Nutricionalmente, seus solos sdo acidos e de baixa fertilidade
natural. O clima é estacional, com duas esta¢des bem definidas, uma seca e outra imida.
Ainda ndo completamente conhecida, a flora do Cerrado é riquissima, sendo estimada
em 3.000 espécies, sendo 1.000 delas do extrato arboreo-arbustivo e 2.000 do herbaceo-
subarbustivo. Como familias de maior expressdo, destacam-se as Leguminosas



(Mimosaceae, Fabaceae e Caesalpiniaceae) entre as lenhosas, e as Gramineas (Poaceae)
e Compostas (Asteraceae), entre as herbaceas (SILVA; SILVA e BORGES, 2008).

Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae, uma das maiores das Angiospermae, com cerca de
300 géneros e aproximadamente 7.500 espécies, esta distribuida em todo o mundo. As
plantas desta familia sdo arvores, arbustos, ervas, e alguns géneros sdo plantas
trepadeiras (VUNDA, 2011).

Segundo Steinmann (2002), ela esta em sexto lugar na diversidade depois de
Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae e Rubiaceae.

De acordo com Conegero (2003), suas espécies estdo distribuidas em todas as
regides tropicais e subtropicais do globo, principalmente na América e na Africa. No
Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies difundidas em todos os tipos de
vegetacdo.

Conforme Steinmann (2002), as Euphorbiaceae séo dicotiledoneas e pertencem
a ordem Euphorbiales. A variagdo morfologica na familia é enorme, o que dificulta sua
caracterizacao, salvo por muitas espécies por possuirem latex.

A familia Euphorbiaceae possui muitos representantes utilizados na medicina
popular e, quimicamente, vem se destacando pela producéo de latex rico em diterpenos
e Oleos volateis (VUNDA, 2011).

Género Croton

Croton é um género da familia Euphorbiaceae que compreende cerca de 1300
espécies, amplamente distribuidas nas regifes tropicais. Varias espécies desempenham
um papel importante hd& muito tempo na medicina tradicional da Africa, Asia e
América do Sul (MOTTA et al; 2011).

De acordo com Nardi (2006), varias espécies do género Croton sdo descritas
como plantas medicinais, 0 que significa que alguns delas tiveram suas atividades
biologicas avaliadas. Entre essas plantas ja estudadas, estdo C. lechleri, C. cajucara e C.

urucurana.



Segundo Salatino (2007), algumas espécies de Croton podem conter latex, que
é de cor vermelha em algumas espécies, sendo essa caracteristica normalmente
associada a propriedades medicinais.

De acordo com Motta (2011), o latex vermelho da C. draconoides Mull. Arg.,
da C. lechleri Mll. Arg., da C. palanostigma Klotzsch e da C. urucurana Baill,
popularmente conhecidas como "sangre de drago" (sangue de dragdo) é utilizado
medicinalmente por comunidades indigenas e rurais.

Algumas especies de Croton apresentam multiplas atividades, como a Croton
cajucara, tendo sido descritas atividades citotoxica, gastroprotetor, antiulcerogénica,
redutores de glicose e triglicéridos e atividades antigenotoxicas. Além dos estudos
citados, muitos outros estdo em desenvolvimento sobre as atividades bioldgicas de
extratos, fracOes e componentes ativos das plantas deste género (NARDI et al., 2006).

De acordo com Salatino (2007), o género tambem é rico em componentes com
atividades bioldgicas, principalmente diterpenoides como ésteres de forbol,
clerodanicos, labdano, kaurane, traquilobanico, pimarane etc. O género Croton
também é rico em alcaloides ativos. Varias espécies do género sdo aromaticas,
indicando a presenca de constituintes de 6leos volateis.

Segundo Motta et al. (2011), as espécies do género Croton apresentam fontes
abundantes de substancias ativas contra o cancer, como diterpenoides (clerodanico,
furoclerodano e diterpenos aciclicos) e alcaloides (por exemplo taspina).

Dutra et al. (2011) afirmam que essas varias espécies de Croton tém forte
potencial econdmico, principalmente para a industria farmacéutica, devido aos diversos

metabolitos secundarios que conferem propriedades terapéuticas a muitas espécies.

Croton urucurana Baill

A espécie Sangra D’agua, de acordo com sua descricdo boténica, pertence ao
reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Malphigiales, familia
Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoiedae, género Croton.

A espécie € uma arvore, de médio a grande porte, com cerca 10 a 12m de
altura, comumente encontrada no cerrado goiano, particularmente em Rio Verde — GO
(Figura 2).



Figura 2 — Sangra D’agua (Croton urucurana Baill)
Fonte: Adaptada de arvores.brasil.nom.br.

Segundo Milo et al. (2002), a C. urucurana também € encontrada na Babhia,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.

Rao et al. (2007) complementam que a C. urucurana ainda pode ser encontrada
no Paraguai, Uruguai, Argentina e norte do Brasil.

De acordo com Peres e colaboradores (1997), sua casca, quando ferida, libera
uma seiva vermelho-sangue, sendo por esta razdo que algumas espécies de Croton sdo

popularmente conhecidas como Sangue de Drago ou Sangra d’agua (Figura 3).



Figura 3 — Seiva da Sangra D’agua
Fonte: Adaptada de laszlo.ind.br/campanhas/sangue_de_dragao_laszlo.pdf.

De acordo com Milo et al. (2002), a espécie cresce em solos arenosos e
Umidos, sujeitos a inundacGes em épocas de chuvas, bem como na beira de rios. Trés
diferentes produtos dessa espécie sao utilizados na medicina popular: o latex, a casca e a
goma.

Preparacdes de C. urucurana sdo usadas popularmente de forma oral ou topica.
No primeiro caso, sdo usadas contra disenteria, no tratamento de céncer, reumatismos,
dor, e no segundo caso, diretamente sobre feridas, ulceragbes, dermatites
(ZUCHINALLLI, 2009).

Radicais livres

Entende-se por radical livre um atomo ou molécula altamente reativa que, em
sua Ultima camada eletrénica, possui um namero impar de elétrons. Nesta definicéo,
podemos citar o hidrogénio, o oxigénio molecular e a maioria dos ions de metais de
transicdo (HECK et al., 2011).

Segundo Cocuzza (2011), o radical livre é altamente reativo quimicamente,
sendo definido como qualquer &tomo, molécula ou fragmento de molécula contendo um
ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia. Essa Ultima
propriedade permite que os radicais livres reajam com as moléculas mais préximas,
tornando-as, assim, novos radicais livres, iniciando uma reacdo em cadeia, com répida
oxidacdo de biomoléculas vizinhas, podendo representar influéncia negativa no

funcionamento normal das células ao redor. Desta maneira, apesar de serem
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convencionalmente chamados de radicais livres de oxigénio, existe uma tendéncia de
mudanca da nomenclatura para espécies reativas de oxigénio ou simplesmente
moléculas altamente reativas.

