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RESUMO

A Reserva Particular do Patrimdnio Natural - RPPN Cangugu protege parcialmente as areas de
tensdo ecoldgica do centro-oeste do Tocantins. Dentre as espécies catalogadas no local esta a
Cariniana rubra Gardner ex Miers, popularmente chamada como jequitib4 ou cachimbeira,
usada na medicina tradicional como anti-inflamatorio. O objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizacdo quimica e a avaliar a atividade antioxidante do extrato da entrecasca da C. rubra.
O extrato foi obtido pelo método extrativo a quente utilizando aparato Soxhlet, com solvente
hidroetandlico (80%), para obter o extrato bruto (SEBC). Para a caracterizagcdo quimica foi
realizada uma analise fitoquimica, bem como a caracterizag¢do por cromatografia liquida com
deteccdo por arranjo de diodos (LC-DAD) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS). Quantificou-se o teor de fenolicos, flavonoides e taninos totais, analisando
também o seu potencial antioxidante através da capacidade de eliminacéo de radicais livres pelo
método DPPH. Durante a prospeccdo fitoquimica, houve reacdo indicativa de presenca de
flavonoides, taninos, fitoesterodis/triterpendides e saponinas, e auséncia para quinonas e
alcaloides. Na analise por LC-DAD, foram identificados e quantificados dois acidos fendlicos
(cafeico e ferdlico) e dois flavonoides (rutina e quercetina). Na andlise por GC, foram
detectados trés esteroides (campesterol, estigmasterol e B-sitosterol) e cinco triterpenoides (3-
amirina, acetato de B-amirina, lupeol, acetato de lupeol e taraxasterol). O teor de flavonoides
totais obteve maior destaque (71,07 £ 0,30 mg ER/qg), seguido do teor de fendlicos totais (61,86
+ 0,29 mg EAG/Qg) e taninos (59,94 + 1,44 mg EAG/g). A atividade antioxidante detectada
(25,43 + 0,34 pg/ml) é equivalente a atividade antioxidante do padréo rutina (24,53 + 0,47
pug/ml). A espécie em questdo indica potencial farmacoldgico, entretanto ainda é pouco
conhecida na literatura, isso faz com que os resultados obtidos neste trabalho sejam importantes

para o conhecimento acerca da importancia do estudo e conservagéo da planta.

Palavras-chave: Cangugu; Fitoquimica; Compostos Bioativos; Jequitiba.



ABSTRACT

The Private Reserve of Natural Heritage - RPPN Cangucu protects areas of ecological tension
in the center-west of Tocantins. Among the species cataloged at the site is the Cariniana rubra
Gardner ex Miers, popularly called jequitiba or cachimbeira, used in traditional medicine as an
anti-inflammatory. The objective of this work was to carry out the chemical characterization
and to evaluate the antioxidant activity of the bark extract of C. rubra. The extract was obtained
by the hot extractive method using Soxhlet apparatus, with hydroethanolic solvent (80%), to
obtain the crude extract (SEBC). For chemical characterization, a phytochemical analysis was
performed, as well as characterization by liquid chromatography with diode array detection
(LC-DAD) and gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The content of
phenolics, flavonoids and total tannins was quantified, also analyzing their antioxidant potential
through the ability to scavenge free radicals by the DPPH method. During phytochemical
prospection, there was a reaction indicative of the presence of flavonoids, tannins,
phytosterols/triterpenoids and saponins, and absence of quinones and alkaloids. In the LC-DAD
analysis, two phenolic acids (caffeic and ferulic) and two flavonoids (rutin and quercetin) were
identified and quantified. In the GC analysis, three steroids (campesterol, stigmasterol and -
sitosterol) and five triterpenoids (B-amyrin, B-amyrin acetate, lupeol, lupeol acetate and
taraxasterol) were detected.The content of total flavonoids was more prominent (71.07 + 0.30
mg ER/g), followed by the content of total phenolics (61.86 + 0.29 mg EAG/g) and tannins
(59.94 + 1, 44 mg EAG/g). The antioxidant activity detected (25.43 + 0.34 pug/ml) is equivalent
to the antioxidant activity of the rutin standard (24.53 = 0.47 pg/ml).The species in question
indicates pharmacological potential, however it is still little known in the literature, which
makes the results obtained in this work important for the knowledge about the importance of

the study and conservation of the plant.

Keywords: Cangucu; Phytochemistry; Bioactive compounds; Jequitiba.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Localizacdo do Centro de Pesquisa Cangucu.
Figura 2 — Cariniana rubra Gardner ex Miers.

Figura 3 — Obtencdo do extrato bruto da entrecasca da C. Rubra., onde A: extracdo, B:

rotaevaporacao, C: liofilizacéo.

Figura 4 — Testes indicativos de presenca de grupos de metabdlitos secundarios no extrato

bruto obtido via Soxhlet da entrecasca da C. rubra.

Figura 5 — Perfil cromatogréfico obtido por analise de LC-DAD (Cromatografia Liquida com
Detecgdo por Arranjo de Diodos) para o extrato da entrecasca da espécie C. rubra. Pico 1:
Acido cafeico (TR: 6.61); Pico 2: Acido fertlico (TR: 8.93); Pico 3: Rutina (TR: 21.88); Pico
4: Quercetina (TR: 24.51).

Figura 6 — Perfil cromatogréfico obtido por analise de GC-MS (cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas) para 0 extrato da entrecasca da espécie C. rubra. Pico 1:
Campesterol (TR: 16.46); Pico 2: Estigmasterol (TR: 17.02); Pico 3: B-sitosterol (TR: 17.72);
Pico 4: B-amirina (TR: 17.89); Pico 5: Taraxasterol (TR: 18.01); Pico 6: Lupeol (TR: 18.89);
Pico 7: Acetato de B-amirina (TR: 19.67); Pico 8: Acetato de Lupeol (TR: 20.74).



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resultados das reacdes indicativas da presenca ou auséncia de grupos de metabolitos

secundarios no extrato bruto (SEBC) obtido via Soxhlet da entrecasca da C. rubra.

Tabela 2 — Compostos quimicos identificados por LC-DAD (Cromatografia Liquida com
Detecgdo por Arranjo de Diodos) no extrato da entrecasca da espécie C. rubra.

Tabela 3 — Compostos quimicos identificados por GS-MS (Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas) no extrato da entrecasca da espécie C. rubra.

Tabela 4 — Quantificacdo do teor de fendlicos totais, flavonoides totais, taninos totais e
avaliacdo da atividade antioxidante do extrato da entrecasca da C. rubra obtido via soxhlet.



ICso

pg/ml

mg EAG/g
mg ER/g
RPPN
SEBC

TR

ucC

ZTE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

concentragdo inibitéria - minima concentracdo necessaria de antioxidante
para inibir 50% de uma determinada concentracao de radical

microgramas por mililitro

miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato
miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato
Reserva Particular do Patrimonio Natural

Extrato Bruto da entrecasca via soxhlet

Tempo de Retencéo

Unidade de Conservacéo

Zona de Tensdo Ecologica



SUMARIO

L AINTRODUGAO. ...ttt 13
2. OBIETIVOS ...ttt bttt b et et et e be e e be e ee e be e nane e 14
2.1 ODJELIVO GEIAL ..uvieieieeie et ns 14
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ... viivieiiieie ettt nas 15

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....cooiiitiitiiiiissiies st 15
3.1 Importancia do estudo e da conservacao de eSPECIES .......c.cvvrvereerieeiiesieese e 15
3.1.1 ECOtON0 amMAzZONIa-CeITAUD .....cveueiuirieieiisieieeesie sttt 17

3.2 Reserva particular do patriménio natural cangugu — RPPN ..........ccccooeiieiiiieiecciec, 18
3.3 Cariniana rubra Gardner X IMHEIS ........ccoiiiiiiiiiieee e 20
3.4 MetabOlitoS SECUNUANIOS ........eueeeirieieiieie ettt ettt nbe e 21
3.5 Atividade antiOXIAANTE. ........eiiiiiieieie e 22

