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RESUMO

A espécie Croton heliotropiifolius Kunth pertence ao género Croton, da familia Euphorbiaceae, uma
espécie bastante encontrada do Nordeste do Brasil, e devido aos seus tricomas esta espécie &
popularmente conhecida como “velame”, “velaminho” e “marmeleiro”. Na medicina popular ¢é
utilizada para dores estomacais, mal estar gastrico, vomito, disenteria e antipirético. O objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil fitoquimico do extrato etandlico da casca do caule de Croton
heliotropiifolius e o potencial toxicoldgico frente a Artemia salina. As cascas foram submetidas a
extracdo com etanol a temperatura ambiente, subsequentemente foi realizado um estudo fitoquimico
preliminar. O extrato etandlico da casca do caule de Croton heliotropiifolius nas concentracfes de
50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL foram submetidas ao teste de A. salina. O extrato etandlico da
casca do caule de Croton heliotropiifolius apresentou um rendimento de 8%. A analise fitoquimica
mostrou a presenga dos seguintes metabdlitos secundarios: cumarinas, flavonoides e terpenos. O
extrato etanolico mostrou uma CLso de 396,6 pg/ml classificada como toxicidade moderada. Este
estudo contribui para o aprofundamento dos conhecimentos relativo a composi¢do quimica e
toxicidade desta espécie.

Palavras-Chave: Croton, fitoquimica, Artemia salina.

ABSTRACT

Croton heliotropiifolius Kunth belongs to the genus Croton, from the Euphorbiaceae family, a largely
found species from Northeast Brazil, and due to its trichomes this species is popularly known as
"velam", "velaminho” and "marmeleiro”. In folk medicine it is used for stomach pains, gastric
malaise, vomiting, dysentery and antipyretic. The objective of this study was to evaluate the
phytochemical profile of the Croton heliotropiifolius stem bark ethanolic extract and the toxicological
potential of Artemia salina. The peels were extracted with ethanol at room temperature, subsequently
a preliminary phytochemical study was carried out. The ethanolic extract of the Croton
heliotropiifolius stem bark at concentrations of 50, 100, 250, 500, 750 and 1000 pg / mL were
subjected to the A. salina test. Phytochemical analysis showed the presence of the following
secondary metabolites: coumarins, flavonoids and terpenes. The ethanolic extract showed a LCso of
396.6 pg / ml classified as moderate toxicity. This study contributes to the deepening of knowledge
regarding the chemical composition and toxicity of this species.

Keywords: Croton, phytochemistry, Artemia salina.
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1 INTRODUGCAO

A utilizacdo das plantas medicinais ha varios anos vem sendo empregada como uma terapia
farmacologica para o tratamento de varias doengas e na producdo de medicamentos (PONZI et al.,
2010). Segundo a Organiza¢do mundial de Saude (OMS), dos 252 farmacos considerados béasicos e
essenciais, 11% séo exclusivamente de origem vegetal (ZUANAZZI; MAYORGA BORGES, 2010).
Croton heliotropiifolius Kunth é uma das espécies da familia Euphorbiaceae, pertence ao género
Croton, e bastante encontrada do Nordeste do Brasil, principalmente na vegetacdo da caatinga, porém,
também se apresenta em cerrados e brejos. Devido aos seus tricomas, esta espécie é popularmente
conhecida como “velame”, “velaminho” e “marmeleiro” (RANDAU et al., 2004; ARAUJO et
al.,2017). Esta espécie é um arbusto ou subarbusto, com altura de até dois metros e apresenta um latex
incolor, ou laranja quando oxidado. A espécie possui um indumento denso em ambas as faces foliares,
suas folhas dispem de uma camada de epiderme simples com paredes ériclinais, externas espessas e
cuticula delgada na face adaxial (SILVA et al., 2017).

