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Phytochemical analysis and evaluation of the antioxidant activity of Cariniana estrellensis leaf extract.
The variety of secondary metabolites that make up plants, especially those with antioxidant action, are of
paramount importance for the use of their extracts and isolated molecules in the prevention of diseases.
Due to the antioxidant action of secondary compounds, such as phenolics and coumarins, present in the
extracts of many plants, there is a relationship with the reduction of cellular oxidative damage caused by
reactive oxygen and nitrogen species, being Cariniana estrellensis, which is also popularly known as
jequitiba-branco, rich in phytocomposites of secondary metabolism. It is a neotropical climatic tree
species, predominant in the Brazilian cerrado, in which it is recommended for medicinal use for
inflammation of mucous membranes and pharynagitis. 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 percentages of secondary compounds,
especially those with antioxidant action, and the ability to sequester hydrogen, it was demonstrated that
the leaf extract of Cariniana estrellensis has an effect analogous to that of ascorbic acid, a potent
antioxidant found in citrus fruits.

RESUMO
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A variedade dos metabolitos secundarios que constituem as plantas, principalmente os com a¢do antioxi-
dante, séo de suma importancia para o uso de seus extratos e moléculas isoladas na prevencao de doengas.
Devido a acdo antioxidante de compostos secundarios, como os fendlicos e 0os cumarinicos, presentes nos
extratos de muitas plantas, ha uma relagdo com a reducdo dos danos oxidativos celulares originados por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, sendo a Cariniana estrellensis, que é também popularmente
conhecida como jequitiba-branco, rica em fitocompostos do metabolismo secundério. Trata-se de uma
espécie arborea climéatica neotropical, predominante no cerrado brasileiro, na qual tem uso medicinal re-
comendada para inflamagdes de mucosas e faringite. Este trabalho teve como objetivos determinar e ca-
racterizar os compostos quimicos presentes nas folhas de C. estrellensis e avaliar a atividade antioxidante
delas. Na avaliagdo da atividade antioxidante, foi utilizado o método de sequestro do radical livre DPPH
(1,1-Difenil-2-picril-hidrazil). O contetdo fenolico total foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu
em conjunto com o método de precipitacdo da caseina. Com 0s percentuais dos compostos secundarios,
principalmente os de agdo antioxidante, e a capacidade de sequestro de hidrogénio , demonstrou-se que o
extrato foliar de Cariniana estrellensis tem efeito andlogo ao do acido ascoérbico, um potente antioxidante
encontrados em frutas citricas.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo 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 civilizagdes 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 dominio Cerrado é considerado uma savana
neotropical apresentando como o segundo maior
em riqueza floristica do Brasil. A &rea abrange 0s
estados de Goiés, Tocantins, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhg,
Piaui, Rondb6nia, Parand, S& Paulo e Distrito
Federal, além disso, incorpora areas dos territorios
da Bolivia, Paraguai e Argentina. (Menezes Filho
et al., 2019).Isso garante ao Tocantins a presenga
endémica de uma flora predominantemente de
arvores de médio porte, com troncos grossos e
tortuosos, como é o caso da Cariniana estrellensis(
jequitiba-branco) na regido do Tocantins. Esta
contém Folhas alternas, simples, elipticas, apice
acuminado, margens serreadas, de 5 a 12 cm de
comprimento e 3 a 6 cm de largura, com peciolo
levemente alado. Flores brancas, com cerca de 7
mm de comprimento. Apresenta fruto céapsula
cilindrica, lisa, com bordo apical provido de
espinhos, do tipo pixidio, de 5 a 9 cm de
comprimento, com sementes aladas. Cada fruto
conttm 20 a 35 sementes.O fruto € de
decomposicdo lenta, uma vez caido no solo.
Sementes de cor castanha, com a testa expandida
em asa membranacea, até 4cm de comprimento e
ndcleo seminal basal mais ou menos piriforme com
1,2cm de comprimento e 0,6cm de largura. O que
Ihe confere grande resisténcia ao clima da regiéo,
bem como aos predadores.

Os metabolitos secundarios, em especial 0s
flavonoides, sdo responsaveis pelo crescimento,
desenvolvimento, aumento da resisténcia das
plantas a condicGes adversas e protecdo contra
herbivoros e patdgenos (Prado, 2009), também
apresentam funcionalidade bioldgica na saude
humana. Os flavonoides atuam eliminando
espécies  reativas  oxidantes, como  anion
superdxido, hidroxilas, e radical peroxila
(Hassimoto et al, 2005), bem como, sequestrando
guelantes de metais capazes de catalisar a
peroxidacdo de lipideos (Huber; Rodriguez-Amaia,
2008), sendo sua capacidade antioxidante
determinada pelas caracteristicas estruturais de
substituicdes nos anéis B e C (Balasundram;
Samman, 2006); o0 numero e a posi¢ao dos grupos
de hidrogénio e suas conjugagdes; e a presenca de

elétrons nos anéis benzénicos (Rockenbach, 2008;
Rees; Dodd; Spencer, 2018; Maleki;Crespo;
Cabanillas, 2019).

