OCoOoON OO 1 B WN B

NNNNNNNNNRRPRPRPRRRRRRR
ONOOUD WNROWOOONOOOUDWNIERO

29

ANALISE FITOQUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS FOLHAS DE CARINIANA ESTRELLENSIS

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND EVALUATION OF THE
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE LEAVES OF CARINIANA
ESTRELLENSIS

Antonio Vycttor de Padua Ribeiro

Instituto Tocantinense Presidente Antonio carlos ( ITPAC), Palmas-TO
vycttoribeiro95@gmail.com

https://orcid.org/0000-0002-8117-455X

César Auladino Leite Filho

Instituto Tocantinense Presidente Antonio carlos ( ITPAC), Palmas-TO
cesarfilholider@hotmail.com

https://orcid.org/0000-0001-6100-8602

Jordana Lucio Garcia

Instituto Tocantinense Presidente Antonio carlos ( ITPAC), Palmas-TO
garcia.jordana04@gmail.com

https://orcid.org/0000-0002-4290-3369

Jodo Victor Morais Silva
Instituto Tocantinense Presidente Antonio carlos ( ITPAC), Palmas-TO
joaovictormsOl@gmail.com

https://orcid.org/0000-0003-3790-4233

Aline Aires Aguiar
https://orcid.org/0000-0001-6837-1578

RESUMO

A variedade das moléculas que constituem os metabdlitos secundérios, principalmente os em que tém efeito
antioxidante, sdo de suma importancia para o uso de seus extratos na preven¢do de doengas cancerosas e outras
patologias. Devido a agdo antioxidante de compostos secundarios, como os fendlicos e 0s cumarinicos, presentes nos
extratos de muitas plantas, hd uma relagdo com a redugdo dos danos oxidativos celulares originados por espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como na prevencdo de canceres, mutacdes e outras doengas cronicas
degenerativas, sendo a Cariniana estrellensis, que é também popularmente conhecida como jequitibd branco, rica
nesses compostos secundarios. Trata-se de uma espécie arborea climatica neotropical, predominante no cerrado
brasileiro, na qual tem uso medicinal recomendada para inflamag6es de mucosas e faringite. Este trabalho teve como
objetivo, determinar e caracterizar os compostos quimicos presentes nas folhas de C. estrellensis e avaliar a atividade
antioxidante das mesmas. Na avaliagdo da atividade antioxidante, foi utilizado o método de sequestro do radical livre
DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazil). O contetdo fendlico total foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu em
conjunto com o método de precipitacdo da caseina. Com os percentuais dos compostos secundarios, principalmente os
de efeito antioxidante, demonstrou que extratos de folhas de C. Estrellensis tém efeito analogo ao do acido ascérbico,
um potente antioxidante encontrados em frutas citricas

Palavras-chaves: Cariniana estrellensis; fendis; cumarinas; antioxidante

ABSTRACT

The variety of molecules that make up secondary metabolites, especially those in which they have an antioxidant effect,
are of paramount importance for the use of their extracts in the prevention of cancerous diseases and other pathologies.
Due to the antioxidant action of secondary compounds, such as phenolics and coumarins, present in the extracts of
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many plants, there is a relationship with the reduction of cellular oxidative damage caused by reactive oxygen and
nitrogen species, as well as in the prevention of cancers, mutations and other chronic degenerative diseases, being
Cariniana estrellensis, which is also popularly known as white jequitib, rich in these secondary compounds. It is a
neotropical climatic tree specie, predominant in the Brazilian cerrado, in which it is recommended for medicinal use
for inflammation of mucous membranes and pharyngitis. This work aimed to determine and characterize the chemical
compounds present in the leaves of C. estrellensis and to evaluate their antioxidant activity. In the evaluation of
antioxidant activity, the DPPH free radical scavenging method (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazil) was used. The total
phenolic content was quantified by the Folin-Ciocalteu method in conjunction with the casein precipitation method.
With the percentage of secondary compounds, especially those with antioxidant effect, he saw that the extract of C.
Estrellensis has an effect analogous to that of ascorbic acid, a potent antioxidant found in citrus fruits.

Key-words: Cariniana estrellensis; phenols; coumarins; antioxidant

INTRODUCAO

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma
das primeiras formas de utilizacdo desses produtos. A histdria do desenvolvimento das
civilizacdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa (Viegas et al., 2006).

O mercado de fitoterapicos vem crescendo no mundo, principalmente nos paises
industrializados. O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade vegetal do planeta e
as potencialidades dos seus ecossistemas tém sido exploradas amplamente com esses fins
terapéuticos (Duarte, 2006).