A, METODOLOGIA . ...ttt sttt sae e be e sbaeanee s 23
4.1 Coleta do material € tratamentos PréVIOS. ........oouerereririrereeee et 23
4.2 ODEENGAD U0 EXEFALO ... ...itiitiiiieiieiieie ettt bt 23
4.3 CaracterizaGdo fitOQUIMICA.......ccviieiee e 24
4.3 L FIAVONOIUES. ..ottt bbbttt 24
£4.3.2 TANINOS ...ttt bttt b bbbt b et b bt bt bt et eb bbb 24
4.3.3 Fitoesterdis / triterpenOITES ........cccvoveiieie et 25
4,3.4 QUINONAS ... veeiuveiiteeitteeetee ettt e ete e ettt aeteesteeeeteesteeabeeareeeebeesseeebeesbseasbeesaeesnbeeaseeesreesreesnns 25
R SIS T: 1010 ] 11 [ LTRSS 26
4.3.7 AlCAIOIUES ...t 26

4.4 Cromatografia liquida com deteccéo por arranjo de diodos (LC-DAD) ........c.ccecevuennee. 26
4.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) ........cccccevvvenene. 27
4.6 Determinacgdo do teor de fenOliCOS tOLAIS ........ccveeeierierieiesie e 28
4.7 Determinacgdo do teor de flavonoides tOLaIS ........cccvvererereiiiisiiee e 28

4.8 Determinagao do tOr e tANINOS ......cc.eiviitiiiiriiiieeee et 28



4.9 Atividade antioxidante..............
5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagdo fitoquimica.......

5.2 Cromatografia liquida (LC-DAD) e Cromatografia gasosa (GC-MS)..........ccccevevrurnene.

5.3 Teor de fendlicos, flavonoides, taninos e avaliagdo da atividade antioxidante..............

6. CONCLUSAO. ..o,

7. REFERENCIAS ..o,



13

1. INTRODUCAO

A determinacdo de compostos bioativos em plantas é relevante para encontrar
propriedades como antioxidantes, antimicrobianas e antidegenerativas, tornando-as conhecidas
como fitoterapicas. Essas alternativas podem auxiliar na elaboracdo de novos farmacos,
cosméticos ou certificar o seu uso in natura (LUZIA, 2012), colaborando no tratamento de
doencas como diabetes, cancer e processos inflamatorios, devido a atua¢do sobre o estresse
oxidativo além de fomentar a conservacéo de espécies (CARTEA et al., 2011).

A importancia de se estudar espécies nativas decorre do desejo de conhecer melhor suas
caracteristicas, que incluem suas propriedades fisicas e quimicas. Esses fatores sdo dominantes
na industria para fins especificos, sendo possivel adequar o uso das espécies de diversas formas
estudando suas propriedades (ALBUQUERQUE et al., 2016). Na literatura, existem poucos
dados especificos sobre a composicdo quimica das espécies tropicais brasileiras (FRAZEN et
al., 2018).

A biodiversidade €é significativa de varias maneiras, pois possui valores ecolégicos,
genéticos, sociais, cientificos, educacionais, culturais, recreativos e estéticos, além da sua
importancia econdémica. Os seres vivos sao a matéria-prima mais importante na producéo de
alimentos, medicamentos, cosméticos, roupas e até moradia. Preservar significa garantir que
esses recursos ndo se esgotem no futuro e que o meio ambiente permaneca equilibrado
(SANTOS, 2022). A criacdo de unidades de conservagdo é uma das alternativas mais eficazes
para controlar o desmatamento, proteger paisagens naturais e preservar a diversidade biologica
(CHAPE et al., 2008).

A Reserva Particular do Patrim6nio Natural - RPPN Cangucu é uma das Unidades de
Conservacdo (UC) presentes no centro-oeste do Estado do Tocantins e € responsavel pela
protecdo das areas de tensdo ecoldgica, onde possui uma area de 60,1 ha, com predominancia
de formacdes florestais sazonalmente alagadas, matas de terra firme e areas de cerrado sentido
restrito (LEITE et al., 2013). Esta UC € coberta pelas margens dos rios Javaés/Araguaia e faz
parte de um importante conjunto de areas protegidas como o Parque Nacional do Araguaia, 0
Parque Estadual do Cantdo e a Area de Protecdo Ambiental Bananal-Araguaia (UFT, 2012).

A regido é um ecotono formado pelo encontro dos biomas Cerrado e Amaz6nia, com a
existéncia de inumeros lagos e de um regime de enchentes, formando um complexo de
ecossistemas diferentes e Unicos em uma so regido (FRAGA, 2017). A particularidade e a
riqueza desses ecossistemas fazem dele um ambiente rico em biodiversidade (PINHEIRO;
DORNAS, 2009). A regido esta na area conhecida como “arco do desmatamento” da Amazonia

Legal, regido seriamente ameacada gracas ao aumento das atividades humanas, principalmente
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referentes ao agronegécio (FERNANDES et al., 2016), ao crescimento populacional, pela
expansdo das areas urbana (PINHEIRO et al., 2018), além da extracdo de madeiras e dos
incéndios florestais (MATRICARDI et al. 2013), fazendo com que a biota local seja modificada
e o turismo interfira na dinamica de algumas espécies de aves ribeirinhas (PINHEIRO;
DORNAS, 2009).

Por estas razbes, a RPPN Cangucu foi escolhida como local de estudo e coleta deste
trabalho, por abrigar o encontro de dois biomas e uma regido ecotonal merecedora de estudo e
preservacdo (RIBEIRO, 2020).

Popularmente chamada como jequitibd, cachimbeira ou cachimbo-de-macaco, a
Cariniana rubra Gardner ex Miers € uma das espécies encontradas na RPPN — Cangucu
podendo atingir de 10 a 18 metros de altura, com tronco de 50 a 80 cm de didametro (LORENZI,
2016). Possui uso ornamental, gracas a sua florada vermelha, além de fornecer sombra por conta
do seu tamanho. Os frutos em formato de cachimbo podem ser usados no artesanato. Além
disso, a arvore é indicada para recuperacdo de matas ciliares degradadas e arborizacéo rural,
sua madeira é usada na construcao civil, fabricacdo de mdveis e esquadrias (LORENZI, 2016).

Na medicina tradicional, a infusdo do cha da sua casca serve para o tratamento de
inflamacg8o uterina e hemorrdidas, dores de coluna, doengas sexualmente transmissiveis,
gastrite e ulcera (FAGUNDES et al., 2017). Estudos farmacolégicos mostram um potencial
anti-inflamatorio e anti-microbial na espécie (SANTOS et al., 2011).

Diante do que foi exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil fitoquimico
da entrecasca da C. rubra, caracterizar quimicamente seu extrato vegetal e avaliar sua atividade
antioxidante, visando detectar compostos para direciona-los a estudos farmacoldgicos,
contribuindo com o conhecimento cientifico a respeito da planta, ajudando também em sua

conservacao.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo quimica e a avaliar a atividade
antioxidante do extrato da entrecasca da Cariniana rubra Gardner ex Miers, visando contribuir
com o conhecimento acerca de novos principios ativos de origem vegetal e seu possivel

potencial para uso com fins medicinais.
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2.2 Objetivos especificos
o Realizar um estudo fitoquimico do extrato da entrecasca da C. rubra;
o Caracterizar quimicamente os principios ativos do extrato da entrecasca C. rubra;
o Determinar o teor de fenolicos totais, flavonoides totais e taninos presentes na
entrecasca da C. rubra;
o Avaliar a atividade antioxidante da entrecasca da C. rubra;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Importancia do estudo e da conservacao de espécies

A Revolucdo Industrial, iniciada na Inglaterra em meados do século XVIII com a
transicdo da manufatura para a inddstria mecanica, resultou no aumento da producdo e no
surgimento de novas tecnologias, mudando o modo de vida do mundo. Da mesma forma, o
progresso da ciéncia tornou possivel o tratamento de uma ampla gama de doengas que antes
eram consideradas fatais, aumentando a expectativa de vida das pessoas e sua capacidade de
trabalhar (POTT e ESTRELA, 2017).

