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Resumo - Caryocar coriaceum, espécie tipica do cerrado brasileiro, possui fung¢des terapéuticas
conhecidas, entretanto, ativos bioldgicos pouco caracterizados. Este trabalho teve como objetivos
determinar o perfil fitoquimico, avaliar o potencial antioxidante e a toxicidade dos extratos das folhas do
C. coriaceum. Os extratos foram obtidos usando duas metodologias: i) etanol 70% em aparato Soxhlet,
originando o extrato bruto hidroetandlico (EBH); ii) extra¢ao sequencial, com desengorduramento,
seguido da extragdo com metanol e etanol 70%, originando os extratos sequenciais metanol (ESM) e
etanol (ESE). Foi realizada triagem fitoquimica, quantificacao de fenoéis e flavonoides, determinacéao
da atividade antioxidante e identificagdo dos compostos por CLAE. A toxicidade foi avaliada pelo
método de A.cepa em trés concentragdes. Foram identificados flavonoides, taninos, fitoesterois/
triterpenoides, quinonas e saponinas. O teor majoritario de fenélicos totais foi encontrado no EBH
(422,55 mg EAG/g) e o de flavonoides totais no ESM (82,39 mg ER/g). A atividade antioxidante
revelou que EBH (IC, =17,97 pg/ml) e ESM (IC_=16,99 pg/ml) sdo equivalentes ao padrdo rutina
(IC,,=15,85 pg/ml). Foram identificados o 4cido galico, catequina, 4cido siringico, dcido clorogénico,
acido p-cumadrico, naringina, vitexina, rutina e isoharmetina. EBH e o ESE apresentaram toxicidade a
partir de 50 ug/ml. Os resultados obtidos sugerem potencial atividade antioxidante da C. coriaceum.

Palavras-chave: Caracterizagdo quimica. Compostos fendlicos. Pequi. Toxicidade.

Phytochemical Bioprospecting, Antioxidative Activity in vitro and Toxicity of
Caryocar coriaceum leaves from the Tocantins Cerrado region

Abstract - Caryocar coriaceum, a typical species from the Brazilian Cerrado, with known therapeutic
functions, however with poorly characterized biological assets. This work aimed to determine the
phytochemical profile, evaluate the antioxidant potential and cytotoxicity of C. coriaceum leaf extracts.
The extracts were obtained using two methodologies: i) 70% ethanol in a Soxhlet apparatus, giving
rise to the crude hydroethanol extract (EBH); ii) sequential extraction, with degreasing, followed by
extraction with methanol and 70% ethanol, originating the sequential extracts methanol (ESM) and
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ethanol (ESE). Phytochemical screening, quantification of phenols and flavonoids, determination of
antioxidant activity and identification of compounds by CLAE was performed. Toxicity was evaluated
with the A.cepa method at three concentrations. Flavonoids, tannins, phytosterols/triterpenoids,
quinones and saponins were identified. The major content of total phenolics was found in EBH
(422.55 mg EAG/g) and that of total flavonoids in ESM (82.39 mg ER/g). The antioxidant activity
revealed that EBH (IC, =17.97 ug/ml) and ESM (IC, =16.99 ug/ml) are equivalent to standard rutin
(IC,,= 15.85 pg/ml). Gallic acid, catechin, syringic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, naringin,
vitexin, rutin and isoharmetin were identified. EBH and ESS have toxicity from 50 pug/ml. The results
obtained suggest potential antioxidant activity of C. coriaceum.

Keywords: Chemical characterization. Phenolic compounds. Pequi. Toxicity.