Segundo Heck et al. (2011), utilizamos a terminologia EROs (Espécies
Reativas de Oxigénio), em que estdo incluidos os radicais livres e também outras
espécies que, embora ndo possuam elétrons desemparelhados, sdo também altamente
reativas. Em contrapartida a geracdo de tais agentes agressores, existe o sistema de
defesa antioxidante, pelo qual a célula, para se proteger, atua em duas linhas: a primeira
linha detoxifica 0 agente antes que ele cause a lesdo; ja a segunda repara a lesdo
ocorrida.

As EROs sdo espécies quimicas presentes nos sistemas bioldgicos,
principalmente em células eucarioticas, que, pelo seu metabolismo energético,
dependem de oxigénio. A Figura 4 mostra um bom exemplo de EROs, em que a cadeia
transportadora de elétrons, localizada na membrana interna da mitocondria, recebe
quatro elétrons e quatro protons, resultando na formagdo de duas moléculas de H,O,
cuja reducdo parcial de oxigénio sera feita por adicdo de um elétron de cada vez,
gerando intermediarios reativos. Seus principais radicais sdo o superoxido (O;7), a
hidroperoxila (HO), a hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H,0,).

05 (-0:0)

(H:0:0:) HOy ——» 0y (:(:0")

H,0, (H:0:0:H)

g

H,0

OH~ (-Q:H)

H,O (H:0:H)

Figura 4 — Espécies Reativas de Oxigénio - (EROs)
Fonte: Adaptada de radlivres2010-1.blogspot.com.br/2010/07/especies-reativas-de-
oxigenio-ocorrem.html.
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Conforme Barbosa et al. (2010), os mecanismos de geragdo de radicais livres
ocorrem, normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma. Tais
mecanismos podem, especialmente, ser favorecidos pelos ions ferro e cobre. A
mitocdndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora

de radicais livres.

Antioxidantes

Mendonga (2009) postula em sua dissertacdo que 0s antioxidantes séo
substancias que, em baixas concentracfes, quando comparados a do substrato oxidavel,
inibem significativamente a oxidacao, podendo adiar seu inicio ou reduzir sua taxa. Os
compostos antioxidantes fazem parte do sistema de defesa dos organismos vivos, tendo
uma acdo sistematica em varios meios, sendo produzidos pelo organismo ou obtidos na
nutrigéo.

Os antioxidantes protegem o0s sistemas bioldgicos contra os efeitos
potencialmente danosos de reacdes das especies reativas ao oxigénio, com diversos
alvos celulares (PEREIRA, 2009).

Nassif (2011) afirma que os antioxidantes podem desativar radicais por meio
de dois mecanismos: de transferéncia de atomo de hidrogénio e de transferéncia de
elétron. Demonstra também que a energia de dissociacdo e o potencial de ionizagdo sdo
os fatores que principalmente determinam o mecanismo e a eficiéncia dos antioxidantes.

Os compostos antioxidantes sdo responsaveis por inibir e reduzir possiveis
lesbes causadas pelos radicais livres em organismos vivos como 0s vegetais.

Conforme Oliveira et al. (2010) relatam, o0s compostos com atividade
antioxidante tém sido encontrados em vegetais, sementes oleaginosas, cereais, frutos e
plantas medicinais.

Os antioxidantes comumente utilizados comercialmente sdo o Butil Hidroxi

Tolueno (BHT) e o &cido ascorbico (Figuras 5 e 6)
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OH

(H3C)aC C(CHa3)3

CHs

Figura 5. Estrutura quimica do Butil Hdroxi Tolueno — (BHT)
Fonte: Adaptada de http://www.bht.novainternational.net

HQ
HO

HO OH

Figura 6. Estrutura quimica do &cido ascorbico
Fonte: Adaptada de acidoascorbico.com

Compostos fenolicos

De acordo com Angelo (2007), os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas
constituintes de hidroxilas e anéis aromaticos, encontrados nas formas simples ou
poliméricas, o que lhes confere poder antioxidante. Os compostos fendlicos podem ser
naturais ou sintéticos. Nos vegetais, sdo encontrados nas formas livres ou complexadas,
provenientes de aclcares e proteinas.

Para Naczk e Shahidi (2004), os compostos fendlicos originam-se do
metabolismo secundario de vegetais e sdo essenciais para 0 Seu crescimento e
reproducdo, podendo se formar também em condi¢bes de estresse como infecces,
ferimentos, radiaces UV, entre outros. Haida (2011) afirma que estes compostos
também sdo importantes para o desenvolvimento e mecanismo de defesa das plantas,

sendo capazes de modular a atividade de muitas enzimas, sugerindo, deste modo, 0
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envolvimento nos processos bioquimicos e fisiolégicos ndo somente nas plantas como
também em animais e humanos.

Souza et al. (2007) acrescentam que esses compostos se enquadram  em
diversas categorias, como fenois simples, acidos fendlicos (derivados de acido benzoico
e cindmico), cumarinas, flavonoides, como ilustrado nas Figuras 7 e 8, estilbenos,

taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.

OH

HO 0
S R'
®
I/}- (-}Rll

OH
Figura 7. Estrutura basica das antocianinas, um conhecido flavonoide, R R> ¢ R”
caracterizam os diferentes tipos de antocianinas

Fonte: Adaptada de canalciencia.ibict.br/pesquisa/0244-Antocianinas-quimica-corantes-
naturais.html.

OH

OH

HO

OH

OH

Figura 8. Estrutura quimica de uma catequina, da classe dos flavonoides
Fonte: Adaptada de http:/gnint.sbg.org.br/gni/visualizarTema.php?idTema=69.

Os antioxidantes priméarios sdo compostos fenolicos que promovem a remogao
ou inativacéo dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacédo da reacéo,

através da doacdo de 4&tomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo
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em cadeia. Os principais e mais conhecidos antioxidantes deste grupo sdo os polifendis
(PEREIRA, 2009).

Alelopatia

A alelopatia é definida como qualquer efeito direto ou indireto, benéfico ou
prejudicial, de uma planta ou de microrganismos sobre outra planta, pela produgéo de
compostos quimicos (aleloquimicos) liberados no ambiente. Esse fenémeno ocorre em
comunidades naturais de plantas e pode, também, interferir no crescimento das culturas
agricolas, alterando a densidade populacional e o desenvolvimento das plantas
(RODRIGUES et al., 2012).