Desde a Revolucgdo Industrial, quase trés séculos se passaram, mas as preocupacgdes
ambientais s6 foram levantadas a partir do final da década de 1960 e inicio da década de 1970.
Anteriormente, varios episddios demonstravam o impacto do crescimento desordenado na vida
das pessoas e na salde do meio ambiente, e eram vistos como prejudiciais a0 progresso
(GOLDEMBERG e BARBOSA, 2004). Segundo Goldemberg e Barbosa (2004), a Lei do Puro
Ar foi aprovada no Reino Unido em 1956, e novas leis foram aprovadas nos Estados Unidos,
Canada e varios outros paises da Europa, permitindo o estabelecimento de criacdo de agéncia
de meio ambiente de monitoramento, regulacdo e avaliagéo.

O livro Primavera Silenciosa de Rachel Carson (1969) alertou o publico sobre o
aumento do uso de compostos quimicos no pds-guerra, bem como o quanto esses compostos
sdo prejudiciais a vida humana, tornando-se o paradigma para percepcao da sociedade, acerca
das questdes ambientais e levando a proibicdo do uso do agrotdoxico DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano) (HOGAN, 2007).

Como uma das primeiras politicas publicas relativas ao meio ambiente no século XX, a
Lei Federal n® 4.771 de 1965 alterou o Codigo Florestal Brasileiro, vigente desde 1934, com o
objetivo de preservar diferentes biomas, mas verificou-se que € incoerente ao permitir o total
desmatamento das florestas até serem replantadas, mesmo com espécies extintas. Essa lei
federal foi precedida pela Lei n° 601 de Dom Pedro Il de 1850, conhecida como Lei das Terras,

que proibia a exploracdo de florestas em terras recém-descobertas e havia sido amplamente
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ignorada na eépoca devido a demanda de terras para o estabelecimento de uma monocultura de
café (MMA, 2015).

Segundo o Ibama (2014), o pablico foi estimulado a se conscientizar sobre as questdes
ambientais e, em 1968, a Unesco (Organizacdo das Nagdes Unidas para a Educacéo, a Ciéncia
e a Cultura) realizou uma conferéncia internacional na qual o tema do uso racional e
conservacao dos recursos da biosfera foi discutido, dando origem ao programa "O Homem e a
Biosfera”, que contou com a participacéo, entre outros, do presidente Barack Obama.

Em 1969, os Estados Unidos da América formalizaram o NEPA (National
Environmental Policy Act), que incluia, entre outras coisas, a Avaliacdo de Impacto Ambiental
(AIA) para incluir, sob escrutinio e obrigatoriedade publica, decisGes politicas processos de
fabricacdo e meio ambiente, variabilidade nas analises multidisciplinares de planos, programas
e projetos (WINTHER, 2002).

Quando se trata de importancia ambiental, as razdes sdo Obvias: todas as espécies da
Terra desempenham um papel no ecossistema. As plantas, por exemplo, sdo a base de toda
cadeia alimentar, além de servir como fonte de alimento para algumas espécies e fornecer
oxigénio no processo de fotossintese. Quando uma espécie € extinta, afeta todo o ecossistema
local. Apesar de conhecer o valor da biodiversidade, os humanos séo responsaveis por sua
destruicdo, poluicdo, desmatamento, e a exploracdo exagerada, sendo o responsavel pela
reducdo da biodiversidade do planeta (SANTOS, 2022). Uma das praticas mais conhecidas é o
extrativismo, que é a extracdo de recursos naturais, seja de forma manual ou com auxilio de
maquinas. Inicialmente era usada para subsisténcia, quando a humanidade era nbmade, mas
ainda hoje a atividade € praticada (HOMMA, 2012).

A preocupacdo com a questdo da biodiversidade cresceu em resposta aos crescentes
problemas ambientais, como o aumento dos niveis de ozdnio, destruicdo do oceano, destrui¢do
de habitats, aumento da demografia da populacdo humana e consumo excessivo de recursos
naturais (ALBUQUERQUE et al., 2016). Nas Ultimas décadas, o desmatamento desflorestou
mais da metade da cobertura vegetal do Cerrado, 0 que esté levando a extingdo plantas que
seriam capazes de ajudar a curar diversas doencas. As plantas medicinais sdo vitimas do avanco
desenfreado de monoculturas de soja, sorgo e milho que dominam o Brasil (GESISKY, 2017).

Para os povos e comunidades tradicionais do Cerrado, uma das formas de controlar o
avanco da degradacdo é aumentar as areas de protecdo ambiental, para que as plantas de
aplicacdo medicinal fiqguem preservadas para as futuras geragoes (GESISKY, 2017).

Dentre a porcdo de plantas existentes no planeta, a maioria é desconhecida sob o ponto

de vista cientifico, e poucas estdo sendo estudadas fitoquimicamente e avaliadas sob seus
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aspectos bioldgicos (JANOVIK, 2011). O uso de plantas no tratamento de doengas é tdo antigo
quanto a propria humanidade. As plantas medicinais ainda sdo vendidas em feiras livres, feiras
populares e até mesmo nas areas mais abastadas do pais, assim como nas grandes cidades
(ROCHA et al., 2020). Existem parcerias entre empresas e pequenos produtores em diversas
partes do pais, que recebem apoio e incentivo para cultivo de espécies de plantas nativas
brasileiras. Parcerias com pequenos agricultores de plantio em sistema de agroflorestas, sistema
que reune uma agricultura sustentavel com o reflorestamento e protecdo de matas, tem
possibilitado a producdo de Oleos essenciais de ervas e arvores em um mesmo ecossistema
saudavel. Nesta cadeia produtiva, também pode-se citar a agricultura familiar, pois gera
emprego e renda para a regido onde estéo estabelecidos. Parceria entre empresas, natureza e as
pessoas envolvidas no processo podem ter beneficios para todos, obtendo da natureza, sem
prejudica-la (LASZLO, 2020).

Os estudos a respeito do uso e da eficicia de plantas medicinais contribuem com a
comprovacao de suas atividades terapéuticas, para que assim, os usuarios da fitoterapia possam
manter a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validos os principios repassados de
geracdo a geracdo (MACIEL et al., 2002). As pesquisas com plantas medicinais incluem
diversos processos, como:

e estudos de etnobotéanica, com buscas entre a medicina tradicional e a popular;

e caracterizacdo de principios ativos, com estudos fitoquimicos;

e investigacdo farmacoldgica dos extratos e de seus constituintes quimicos isolados;

e transformacdes quimicas de principios ativos;

o analise da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos.

A assimilacdo destas pesquisas favorece para a descoberta e fabricacdo de novos

medicamentos, atestando sua eficacia e seguranca (MACIEL et al., 2002).

311 Ecdtono amazonia-cerrado
O encontro de um bioma com outro é chamado de ecétono, ou seja, sdo areas de
transicdo entre biomas com caracteristicas de dois ecossistemas. Nao ocorre um padrdo de
estruturas vegetais tipico, porém existe uma tensdo ecoldgica e interacbes de climas e
biodiversidade destes biomas diferentes (MILAN e MORO, 2016).
A Amazoénia e o Cerrado sdo considerados como os dois maiores biomas brasileiros, por

serem heterogéneos e com distintas caracteristicas de geologia, pedologia e vegetacdo ao longo



18

de suas extensdes (IBGE, 2004). A transicdo entre estes dois biomas é uma extensa zona de
tenséo ecoldgica na América do Sul, formada por um mosaico de savanas e florestas (RATTER,
1992). Este mosaico € irregular, apresentando caracteristicas singulares e recortes de diferentes
tamanhos ao longo de sua extensdo (MARIMON et al., 2006) e o estado do Tocantins dispde
em seu territério uma parte dessa zona ecotonal (MMA 2007), com um aglomerado de
fisionomias vegetais (IBGE, 2004; SEPLAN, 2008). O encontro destes biomas surge pelas
faixas centrais, ao oeste do estado (IBGE, 2004). A regido possui caracteristicas similares ao
Bioma Pantanal gracas a frequéncia de lagos e do regime de enchentes, formando um
aglomerado de ecossistemas Unicos e marcantes (PINHEIRO e DORNAS, 2009).