Bioprospeccion fitoquimica, actividad antioxidante in vitro y toxicidad foliar
de Caryocar coriaceum del Cerrado Tocantinense

Resumen - Caryocar coriaceum, una especie tipica del cerrado brasilefio, con funciones terapéuticas
conocidas, pero con activos bioldgicos pobremente caracterizados. Este trabajo tuvo como objetivo
determinar el perfil fitoquimico, evaluar el potencial antioxidante y la citotoxicidad de extractos de
hojas del C. coriaceum. Los extractos se obtuvieron utilizando dos metodologias: i) etanol al 70% en
un aparato Soxhlet, originando el extracto crudo de hidroetandlico (EBH); ii) extraccién secuencial,
con desengrasado, seguido de extraccién con metanol y etanol al 70%, originando los extractos
secuenciales metanol (ESM) y etanol (ESE). Se realizé el cribado fitoquimico, cuantificacién de
fenoles y flavonoides, determinacion de actividad antioxidante e identificaciéon de compuestos por
CLAE. Se evalud la toxicidad por el método de A. cepa a tres concentraciones. Han sido identificados
flavonoides, taninos, fitoesteroles/triterpenoides, quinonas y saponinas. El mayor contenido de
fenoles totales se encontré en EBH (422,55 mg EAG / g) y el de flavonoides totales en ESM (82,39 mg
ER / g). La actividad antioxidante revel6 que EBH (IC, =17,97 ug / ml) y ESM (IC, =16,99 pug / ml)
son equivalentes a la rutina estdndar (IC_=15,85 ug / ml). Se identificaron 4dcido gélico, catequina,
acido siringico, acido clorogénico, acido p-cumadrico, naringina, vitexina, rutina e isoharmetina.
EBH vy ESS tienen una toxicidad de 50 pug / ml. Los resultados obtenidos sugieren una potencial
actividad antioxidante de C. coriaceum.

Palabras clave: Caracterizacion quimica. Compuestos fendlicos. Pequi. Toxicidad.

Introdugao

O bioma Cerrado ¢ conhecido como a savana mais rica do mundo, sendo o segundo maior
bioma da América do Sul, ocupando cerca de 22% do territério nacional (Fernandes et al.
2016), abrangendo mais de 11.600 espécies vegetais ja catalogadas, incluindo uma variedade em
plantas com aplicabilidade na medicina (Mamede e Pasa 2019). A rica biodiversidade do cerrado
proporciona oportunidades para que a fitoterapia seja fonte abundante de pesquisa no tratamento de
enfermidades (Silva et al. 2018). O cerrado tocantinense esta localizado na regido de Amazonia legal
e possui caracteristicas diferenciadas de temperatura e oferta de agua, o que pode alterar a produgéo
de metabolitos secundarios (Gobbo-Neto e Lopes 2007).

O uso de plantas medicinais exibe grande significado socioeconoémico na qualidade de vida
nas comunidades de baixa renda devido, principalmente, aos baixos custos e a facilidade de acesso
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(Rodrigues e Carvalho 2001). Entretanto, desafios como desmatamento e queimadas ameagam areas
de reserva legal, o que compromete a disponibilidade futura, levando a perda da biodiversidade
medicinal (Silva et al. 2010).

A espécie Caryocar coriaceum Wittm, popularmente conhecida como pequi, ¢ uma dicotiledonea,
com 25 espécies catalogadas na Caatinga e no Cerrado brasileiro e pertencente a familia Caryocaraceae. O
pequi apresenta troncos com casca aspera e ramos grossos e tortuosos, podendo atingir até 10 metros de
altura. Sua folhagem ¢é pilosa, recoberta com pelos curtos, formadas por trés foliolos com as bordas
recortadas e nervuras bem marcadas (Alves et al. 2017). Seu fruto é formado por um exocarpo com
coloragao marrom esverdeada, mesocarpo externo formado por uma polpa branca, mesocarpo
interno com coloragao amarelo-claro a alaranjado escuro e o endocarpo espinhoso protege a semente
(Silva e Medeiros Filho 2006).

Estudos etnofarmacoldgicos e etnobotanicos evidenciam a real eficacia do C. coriaceum. em
tratamentos de doencas (Batista et al. 2010). Relatos da medicina popular indicam o uso das folhas
do Caryocar coriaceum com efeitos hepatoprotetores, devido aos seus altos teores de taninos (Alves
et al. 2017), sendo também usadas no tratamento de resfriados, gripes, alteracdes menstruais
(Batista et al. 2010), infec¢des virais (Araruna et al. 2013), infec¢des broncopulmonares e em dores
osteomusculares (Kerntopf et al. 2013). Batista et al. (2010) menciona que o extrato hidroetanélico
das folhas do pequizeiro C. coriaceum apresenta comprovada atividade antimicrobiana. Os usos
terapéuticos com finalidade antioxidante, podem ser explicados devido a alta incidéncia de raios
solares em seu habitat natural, estimulando a geragao de radicais livres (Carvalho et al. 2015).