Ainda no grupo dos polifendis, os taninos sdo
compostos com capacidade de formar precipitados
com as proteinas, ligando-se por pontes de
hidrogénio, fornecendo importante estabilidade a
elas. Devido a esta propriedade, exercem um efeito
antimicrobiano,  antifungico e  fungistatico
observados em extratos, suas fracbes tanto em
ensaios em humanos, animais e em frutiferas
(Monteiro et al., 2005; Zhu et al., 2019).

Cumarinas sdo relacionadas a efeitos
antitromboticos, anti-inflamatérios e
expectorantes, tendo a Varfarina (estrutura
modificada da cumarina) 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  principalmente  no
crescimento de varias linhagens de células tumorais
de mama, em modelos in vivo (Panno e Giordano,
2014; Yerer et al., 2020).

As saponinas apresentam propriedade biolégicas
importantes tanto em humanos quanto para 0s
animais, tendo sido relatados efeitos estimulantes
do sistema imunoldégico, efeitos no metabolismo do
colesterol, atividade hipoglicemiante, efeitos
neuroprotetores, antioxidantes, antivirais,
antibacterianos e antifingicos, bem como
propriedades anticarcinogénicas (Cragg et al.,
2014; Ma et al., 2017).

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

A biodiversidade do Cerrado oferece diversos
recursos naturais que s80 primorosamente
manejados por suas populacdes para a pratica da
medicina popular (Leite; Camargos; Castilho,
2021). De acordo com Firmo et al. (2011), uma
planta que passa a exercer uma acao terapéutica ao
ser administrada no homem ou animal, por
qualquer via ou forma farmacéutica, € denominada
de fitoterapica.

Levando em consideracdo o uso de plantas para
fins terapéuticos sem o devido conhecimento,
objetivou-se averiguar neste estudo, os possiveis
potenciais biolégicos dos extratos a partir do 6rgao
foliar de Cariniana estrellensis, sobre a fitoquimica
e sua atividade antioxidante.
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MATERIAL E METODOS

Coleta, preparo e identificacdo do material
boténico

As folhas de C. estrellensis, foram obtidas na
cidade de Palmas, capital do Tocantins, 0s
exemplares estdo depositados no Herbario da
Universidade Federal do Tocantins (27713).
Inicialmente, as folhas foram secas em estufa de
secagem a temperatura de 45° C e em seguida,
pulverizadas em moinho de facas (Fortinox, Mod.
Start FT 50). O p6 obtido foi armazenado em frasco
de vidro e mantido em temperatura ambiente ao
abrigo da luz e umidade, conforme porporto pot Al-
Marby et al. (2016).

Preparo dos extratos das folhas

Para o preparo dos extratos, foram utilizados 15
g do p6 de folhas secas. Foi utilizado sistema de
Soxhlet com tempo pré-determinado de 4 h, usando
trés processos de extracdo por solventes.
Primeiramente, foi realizada uma extragdo com
etanol (P.A.) ( a temperatura de ebulicdo do
solvente, resultando no extrato (E). No segundo
processo, foi realizado com n-hexano (P.A.) como
solvente, resultando no extrato (H), e na terceira
extracdo, com metanol (P.A.) como solvente,
resultando no extrato (M).

A triagem fitoquimica, foi realizada para as
classes de compostos presentes nos extratos E, H e
M. Os métodos ensaiados seguiram conforme
descrito por Matos et al. (1997), com base em
reagdes colorimétricas e de precipitagao.

Os compostos fendlicos totais foram
quantificados pelo método colorimétrico utilizando
reagente de Folin-Ciocalteu em conjunto com o
método de precipitacdo da caseina, conforme
descrito por Amorim et al. (2008), modificado. Para
quantificar o contetido de fendlicos totais, solucées
metandlicas contendo uma aliquota de (0,2 mL) de
extratos de C. estrellensis (0,25 mg mL?) (p/v), e
como padrdo acido galico entre as concentracoes
(3-100 ug mLY) (p/v), onde foram acrescidas com
reagente Folin-Ciocalteu na concentragdo 10%
(v/v) (0,5 mL™), seguido de homogeneizacdo por 5
min. Apds esse periodo, foi adicionada uma
solucédo aquosa de carbonato de sodio concentracao
7,5% (p/v) (1 mL) e 8,3 mL de agua purificada em
sistema de gradiente purificador Millipore® Milli-
Q (4gua Milli-Q).