Segundo Oliveira et al. (2011), os aleloquimicos sdo substancias alelopaticas
ou fitotoxinas e estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas, flores,
frutos, raizes, rizomas, caules e sementes. Considera-se que todos os orgaos da planta
tém potencial para armazena-los, mas sua quantidade e o caminho percorrido diferem
de espécie para espécie.

De acordo com Rodrigues et al. (2012), os aleloquimicos, pertencentes a
diversos grupos como terpenoides, esteroides, alcaloides, taninos, fendis, cumarinas e
flavonoides, sdo encontrados e distribuidos em concentracGes variadas nas diferentes
partes da planta, durante seu ciclo de vida. Quando essas substancias sdo liberadas em
quantidades suficientes, podem causar efeitos na germinacdo de sementes, no
crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas ja estabelecidas, uma vez que
interferem na divisdo celular, na permeabilidade das membranas, na ativacdo de

enzimas e na producdo de hormdnios pela planta.



15

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Angelo PM, Jorge N. Phenolic compounds in foods — A brief review. Rev. Inst.
Adolfo Lutz. 2007; 66: 1-9.

Barbosa KBF, Costa NMB, Alfenas RCG, De Paula SO, Minim V PR, Bressan J.
Stress oxidative: concept, implications and factors modulatory. Rev. Nut. 2010; 23:
629-643.

Batalha MA. The Brazilian cerrado is not a biome. Biota Neotrop. 2011; 11: 21-24.

Boscolo OH, Mendonca-Filho RFW, Menezes FS, Senna-Valle L. Antioxidant
activity of some plants sandbank mentioned as medicinal. Rev. Bras. Pl. Med. 2007; 9:
8-12.

Cocuzza MAS. Assessing the impact of clinical varicocele in testicular volume, semen
parameters and levels of oxygen free radicals in the semen of men with proven fertility.
[tese]. Séo Paulo, Brasil: Universidade de Sdo Paulo; 2011.

Conegero LS, Ide RM, Nazari AS, Sarragiotto MH. Chemical Constituents of
Alchornea glandulosa (Euphorbiaceae). Quim. Nov. 2003; 26: 825-827.

Costa TB, Santos MP, Laranjeiras DO, Guimardes LD. The vision of the Cerrado
biome in elementary school in the city of Goiania and its relationship with the textbooks
used as a teaching tool. Polyph. 2010; 21(1): 317-337.

Dutra LM, Silva KA, Ramos LM, Costa MB. Fitoguimica de Croton urucurana
Baillon (Euphorbiaceae): Identificacdo, isolamento e avaliacdo citotoxica de
metabolitos secundarios. 1X Seminario de Iniciacdo Cientifica, VI Jornada de Pesquisa e
Pbs-Graduacdo e Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia; 19-21 de outubro de 2011;
Universidade Estadual de Goias. Anapolis: 2011. 1-4.

Haida KS, Baron A, Silva FJ, Arceles ML, Fernandes A, Andreazza AP et al. Property
Sequestering Radicals and Determination of total phenolic content of sage and
eucalyptus. Rev. Saud. Pesg. 2011; 4: 61-66.



16

Heck RM, Roese A, Piriz MA, Mesquita MK, Ceolin T. Medicinal Plants and
Nursing: A New Perspective in the Fight to Free Radicals. Cogit. Enf. 2011; 16: 122-
126.

Lépez PVA. Bioprospecting of extracts from Croton urucurana Baill and their
endophytic fungi. [dissertacdo]. Curitiba, Brasil: Universidade Federal do Parand; 2010.

Mendonga AC. Polyamines and Antioxidant Activity in Comparison with Natural and
Synthetic Products. [dissertacdo]. Belo Horizonte, Brasil: Universidade Federal de
Minas Gerais; 2009.

Milo B, Risco E, Vila R, Iglesias J, Canigueral S. Characterization of a
Fucoarabinogalactan, the Main Polysaccharide from the Gum Exudate of Croton
urucurana. J. Nat. Prod. 2002; 65: 1143-1146.

Morais SM, Catunda Janior FEA, Silva ARA, Martins Neto JS. Antioxidant Activity
of Essential Oils from Croton Species of Northeastern Brazil. Quim. Nov. 2006; 29:
907-910.

Motta LB, Furlan CM, Santos DY AC, Salatino MLF, Duarte-Almeida JM, Negri G, et
al. Constituents and antiproliferative activity of extracts from leaves of Croton
macrobothrys. Rev. Bras. Farmacog. 2011; 21: 972-977.

Naczk M., Shahidi F. Extraction and analysis of phenolics in food. J. Chromat. 2004;
1054: 95-111.

Nardi GM, Dalbé S, Monache FD, Pizzolatti MG, Ribeiro-do-Valle RM.
Antinociceptive effect of Croton celtidifolius Baill (Euphorbiaceae). J. Ethnopharm.
2006; 107: 73-78.

Nassif DB. Activity Antioxidant and Phenolic Compounds in Refrigerant of Cola and
Guarana. [Monografia]. Porto Alegre, Brasil: Universidade Federal do Rio Grande do
Sul; 2011.

Oliveira I, Pereira JA, Bento A, Baptista P. Free radical scavenging activity of the
arbutus (Arbutus unedo L.). Act. Portug. Hortic. 2010; 16: 173-178

Oliveira LGA, Belinelo VJ, Almeida MS, Aguilar EB, Vieira Filho SA. Alelopatia de
Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae) na Germinacdo e Crescimento Inicial de
Sorgo, Pepino e Picdo Preto. Encic. Biosf. 2011; 7(12): 1-10.

Pereira MG. Application of natural antioxidants in mechanically separated meat
(CMS) for birds. [Dissertacdo]. Santa Maria, Brasil: Universidade Federal de Santa
Maria; 2009.

Peres MTLP, Monache FD, Cruz AB, Pizzolatti MG, Yunes RA. Chemical
composition and antimicrobial activity of Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae). J.
Ethnopharmac. 1997; 56: 223-226.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Milo%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12193018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risco%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12193018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vila%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12193018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iglesias%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12193018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ca%C3%B1igueral%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12193018
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391

17

Rao VS. Dragon’s blood from Croton urucurana (Baill.) attenuates visceral
nociception in mice. J. Ethnopharmac. 2007; 113: 357-360.

Rodrigues APDC, Laura VA, Pereira SR, Deiss C. Allelopathy of two brachiaria
species in seeds of three species of stylosanthes. Cienc. Rural. 2012; 42; 1758-
1763.

Roesler R, Malta LG, Carrasco LC, Holanda RB, Sousa CAS, Pastore GM.
Antioxidant activity of cerrado fruits. Ciénc. Tecnol. Aliment. 2007; 27: 53-60.