Apesar de relatos frequentes do uso da planta como uso terapéutico (Saraiva et al. 2018), existem
poucos trabalhos cientificos que relatam o uso medicinal, a caracterizacdo quimica de seus principios
ativos e a toxicidade do uso da folha do C. coriaceum.

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo a realizar a triagem fitoquimica, determinar o
potencial antioxidante in vitro e avaliar a citotoxicidade dos extratos da folha do C. coriaceum.

Material e métodos
Coleta e tratamentos prévios

A coleta da folha do Caryocar coriaceum ocorreu dentro do perimetro urbano da cidade de
Palmas - TO, entre as coordenadas 10°11°06” S e 48°21°22” W. As amostras foram tombadas e
incorporadas ao acervo do herbario (HUTO) da Universidade Estadual do Tocantins - UNITINS,
no municipio de Palmas, sob o registro 7787 e realizado cadastro no Sistema Nacional de Patrimonio
Genético (SisGen), sob o nimero AC864BD.

Apos a coleta, o material vegetal foi seco em estufa a 60 °C pelo periodo de 48 horas, pulverizado
em moinho de facas tipo Willey (Fortinox STAR FT 50) com granulometria abaixo do Mesh 20 e
armazenado em recipiente de vidro livre de contaminagao, umidade de 60 + 5% e ao abrigo da luz,
até o momento das analises.

Extracao

Para a obtencdo do extrato utilizou-se o método extrativo a quente em sistema fechado por meio
do equipamento Sohxlet por um periodo de 5h de refluxo. Duas metodologias de extragao foram
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realizadas. Na primeira foi utilizada a propor¢do de 5 g do p6 da droga vegetal (p6é da folha) em
200 mL de Etanol 70%, originando o extrato bruto hidroetandlico (EBH). Utilizando-se a mesma
proporgao (5g/200 mL) foi realizada a extragdo sequencial iniciando-se com o solvente hexano,
para o desengorduramento da amostra, seguido de metanol e etanol 70%. A amostra passou por
um periodo de 12h de secagem a temperatura ambiente, antes da aplicagdo do proximo solvente.
Esta metodologia originou o extrato sequencial metanol (ESM) e o extrato sequencial etanol (ESE),
respectivamente.

Apos o término do processo, cada solvente foi removido por evaporagio em evaporador rotativo
a -600 mmHg e temperatura de 45 °C. Os extratos foram liofilizados no Liofilizador de bancada L101
da LIOTOP e armazenados em frascos estéreis até a analise.

Triagem fitoquimica

Os extratos foram submetidos a testes fitoquimicos preliminares, baseados em reagoes de
precipitacdo e coloraciao, com os ensaios especificos para flavonoides, taninos, quinonas, fitoesterdis,
saponinas, alcaloides e glicosideos antraquinonicos, conforme a metodologia proposta por Saraiva
et al. (2018), Simoes et al. (2017) e Silva e Lima (2016).

Determinac¢ao de Fenois Totais

A quantificagdo dos compostos fenolicos totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu, conforme
descrito por Amorim et al. (2012) empregando-se acido galico como padrao. Solugdes metanolicas
(0,2 mL) do extrato (1 mg/mL, p/v) ou do padrdo (4 a 120 pug/mL, p/v) foram misturadas com
solugdo aquosa do reagente Folin-Ciocalteu (0,5 mL a 10%, v/v), carbonato de sédio (1 mL a 7.5%,
p/v) e 8,3 mL de dgua destilada, cuidadosamente agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo da
luz. A absorbéncia foi medida a 760 nm, em espectrofotometro UV-VIS HACH DR 5000. O teor de
fendlicos totais foi determinado por interpolagao da absorbancia das amostras contra a curva padrao
(y = 0,0022x + 0,0286, R*> = 0,9689) construida com diferentes concentracdes do padrio de acido
galico em metanol. O resultado foi expresso em miligramas equivalentes de acido galico por grama
de extrato liofilizado (mg EAG/g). O ensaio foi realizado em triplicata.