O ec6tono é nomeado como Zona de Tensdo Ecoldgica (ZTE) e relaciona-se com o
“Arco do Desmatamento”. Isso faz com que a ZTE seja importante para estudos ecoldgicos e
de conservacdo, em razao de que suas areas naturais estejam se transformando em agricultura
e pastagens de maneira acelerada (MARQUES, 2016).

Como essas areas veem sofrendo com as agdes antropicas, mostra-se 0 quao importante
¢ a sua conservacdo, devendo ser criadas Unidades de Conservacgdo para preservacdo dessas
fitofisionomias (LIMA, 2021; KERNAGHAN e HARPER, 2001).

3.2 Reserva particular do patrimonio natural cangugu — RPPN

O estado do Tocantins contribuiu no aumento do nimero de unidades de conservagéo
(UC), para fomentar a protecdo da biodiversidade em seu territério e o desenvolvimento
socioeconémico, incentivando o ecoturismo e atividades relacionadas. O Estado possui
unidades de conservacdo de dominio privado, como as Reservas Particulares do Patriménio
Natural (RPPN) (TOCANTINS, 2011), que possuem como objetivo proteger 0s recursos
hidricos, manejo de recursos naturais, além de promover o desenvolvimento de pesquisas
cientificas, educacdo ambiental, turismo sustentavel e manutencdo do equilibrio climético e
ecoldgico (BRASIL, 2011).

Criada pela Portaria do IBAMA N° 819 de 05/03/2004, a Reserva Particular do
Patrimdnio Natural — Cangucu é formada pelo encontro dos biomas Amazdnia-Cerrado (LIMA,
2021) e faz parte do “Arco do desmatamento”, a regido mais desmatada de toda Amazonia, por
isso, tem como missdo promover a conservacao da biodiversidade local, potencializando as
areas de protecdo, por ser uma regido de grande importancia ecoldgica, com suas caracteristicas
particulares (LEITE et al., 2013), além de grande relevancia cientifica, tecnoldgica, econébmica
e social (FRAGA, 2017).
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A RPPN Cangugu esta situada no municipio de Pium, nas margens do Rio Javaés.
Desfruta de uma area de 60,1 ha, com predominancia de formacdes florestais sazonalmente
alagadas, matas de terra firme e areas de cerrado sentido restrito (LEITE et al., 2013). A regido
possui duas estacdes definidas, sendo uma seca que acontece de maio a setembro e a estacéo
chuvosa, entre outubro e abril, formando um mosaico na vegetacdo por conta de sua
variabilidade e da migrag&o entre as varias espécies (JUNK et al. 2012). Nesta area é permitido
apenas pesquisas cientificas e a visitagdo turistica, com inten¢es educacionais ou recreativas,
para manter sua conservacdo (MMA, 2020).

Dentro da RPPN Cangugu, existe a sede do Centro de Pesquisa Cangucu (CPC) (Figura
1), na qual, é mantido pela Universidade Federal do Tocantins (UFT) em parceria com o
Instituto Ecoldgica e esta localizada entre duas importantes unidades de conservacgéo, o Parque
Nacional do Araguaia e o Parque Estadual do Cantdo. A construcdo da sede foi feita por meio
do sistema de palafitas devido as enchentes sazonais. O CPC contribui para o desenvolvimento
do conhecimento cientifico regional, pois auxilia em campo com atividades complementares as
que foram conduzidas em sala ou laboratério, além de atrair pesquisadores, midia e turistas
cientificos de diversas regides do pais e até do mundo (RIBEIRO, 2020; UFT, 2012).

Figura 1: Sede do Centro de Pesquisa Cangucu

FONTE: Prépria autora, 2021.

A RPPN Cangucu possui diversas espécies identificadas, dentre elas a Cariniana rubra

Gardner ex Miers.
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3.3 Cariniana rubra Gardner ex Miers

A C. rubra (Figura 1) pertence a familia Lecythidhaeae e é popularmente conhecida
como jequitiba, cachimbeira ou cachimbo-de-macaco. E uma arvore que atinge de 10 a 18
metros, provida de uma copa umbeliforme, tronco ereto com 50 a 80 cm de diametro e de casca
grossa (SILVA, 2014). Geralmente floresce de outubro a dezembro e os frutos amadurecem de
julho a agosto. Pode ser encontrada nos estados de Goias, Mato Grosso, Tocantins e Para e em
fitofisionomias como cerrado (lato sensu), floresta de galeria ou ciliar e areas antropizadas
(RIBEIRO et al., 2015).

Dentre seus usos, pode-se destacar a arborizagdo em pragas ou parques urbanos, por
fornecer uma 6tima sombra e por sua bela florada vermelha. A madeira pode ser utilizada em
trabalhos internos na construcéo civil, fabricacdo de moveis e também para caixotaria e lenha.
Sua casca é fibrosa e por isso é empregada na producdo de cordas. O fruto, que é um pixidio
eliptico, com 8 a 16 sementes, na qual, as libera por meio de dispersdo edlica, é aproveitado no
artesanato, como cachimbo pelos indigenas e querido pelas aves e pelos macacos (LORENZI,
2016). Jequitiba em tupi-guarani significa gigante da floresta (JUNIOR, 2009). A arvore é
indicada para a recuperacao de matas ciliares degradadas e arborizacéo rural (LORENZI, 2016).
Na medicina popular a espécie € utilizada em tratamentos como inflamacdo uterina,
hemorroidas, doencas sexuais, gastrite, ulcera e cancer (FAGUNDES, 2017; DE LA CRUZ,
2008).

Figura 2: Cariniana rubra Gardner ex Miers
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FONTE: Prdpria autora, 2021.
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A casca da C. rubra € usada na medicina tradicional como anti-inflamatério (LIMA et
al., 2002). Ela é empregada em inflamacGes no geral, mas principalmente na garganta e
ovario/tero (SILVA, 2012). A infusdo como cha ou xarope é utilizada em tratamentos de
disenteria, hematdrias e hemoptises. Externamente, a fervura é usada em banhos de assento, em
hemorroidas e leucorreias. Também pode ser usado em gargarejos, como anti-inflamatorio
topico (SILVA, 2014).

3.4 Metabolitos secundéarios

Os metabolitos secundérios sdo compostos organicos bioativos que nao estdo
diretamente envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reproducéo das plantas (KASOTE
et al., 2015), mas sim na protecdo. Sua obtencdo se da por meio de como a planta enfrenta
situacBes que possam causar estresse, como na protecdo a possiveis predadores (CHAGAS,
2004). Dentre os grupos de metabdlitos secundarios presentes nas plantas pode-se citar 0s
flavonoides, taninos, fitoesterois, triterpendides, quinonas, saponinas e alcaloides.

Os flavonoides sdo muito encontrados entre os metabolitos secundarios das frutas,
vegetais, cereais e sementes. Dentre suas atividades terapéuticas pode-se atribuir a atividade
antitumoral, antiviral, anti-inflamatoria e antioxidante (SARAIVA et al., 2018).