A mistura foi homogeneizada suavemente e
mantida durante 30 min. no escuro. A absorbancia
foi medida em 760 nm usando espectrofotémetro
UV-Vis (Biospectro, Mod. SP-220). O conteudo de

fendlicos totais foi determinado por interpolacéo da
absorbéncia das amostras em uma curva de
calibrac@o construida com diferentes concentracdes
de &cido gélico em metanol (y = 1,3631x + 0,0213,
R? ajustado = 0,962). O resultado foi expresso
como mg equivalentes de &cido galico (EAG) por
grama de extrato de C. estrellensis (mg EAG 100 g
! de extrato seco).

A determinagdo dos flavonoides totais foi
realizado conforme descrito por Soares et al.
(2014), modificado. Resumidamente, as reagoes
foram realizadas em triplicata, adicionando-se 0,5
mL de solugBes metandlicas do extrato (0,25 mg
mL?) (p/v) ou padrdo entre 8-400 ug mL? (p/v)
com uma solucdo aquosa contendo acido acético
60% (v/v) e solucdo metandlica de piridina 20%
(p/v) na proporcéo (500 pL : 2 mL), seguido de 1
mL de uma solugdo aquosa de cloreto de aluminio
5% (p/v), e 6 mL de &gua Milli-Q. O branco foi
composto por todos 0s componentes da reacdo com
0 extrato ou padrdo e substituindo o cloreto de
aluminio por metanol. Esta solucdo foi agitada
suavemente, e mantida por 30 min. no escuro. Logo
em seguida, sua absorbancia foi medida em 420 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis . O conteudo total de
flavonoides foi determinado pela interpolacdo da
absorbéancia das amostras contra uma curva de
calibragéo (y = 1,3336x + 0,0078, R? ajustado =
0,9999) construida com diferentes concentragdes
do padrdo de rutina, e expressa em miligramas
equivalentes expresso em rutina (ER) por grama de
extrato seco (mg ER 100 g extrato seco). O ensaio
foi realizado em triplicata.

A determinacdo das cumarinas totais, foi
realizada utilizando a metodologia descrita por
Os6rio e Martins (2004), modificada. Os
procedimentos foram iniciados com a transferéncia
de 0,25 mL de extrato diluido na concentragdo de 1
mg mL™, 1 mL de 4gua destilada e 0,25 puL de uma
solugdo aquosa de acetato de chumbo a 5% em
tubos de ensaios. Em seguida, as amostras foram
agitadas e acrescidas com 4 mL de agua destilada.
Desta solucéo, foram transferidos 1 mL para novos
tubos de ensaios, adicionados com 4 mL de uma
solucdo aquosa de acido cloridrico a 1M. As
amostras permaneceram em repouso por 30 min.
em camara escura sob temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida em 320 nm. Como branco,
foi utilizado &gua destilada. Para a curva de
calibracdo (aliquotas entre 25-250 pL) sera
utilizada uma solugéo padrdo de cumarina (Sigma-
Aldrich) com todos os reagentes ja citados
anteriormente, aferindo-se o volume final para 10
mL com &gua destilada. A solucdo controle de
cumarina foi de 1 mg mL™%. As concentracdes finais
de cumarina foram entre 0,5-5,0 pg mL?. O ensaio
foi realizado em triplicata. O teor de cumarinas
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totais foi expresso em miligramas equivalente de
cumarina por grama de extrato (mg EC 100 g*
extrato seco).

Para a determinacdo da capacidade antioxidante,
foi utilizado o método de reducao do radical livre
DPPH (1,1-diphenil-2-picril-hidrazil), descrita por
Peixoto Sobrinho et al. (2011), modificado. Em 1,5
mL a partir de uma solugdo estoque de DPPH
cocnentragdo 40 pg mL™* em metanol, foi diluida
com 0,25 mL de cada amostra de extrato seco. Apos
30 min. em camara escura, a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro UV-Vis em 517 nm.
Como padrdo foi utilizado solugdo de A&cido
ascorbico concentragdo 20 pg mL™ em metanol. Os
resultados foram expressos conforme equacao:

As—Ablank
Ao

AM%OzKAU—( 1
Onde:
AA = a atividade antioxidante,
A corresponde a absorbancia da amostra,
Auranco COrresponde a absorbancia do branco,
Ao corresponde a absorbancia de 40 pg mL™*

DPPH (estoque).

)] x100

RESULTADOS E DISCUSSAO

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
ensaios com moléculas isoladas (Lima-Neto et al.,
2015) no entanto, os compostos fendlicos ainda ndo
foram bem documentados nesse Taxon. Talvez
porque 0s metabolitos secundarios se liguem
competitivamente para alguns solventes durante o
processo de extracdo devido ao diferencial de
polaridade entre a fitomolécula e o solvente. Neste
estudo, o processo de extracdo favoreceu a extracao
de outros compostos fendlicos e cumarinicos. Os
compostos fendlicos, em particular os flavonoides,
sdo considerados antioxidantes mais efetivos
guando comparados a vitamina C e aos
carotenoides, por possuirem estruturas ideais para
0 sequestro de radicais, reduzindo estes do meio
intra e extracelular (Barreiros; David; David, 2006;
Rockenbach et al., 2008; Granato et al., 2018).