Determinac¢ao de Flavonoides

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Peixoto-Sobrinho et al. (2008) e modificado por Soares et al. (2017). As reagdes foram realizadas em
triplicata e mediante a mistura de 0,5 mL de solugdes metandlicas do extrato (1mg/mL, p/v) ou do
padrao (10 a 400 ug/mL, p/v) com uma solugdo aquosa de acido acético (0,5 mL a 60%, v/v), solugao
metandlica de piridina (2 mL a 20%, v/v), cloreto de aluminio (1 mL a 5%, p/v) e agua milli-Q
(6 mL). Um branco foi construido pela jun¢do de todos os componentes da reagao e o extrato ou
padrao, substituindo-se o cloreto de aluminio por metanol. O complexo reacional e o branco foram
cuidadosamente agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo da luz, e as absorbancias medidas
a 420 nm, em espectrofotometro conforme analise anterior. Os teores de flavonoides totais foram
determinados por interpolagao das absorbancias das amostras (descontando a absorbancia do branco)
contra uma curva de calibragdo (y = 0,0022x - 0,0124, R*= 0,999) construida com as diferentes
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concentragdes do padrdo rutina e expressos como miligramas equivalentes de rutina por grama de
extrato liofilizado (mg ER/g).

Determinac¢ao de Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método baseado na eliminac¢ao do radical livre
estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), seguindo as descri¢oes de Brand-Williams et al. (1995),
tendo como controle positivo o padrdo rutina. Em triplicata, 0,5 mL de diferentes concentragdes
dos extratos ou padroes (10 - 200 pg/mL, p/v) foram adicionados a 3 mL desolu¢ao metanolica de
DPPH (40 pug/mL, p/v). Um branco foi construido pela substitui¢do do DPPH por metanol no meio
reacional. O complexo reacional e o branco foram agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo da
luz, e as absorbancias medidas a 517 nm em espectrofotometro. A absorbancia da solu¢ao de DPPH
a 40 pg/mL também foi medida e utilizada como controle negativo. A atividade de remogao de
radicais livres ou atividade antioxidante foi expressa como a porcentagem de inibicdo determinada
pela equagao (1):

(Ac — (Aa — Ab)) .

AA(%) = e

100 (1)

Onde: AA(%) é a porcentagem de atividade antioxidante; Ac, a absorbancia do controle negativo;
Aa, a absorbancia da amostra; Ab, a absorbancia do branco. O valor de IC, (ug/mL) foi calculado
denotando a concentra¢ao de uma amostra necessaria para diminuir a absorbancia em 517 nm em
50%.

Caracterizac¢ao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos das folhas de C. coriaceum foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) usando um cromatografo marca Shimadzu® (Kyoto, Japao) equipado com
bomba LC-10AT, desgaseificador DGU-14A, detector UV-VIS SPD-10A, forno de coluna CTO-
10A, Injetor manual Rheodyne (circuito 20 pL) e integrador CLASS SLC-10A. Foi usada coluna
Phenomenex Luna C18 de 5 pm (250 mm x 4,6 mm) com cartuchos C18 Phenomenex Security
Guard de conexao direta (4 x 3,0 mm?) preenchidos com material semelhante ao da coluna
principal a 22 °C de temperatura. A detecgdo UV foia 280 nm. A resposta do detector foi gravada
e integrada usando o software Class-VP. A fase mdvel consistiu em 0,1% de acido fosférico em
agua (fase A) e 0,1% de acido fosférico em agua / acetonitrila / metanol (54: 35: 11 v/v) (fase B)
sob o seguinte perfil de gradiente: 0-5 min, 0% B; 5-10 min, 30% B, 10-20 min, 40% B, 20-60
min 40% B, 60-70 min 50% B, 70-90 min 60% B, 90-100 min 80% B, 100-110 min 100% B,
com fluxo de 1.0 mL/min. Os compostos foram identificados por comparagao entre o tempo de
reten¢do das amostras e padrdes auténticos, tais como acido galico, catequina, acido siringico,
acido clorogénico, acido p-cumadrico, naringina, vitexina, rutina e isoharmetina (Sigma®). Os
extratos foram dissolvidos no solvente de eluicao e os padroes em metanol. Antes da analise,
todos os extratos (1 mg / mL) e padrdes auténticos (0,18 mg/mL) foram filtrados usando filtros
de membrana de polivinilidenodifluoreto (PVDF) com 0,22 pum.
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Atividade citotoxica