Os taninos estdo presentes em frutas com semente, COMo na uva e na roméa e séo 0s
compostos fenodlicos que mais se destacam por atuar como antioxidantes. Na medicina popular
sdo utilizados no tratamento de diversas doencas, como pressao alta, feridas, queimaduras,
problemas de estdmago e renais, além das acdes fungicida, antiviral e cicatrizante (SIMOES et
al., 2017)

Os fitoesterois estdo presentes em 0Oleos vegetais, sementes, grdos, castanhas e frutas.
Estudos comprovaram a eficacia e seguranca destes compostos na reducdo dos niveis do
colesterol LDL e em doengas relacionadas ao sistema cardiaco. Além disso, estudos
apresentaram um potencial efeito quimiopreventivo, principalmente para o cancer de mama e
de préstata (BREDA, 2010). Ja os triterpendides sdo extraidos a partir das plantas e apresentam
atividades bioldgicas antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatoria, antiviral e antifingica
(FAUSTINO, 2015).

As quinonas sao metabolitos secundarios presentes em vegetais de folha verde, como
couve de bruxelas ou brécolis que causam um efeito laxante e possuem um potencial oxidante,
que altera a absorcdo ou o metabolismo enziméatico de um grande numero de farmacos
(SIMOES et al., 2017).
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As saponinas sdo encontradas em diversas plantas e alimentos, como em aveias, feijoes
ou ervilhas. Elas exercem um papel importante na defesa contra insetos e microrganismos para
as plantas (VIZZOTTO et al., 2010). Dentre suas propriedades terapéuticas, pode-se destacar a
atividade expectorante, anti-inflamatoria, antiviral, anticancerigena e citotoxica (SARAIVA et
al., 2018).

Os alcaloides sdo encontrados em plantas com flores ou plantas de tabaco, e as defendem
contra predadores, e sdo conhecidos por apresentarem caracteristicas de neurotransmissores e
pelo potencial citotoxico, além da atividade antifungica, antibacteriana e do efeito
antiparasitario (SIMOES, 2017). Esse composto € utilizado também em venenos ou como
alucinogenos (VALDES et al., 2015).

3.5 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas liberadas pelo metabolismo do corpo com elétrons
altamente instaveis e reativos. Fatores como fumo, ingestdo de alcool em excesso, poluicao
ambiental, residuos de pesticida e exposicdo a raios-x ou ultravioleta podem contribuir para a
producdo acentuada destes radicais (YARIBEYGI et al., 2019). Quando estdo em abundancia,
podem provocar estresse oxidativo causando danos preocupantes em células humanas, como
cancer, doencas degenerativas e envelhecimento precoce (GULCIN, 2012) e os antioxidantes
sdo capazes de estabilizar ou inibir os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas
células (SOUZA et al., 2007).

Os antioxidantes podem ser encontrados nas frutas e nos vegetais e quando presentes na
nossa alimentacdo, assumem a funcéo de agentes protetores que ajudam o corpo humano na
reducdo de possiveis danos oxidativos (ANDRADE et al., 2007).

Compostos antioxidantes provindos de fontes vegetais tém evidenciado que séo capazes
de proteger contra possiveis danos da oxidacdo, especialmente pela sua propriedade redox, que
trabalha na absorcgéo e neutralizagdo de radicais livres (PACHECO et al., 2016; SILVA et al.,
2010). Com isso, mais plantas estdo sendo estudadas quanto ao seu potencial antioxidante,
onde, através do isolamento das moléculas € possivel apontar possiveis usos como fitoterapicos
ou na producéo de medicamentos que possam atuar contra as acdes degenerativas dos radicais
livres (FILHO et al., 2018).
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4. METODOLOGIA
4.1 Coleta do material e tratamentos prévios

A coleta da entrecasca da C. rubra foi realizada na Reserva Particular do Patriménio
Natural (RPPN) Cangugu, situada no municipio de Pium — TO, nas coordenadas 9°58°47”’S e
50°2°12”0 e foram tombadas e incorporadas ao acervo do Herbério da Universidade Estadual
do Tocantins (HUTO) localizado na Universidade Estadual do Tocantins (UNITINS), na cidade
de Palmas - TO, sob nimero HUTO 8161. O projeto encontra-se cadastrado junto ao SIGEN
sob nimero AE8F6DO.

Apos a coleta, o material foi seco em estufa a 60 °C durante 48 horas, triturado em
moinho de facas tipo Willey e armazenado em um recipiente de vidro para evitar contato com

a umidade.

4.2 Obtencéo do extrato

O extrato bruto, nomeado pela sigla SEBC (extrato bruto da entrecasca via soxhlet), foi
obtido utilizando o método extrativo a quente em sistema fechado por meio do equipamento
Soxhlet (Figura 3A), utilizando solvente hidroetandlico (80%), com a proporcao de 10 g do pé
do material boténico (entrecasca) para 400 ml do solvente, por 5 horas. Apés o resfriamento, o
extrato foi inserido em um rotaevaporador (Figura 3B) para a retirada do solvente, congelada a
-70 °C e, por fim, o extrato foi liofilizado no liofilizador de bancada L101 da LIOTOP (Figura

3C) e mantido em frascos ambar para evitar contaminacgao e umidade.

Figura 3: Obtencdo do extrato bruto da entrecasca da C. Rubra., onde A: extracao, B:
rotaevaporacao, C: liofilizacéo.

Lk

FONTE: Prépria autora, 2021.
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4.3 Caracterizacao fitoquimica

O extrato foi submetido a testes de caracterizacao fitoquimica seguindo a metodologia
proposta por Silva e Lima (2016), Simdes et al. (2017) e Saraiva et al. (2018) para a
caracterizacdo dos principais grupos de metabdlitos secundarios, na qual, 0s ensaios sdo
baseados em rea¢Ges quimicas que resultam no aparecimento de cor e/ou precipitado. As
reacOes sdo diversificadas de acordo com o reagente manipulado para cada grupo pesquisado,
indicando a auséncia ou presenca de um determinado grupo de metabdlito secundario. Cada

item foi numerado para melhor identificacdo na Tabela 1.

4.3.1 Flavonoides
4.3.1.1 Reacdo com hidréxido de sédio (1)

Foram pipetados 5 ml do extrato em um tubo de ensaio e em seguida foram adicionadas
duas gotas de NaOH a 5%. Esperou-se o desenvolvimento de coloracdo amarelada de

intensidade variada.

4.3.1.2 Reacéo de shinoda (2)
Em um tubo de ensaio foram pipetados 2 ml do extrato, adicionado seis fragmentos de
magnésio (Mg) metélico e 1 ml de &cido cloridrico (HCI). A reac&o era considerada positiva se

surgisse uma coloracao rosea ou vermelha.

4.3.2 Taninos
4.3.2.1 Teste com cloreto férrico (3)

Foi pipetado 4,0 mL do extrato, adicionando em seguida 3 gotas de uma solugéo
alcoolica de cloreto férrico (FeCls) a 3%. Esperou-se a mudanca de coloragdo para azul-preto

ou verde.

4.3.2.2 Teste com acetato chumbo (4)
Em um tubo de ensaio, foi pipetado 1,0 mL do extrato, adicionado 4 mL de agua
destilada e 2 gotas de acetato de chumbo a 10%. A reagéo era considerada positiva se houvesse

a formacdo de precipitado castanho avermelhado volumoso e denso.

4.3.2.3 Teste com acetato de chumbo e acido acético glacial (5)
Foi pipetado 3 mL do extrato em tubo, adicionado 2 ml de &cido acético glacial a 10 %

e em seguida o tubo foi agitado. Por fim, foi adicionado 3 mL de acetato de chumbo a 10%.
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Para confirmar a presenca do Tanino, esperava-se a formacéo de turvacgao ou de um precipitado
castanho avermelhado.

4.3.2.4 Teste com acetato de cobre (6)
Foi pipetado 1 ml do extrato e adicionado 2 gotas da solugé&o aquosa de acetato de cobre
a 5 %. A turvacdo ou formagéo de um precipitado castanho avermelhado indicaria a presenca

de tanino.