A producdo da maioria das substancias organicas conhecidas do reino vegetal é
responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na
literatura cientifica. A variedade e a complexidade das moléculas que constituem o0s
metabdlitos secundarios das plantas é consequéncia de milhdes de anos de evolucéo,
atingindo um refinamento elevado de formas de protecdo e resisténcia as intempéries do
clima, poluicdo e predadores (Calixto, 2003).

Metabdlitos secundarios sdo substancias cuja producdo e acumulacdes estejam
restritas a um numero limitado de organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo
correspondente especifico e Unico, caracterizando-se como elementos de diferenciacéo e
especializacdo (Ferro, 2006). Suas funcgdes fisioldgicas sdo completamente determinadas,
no entanto, sua producdo € associada a defesa da planta contra herbivoria, ataque de
patdgenos, entre outros. Paralelamente, podem ser utilizados para o restabelecimento da
salide do ser humano visto que podem ser terapéuticos (Jirschitzka et al., 2012).

Estes compostos podem ser encontrados em diferentes tecidos e 6rgdos da planta
ou ainda permanecer em um Unico 6rgdo. Entretanto, alguns fatores podem interferir na
concentragdo e na distribuicdo do composto no vegetal, tais como: localizagdo geografica
e sazonalidade, clima e intensidade luminosa, temperatura, umidade, disponibilidade de
nutrientes e tipo de solo, além do periodo do dia da coleta, forma de uso in natura ou
desidratada (Bresolin; Cechinel, 2010).

A prospeccdo fitoquimica pode estabelecer ligacbes importantes entre a
composicdo do extrato e suas possiveis atividades farmacoldgicas. Entre as classes de
metabolitos secundarios presentes nas plantas podem-se citar flavonoides e taninos
(pertencentes a classe dos polifendis), cumarinas, alcaloides, saponinas, terpendides,
entre outros.

Responsaveis pelo crescimento, desenvolvimento, aumento da resisténcia das
plantas a condi¢des adversas e protecdo contra herbivoros e patégenos (Prado, 2009), os
flavonoides também apresentam funcionalidade na saide humana, estando envolvidos em



104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

acOes como prevencdo de alergias, hipertensao, viroses, inflamacoes, artrites, mutacoes e
carcinogénese, cancer (Rockenbach, 2008), antifibrotica, anticoagulante, antibacteriana,
anti-hipertensiva e doengas cardiovasculares (Huber; Rodriguez-Amaia, 2008),
antidiabéticos, antienvelhecimento, prevencao e tratamento de catarata, Ulcera, asma e
outras alergias além de possuirem atividade antioxidante e aumentarem o efeito
antioxidante de vitaminas (Shohaib et al., 2011). Os flavonoides atuam eliminando
espécies reativas oxidantes, como anion superoxido, hidroxilas, e radicais peroxil
(Hassimoto et al, 2005) e sequestrando quelantes de metais capazes de catalisar a
peroxidagdo de lipideos (Huber; Rodriguez-Amaia, 2008), sendo sua capacidade
antioxidante determinada pelas caracteristicas estruturais e natureza de substituicdes nos
anéis B e C (Balasundram; Samman, 2006); o nimero e a posicdo dos grupos de
hidrogénio e suas conjugacles; e a presenca de elétrons nos anéis benzénicos
(Rockenbach, 2008).

Ainda no grupo dos polifendis, os taninos sdo compostos com capacidade de
formar precipitados com as proteinas, ligando-se por pontes de hidrogénio, dando
importante estabilidade a elas. Devido a esta propriedade, exercem um efeito
antimicrobiano e antifungico (Monteiro et al., 2005).

Cumarinas séo relacionadas a efeitos antitromboticos, anti-inflamatorios e
expectorante, tendo a Varfarina (estrutura modificada da cumarina) sendo comercializada
como um anticoagulante oral, inibidor da vitamina K, cujo papel é essencial na sintese de
fatores da cascata de coagulacdo. Além disso, estudos tém apontado efeito
anticarcinogénico das cumarinas (Rufatto et al., 2013). Associam-se ainda as cumarinas
atividades inibitorias do crescimento de varias linhagens de tumores de mama, em
modelos in vivo (Panno e Giordano, 2014).

As saponinas apresentam propriedade bioldgicas importantes tanto em humanos
quanto em outros animais, tendo sido relatados efeitos estimulantes do sistema
imunoldgico, efeitos no metabolismo do colesterol, atividade hipoglicemiante, efeitos
neuroprotetores,  antioxidantes e antifingicos, bem como propriedades
anticarcinogeénicas, entre outros (Cragg et al., 2014).