Asandlises de toxicidade foram conduzidas conforme Meneguetti etal. (2014), com modificagdes.
No experimento foram utilizados exemplares da espécie Allium cepa, de tamanho uniforme, de
mesma origem, ndo germinada e saudével, adquiridas no comércio de Palmas - TO. Ap6s a retirada
da casca e limpeza do bulbo, os bulbos foram submersos em 50 ml de 4gua mineral durante 48 horas
a 25 °C para crescimento das raizes e separagdo de cebolas saudaveis. Apds esse periodo as cebolas
tiveram suas raizes aparadas para, entdo, serem submersas em 50 ml de extratos aquosos da folha do
C. coriaceum sob diferentes concentragdes das amostras (50, 250, 750 pg/ml), e o grupo controle foi
submerso em 50ml de 4gua mineral a 25 °C por cinco dias. Ao findar do periodo, o numero de raizes
germinadas de cada cebola foi contado e as trés maiores foram medidas com paquimetro digital. As
analises foram realizadas em triplicatas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial, arranjo (4 x 3)
com 9 tratamentos: o controle, trés concentragdes de cada extrato e trés repeticdes por tratamento. O
Indice de Crescimento Relativo (ICR) foi determinado através do crescimento radicular do controle
e dos extratos segundo Young et al. (2012), obtido pela equagao (2):

ICR=RLS/RLC (2)

Em que RLS é o comprimento da raiz da amostra e RLC é o comprimento da raiz do controle.
O efeito do extrato em relagdo ao controle foi determinado em fungdo do ICR que se subdivide em
3 categorias:

1- ICR < 0,8: Inibi¢ao do crescimento (I);

2- 0,8 <ICR < 1,2: Mesmo efeito controle (MC);

3- ICR > 1,2: Estimulo do crescimento (E).

Anadlise Estatistica

Os experimentos realizados em triplicata tiveram os resultados expressos em média + desvio
padrao. Todos os dados de fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante foram analisados
por meio do programa SISVAR versdo 5.6 (Ferreira 2008). O IC, foi determinado a partir do
programa GRAPHPAD PRISM 8. Foram utilizados analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
para identificar diferencas significativas entre as médias (p < 0,05).

Resultados e discussao
Triagem fitoquimica

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para os testes indicativos de grupos de metabolitos
secunddrios nos extratos das folhas da C. coriaceum.
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Tabela 1. Triagem fitoquimica preliminar dos extratos da folha da C. coriaceum. (EBH = Extrato Bruto
Hidroetandlico; ESM = Extrato Sequencial Metanol; ESE = Extrato Sequencial Etanol). + presenga; -

auséncia
Grupo de metabdlito secundario EBH ESM ESE
Flavonoides + + +
Taninos + + +
Fitoesterdis/Triterpenoides + + -
Quinonas - . +
Saponinas - + -

Alcaloides - - -

Glicosideos Antraquindnicos - - -

Conforme demonstrado na Tabela 1, houve variages em relagdo a presenca de grupos de
metabolitos secundarios como flavonoides, taninos, fitoesterdis, triterpendides, quinonas e saponinas,
destacando-se o ESM que apresentou resultado positivo na maioria dos testes. A presenca de
saponinas foi verificada apenas no extrato ESM. Isso pode ter ocorrido porque as saponinas sao
moléculas anfipaticas, logo possuem afinidade com solventes mais polares e menos polares. Desta
forma, apds a eliminagdo de componentes lipossoluveis pelo desengorduramento com hexano, as
saponinas foram extraidas pelos solvente metanélico. Em estudo realizado por Kokanova-Nedialkova
et al. (2019) os autores prepararam um extrato rico em saponinas extraidas com metanol, o que
sugere que o metanol é um bom solvente para extra¢ao de saponinas.