4.3.3 Fitoesterdis / triterpendides
4.3.3.1 Teste liebermann-burchard (7)

Em um tubo de ensaio com 2 mL do extrato foi adicionado 2 mL de cloroformio
(CHCIz). Em seguida, a solucéo cloroférmica foi filtrada em um pequeno funil fechado com
uma pequena bolinha de algoddo para um segundo tubo de ensaio. Apos a filtragdo, foi
adicionado 1 mL de anidrido acético, e agitado suavemente, por fim, foi acrescentado 3 gotas
de &cido sulfarico (H2SO4), agitando com cuidado novamente, observando o desenvolvimento

de cores.

4.3.3.2 Teste com &cido acético e FeCls (8)

Em um tubo de ensaio com 2 mL do extrato, foi adicionado 2 mL de CHCls, em seguida
a solucdo cloroférmica foi filtrada em um pequeno funil fechado com uma pequena bolinha de
algoddo para um segundo tubo de ensaio. Apds a filtracdo, foi adicionado 2 ml de acido acético
glacial, 2 gotas de FeClz (3%) e pela parede do tubo 2 ml de H2SO4, sem agitar. A formagdo de
um anel de coloragdo pardo avermelhada ou verde, indicaria a presenga de fitoesterois, e a

coloracdo azulada indicaria a presenca de triterpendides.

4.3.4 Quinonas (9)

Foi pipetado 2 mL de extrato, em seguida adicionado 5 mL de CHCIs, agitou-se e a
mistura ficou em repouso durante 15 minutos. ApoGs esse periodo, foi recolhida a fase
cloroférmica transferindo-a para um tubo de ensaio, e adicionando 1 mL de solucéo aquosa de
hidroxido de sddio a 5%. O aparecimento de coloracdo roxa seria o indicativo da presenca de

quinonas.
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4.3.5 Saponinas (10)

Foi pipetado 2 mL de extrato em um tubo de ensaio, adicionando em seguida 5 mL de
agua fervente. Apds o resfriamento em temperatura ambiente, o tubo foi agitado vigorosamente,
deixando em repouso durante 20 minutos. A formacao de espumas e sua permanéncia por 15

minutos indicava presenca de saponinas.

4.3.7 Alcaloides (11)

A presenca/auséncia de alcaloides foi determinada pela reacdo com o reagente de
Dragendorff. Foram pipetados 2 mL do extrato e acrescentado 2 mL de HCl a 10 %, onde essa
mistura foi aquecida durante 10 minutos em banho-maria. Apos o resfriamento, o extrato foi
dividido em dois tubos de ensaios, adicionando 8 gotas de reagente Dragendorff em um deles.
A reacdo era considerada positiva se houvesse a formagdo de um precipitado de coloragédo

laranja a vermelho no tubo com o reagente, 0 outro serviu para comparagéo.

4.4 Cromatografia liquida com detec¢do por arranjo de diodos (LC-DAD)

O extrato foi solubilizado em dgua:metanol (7:3 v:v) e avaliado em uma coluna analitica
LC (LC-6AD Shimadzu, Japao) com o auxilio de um sistema detector de fotodiodo (PDA),
monitorado em comprimentos de onda de 200 a 800 nm. A coluna utilizada foi a Ods Hypersil
(C-18, 150 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro, Thermo Electron Corporation). O fluxo
e 0 volume da injecdo foram, respectivamente, 1 mL/min e 20 pL. Todas as andlises
cromatograficas estavam a temperatura de 23 °C. O eluente A foi composto por agua com acido
acético (6%) e acetato de sodio (2 mM), e o eluente B, composto por acetonitrila e aplicado o
seguinte gradiente: 0 min 5% B; 20 min 15% B; 30 min 60% B; e 40 min 100% B.

Foram utilizados padrdes de acido cafeico, acido elagico, acido vanilico, acido sinépico,
acido ferulico e acido galico, rutina, luteolina, apigenina, naringina, campesterol e quercetina,
preparados em metanol-agua na concentragdo de 1000 pg.mL™. A identificagdo dos compostos
com o auxilio de um detector de varredura PDA na faixa espectral de 200-800 nm ndo revelou
qualquer interferéncia no tempo de retencdo das amostras em LC pelo método de eluicéo
desenvolvido. Os padrdes foram facilmente identificados e quantificados com base em seus
espectros de absorcao na regido UV e tempo de retencdo. Os padrdes encontrados nos extratos
foram identificados inequivocamente através da realizagdo de experimentos de co-injecdo em
gue aliquotas dos extratos e padrdes foram misturadas e diluidas a um volume conhecido e
analisadas por LC. As curvas de calibracdo foram determinadas por regressao linear usando

LC. A linearidade dos padrbes foi avaliada para 10 faixas de concentracdo. Os respectivos
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coeficientes de determinacdo (r2) foram 0,9994 para acido cafeico, &cido elagico, acido
sinapinico, &cido vanilico, &cido feralico e &cido galico e r2 = 0,9996 para rutina, luteolina,
apigenina, naringina, campesterol e quercetina. O limite de deteccéo foi determinado injetando
(n =5) solugbes de compostos de concentracdo conhecida (20 uL cada) e depois diminuindo as
concentragcOes das amostras até a deteccdo de um pico com uma relagdo sinal/ruido de 3. As

analises foram realizadas em quintuplicata.

4.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Foi pesado 100 mg do extrato, em seguida adicionado 2 ml de &gua e 2 ml de hexano, e
apos a formacéo da fase, a fracdo de hexano foi separada da fracdo aquosa. Na fragdo aquosa,
foram adicionados 2 ml de hexano e o processo foi repetido. Apds as duas extracdes, as fracdes
de hexano foram secas e suspensas em 1000 ml de hexano. A solucéo foi filtrada por meio do
ultrafiltro de 0,45 pm.

A anélise de GC-MS foi realizada em um GC-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japao,
equipado com um detector de espectrometria de massa (GC-MS Ultra 2010), usando LM-5 (5%
fenildimetilpolissiloxano), coluna capilar de silica fundida (15 m de comprimento x 0,2 mm de
diametro interno e filme de 0,2 um de espessura).

A andlise ocorreu da seguinte forma: gas de arraste de hélio (99,999% e vazdo de 1 mL
min™), 1 pL de volume de inje¢do, razio de divisdo (1:20), temperatura inicial do forno a 150°C
e 0 aquecimento em 150 °C a 280 °C a 15 °C min'! e uma manutencio a 280 °C por 15 min. A
temperatura do injetor e do detector quadrupolo foram de 280 °C. Os parametros de varredura
de MS incluiram uma tensdo de ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV, uma faixa de massa
de 45-600 m/z e um intervalo de varredura de 0,3 s. As identificacbes foram realizadas
comparando os espectros de massa obtidos das bibliotecas NIST21 e WILEY?229. Quando 0s
espectros identificados ndo foram encontrados, apenas o tipo estrutural do componente
correspondente foi proposto com base em sua fragmentacdo espectral de massa. Quando
possivel, os compostos de referéncia foram cromatografados para confirmar os tempos de
retengéo do GC.

Os padroes estigmasterol, campesterol, taraxasterol, 3-Amirina, acetato de -Amirina, -
sitosterol, lupeol e acetato de lupeol foram preparados em hexano a uma concentracao de 1000
png/mL. As concentragdes dos compostos foram determinadas por calibracdo externa. A
linearidade dos padrdes foi avaliada para 5 faixas de concentragédo. Os respectivos coeficientes

de determinagdo (r2) foram de 0,9996 para estigmasterol, campesterol, taraxasterol, B-Amirina,
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acetato de B-Amirina, B-sitosterol e lupeol, e r2 = 0,9994 para acetato de lupeol. As anélises

foram realizadas em quintuplicata.

4.6 Determinacéo do teor de fendlicos totais

A quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada através do método
Folin-Ciocalteu, seguindo a metodologia de Amorim et al. (2012) com modificages, utilizando
acido galico como padréo. Foi misturado 0,2 ml do extrato bruto ou do padrao (acido galico, 2
a 100 pg/ml) com o reagente de Folin-Ciocalteu (0,5 ml a 10%), carbonato de sodio (1 ml a
75%) e agua destilada (8,3 ml), agitados suavemente e mantidos durante 30 min no escuro. A
absorbéncia foi medida a 760 nm no espectrofotdmetro, calibrada com agua destilada.