Salatino A, Salatino MLF, Negri, N. Traditional uses, Chemistry and Pharmacology of
Croton species (Euphorbiaceae). J. Braz. Chem. Soc. 2007; 18: 11-33.

Sano EE, Rosa R, Brito JLS, Ferreira LG. Semi-detailed mapping of land use in
Cerrado. Pesq. Agropec. Bras. 2008; 43: 153-156.

Scalon SPQ, Kodama FM, Scalon Filho H, Mussury RM. Seedling growth of bleeds
waterline (Croton urucurana Baill.) Under shade and gibberellin application; Rev. Bras.
Pl. Med. 2008; 10: 61-66.

Silva JD, Silva ASS, Borges ECL. Study on Indicators Natural Flora of the Cerrado.
Simpoets. 2008; 139-146.

Silvério MDO. Antioxidant potential allelopathic inhibitor of tyrosinase and baru
(Dipteryx alata vogel). [dissertacdo]. Rio Verde, Brasil: Instituto Federal Goiano; 2012.

Soares SE. Antioxidants such as phenolic acids. Rev. Nutr. 2002; 15: 71-81.

Sousa CMM, Rocha e Silva H, Vieira-Junior GM, Ayres MCC, Costa CL, Araudjo DS,
et al. Antioxidant activity and total phenolics five medicinal plants. Quim. Nov. 2007;
30: 351-355.

Steinmann VW. Diversity and endemism of the Family Euphorbiaceae in Mexico.
Act. Botan. Mex. 2002; 61: 61-93.

Vunda SLL. Study of Chemical and Biological Species of Croton (Euphorbiaceae)
native of Rio Grande do Sul. [dissertacdo]. Porto Alegre, Brasil. Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. 2011.

Zuchinalli A. Study Chemical Properties, Structural and Biological Species Plant
Croton urucurana. [dissertacdo]. Florianopolis, Brasil. Universidade Federal de Sant
Catarina. 20009.

Wink M. Evolution of secondary metabolites from an ecological and molecular
phylogenetic perspective. Phytochem. 2003; 64: 3-19.



18

OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos obter extratos vegetais brutos de partes
aereas e cascas de C. urucurana Baill, quantificar os fenois totais dos extratos pelo
método de Folin-Ciocaulteau, determinar a atividade antioxidante pelo método do

sequestro do radical livre estavel DPPH e avaliar o potencial alelopatico desses extratos.
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CAPITULO |

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTES E POTENCIAL
ALELOPATICO DE EXTRATOS DE SANGRA-D"AGUA (Croton urucurana
Baill.)

RESUMO

A Croton urucurana Baill., conhecida como Sangra D’agua, tem  importancia pelo
seu uso medicinal. Este trabalho foi realizado para avaliar as concentracfes de fenois
totais, a atividade antioxidante e a atividade alelopatica dos extratos vegetais. Os
resultados de fendis totais mostraram uma concentracdo de 276 £ 6 mg EAG/g para o
extrato metanolico das cascas e de 130 + 6 mg EAG/g para o extrato metandlico das
folhas. J& para o método DPPH, os extratos metandlicos apresentaram atividade
antioxidante com CEsp de 19,4 + 0,6 ppm para as folhas e de 10,1 + 0,2 ppm para as
cascas. Ambos 0s extratos apresentaram atividade antioxidante mais elevada do que o
BHT, um antioxidante difundido comercialmente, que apresentou uma CEsy média de
220 £ 7 ppm em nossos ensaios. Observou-se efeito inibitdrio nos extratos hexanicos
das cascas com germinacdo média de 8% e metanolicos das folhas e cascas sobre as
sementes de tomate somente na concentracdo de 10.000 ppm. Quanto aos testes de
desenvolvimento das radiculas, todos os extratos influenciaram na inibi¢cdo de todas as

sementes e em todas as concentragdes testadas. Para o comprimento do hipocétilo, o
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extrato hexanico das folhas ndo apresentou efeito inibitorio sobre as sementes de

repolho.

Palavras-chave: Sangra D’agua, Croton urucurana, antioxidantes, Folin-Ciocaulteau,

alelopatia.

INTRODUCAO

Segundo Roesler et al. (2007), a oxidacdo é um processo metab6lico que leva a
producdo de energia necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o
metabolismo do oxigénio nas células vivas também leva a producéo de radicais livres.
Sendo assim, oxidantes sdo compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e,
se ndo controlados, podem provocar danos extensivos.

Os organismos vivos tém sistemas antioxidantes enddgenos para manter a
formacdo de radicais livres em niveis toleraveis. Estes sistemas ndo séo totalmente
eficientes. Quando os danos a biomoléculas sdo excessivos, eles podem levar a
alteracdes das fungdes celulares, contribuindo para o surgimento de varias patologias,
particularmente aquelas degenerativas, associadas ao envelhecimento, como as doencas
cardiovasculares, as neuropatias e o cancer (BOSCOLO et al. 2007).

Os compostos tipicos que apresentam atividade antioxidante pertencem a classe
de fendis, acidos fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferois, fosfolipidios,
aminodacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterdis. Antioxidantes
fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem como terminais para os radicais livres.

O balango entre o stress oxidativo e as funcdes antioxidantes dos organismos
vivos parece desempenhar um papel na carcinogénese. Estudos clinicos e
epidemiologicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes fendlicos de cereais,
frutas e vegetais sdo os principais fatores que contribuem para a baixa e significativa
reducdo da incidéncia de doencas crbnicas e degenerativas encontradas em populacdes
cujas dietas sdo altas na ingestdo desses alimentos (ROESLER et al., 2007).

De acordo com Lépez (2010), os vegetais apresentam um arsenal metabdlico
capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias ndo relacionadas de
forma direta para a manutencdo da vida do organismo produtor. Nesse grupo,
encontram-se as substancias cuja producdo e acumulo estdo restritos a um numero

limitado de organismos, com bioquimica e metabolismo especificos, caracterizando-se
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como elementos de diferenciacdo e especializacdo. Esse conjunto metabdlico costuma
ser definidko como metabolismo secundério, cujos produtos, embora ndo
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem vantagens para sua
sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie em seu ecossistema.

Lopez (2010) afirma que, quando falamos das propriedades terapéuticas das
plantas medicinais, nds nos referimos aos principios ativos que elas contém para sua
utilizacdo em diferentes patologias. Hoje em dia, aceita-se a ideia de que muitos dos
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas estdo diretamente envolvidos nos
mecanismos que permitem a adequacéo da planta ao seu meio.