Tende a florescer entre os meses de maio, junho, julho e novembro, e frutifica em maio e
junho (RANDAU et al., 2004). De acordo com a medicina popular, essa espécie € bastante utilizada
para o tratamento de dores estomacais, nduseas, vomito, disenteria e como antipirético (OLIVEIRA
et al., 2016). Quanto a atividade farmacoldgica ja comprovada desta espécie apresenta-se potencial
antifangico (QUEIROZ et al., 2014), antimicrobiano (ALENCAR FILHO et al., 2017) e efeito
larvicida (DORIA et al., 2010). Segundo Oliveira e colaboradores (2016), as plantas desse género
apresentam em sua composicdo quimica constituintes como terpendides (diterpenos, triterpenos
pentaciclicos), esteroides, proantocianidinas e flavonoides entre outras substancias. O bioensaio com
Artemia salina (microcrustaceo, invertebrado e pertence ao ecossistema aquatico salino e marinho) é
utilizado como indicador de toxicidade de diversas substancias quimicas, inclusive extratos de plantas
(SILVA et al., 2017).

Apresenta vantagens, como rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo e tambem utiliza
uma pequena quantidade da amostra, mantendo boa relacdo no teste in vivo, sugerindo ser um método
atil e confiavel (PARRA et al., 2001). Os ensaios de letalidade sdo largamente empregados em testes
toxicoldgicos podendo-se obter a concentracdo letal mediana (CL50), que é a dose necessaria para
causar a morte de 50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010). Neste contexto este
estudo teve como objetivo realizar a prospeccéo fitoquimico do extrato etandlico da casca do caule

de Croton heliotropiifolius e avaliar o potencial toxicolédgico frente a Artemia salina Leach.
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2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAL BOTANICO

A espécie C. heliotropiifolius foi coletada em Caruaru/PE, no sitio de Malhada de Pedra no
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), no dia 02/03/2018. O material botanico foi depositado
no Herbario Geraldo Mariz na Universidade Federal de Pernambuco, Centro de

Biociéncias/Departamento de Botanica sob o N° 83425.

2.2 PREPARAQAO DO EXTRATO
Extrato foi preparado a partir de 50 g. O material botanico foi separado, pesado, triturado,
extraido por maceracdo em etanol (PA) e mantidos em temperatura ambiente (25° C) por 72 horas.

Ap0s este periodo o extrato foi filtrado e concentrado em rota-evaporador.

2.3 PROSPECCAO FITOQUIMICO DE C. HELIOTROPIIFOLIUS

O extrato da casca do caule de C. heliotropiifolius, foi submetido a analise por cromatografia
em camada delgada (CCD) para a investigacdo da presenca de alcaloides, cumarinas e flavonoides.
Tendo como fase mdvel para alcaloides Acetato de etila-Acido formicoAcido acético-agua (AcOEt-
HCOOH-ACOHH?20, 100:11:11:27 v/v), para cumarinas Etertolueno-AcOH 10% (50:50:50 v/v) e
para flavonoides Acetato de etila-Acido formicoAcido acético-agua (AcOEt-HCOOH-ACOH H-0,
100:11:11:27 v/v). Os reveladores para alcaloides e flavonoides foram Dragendorff, &cido
etilborilaminoéster (NEU), respectivamente. Para cumarinas, foi empregada a visualizacdo por UV
em 365 nm (WAGNER et al 1996). Para a identificacdo de saponinas, foi empregado o teste por
agitacdo mecanica do extrato diluido em agua destilada. A formacdo de espuma persistente por 15
minutos foi considerada como pesquisa de saponinas positiva (SIMOES et al 2004).

Apo0s a obtencdo do extrato etandlico de cascas de caule de C. heliotropiifolius foi realizado
0 estudo fitoquimico através de cromatografia de camada delgada (CCD). Para detectar a presenca
dos metabdlitos secundéarios (alcaldides, triterpenos, flavondides, cumarinas e saponinas) foram
utilizados os seguintes padrdes: alcaloides - Catharanthus; Triterpenos - Lupeol; Flavonoides -
Quercetina; Cumarinas - Acido cumarico e Saponinas - Ziziphus e reveladores: alcaldides -
Dragendoff; Triterpenos - Liberman; Flavondides - Neu; Cumarinas - Koh-Etoh 10% e Saponinas -
Nao foi utilizado revelador (COSTA, 1982).
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2.4 ENSAIO DA TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA LEACH SUBMETIDA AO
EXTRATO DE CASCA DE CAULE C. HELIOTROPIIFOLIUS.