O teor de fendlicos totais foi determinado pela interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracGes de acido galico
(y=0,0052x + 0,038, R? = 0,9915) e expressos como miligramas equivalentes de acido galico

por grama de extrato (mg EAG/g). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7 Determinacéo do teor de flavonoides totais

A quantificacéo de flavonoides totais foi realizada seguindo a metodologia proposta por
Peixoto-Sobrinho (2008) com modificagbes conforme Soares et al. (2017). Foram misturados
0,5 mL do extrato bruto ou do padréo (rutina, 10 a 400 pg/mL) em uma solugdo aquosa de acido
acetico (0,5 mL a 60%), solucdo metandlica de piridina (2 mL a 20%), cloreto de aluminio (1
mL a 5%) e agua destilada (6 mL).

O branco foi composto pela juncdo de todos os componentes da reacédo e o0 extrato ou
padrdo, substituindo o cloreto de aluminio por agua. O complexo reacional e o branco foram
agitados com cuidado e mantidos por 30 minutos no escuro. A absorbancia foi mensurada a 420
nm, em um espectrofotémetro.

Os teores de flavonoides totais foram determinados através da interpolacdo das
absorbancias das amostras (retirando a absorbancia do branco) contra uma curva de calibragédo
construida com as diferentes concentracdes do padrdo rutina (y = 0,0019x + 0,0047, R? =
0,9984) e expressado em miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato (mg ER/Q).

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

4.8 Determinacéo do teor de taninos
Para mensurar o teor de taninos, seguindo a metodologia de Amorim et al. (2012), 1 mL

do extrato foi misturado com caseina (0,1 g) e agua destilada (5 mL), em seguida essa mistura
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foi agitada até ficar completamente homogeneizada. A solucdo ficou em repouso durante 3
horas e depois foi colocado na centrifuga Centribio 80-2B por 10 minutos. Os constituintes
fendlicos ndo-taninos foram determinados de maneira semelhante ao teor de fenolicos totais.
A guantidade de taninos foi calculada como a diferenca entre o teor fendlico total e o
fendlico ndo-tanino no extrato. O conteldo total de tanino foi expresso em miligramas

equivalentes de &cido galico por grama de extrato (mg EAG/Q).

4.9 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi estabelecida através do método DPPH descrito por Brand
Williams et al. (1995), seguindo os relatos de Peixoto Sobrinho et al. (2011) com alteragdes.
Em triplicatas, 0,5 mL de diferentes concentracfes do extrato ou padrdes (rutina, 10 a 200
pg/mL) foram adicionados a uma solugdo metanodlica de DPPH (3 a 40 pg/mL). O branco foi
construido pela substituicdo do DPPH por metanol no meio reacional. O complexo reacional e
0 branco foram agitados e mantidos durante 30 minutos no escuro, e as absorbancias foram
medidas a 517 nm no espectrofotdmetro, calibrado com metanol. A absorbancia da solugéo de
DPPH também foi medida e utilizada como controle negativo.

A atividade de remocao de radicais livres (atividade antioxidante) foi expressa como a
porcentagem de inibicdo determinada pela equacéo:

% AA = ABScn — (ABSamostra — ABSbranco) / ABScn x 100

onde: % AA é a porcentagem de atividade antioxidante; ABS amostra, a absorbancia da
amostra; ABS branco, a absorbancia do branco; e ABScn, a absorbancia do controle negativo.

O valor de ICsq foi calculado mostrando a concentracéo eficiente (quantidade de amostra

necessaria para diminuir a concentragéo inicial de DPPH em 50%), expressa em pg/mL.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao fitoquimica

O resultado da caracterizagdo fitoquimica preliminar dos grupos metabdlitos secundarios

realizada com o extrato bruto, obtido através da entrecasca da espécie C. rubra pode ser observado

na Tabela 1 e na Figura 4, com a reagdo esperada durante o teste para, assim, julgar se ha presenca

ou auséncia do grupo.

Tabela 1 — Resultados das reagdes indicativas da presenca ou auséncia de grupos de metabolitos

secundarios no extrato bruto (SEBC) obtido via Soxhlet da entrecasca da C. rubra.
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Grupo de metabdlito secundario Reaciio esperada SEBC
Flavonoide (1) * Coloracao amarelada +
Flavonoide (2) * Coloragéo avermelhada +

Tanino (3) " Coloragao azul ou preto +

Tanino (4) " Precipitado volumoso e denso +

Tanino (5) " Turvagdo ou formagdo de precipitado -

Tanino (6) * Precipitado castanho avermelhado +
Fitoesterois/Triterpenoides (7) * Desenvolvimento de cores +
Fitoesterois/Triterpendides (8)" Coloragao azulada +
Quinonas (9) * Coloragao roxa -
Saponinas (10) " Formagao de espumas +
Alcaloides (11) * Precipitado laranja a vermelho -

Legenda: SEBC: extrato bruto da entrecasca via soxhlet; (+) presenca do grupo; (-) auséncia do grupo; * os
numeros correspondem a metodologia utilizada para detectar a presenga o respectivo grupo no extrato.

Figura 4 — Testes indicativos de presenca de grupos de metabolitos secundarios no extrato bruto obtido via

Soxhlet da entrecasca da C. rubra.

Grupo de
metabélito Flavonoides Taninos
secundario

Reacao ' ' . " .
Iy iy ¢

De acordo com a Tabela 1, houve reag¢do indicativa de presenca de flavonoides, taninos,

Fitoesteroides / Quinonas/
Triterpendides Saponinas

i
A

Alcaloides

fitoesterois/triterpendides e saponinas, € auséncia para quinonas e alcaloides. O género Cariniana
ainda ¢ pouco visado e estudado, entretanto, Silva et al. (2014) identificaram flavonoides, taninos
e saponinas com o extrato metandlico e triterpendides com a fra¢do hexanica da entrecasca da C.
rubra; Borges (2017) e Santos et al. (2010) identificaram flavonoides e triterpendides no extrato
metandlico da espécie C. rubra.

Evidenciando as principais propriedades bioldgicas e farmacologicas dos grupos
mencionados, os flavonoides sdo conhecidos por sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
antitumoral e também pelo uso na prevengio contra doengas cardiovasculares (ARAUJO, 2008).
Os taninos também contam com propriedades antioxidantes, além de serem antissépticos, €
cicatrizantes (COZZOLINO, 2009) e os fitoesterois contribuem na reducdo dos niveis de
colesterol. Os triterpendides atuam como anti-inflamatdrios; as quinonas causam um efeito laxante

além de terem um potencial oxidante (SIMOES et al., 2017); as saponinas se destacam por sua



31

atividade anti-inflamatoria, expectorante e antiviral (SARAIVA et al., 2018); e os alcaloides

apresentam efeitos antitumorais, antiviral e antitussigenos (SILVA et al., 2011).

5.2 Cromatografia liquida (LC-DAD) e Cromatografia gasosa (GC-MS)
Na analise por LC-DAD do extrato bruto da entrecasca da C. rubra, foram identificados e
quantificados dois acidos fendlicos (cafeico e fertlico) e dois flavonoides (rutina e quercetina)

(Tabela 2). A Figura 5 mostra o cromatograma obtido por LC-DAD.

Tabela 2 — Compostos quimicos identificados por LC-DAD (Cromatografia Liquida com Detecgdo por

Arranjo de Diodos) no extrato da entrecasca da espécie C. rubra.