Araruna (2014), em estudo fitoquimico com extratos das folhas da C. coriaceum também
encontrou taninos e flavonoides. Alcaloides e os glicosideos antraquindnicos nao foram detectados,
o que era esperado, ja que estes metabolitos ndo estdo presentes nesta espécie (Lacerda Neto et al.
2017).

Na regido em que o estudo foi realizado, Palmas — TO, ¢ encontrada somente a espécie C.
coriaceum (Haidar, Dias e Pinto 2013), verificando-se que existem poucas publicagoes em relagdo
aos estudos fitoquimicos com a espécie, sendo a Caryocar brasilliense a espécie que mais se destaca
em bancos de dados.

A partir do estudo de extratos das folhas do C. coriaceum, Duavy et al. (2012) encontraram
taninos e nao detectaram a presenca de alcaloides. Bezerra et al. (2002) também citaram a presenca de
flavonoides, saponinas e taninos condensados e hidrolisaveis verificados na prospec¢ao fitoquimica
nas folhas de C. brasiliense.

Atribuem-se aos flavonoides propriedades antiespasmddica, anti-inflamatéria, antialérgica,
anti-ulcerogénica e antiviral. Aos taninos faz-se associagdo com atividade anticarcinogénica,
cicatrizante, quelante, efeitos antifingicos e antimicrobianos, e, devido a sua agdo hemostatica,
podem ser utilizados como antidoto em casos de intoxica¢des por metais pesados e derivadas de
fungos, bactérias e até de animais (Carvalho et al. 2015; Batista 2010).

Os esteroides sdo propulsores de farmacos como anticoncepcionais, anti-inflamatdrios
e anabolizantes. As saponinas tem ag¢des farmacoldgicas como anti-inflamatéria, larvicida,
hipocolesterolemiante, expectorante, ventrépica, moluscicida e cicatrizante (Carvalho et al. 2015).
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Outro metabdlito encontrado foram as quinonas, que possuem caracteristicas de indugao de enzimas
de desintoxicagao, atividades antioxidante, anti-inflamatoria e efeito indutor de citoprote¢ao (Bolton
e Dunlap 2017).

Determinacgao do teor de Fendis Totais, Flavonoides Totais e Atividade Antioxidante

A Tabela 2 mostra os teores de fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante obtidos
para os extratos da folha do C. coriaceum.

Tabela 2. Quantificagdo dos teores de fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante dos extratos
da folha do C. coriaceum (EBH = Extrato Bruto Hidroetandlico; ESM = Extrato Sequencial Metanol, ESE =
Extrato Sequencial Etanol; RUT = Rutina).

Extrato Fenois Totais (mg EAG/g) Flavonoides Totais (mg ER/g) DPPH IC, (ug/mL)
EBH 422,55 +28.23 A 72,91 £ 3,18 B 17,97 £ 2,49 A
ESM 319,52 +21,31B 82,39 £2,05A 16,99 + 0,66 A
ESE 189,82 £ 11,06 C 35,78+ 3,53 C 25,32 +2,71 B
RUT - - 15,85 + 0,08 A

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). - ndo
detectado.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 2, verifica-se que houve variagéo significativa
(p < 0.05) no contetido de compostos fendis totais. No EBH foram encontrados teores majoritarios
de fenois totais (422,55 + 28.23 mg EAG/g) em relagdo aos teores dos demais extratos (ESM 319,52 +
21,31 mg EAG/g e ESE 189,82 + 11,06 mg EAG/g), o que demonstra que a extra¢ao nio sequenciada
com etanol 70% parece ser o melhor método de extragdo de compostos fenoélicos, dentre os métodos
testados.