Conforme Wink (2003), citado por Lopez (2010), inameras evidéncias
experimentais sustentam o fato de que muitos metab6litos secundérios como 0s
alcaloides, glicosideos cianogénicos, terpenos, saponinas, taninos, antraquinonas Sao
aleloquimicos que apresentam caracteres adaptativos e que tém se diversificado durante
a evolucdo pela selecdo natural a fim de proteger as plantas contra virus, bactérias,
fungos, plantas concorrentes e contra os herbivoros.

De acordo com Morais et al. (2006), nas plantas, a sintese de metabolitos
secundarios antioxidantes que absorvem em 300-400 nm é significantemente aumentada
por radiacdo UV, fornecendo, portanto, um alto nivel de protecdo contra oxidantes
prejudiciais gerados termicamente ou pela luz. Além disso, embora plantas medicinais
sejam raramente utilizadas como antioxidantes em medicina tradicional, suas
caracteristicas terapéuticas poderiam ser sustentadas devido, em parte, a sua capacidade
varredora de radicais livres que podem estar envolvidos em muitas doencas. Cancer,
enfisema, cirrose, aterosclerose e artrites tém sido correlacionados com estresse
oxidativo. Os organismos em geral sdo protegidos contra os danos causados pelos
radicais livres por enzimas como superéxido desmutase e catalase, ou compostos como
acido ascorbico, tocoferol e glutationa. Quando 0s mecanismos da protecdo antioxidante
se tornam ineficientes por fatores como idade, pode ocorrer deterioracdo das funcdes
fisiologicas, resultando em doencas e aceleracdo do envelhecimento. Entretanto,
suplementos alimentares antioxidantes podem ser usados para ajudar o corpo humano a
reduzir os danos oxidativos.

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, presentes em
concentragdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidagdo do substrato. Os radicais formados pelos antioxidantes ndo sdao

reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro
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radical, formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante
(SOUSA et al., 2007).

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como sangra
d“agua e sangue-de-dragdo, € uma arvore pioneira, de pequeno a médio porte, heliéfila,
de crescimento rapido e ciclo de vida curto, abundante em diversas formacdes florestais
brasileiras. Sua importancia medicinal se deve ao uso da sua resina e da sua casca para
estancar sangramento, acelerar a cicatrizagdo e evitar infecgdes. A planta apresenta
também propriedades antibactericidas, anti-hemorrégicas, antivirais e antioxidantes,
sendo utilizada para combater UGlceras no estdmago e no intestino (SCALON et al.,
2008).

Pesquisas com a Sangra D’ agua, C. urucurana, tanto na area da saude quanto no
ramo de defensivos agricolas, ainda sdo escassas, sinalizando para o aprofundamento e
maior dedicacdo para melhor caracterizacdo quimica dos compostos ativos,
principalmente os antioxidantes, como também para a otimizacdo das condicdes de
cultivo para a producéo de compostos bioativos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e os alelopaticos de

extratos das folhas e cascas da espécie C. urucurana.

MATERIAIS E METODO

Coleta, secagem e preparo dos extratos.

A coleta das folhas e cascas de C. urucurana foi feita na cidade de Rio Verde —
GO, em outubro de 2011, nas proximidades da represa do bairro Interlagos, identificada
pelo GPS nas coordenadas de S 17°47.206° W 50° 56.935°. Ao mesmo tempo, separou-
se uma amostra das folhas com inflorescéncias para o preparo da exsicata, que foi
enviada para o Herbario Jatainense Germano Guarim Neto, localizado na Universidade
Federal de Goias (UFG), campus Jatai — GO, para identificacdo, recebendo o registro HJ
- 5667.

O material foi levado para secagem em estufa com circulacdo forcada de ar, a
38°C por 5 dias. As folhas e cascas foram trituradas separadamente em moinho até a
formacédo de um po fino, que foi acondicionado, separadamente, em 2 frascos de vidro
de 2 kg e macerado em hexano, sendo adicionado mais solvente a cada 2 dias por um

periodo de 7 dias para o preparo do extrato bruto.
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Filtrou-se separadamente o hexano embebido no pd das cascas e das folhas e,
em seguida, procedeu-se a destilacdo sob pressdo reduzida, em evaporador rotativo,
para separar o solvente do extrato. O procedimento foi repetido por mais duas vezes até
garantir a completude da extracéo, obtendo os extratos brutos hexanicos das folhas e
cascas. O mesmo método foi utilizado para o preparo do extrato bruto metandlico das
folhas e cascas de C. urucurana.

Ao final do procedimento, foram obtidos quatro extratos, sendo dois hexanicos e
dois metanolicos das folhas e das cascas, tendo o rendimento dos extratos sido
calculado pela equacéo:

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

Ensaio alelopatico

As solucdes de extratos hexanicos e metanolicos foram preparadas em trés
concentracdes: 10.000, 1.000 e 100 ppm. Comecou-se pela dissolucdo de 200 mg de
cada extrato em 20 mL dos solventes hexano e metanol, respectivamente. E as demais
solugdes foram preparadas por dilui¢cdes sucessivas.

Os testes de germinacgdo foram realizados conforme descrito por Mourédo Junior
& Souza Filho (2010). Foram recortadas folhas de papel germtest em formato circular e
postas em placas de Petri. Foi aplicado 1,0 ml do extrato ou de agua destilada (controle
negativo) e as placas foram colocadas para secar em estufa a 40 °C por cercade 5 a 10
minutos. O procedimento foi feito em quatro replicatas com 25 sementes comerciais de
Lactuca sativa cv Grand Rapids (alface), Lycopersicum esculentum Miller (tomate) e
Brassica oleracea L. cv. capitata (repolho) (RAS, 2009). As placas de Petri foram
colocadas em camara de germinacgédo a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A germinacao
foi avaliada ap6s 24, 48, 72, 96 e 120h. Os valores para o indice de velocidade de

germinacdo foram calculados de acordo com Souza Filho, Guillon e Santos (2010):

IVG =[N1/1+N2/2+N3/3+...N,/n]x100

Em que N1, N, N3 e N, sdo as propor¢des de sementes germinadas no primeiro,
segundo, terceiro e enésimo dia apds a semeadura nas placas de Petri, respectivamente.
Assim, o IVG pode variar de 0 (se nenhuma semente germinar) a 100 (se todas as

sementes germinarem no primeiro dia).
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Ensaio para Desenvolvimento de Plantulas

Seguiu-se a metodologia descrita por Mourdo Junior & Souza Filho (2010),
utilizando as mesmas soluc¢des nas concentracGes de 10.000, 1.000 e 100 ppm, tendo
sido recortadas folhas de papel germtest em formato circular e colocadas nas placas
de Petri. Foi aplicado 1,0 ml do extrato ou de agua destilada (controle negativo), e as
placas foram levadas para secar em estufa a 40 °C por cerca de 5 a 10 minutos. O
procedimento foi feito em triplicata com 10 sementes comerciais de Lactuca sativa cv
Grand Rapids (alface), Lycopersicum esculentum Miller (tomate) e Brassica oleracea L.
cv. capitata (repolho) pré-geminadas (2 a 3 dias de germinacdo). Foram aplicados 2 mL
de agua em cada placa para manter as amostras Umidas. As placas de Petri foram
colocadas em camara de germinacdo a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As medicdes
das radiculas e do hipocotilo foram realizadas apds cinco dias, com a indicacdo de

deformidades e necroses.