Composto Tempo de retencao (min) Concentracéo (mg/g)
Acido cafeico 6.61 32,5+0,1¢
Acido ferdlico 8.93 105,2 + 0,22

Rutina 21.88 34,8 +0,2¢

Quercetina 2451 36,9 +0,3°

Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média + DP). As letras minusculas iguais,

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Figura 5 — Perfil cromatografico obtido por analise de LC-DAD (Cromatografia Liquida com Detecgao
por Arranjo de Diodos) para o extrato da entrecasca da espécie C. rubra. Pico 1: Acido cafeico (TR: 6.61);

Pico 2: Acido fertlico (TR: 8.93); Pico 3: Rutina (TR: 21.88); Pico 4: Quercetina (TR: 24.51).
04 -
03— 2

02+
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O 4cido ferulico, composto encontrado em maior quantidade nesse extrato, ¢ um excelente
antioxidante (TEE-NGAM et al., 2013), e também possui efeitos contra o cancer, diabetes, doencas
pulmonares e cardiovasculares, efeitos hepaticos, neuro e fotoprotetores, antimicrobiano e anti-
inflamatério (KAMPA et al., 2004; BOBANY et al., 2010; PAIVA et al., 2013). E um acido

fendlico amplamente distribuido no reino vegetal, além de ser facilmente absorvido pelo corpo e
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tém a capacidade de permanéncia prolongada no sangue (ZDUNSKA et al., 2018). Nao foram
encontrados relatos da presenca do 4cido fertlico em espécies Cariniana.

Ha relatos da presenca de acido caféico, rutina e quercetina na casca do caule da espécie
C. domeéstica (Mart.) Miers (JANOVIK et al., 2012b). Silva (2014) detectou a presenca de
compostos fenolicos, flavonoides e terpenos no extrato metanolico e antraquinonas, triterpenoides
e alcaloides na fragdo hexanica da entrecasca da C. rubra.

Ambos os compostos, além da atividade antioxidante, apresentam diversas atividades
biologicas, especificamente o acido cafeico possui agdo anti-hipertensiva, antiviral e age como
inibidor da proliferacdo de células cancerigenas (KANIMOZHI ¢ PRASAD, 2015). A rutina ¢ a
quercetina, sdo compostos que apresentam comprovadas atividades antitumoral, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante (SANTOS e RODRIGUES, 2017; YOO et al., 2014).

Pela analise por GS-MS do extrato bruto da entrecasca da C. rubra foram detectados trés
esteroides (campesterol, estigmasterol e B-sitosterol) e cinco triterpenoides (B-amirina, acetato de
B-amirina, lupeol, acetato de lupeol e taraxasterol). A Figura 6 mostra o cromatograma obtido por

GC-MS.

Tabela 3 — Compostos quimicos identificados por GS-MS (Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas) no extrato da entrecasca da espécie C. rubra.

Composto Tempo de retencao (min) Concentracdo (mg/g)
Campesterol 16.46 23,2+0,2°
Estigmasterol 17.02 30,4+03f

B-sitosterol 17.72 325+0,1°

B-amirina 17.89 89,8+0,7°
Taraxasterol 18.01 21,2+0,1"

Lupeol 18.89 70,1 £0,6°
Acetato de B-amirina 19.67 81,4+05°
Acetato de Lupeol 20.74 68,7 £ 0,4

Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média £ DP). As letras mintisculas iguais,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Figura 6 — Perfil cromatografico obtido por andlise de GC-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas) para o extrato da entrecasca da espécie C. rubra. Pico 1: Campesterol (TR:
16.46); Pico 2: Estigmasterol (TR: 17.02); Pico 3: B-sitosterol (TR: 17.72); Pico 4: f-amirina (TR: 17.89);
Pico 5: Taraxasterol (TR: 18.01); Pico 6: Lupeol (TR: 18.89); Pico 7: Acetato de f-amirina (TR: 19.67);
Pico 8: Acetato de Lupeol (TR: 20.74).
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A B-amirina, o lupeol e os derivados acetatos de ambos (acetato de B-amirina e acetado de
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lupeol) sdo compostos majoritarios do extrato bruto da entrecasca da C. rubra.

Silva et al. (2021) relatou a presenca da f-amirina no extrato metandlico da entrecasca da

C. rubra. Segundo Aragdo (2008), tanto a B-amirina quanto o acetato de P-amirina possuem

atividades sedativas, ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivante.

Janovik et al. (2012a) analisando o extrato aquoso da entrecasca da Cariniana domestica
(Mart.) Miers detectaram como compostos majoritarios do extrato a B-amirina e o lupeol. O lupeol
e seu acetato sdo comprovadamente utilizados como anti-inflamatorios, que agem diretamente no

cérebro, induzindo a neuroprotecdo (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2019; LUCETTI et al., 2010;

WANG et al., 2016).

5.3 Teor de fendlicos, flavonoides, taninos e avalia¢do da atividade antioxidante

A Tabela 4 traz a quantificacdo do teor de fendlicos totais, flavonoides totais, taninos e

avaliacdo da atividade antioxidante (expresso em termos de 1Csp) do extrato da entrecasca da

C. rubra, obtido via soxhlet e do padrdo rutina. Os valores representam a média seguida do

desvio padrdo (média + desvio padrdo).

Tabela 4 — Quantificacdo do teor de fendlicos totais, flavonoides totais, taninos e avaliacdo da atividade

antioxidante do extrato da entrecasca da C. rubra obtido via soxhlet.

Quantificacdo Extrato Rutina
Fendlicos Totais (mg EAG/Q) 47,24 £ 0,29 -
Flavonoides Totais (mg ER/Q) 58,25 + 0,23 -

Taninos (mg EAG/Q) 40,32+ 1,44 -
DPPH ICso (ug/ml) 25,43 + 0,34 24,53 +0,47°




34

Valores seguidos pela mesma letra indicam semelhancas significativas na mesma linha (p
<0,05, ANOVA seguido por teste de Tukey).

Dentre as quantificacdes apresentadas, pode-se observar que o teor de flavonoides totais
obteve maior destaque (58,25 + 0,23 mg ER/g), em seguida o teor de fendlicos (47,24 + 0,29
mg EAG/g) e taninos (40,32 + 1,44 mg EAG/g). A atividade antioxidante do extrato da
entrecasca da C. rubra é equivalente a atividade antioxidante do padréo rutina, e quanto maior
0 consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua ICso, € maior serd sua atividade
sequestradora (SOUSA et al., 2007). Essas concentracfes indicam que a C. rubra possui teores
consideraveis de substancias com capacidade sequestrante de radicais livres, devendo assim,
ser mais investigada para um possivel uso como antioxidante.

Lima Neto et al. (2015) encontraram um teor de 15,5 mg ER/g para flavonoides e 9,31
+ 0,26 pg/ml para DPPH, em extrato etandlico da entrecasca; Silva et al. (2017) constataram
um teor de 5,05 + 0,03 mg EAG/g para fendlicos, 0,94 + 0,02 mg ER/g para flavonoides e 0,44
+ 0,16 pg/ml para DPPH no extrato hidraetandlico obtido por maceracdo da casca, com a
mesma planta. J& com a espécie C. domestica (Mart) Miers, Janovik (2011) identificou um teor
de 13,69 + 0,05 mg ER/g para flavonoides e 138,2 + 1,85 mg EAG/g para taninos no extrato
bruto da casca da C. domestica. Comparando os resultados encontrados com os deste trabalho,
estes sdo superiores, a explicacdo para essa diferenca pode ser causada pelo método de extracdo
via soxhlet, que é mais eficaz para extracdo de compostos presentes na planta, além da
influéncia do local de coleta da amostra, ja que cada regido possui um tipo de solo, indice de
pluviosidade, incidéncia de radiacdo solar diferentes, o altera suas propriedades quimicas,

fisicas e bioldgicas.

6. CONCLUSAO

Os compostos identificados e quantificados no extrato da entrecasca da C. rubra
indicam um potencial farmacoldgico e consideravel atividade antioxidante.

Existem poucos dados na literatura com a espécie em questdo, o que fazem dos
resultados obtidos neste trabalho servirem como base para investigagOes futuras para, assim,
comprovar e divulgar sua eficacia, mantendo um extrativismo vegetal ou plantio, conservando

a espécie e ao mesmo tempo fazer uso dela como medicacao.
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