Apesar de haver muitos trabalhos na literatura a respeito do estudo de fendlicos totais do género
Caryocar, ainda é escasso o nimero estudos em relagdo ao uso folha, principalmente no que se refere
aos estudos com a espécie C. coriaceum.

Araruna (2013), verificou a presen¢a de taninos e flavonoides nas folhas do C. coriaceum e
ressalta que fenois e flavonoides sdo encontrados na familia Caryocar, no qual ambos ja foram citados
como compostos bioativos para o aumento da atividade antioxidante, evidenciando os achados deste
estudo.

A partir dos teores de flavonoides totais encontrados, destaca-se que todos os extratos foram
estatisticamente diferentes, tendo o ESM o maior teor (82,39 + 2,05 mg ER/g), seguido pelo EBH
(72,91 £ 3,18 mg ER/g). Lacerda et al. (2017) detectaram para o extrato hidroetanoélico (50%) da
folha do C. coriaceum, 89 mg ER/g de flavonoides totais, valor aproximado aos teores obtidos para os
extratos ESM e EBH neste estudo.

Os valores de atividade antioxidante encontrados para os extratos EBH (17,97 + 2,49 A pg/ml) e
ESM (16,99 + 0,66 pg/ml) sdo equivalentes a atividade do padrao rutina (IC, = 15,85 + 0,08 ug/ml),
indicando potente efeito antioxidante destes extratos.
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Araruna (2014) relata que ¢ considerado potencial antioxidadnte CE_ < 500 pg/ml. E de acordo
com seu estudo pode-se verificar que os extratos foliares do C. coriaceum (CE_= 5,02 + 4,37 ug/ml)
possuem alto fator antioxidante o que demonstra o potencial antioxidante verificado nesse estudo.

Caracterizac¢ao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico dos extratos da folha do Caryocar coriaceum obtido por CLAE é
apresentado na Figura 1 e as substancias detectadas sdo mostradas na Tabela 3. O tempo de retengao
das amostras e os padroes auténticos permitiram a identificagdo dos compostos fendlicos em todos
extratos analisados.

Figura 1. Perfil cromatografico dos extratos da folha do C. coriaceum., extrato bruto hidroetanélico
(A), extrato sequencial metanol (B) e extrato sequencial etanol (C) detectados a 280 nm. Pico 1: Acido
galico (TR: 15,720); Pico 2: Catequina (TR:21,950); Pico 3: Acido siringico (TR: 24,590); Pico 4: Acido

clorogénico (TR: 25,650); Pico 5: Acido p-cumarico (TR: 27,510); Pico 6: Naringina (TR: 31,530); Pico 7:
Vitexina (TR: 37,040); Pico 8: Rutina (TR: 42,550); Pico 9: Isoharmetina (TR: 56,350).

Gaia Scientia | ISSN 1981-1268 | Volume 15(3): 89-104 97




Bioprospecgao fitoquimica, atividade antioxidante in vitro e toxicidade da folha do Caryocar coriaceum do cerrado tocantinense

Tabela 3. Compostos fendlicos identificados por CLAE nos EBH, ESM e ESE obtidos a partir da folha do C.
coriaceum.

Tempo de Retencio (min)

Pico Compostos
EBH ESM ESE
1 Acido gélico 15,720 15,640 -
2 Catequina 21,950 21,990 -
3 Acido siringico 24,590 24,530 23,670
4 Acido clorogénico - 25,650 -
5 Acido p-cumarico - 27,770 27,510
6 Naringina 31,530 31,530 31,360
7 Vitexina - - 37,040
8 Rutina 42,550 42,820 40,900
9 Isorhamnetina 56,350 - -

Na analise por CLAE, foi detectada a presenga de acido galico, catequina, acido siringico, acido
clorogénico, acido p-cumarico, naringina, vitexina, rutina e isorhamnetina na folha do C. coriaceum.