Os resultados obtidos através dos testes
fitoquimicos na determinacdo do teor quantitativo
de fendis totais, flavonoides e cumarinas estdo
descritos na tabela 1 e figura 1.

Tabela 1 - Relagdo do teor de compotos fendlicos totais, flavonoides e cumarinas nos extratos a partir do 6rgédo

foliar de Cariniana estrellensis

Extrato Fenois totais* D.P. Flavonoides** D.P. Cumarinas*** D.P.
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). * mg EAG 100 g. ** mg RE 100 g*. *** mg EC

100 g*. D.P = desvio padréo.
70

60
50
40
30
20

10

Fenois Totais

oH OM mE

Hﬂl fm

Flavonoides

Cumarinas

Legenda: E (extrato etandlico); H (extrato hexanico); M (extrato metandlico)

Figura 1 — Relacgdo percentual entre os teores de fendlicos
extrato por mg EAG 100 g*; mg ER 100 g, e mg EC 100

totais, flavonoides, cumarinas em concentracdo de
g* respectivamente
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Dentro dos fendis totais os extratos etandlico e
metan6lico possuem teor quantitativo similar ao de
Cariniana domestica (Janovik, 2011), desta forma
é possivel entender a vasta quantidade de
metabdlitos secundarios presentes em C.
Estrellensis uma vez que o teor de flavonoides e
cumarinas 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 no desenvolvimento de novos farmacos
a serem adotadas sobre patologias envolvidas com
moléculas reativas, e as cumarinas que se destacam
também como antioxidantes promissores com
interesse farmacoldgico.

A variacdo entre o percentual de atividade
antioxidante dos extratos se deve aos diferentes
solventes utilizados durante o processo de extracao,
mesmo que pequena, ainda se mostram proximas a
do &cido ascoérbico (Figura 2). Corroborando com a
afirmacdo acima, Duarte-Almeida et al. (2006)

demonstram em estudo, utilizando o método de
sequestro do radical livre DPPH, em que, a
atividade antioxidante obtida pelo acido ascérbico
é entre 20-30%, com faixa percentual de reducéao
proximo ao do extrato folair metandlico de C.
Estrellensis. A efeito de comparagdo, segundo
Pasquini-Netto (2012) o extrato bruto etanélico do
Taxén 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
eritrécitos, possivelmente h& a presenca de
saponinas hemoliticas. Diferente da C. estrellensis,
que possui um excelente efeito antioxidante e, ao
mesmo tempo, seus extratos ndo evidenciaram
riscos a saude.

Na figura 2, estdo apresentados os resultados da
atividade antioxidante promovida pelos extratos
foliares de C. estrellensis na redugdo do radical
livre modelo DPPH.

Atividade antioxidante DPPH (%)

30
25
20
15

10

AA H

M E

Legenda: (AA) atividade antioxidante do padrd, em (H) extrato hexanico, em (M) extrato metandlico, e em (E) extrato etandlico

Figura 2 - Atividade antioxidante na reducdo do radical livre DPPH promovida pelos extratos foliar de

Cariniana estrellensis

A avaliacdo do teor quantitativo dos metabolitos
secundarios dos extratos a partir do material foliar
de C. estrellensis apresentaram resultados
satisfatorios sobre a atividade de reducgdo do radical
livre DPPH, revelando que esse 6rgdo aéreo sdo
uma fonte potencial de compostos com
propriedades farmacoldgicas. Sendo necessario
ressaltar em novos estudos, possiveis compostos
em outros extratos com diferentes solventes para C.
estrellensis, como aquoso ou outras estruturas além
das folhas, ainda torna-se necessario, conhecer as
estruturas quimicas das fitomoléculas que

constituem esses extratos através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) comparando com
padrdes especificos.

CONCLUSOES

A partir do exposto, fica claro o potencial
fitoquimico da Cariniana estrellensis na producao
de fenois totais (em especial flavonoides e
cumarinas) ,corroborando a agdo antioxidante
observada nos extratos ( principamente metanolico)
do oOrgdo aéreo foliar da planta a partir da
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comparagdo com o &cido ascérbico através do
método de sequestro de radicais livres ( DPPH).
Ficando , assim, evidente o potencial citoprotetor
do extrato da C. estrellensis e a possibilidade da
continuidade do estudo para a comprovacdo ou ndo
da acdo antioxidante em extratos aquosos. O que
facilitaria a pratica do uso de extratos fitoterapicos
do jequitibd-branco pela populacdo com fins
preventivos e terapéuticos.
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