As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de grande interesse
cientifico devido a possibilidade de emprega-las no tratamento, cura e prevencdo de
doencas e por proporcionarem grandes chances de se obter moléculas prot6tipos devido
a diversidade de seus constituintes (Soares et al. 2017).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e muitas plantas ja vém
sendo usadas ha centenas de anos com as mais diversas finalidades. Considerando a
riqueza das plantas presentes no pais, a existéncia de estudos prévios que demonstram a
atividade antimicrobiana de alguns compostos de plantas (Ferronato et al., 2007) e 0 uso
ja adotado pela populacdo € imperativo avaliar os compostos bioativos das plantas
medicinais ainda pouco estudadas da flora brasileira.

A Dbiodiversidade do Cerrado oferece diversos recursos naturais que Ss&o
primorosamente manejados por suas populacdes para a pratica da medicina popular. De
acordo com Firmo et al. (2011), uma planta que passa a exercer uma agéo terapéutica ao
ser administrada em homem ou animal, por qualquer via ou forma é denominado de
fitoterapico e seu uso como tratamento sem a utilizagé@o de principios ativos isolados, de
fitoterapia.

A fitoterapia permite que o ser humano se reconecte com o ambiente, acessando
0 poder da natureza, para ajudar o organismo a normalizar fungdes fisioldgicas
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prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover a desintoxicacdo e 0
rejuvenescimento.

Levando em consideracdo o uso de plantas para fins terapéuticos sem o devido

conhecimento, objetivou-se averiguar 0s possiveis potenciais terapéuticos de Cariniana
estrellensis, principalmente seus compostos fitoquimicos e sua atividade antioxidante.
O uso das plantas medicinais no Brasil é documentado desde a chegada dos europeus,
muitas plantas utilizadas no “antigo mundo” foram substituidas por espécies nativas com
0 mesmo principio, que muitas vezes eram superiores em quantidade ou qualidade. Com
os escravizados, foram trazidas da Africa a tradicdo e sabedoria popular sobre o uso de
plantas medicinais, construindo entdo, os alicerces da tradicdo no uso de plantas
medicinais no Brasil.

Em geral, as plantas nativas utilizadas para fins medicinais no Brasil séo
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo cientifica de suas propriedades
farmacoldgicas ou da ndo toxicidade destas. Comumente sdo empregadas para fins
divergentes daqueles que s&o preconizadas pelos silvicolas e comercializadas com tais
indicacdes para a populacao geral, tornando o ato de consumi-las um problema sério de
salde publica, uma vez que, ndo raramente, casos de intoxicacdes e acdo sinérgica com
outras drogas sdo recorrentes.

No Cerrado, a espécie C. estrellensis € bastante recomendada popularmente para
infeccdes e inflamacgdes. Este trabalho teve como objetivo, determinar e caracterizar 0s
compostos quimicos presentes nas folhas de C. estrellensis e avaliar a atividade
antioxidante das mesmas.

MATERIAL E METODOS

As folhas de C. estrellensis, obtidas na cidade de Palmas, Tocantins foram secas
em estufa de secagem a temperatura de 45° C e pulverizadas em moinho de facas (Start
FT 50 - Fortinox). O po6 obtido foi armazenado em frascos de vidro e mantido em
temperatura ambiente ao abrigo da luz e da umidade (Al-Marby et al. 2016).

Preparo dos extratos das folhas

Para o preparo dos extratos, foram utilizados 15 g de folhas secas pulverizadas
por 4h no aparelho Soxhlet, de trés formas. Primeiramente, foi realizada uma extracao
com etanol a temperatura de ebulicdo do solvente, resultando no extrato (E), outra foi
realizada com n-hexano como solvente, resultando no extrato (H), e com metanol como
solvente, resultando no extrato (M).

Na triagem fitoquimica, os compostos principalmente estavam presentes nos
extratos E, H e M, analises fitoquimicas preliminares foram realizadas de acordo com
métodos previamente descritos (Matos, 1997), com base em testes de coloragdo /
precipitacao.