Determinacéo de fendis totais — Método Folin-Ciocalteu

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras dos extratos das
folhas foi feita, utilizando o método de Folin—Ciocalteu, citado por Bonoli et al.
(2004). Foram preparadas quatro solugdes dos extratos brutos, casca e folha hexanica e
metanolica, nas concentracfes de 10 mg para 10 mL de solvente (1.000ppm).

Os testes foram feitos em triplicata para as quatro amostras separadamente em beckeres,
transferindo-se aliquotas de 250 pL da amostra, 500 uL de Na,COgs, 250 pL do reagente
de Folin e 4000 pL de agua destilada. A solugcdo ficou em repouso por 25 min e
procedeu-se a leitura da absorbancia a 750 nm em espectrofotdmetro. O teor de fendis
totais (FT) foi determinado através de uma curva de calibracdo construida com padrées
de acido galico (10 a 350 pug/mL) e expresso como mg de EAG (equivalentes de &cido

galico) por g de extrato, conforme a equacao:

Abs = 0,0628 [EAG ppm] — 0,0521, R? = 0,9973
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Determinagéo da atividade antioxidante — Método do DPPH

A metodologia usada foi descrita por Cottica e colaboradores (2011). De forma
resumida, diferentes volumes de solucdes hidroetandlicas dos extratos (1,0 mg.mL™)
foram adicionadas a 2,0 mL de uma solugdo metandlica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) a 0,1191 mmol.L™ , tendo o volume final sido ajustado para 4,0 mL com
metanol e mantidos ao abrigo da luz por 30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi
medida a 517 nm. Todos 0s ensaios serdo feitos em triplicata. Os padrfes positivos
usados foram o BHT (butil-hidréxi-tolueno) e o acido ascorbico. As médias dos
percentuais da atividade antioxidante das amostras serdo calculadas e, através de analise

grafica e da regressao linear, sera obtida a concentracédo efetiva 50% (CEso).
Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia através programa
ASSISTAT 7.6 beta, ao nivel de 5% de probabilidade (SILVA e AZEVEDO, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Rendimento dos extratos de C. urucurana

Do material vegetal seco e moido, foram obtidos os extratos brutos com o0s
respectivos rendimentos de: hexano folhas, 1%; hexano cascas, 2,7%; metanol folhas,

3%:; e metanol cascas, 3,1%.

Determinacdo da atividade antioxidante e fendis totais em extratos de C.

urucurana

A Tabela 1 mostra que a analise dos fendis totais indicou sua presenca
somente nos extratos metandlicos, sendo que, nos extratos hexanicos, sua concentracao
estava abaixo do limite de deteccdo. O extrato metandlico das cascas apresentou um
teor de 276 + 6 mg EAG / g extrato seco, enquanto para 0 extrato metandlico das

folhas o teor de fendis totais foi relativamente menor (130 + 6 mg EAG / g extrato
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seco). Assim, podemos observar que, para a Sangra d"agua, os compostos fendlicos
concentram-se preferencialmente na sua casca.

De acordo com os estudos de Cordeiro et al. (2012), as duas classes de
compostos antioxidantes potentes encontrados nas cascas de C. urucurana sdo as
proantocianinas e as catequinas, pertencentes a familia dos flavonoides. Ja os estudos
fitoquimicos de Rao et al. (2007) revelaram que 0s principais componentes da seiva
vermelha de C. urucurana sdo proantocianidinas, tais como galocatequinas e
epigalocatequinas, também com propriedades antioxidantes e antinociceptivas. Esses
compostos também sdo responsaveis pela atividade antiulcerogénica (CORDEIRO et
al., 2012).

Conforme dados do trabalho de Port’s (2013), foram feitas infusdes das folhas
de Croton sp. e obtidos apenas 26,02 mg EAG / g de compostos fendlicos totais em
folhas secas, menor quantidade em comparacdo com  nossos resultados.
Possivelmente, isto se deve a metodologia utilizada e por terem sido adotadas as
folhas como amostra, ao passo que nosso trabalho indica maior concentracdo de fendis
totais nas cascas de Croton urucurana.

Zuchinalli (2009), em seus estudos de fenois totais em C. urucurana,
encontrou teores de 19,4 mg de EAG/g de extrato hexanico, 81,2 mg de equivalentes de
acido galico/grama de extrato em acetato de etila e 99,6 mg de equivalentes de &cido
galico/grama de extrato etandlico. Comparando estes resultados com os resultados do
presente trabalho, nota-se que obtivemos teores de fendis totais superiores: 276 + 6 mg
EAG / g extrato metanolicos das cascas de C. urucurana. Supde-se esse aumento tenha
sido causado pela maior polaridade do solvente usado para 0s processos de extracéo.

Horst (2008) fez seus testes dos teores de fendlicos nas fragbes do
particionamento em outra espécie de croton, a C. celtidifolius, tendo a quantidade de
compostos fendlicos totais na fracdo acetona atingido o valor de 473,82 mg EAG/g.

Como os compostos fendlicos sdo conhecidos antioxidantes, deu-se preferéncia
a avaliacdo da atividade antioxidante somente nos extratos metandlicos, pois os extratos
hexanicos ndo apresentaram teores significativos de compostos fendlicos. A avaliacao
do potencial antioxidante foi feita pelo método do sequestro do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Para o extrato metandlico de folhas, obteve-se uma CEsg

de 19,4 + 0,6 ppm, e para 0 extrato metandlico das cascas, a CEs foi igual a 10,1 £ 0,2

ppm.
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Resultados encontrados por Zuchinalli (2009 mostram que 0 extrato acetato de
etila de cascas de C. urucurana foi 0 que apresentou maior capacidade de sequestro de
radicais livres, com um valor de CEsy= 36,0 ppm, seguido do extrato etandlico, com
CEso = 99,5 ppm. Tais valores séo inferiores os obtidos neste trabalho, em que o extrato
metandlico das cascas de C. urucurana apresentou uma capacidade antioxidante quase
quatro vezes superior aos valores encontrados por Zuchinalli (2009).