A realizagdo do ensaio empregou a metodologia descrita por Meyer et al (1996) com
adaptacOes, onde foram utilizadas as larvas na forma de metanauplios, utilizando-se como analise a
Concentracéo Letal Média (CLso). Os cistos de Artemia salina foram incubados em um recipiente
contendo 500 mL de solucdo salina, com isso, obtendo o estagio metanauplio. O recipiente foi
colocado dentro de uma incubadora iluminada por uma lampada fluorescente, no qual foram
adicionados 0,2 mg de cistos de A. salina, mantendo a &gua em aeracao constante, com auxilio de um
compressor de aeracao para aquario. A incubacao foi feita durante o periodo de 48 horas. Logo em
seguida, os organismos-testes foram expostos as diferentes concentracées (50, 100, 250, 500, 750 e
1000 pg/mL) do extrato etanolico da casca do caule de C. heliotropiifolius, por 24 horas, utilizando-
se tubos de ensaio, cada um contendo 10 metanauplios de A. salina. Foi utilizado 0,3 mL de
Carboximetilcelulose 1% (CMC) para a diluicdo do extrato. Os testes foram feitos em triplicatas para
cada concentracdo. Um grupo controle foi preparado contendo os metanauplios em dgua do mar e 0,3
mL de Carboximetilcelulose (CMC). Logo em seguida, permaneceu em incubacdo sob luz artificial
durante 24 h e foi realizada a contagem dos metanauplios vivos e mortos para a obtencdo da CLso. A

vitalidade da A. salina foi definida considerando o movimento dos microcrustaceos.

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Para a determinacéo da CLso foi utilizado o programa GraphPadPrism 6.0® e para a tabulagéo

dos dados foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010®.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 PROSPECC}AO FITOQUIMICO DO EXTRATO ETANOLICO DA CASCA DO CAULE DE
C. HELIOTROPIIFOLIU

O rendimento do extrato bruto foi calculado em relacdo ao peso do material coletado e obtido
apoOs rota evaporacdo. Os respectivos valores foram, peso fresco das cascas de caule de C.
heliotropiifolius 50g, extrato bruto 22g e o rendimento 8%. Nossos resultados do estudo fitoquimico
utilizando extrato etandlico das cascas de caule de C. heliotropiifolius estdo apresentados na tabela
1. O extrato mostrou a presenca de alcaloides, triterpenos e flavondides e auséncia de cumarinas e

saponinas.
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Tabela 1. Metabdlitos majoritarios do extrato etandlico da casca de caule C. heliotropiifolius.
Classes de Metabolitos Resultado

Alcaloides -
Cumarinas
Flavonoides
Saponinas -
Taninos -
Terpenos +
Expressdo dos resultados: (+) positivo; (-) negativo

+
+

Os alcaloides mostraram presentes na espécie em estudo, essa classe de compostos quimicos
é encontrada diversas plantas medicinais. Esta classe abranja mais de 4000 compostos, que
correspondem a cerca de 15 a 20% dos produtos naturais conhecidos (CORDELL et al., 2001;
VERPOORTE, 1986). S&o bastante conhecidos devido a atividades farmacoldgicas marcantes como
a morfina e a tubocurarina, sendo principio ativo de importante anestésico atual (CUNHA; FILHO,
2009).

Em relacdo aos esteroides ou triterpenos presente em nosso estudo, sdo 6leos essenciais ou
volateis.

O interesse terapéutico na classe do composto secundario justifica-se pela importancia dos
glicosideos cardiotdnicos, que fazem parte desse grupo, e pelo interesse no sitosterol, no estigmasterol
e nas saponinas espirostanicas, que servem como matéria prima principalmente para a producéo de
contraceptivos, esteroides e antiinflamatorio. Segundo Ventrella e Marinho (2008), um dos fatores
relevantes que esta relacionado a producdo de metabdlitos secundarios € a sazonalidade, pois, engloba
uma série de alteracdes de temperatura e umidade do solo, com isso, possibilitando o desvio de rotas
biossintéticas (SOUZA et al., 2008). Os flavonoides presentes em nosso estudo, constituem
uma classe de polifendis que estdo presentes em relativa abundancia entre os metabélitos secundarios
de vegetais. Esses compostos possuem também importancia farmacoldgica, resultante de algumas
propriedades atribuidas a alguns representantes dessa classe como agdo anticarcinogénica,
antiinflamatéria, antialérgica, antiulcerogénica, antivirais, entre outras (SIMOES et al., 2000).

Silva et al., (2017), em estudo similar usando extratos metanolicos de C. heliotropiifolius de
diferentes partes da planta: caule, flores e folhas, detectou a presenca de cumarinas na casca do caule
e nas flores, e a presenca de flavonoides nas flores e folhas.