O conteudo fendlico total foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu em
conjunto com o método de precipitacdo da caseina, conforme descrito por Amorim et al.
(2008), com ligeira modificagdo. Para quantificar o contetdo fenolico total, solugbes
metanolicas (0,2 ml) de extratos de C. estrellensis (0,25 mg/ ml, p/ v) ou o padrdo usado
(&cido gélico, 3-100 ug / ml, p / v) foram misturados com Reagente Folin-Ciocalteu (0,5
ml de 10%, v / v), carbonato de sddio (1 ml de 75%, p / v) e agua purificada e desionizada
em um sistema de gradiente purificador Millipore® Milli-Q (agua Milli-Q) (8,3 mL).
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A mistura foi agitada suavemente e mantida durante 30 min no escuro. A
absorbancia foi medida em 760 nm usando um espectrofotdmetro de UV-visivel
(Biospectro® SP-220, SP, Brasil). O contetdo fendlico total foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracéo construida com
diferentes concentragBes de acido géalico em metanol (y = 1,3631x + 0,0213, r? ajustado
= 0,962). O resultado foi expresso como mg equivalentes de acido galico (GAE) por
grama de extrato de C. estrellensis (mg GAE / g).

O conteudo total de flavonoides foi determinado pelo método descrito por Soares
et al. (2014), com algumas modifica¢cdes. Resumidamente, as reagcdes foram realizadas
em triplicado, misturando 0,5 mL de solu¢es metandlicas do extrato (0,25 mg/ mL p /
V) ou padrdo (8400 ug / mL p / v) com uma solucdo aquosa de 0,5 mL de 60% acético
acido, 2 mL de solugcdo metandlica de piridina a 20% (v / v), 1 mL de cloreto de aluminio
a 5% (p/v)e 6 mL de dgua Milli-Q. O branco foi composto por todos 0s componentes
da reacdo com o extrato ou padrdo e substituindo o cloreto de aluminio por metanol. Esta
mistura de reacgdo foi agitada suavemente, mantida por 30 min no escuro e entdo sua
absorbancia foi medida a 420 nm em um espectrofotbmetro. O contedo total de
flavonoides foi determinado pela interpolacdo da absorbéancia das amostras contra uma
curva de calibracdo (y = 1,3336x + 0,0078, r2 ajustado = 0,9999) construida com
diferentes concentracGes de padréo de rutina e expressa como miligramas de equivalentes
de rutina (RE) por grama de seco extrato (mg RE / g). Todas as experiéncias foram
realizadas em triplicata.

Para quantificacdo de cumarinas foi utilizada a metodologia descrita por Osoério e
Martins (2004) com modificagdes. Os procedimentos foram iniciados com a transferéncia
de 0.25 mL de extrato diluido na concentracdo de 1 mg/mL, 1 mL de &gua destilada e
0,25 pL da solugdo de acetato de chumbo para os tubos de ensaio. Em seguida as amostras
foram agitadas e depois foram acrescidos 4 mL de &gua destilada. Desta solucdo foram
transferidos 1 mL para novos tubos de ensaio, e adicionados 4 mL da solucdo de acido
cloridrico. As amostras permaneceram em repouso por 30 minutos em cAmara escura sob
temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 320 nm contra a agua destilada, esta
atuando como branco. Para a curva de calibracdo (aliquotas de 25-250 pL) sera utilizada
uma solucdo padrdo de cumarina com todos o0s reagentes ja citados anteriormente,
aferindo-se o volume final para 10 mL com &gua destilada. Solugéo controle 1 mg/mL
de cumarina. As concentragdes finais de cumarina serdo 0.5-5.0 pg/mL. O ensaio foi
realizado em triplicata. O teor de cumarinas totais & expresso como miligramas
equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/qg).

Para a avaliagdo da atividade antioxidante foi utilizado o método de sequestro do
radical livre DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazil), descrita por Peixoto Sobrinho et al.
(2011), com modificagdes. Em 1,5 mL de solugdo de DPPH (40 pg/mL em metanol) foi
diluida 0,25 mL de cada amostra de extrato. Apds 30 minutos em camara escura, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro com filtro de 517 nm. Como padréo foi
utilizado solu¢do de acido ascoérbico (20 pg/mL em metanol).

A atividade antioxidante foi calculada pela equagao:

AA (%) = [(AO — (As — Ablank))/A0] x 100

Dos quais:

AA corresponde a atividade antioxidante,

As corresponde a absorbancia da amostra,

Ablank corresponde a absorbancia do branco e

A0 corresponde a absorbancia de 40 pg/mL DPPH (sem amostra).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos atraves dos testes fitoquimicos para determinar o teor de
fendis totais, flavonoides e cumarinas estdo descritos na tabela 1 e figura 1. Alguns
estudos tém demonstrado a presenca de taninos nas folhas de C. estrellensis como
responsaveis pela atividade farmacoldgica desta espécie de acordo com os efeitos
observados em testes de substancias puras (Lima-neto et al., 2015), no entanto, os
compostos fendlicos ainda ndo foram bem documentados nessa espécie. Talvez porque
0s metabdlitos secundarios se liguem competitivamente para alguns solventes durante o
processo de extracdo. No presente trabalho, o processo de extragcdo favoreceu a extracao
de outros compostos fendlicos e cumarinicos. Os compostos fenolicos, em particular os
flavonoides, sdo considerados antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e
carotenoides, por possuirem estrutura ideal para o sequestro de radicais (Barreiros; David;
David, 2006).