Trabalhos de Rossi et al. (2011) indicaram fraca capacidade antioxidante para o
6leo essencial de C. lechleri. Entretanto, os dados obtidos para a atividade antioxidante
mostram que ela é superior ao BHT e comparavel ao acido ascorbico, tendo o extrato
metandlico das cascas apresentado a maior atividade antioxidante.

Isto sugere que o teor de compostos fendlicos  bem como a atividades
antioxidante dependem fortemente dos métodos de producéo dos extratos testados.

A variabilidade de componentes presentes em 0leos essenciais de Croton spp.
tem sido evidenciada em diversos trabalhos como os de Moraes et al. (2006) e
Simionatto et al. (2007), que mostram que, dependendo da espécie de créton estudada,
obtém-se compostos fendlicos diferentes, como, por exemplo, para C. zenhtneri,
obtém-se para-Anisaldeido e E-Anetol; para C. nepetaefolius, temos a—Copaeno e
metil-Eugenol; para C. argyrophylloides, foram encontrados a-Pineno e 1,8-Cineol; e
para C. urucurana, o a-bisabolol e a-eudesmol.

Levando em conta esses resultados, nota-se que o extrato metandlico das cascas
tem maior quantidade de compostos antioxidantes quando comparado ao extrato
metanolico das folhas, o que pode ser evidenciado pela maior concentracdo de
compostos fendlicos no extrato metandlico das cascas. Podemos inferir que a casca da
sangra d"agua é rica em compostos fendlicos, com atividade antioxidante significativa.
Além disso, ambos os extratos metandlicos de folhas e cascas apresentaram atividade
antioxidante mais elevada do que o BHT, um antioxidante difundido comercialmente,
que apresentou uma CEso média de 220 = 7 ppm em nossos ensaios. Esses extratos so
ndo tém atividade antioxidante mais potente do que o acido ascérbico (CEsy = 4,38 +
0,03 ppm), outro antioxidante muito utilizado em industrias de medicamentos.

Os dados supracitados indicam que a planta tem potencial para ser explorada
comercialmente e que o solvente metanol apresentou maior capacidade na extracdo dos
compostos antioxidantes; além disto, os dados permitem inferir que as cascas de C.
urucarana apresentam teores de compostos antioxidantes superiores em comparacao

comas folhas.
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Tabela 1 — Teor de Fendis Totais e atividade antioxidante dos extratos metandlico e

hexanico de C. urucurana.

mg EAG / g extrato seco CEsg (ppm)

Extrato hexano folhas N.D. -

Extrato metanol folhas 130 £ 6 19,4+ 0,6
Extrato hexano cascas  N.D. -

Extrato metanol cascas 276 + 6 10,1+0,2
Acido ascorbico 4,38 + 0,03
BHT 220+ 7

Resultados do potencial alelopatico para os extratos de C. urucurana

Ferreira e Aquila (2000) afirmam que a germinacdo é menos sensivel aos
compostos aleloquimicos do que o crescimento da plantula. Eles demonstram que as
substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de anomalias nas plantulas,
dando énfase a necrose da radicula.

Em funcdo dos escassos estudos de alelopatia em C. urucurana, ¢ dificil a
comparacdo dos dados obtidos no presente trabalho.

Candido et al. (2013) observaram menores porcentagens de germinacdo e
reducdes do indice de velocidade de germinacdo (IVG) pela fracdo de acetato de etila do
caule e das folnas  em alface e extrato etanolico bruto do caule e das folhas em
cebola, que nao ultrapassaram 70%. Os autores afirmam ainda que o efeito inibitério é
pouco pronunciado.

Todos os extratos de C. urucurana testados sobre as sementes de Lactuca sativa
cv Grand Rapids (Alface) e Brassica oleracea L. cv. capitata (repolho) ndo
apresentaram efeito sobre sua germinacdo nem sobre o IVG, o que corrobora o0s
resultados obtidos por Candido et al. (2013).

A Tabela 2 mostra efeito inibitorio dos extratos de hexano das cascas com
germinacdo media de 8% e metanolicos das folhas e cascas sobre a germinacdo de
sementes de S. Lycopersicum somente na concentracdo de 10.000 ppm, sendo que nas
concentracdes de 1.000 e 100 ppm ndo foram observados quaisquer efeitos. Além disso,
para a concentracdo de 10.000 ppm, o efeito inibitério foi mais pronunciado com 0s

extratos hexanicos das cascas e metanélicos das folhas.
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Tabela 2 — Valores médios de germinagdo de Solanum lycopersicum submetidos a

diferentes extratos de C. urucurana

Extrato hexano cascas Extrato metanol folhas Extrato metanol cascas

Controle 86,00 a 96,00 a 91,00 a
10.000 ppm 8,00 b 9,00 b 25,00 b
1.000 ppm 73,00 a 77,00 a 87,00 a
100 ppm 86,00 a 91,00 a 91,00 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A Tabela 3 mostra que valores médios do IVG provocaram  efeito inibitdrio
sobre as sementes de S. lycopersicum. Os extratos hexano casca e metanol folha tiveram
efeitos sobre o VG nas concentracdes de 10.000 ppm com 1,60% e 1,93% e 1.000 ppm
com 16,83% e 18,56%, respectivamente, 0 que indica serem 0s extratos com maior
poder inibitorio. Com o extrato metanol casca, a inibicdo ocorreu somente na
concentracdo de 10.000 ppm com 5,45%. O extrato hexano folhas, embora ndo tenha

efeito sobre a germinacao, inibiu sua velocidade.

Tabela 3 — Valores médios do indice de velocidade de germinacdo de Solanum

lycopersicum submetidos a diferentes extratos de C. Urucurana

Extrato hexano  Extrato hexano  Extrato metanol  Extrato metanol

folhas cascas folhas cascas
Controle 25,06 a 25,88 a 26,63 a 25,03 a
10.000ppm 19,75 b 1,60 c 1,93c 545b
1.000ppm 24,83 a 16,83 b 18,56 b 2193 a
100ppm 25,25 a 24,33 a 25,18 a 25,01 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As Tabelas 4 e 5, quanto ao comprimento das radiculas, mostram que todos o0s
extratos influenciaram na inibicdo de todas as sementes, em todas as concentragoes

testadas.
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Com foco para as sementes de L. sativa, os resultados inibitérios foram mais
significativos nas concentracfes de 10.000 e 1.000 ppm, com destaque para 0s extratos
hexanicos das cascas, com 7,30 mm e 6,05 mm, e metandlicos das cascas, com 6,98 mm
e 7,66 mm.