Em nossos dados foi constatada a auséncia de cumarinas e saponinas. As Cumarina — CUM
(1,2 benzopirona) um composto aromatico encontrado em diversas plantas medicinais e com

atividades farmacoldgicas descritas, como acdo antiinflamatoria, antibacteriana e antinociceptica
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(MONTAGNER et al., 2008). A auséncia de saponina também foi detectada em outras espécies do
género Croton linearifolius (SILVA et al., 2014)

3.2 POTENCIAL TOXICOLOGICO DO EXTRATO ETANOLICO DE CASCA DE CAULE DE C.
HELIOTROPIIFOLIUS FRENTE A ARTEMIA SALINA LEACH.

O extrato etandlico de cascas de C. heliotropiifolius foi testado nas concentracées 500, 250 e
125 pg/ml, apresentou A. salina viaveis de 27,5, 82,5 e 100% respectivamente como mostra a Figura
1. Os resultados mostraram que o extrato etanolico apresentou toxicidade moderada com CLso de
396,6 pg/mL. A Figura 1 mostra a porcentagem da viabilidade frente a A. salina, onde quanto menor
a concentracdo do extrato maior o nimero de metanauplios vivos, enquanto para a mortalidade é o

inverso, quanto maior a concentracdo do extrato maior a taxa de mortalidade (Figura 2).

Figura 1. Valores de DLso (g/mL) frente a Artemia salina para o extrato de casca de caule da espécie C. heliotropiifolius
Kunth .

Viabilidade (%)
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Figura 2. Valores de DLso (Hg/mL) frente & Artemia salina para o extrato de casca de caule da espécie C. heliotropiifolius
Kunth .
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Segundo, Nguta et al., (2011) extratos com valores de CLsp menores que 100 pg/ml
apresentam alta toxicidade, CLsg entre 100 e 500 pg/ml apresentam toxicidade moderada, CLsg entre
de 500 e 1000 pg/mL apresentam fraca toxicidade e CLso acima de 1000 pg/mL s3o considerados
atéxicos (ndo toxicos). Bussmann et al., (2011), diz que extratos com valores de CL5¢ menores que
249 pg/mL apresentam alta toxicidade, CLso entre 250 e 499 pg/mL apresentam toxicidade moderada,
CLso entre 500 e 1000 pg/mL apresentam leve toxicidade, e CLso acima de 1000 pg/mL séo
considerados atoxicos. Dessa forma, o extrato etanodlico de cascas de caule de C. heliotropiifolius
apresentou toxicidade moderada frente a Artemia salina. Contudo, extratos metanolicos do caule,
flores e folhas da espécie C. heliotropiifolius apresentaram alta toxicidade com valores de CLso < 80
pg/mL frente a Artemia salina (Silva et al., 2017).

Os representantes do género Croton costumam apresentar-se como ervas ou arbustos, que séo
utilizadas simplesmente como bebidas na forma de chés, sendo reconhecidos tanto por suas
propriedades medicinais, quanto tdxicas. As espécies que compde esse género sdo geralmente
odoriferas e contém um latex caustico que é responsavel por causar dermatite e que pode ser
venenoso. A toxicidade do género estd associada a presenca de diterpendides (RODRIGUES et al,.
2004) O fato de a espécie C. heliotropiifolius ter apresentado toxicidade moderada, revela a
necessidade de mais estudos para que sejam ampliados os conhecimentos a respeito desta planta
utilizada pela populacdo no tratamento de dores de estdmago, mal-estar gastrico, vomitos e diarreia.
Estudos sdo necessarios para saber como age, quais sao os seus efeitos toxicos e colaterais e se oferece
risco a populacdo quando utilizada por longos periodos.

4 CONCLUSAO

A prospeccdo fitoquimica preliminar do extrato etandlico das cascas de Croton.
heliotropiifolius demonstrou a presenca das classes de compostos quimicos secundarios: cumarinas,
flavonoides e triterpenos potencialmente ativos em atividades bioldgicas. O extrato etandlico
demonstrou toxicidade moderada frente & Artemia salina Leach, revelando a necessidade de mais

estudos para que sejam ampliados 0s conhecimentos a respeito desta planta utilizada pela populacéo.
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