Tabela 1. Relacdo do teor de Fendis totais, Flavonoides, Cumarinas.

Fenois
totais Flavonoides Cumarinas
Extrato D.P. D.P. D.P.
(mg (mg RE/g) (mg EC/g)
GAE/qQ)
E 64,9 0,40 10,68 0,21 13,21 0,73
H 1,2 0,07 20,68 0,98 19,71 0,73

M 66,29 0,21 8,98 0,47 10,52 0,87
E (extrato etandlico); H (extrato hexanico); M (extrato metandlico)

Figura 1. Relacdo do teor de Fendis totais, Flavonoides, Cumarinas em concentracdo de
extrato por mg GAE/g; mg RE/g; e mg EC/g respectivamente.

Dentro dos fendis totais os extratos etandlico e Metandlico possuem o teor
préximo ao da Moscato embrapa (Abe et al., 2007) espécie de uva branca cultivada em
Teor de fenois totais, flavanoides e cumarinas
de C. estrellensis
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vinicolas, desta forma é possivel entender a vasta quantidade de metabolitos secundarios
presentes na C. Estrellensis uma vez que o teor de flavonoides e cumarina compreendem
cerca de 37% dos fendis totais. Um percentual importante de compostos secundarios
antioxidantes, tendo em vista que, segundo Corréa (2015), existe claramente um interesse
atual no desenvolvimento de moléculas com alta atividade antioxidante como candidatos
potenciais a farmacos a serem adotadas contra estas patologias, e as cumarinas se
destacam como antioxidantes promissores com interesse farmacoldgico.

A variacao entre o percentual de atividade antioxidante dos extratos se deve aos
diferentes solventes utilizados durante o processo de extragdo, mesmo que pequena, ainda
se mostram proximas a do Acido Ascorbico (Figura 2).Confirmando a afirmacéo acima
Duarte-Almeida., et al (2006) mostra em seu estudo, pelo método de sequestro de radicais
livres (DPPH), que a atividade antioxidante do acido ascorbico é por volta de 20 a 30%
se equiparando ao extrato metandlico de C. Estrellensis. A efeito de comparacéo, segundo
Pasquini-Netto (2012), o extrato bruto etandlico da planta Pterogyne nitens apresenta
importante potencial de acdo contra espécies reativas oxidativas, notadamente, frente a
radicais livres e acido hipocloroso (HOCI). Entretanto, a despeito desta atividade, também
foi constatado um potencial lesivo as células, revelado pela lise de eritrdcitos Diferente
da C. Estrellensis, que possui um excelente efeito antioxidante e, a0 mesmo tempo, seus
extratos ndo evidenciaram riscos a saude.

Figura 2: A.A( atividade antioxidante); H ( extrato hexanico); M ( extrato metandlico);
E (extrato etandlico)

A avaliacdo do teor dos metabolitos secundarios possibilitou observar que as
folhas de C. estrellensis possuem diversas substancias dentre estas algumas capazes de

Atividade anti-oxidante DPPH (%)
30
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20
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AA. H M E

sequestrar radicais livres, revelando que essas folhas sdo uma fonte potencial de
compostos com propriedades farmacoldgicas. Sendo necessario ressaltar 0s possiveis
compostos encontrados em outros extratos de C. estrellensis, como aquoso ou outras
estruturas além das folhas.

CONCLUSOES

A partir do exposto, fica clara a importancia das plantas e de seus extratos na
prevencdo de muitas patologias. Em especial, a acdo antioxidante da C. estrellensis a
partir da comprovacéo da presenca importante de fendis totais( flavonoides e cumarinas),
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pois, segundo Abrahéo et al., 2010, os antioxidantes sao capazes de interceptar os radicais
livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque
sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados e as bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e a perda da integridade
celular. Ficando, assim, evidente o potencial citoprotetor do extrato da C. estrellensis,
valorizando, com isso, a pratica do uso de extratos fitoterapicos com fins preventivos e
terapéuticos.
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