As sementes de S. lycopersicum sofreram  maior inibicdo do crescimento da
radicula com os extratos metandlicos das folhas com 7,28 mm e das cascas com 10,82
mm, tendo esses valores de inibigdo a concentragéo de 10.000 ppm.

E para as sementes de B. oleracea, mais uma vez 0s extratos metandlicos das
folhas com 23,85 mm e metandlico das cascas com 20,24 mm inibiram fortemente o
crescimento das radiculas na concentracdo de 10.000 ppm.

Nota-se que a concentracdo com maior poder inibitério é a de 10.000 ppm em
qualquer dos extratos testados, ressaltando ainda que os extratos metanolicos sdo os
mais potentes, com maior poder de inibicdo do crescimento das radiculas.

Para o comprimento do hipocétilo, somente o extrato hexanico das folhas nédo
apresentou efeito inibitorio sobre as sementes de B. oleracea. As demais espécies alvo
(L. sativa e S. lycopersicum) apresentaram inibicdo quando submetidas aos extratos
hexanicos e metandlicos das folhas e cascas.

Para as sementes de L. sativa, os maiores indices de inibicdo foram para os
extratos hexanico das cascas com 5,58 mm em 10.000 ppm, 5,66 mm em 1.000 ppm e
7,36 mm em 100 ppm. Para o extrato metandlico das cascas, os resultados obtidos
foram de 6,94 mm em 10.000 ppm, de 6,57 mm em 1.000 ppm e de 9,33 mm em 100
ppm. Vale ressaltar que houve influéncia para o extrato metandlico das folhas com
13,14 mm na concentracao de 10.000 ppm.

Com as sementes de S. lycopersicum, novamente, observamos que 0s extratos
metanolicos apresentaram maior poder inibitorio, com 13,77 mm para as folhas e 11,87
mm para as cascas, na concentracdo de 10.000 ppm.

Por dltimo, as plantulas de B. oleracea apresentaram o menor efeito inibitorio
sobre o seu desenvolvimento, quando submetidas aos quatro extratos testados.

Pode-se observar, pelos dados das Tabelas 4 e 5, que os extratos hexanico e
metanolico das cascas apresentaram efeitos significativos sobre o crescimento da
radicula e hipocotilo de L. sativa, sendo considerados 0s extratos com maior poder
inibitdrio para esta espécie alvo.

Desta forma, evidencia-se que os efeitos alelopaticos de C. urucurana Ball.

dependem fortemente da espécie alvo utilizada.
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Tabela 4 — Efeitos dos extratos hexanicos de C. urucurana sobre o alongamento da

radicula e hipocétilo das espécies alvo

Comprimento da Radicula (mm)

Extrato hexano folhas

Extrato hexano cascas

Alface  Tomate Repolho Alface Tomate Repolho
Controle 34,08a 59,64a 6097a 3547a 6896a 52,24a
10.000 ppm 22,31b 38,40b 32,68c 7,30c 2425c 2552b
1.000 ppm 31,36ab 53,72ab 46,56ac 6,05c 41,95bc 50,68 a
100 ppm 27,88ab 55,82ab 60,82ab 14,15b 49,70b 54,97 a
Comprimento do hipocotilo (mm)
Controle 28,16a 50,18a 36,21a 2539a 4169a 30,38a
10.000 ppm 21,52b 32,37b 2745a 558b 17,49c 20,21b
1.000 ppm 21,63b 40,22b 2897a 566b 234lc 27,27a
100 ppm 2324b 4180ab 3164a 7,36b 32,00b 30,66a

Tabela 5 — Efeitos dos extratos metandlicos de C. urucurana sobre o alongamento da

radicula e hipocotilo das espécies alvo

Comprimento da Radicula (mm)

Extrato metanol folhas

Extrato metanol cascas

Alface  Tomate Repolho Alface Tomate Repolho
Controle 4436a 87,86a 51,80a 34,62a 94,48a 68,14 a
10.000 ppm 13,97c¢ 7,28d 23,85¢ 6,98c 10,82d 20,24c
1.000 ppm 15,17c¢ 38,09c 34,55bc 7,66c 36,17c 30,08 bc
100 ppm 2250b 60,56b 3890b 13,48b 74,66b 36,97b
Comprimento do hipocétilo (mm)
Controle 32,78a 50,23a 3565a 2568a 84,58a 39,67a
10.000 ppm 13,14c¢ 13,77c¢ 30,73b 6,94b 11,87c 23,15c
1.000 ppm 16,20 bc 25,34c 31,23ab 6,57b 24,65c 28,39hc
100 ppm 21,26 b 38,03b 31,76ab 9,33b 67,59b 29,44b
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Nos bioensaios feitos com extratos de C. urucurana, foi observado um nimero
significativo de necroses nas plantulas de alface quando submetidas aos extratos
hexanicos das cascas. A incidéncia de tais necroses aumentou com a concentracdo do
extrato, Tabela 6, chegando a 80% das plantulas aos 10.000 ppm, a 63% das plantulas
aos 1.000 ppm e a 47% das pléantulas aos 100 ppm.

Tabela 6 — Valores do percentual de necrose de Lactuca sativa submetida a diferentes

concentragdes do extrato hexanico de C. Urucurana.

Extrato hexano cascas

10.000 ppm 80%
1.000 ppm 63%
100 ppm 47%

Conclusao

Foram encontrados compostos fenolicos somente nos extratos metandlicos,
devido a maior polaridade do solvente. A atividade antioxidante foi superior ao do
controle, BHT, e comparavel ao acido ascorbico, o que indica um potencial uso da
espécie como fonte de compostos antioxidantes. Para 0s quatro extratos testados,
somente o S. lycopersicum apresentou inibicdo sobre a sua germinacgédo. Para o IVG, os
extratos hexano casca e metanol folha causaram os maiores efeitos inibitorios, sendo
que a semente do tomate foi a Unica afetada. Todos os extratos testados influenciaram
no desenvolvimento tanto dos hipocétilos quanto das radiculas de todas as espécies
alvo. O extrato hexanico das cascas causou necrose nas plantulas de alface em todas as
concentracdes testadas. Assim, podemos concluir que a espécie Sangra d"agua (C.
urucurana) contém, em seus extratos de folhas e cascas, compostos com atividade

antioxidante e alelopatica em quantidade significativa.
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CONCLUSAO GERAL

Assim, podemos concluir que a espécie sSangra d"agua (C. urucurana) contém,
em seus extratos de folhas e cascas, compostos com atividades antioxidantes e

alelopaticas significativas.