O 4acido siringico, naringina e rutina foram detectados em todos os extratos. Através dos
cromatogramas do ESM e do ESE observou-se que, o desengorduramento preliminar da amostra,
facilitou a extracao de alguns compostos, tais como catequina, o acido clorogénico e o acido
p-cumarico.

Duavy et al. (2019) avaliaram o extrato aquoso das folhas do C. coriaceum e identificaram os
compostos fenolicos: acido galico, catequina, rutina e acido clorogénico. Lacerda Neto et al. (2017)
também relataram a presenca da rutina e acido clorogénico no extrato hidroetanélico (50%) da folha
do Caryocar coriaceum, coletadas no Ceard. Oliveira et al. (2018b) confirmaram em seus estudos
que a fragdo butanolica da folha do C. brasiliense apresenta varios compostos fenolicos, dentre eles
a vitexina. Ferreira (2019) detectou nos extratos etanolicos (95%) da casca do fruto da espécie C.
brasilliense o acido p-cumarico.

O acido galico apresenta acentuada atividade inibitéria, tanto na formagao de espécies reativas
de oxigénio, como antimicrobiana sobre H. pylori (Wolf 2017). E também descrito como agente
antifungico contra Colletotrichum truncatum, Alternaria alternata, Fusarium sambucinum, Fusarium
verticilioides e Biomphalaria glabrata (Ascari et al. 2013).

A catequina ¢ um polifenol com atividade antioxidante, com agdo inibitéria de enzimas,
possuindo também a¢ao antimicrobiana, antiviral e anticarcinogénica (Bae et al. 2020; Schmitz et
al. 2009).

O 4acido siringico possui comprovadas atividades antioxidante (Memon et al. 2010),
hepatoprotetora (Malhi et al. 2014) e antidepressiva (Dalmagro et al. 2017). Destaca-se também que
o acido siringico possui elevada a¢do anti-inflamatoria, com elevado potencial de uso no tratamento
da Doenga de Alzheimer, uma vez que estabiliza o comportamento neurocomportamental as
imparidades dos portadores da morbidade (Zhao et al. 2020).
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O acido clorogénico, detectado apenas no ESM, possui efeito vasodilatador, em virtude de sua
conversdo em acido ferulico, que influencia diretamente na produgdo de 6xido nitrico, apresenta
assim atividade anti-hipertensiva. O dcido clorogénico associado a outros compostos pode aumentar
o potencial antimicrobiano do extrato (Araruna et al. 2013).

Nos ESM e EBH identificou-se o acido p-cumarico, um acido fendlico com reconhecida atividade
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria e antimicrobiana (Peng et al. 2015; Bufalo et al. 2013;
Lou et al. 2012).

O composto naringina ¢ um flavonoide que geralmente esta presente em frutas citricas, dando
a caracteristica amarga da fruta, descri¢ao verificada em alguns frutos do género Caryocar. Possui
elevada atividade antioxidante e anti-inflamatdria, ha linhas de investigagdes sobre o seu uso no
tratamento para obesidade, diabetes, hipertensao e sindrome metabdlica (Alam et al. 2014).

A vitexina, detectada apenas no ESE, possui a¢do antioxidante, anticancer, antiviral, anti-
inflamatdrio, propriedades anti-hipertensivas e anti-hepatotoxicas, além de inibir as enzimas
a-amilase e a-glucosidase (Abu Bakar, et al. 2018; Bahareh et al. 2017; Borghi et al. 2013; Yang et al.
2013).

O composto fenolico, rutina, possui atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Possui atividade antioxidante, mais expressamente na agdo
neuroprotetora, realizada através do controle da enzima acetilcolinesterase (Park 2010). Apresenta
também a acao de reducgao da pressdo arterial, de aumentar o colesterol-HDL e atividades antiviral e
anticarcinogénica (Pu et al. 2007).

A isorhamnetina, detectada apenas no EBH, apresenta fungdes bioldgicas variadas como
antioxidagdo, antinflamagdo, anti-tumoral, anti-viral, antimicrobiana, prote¢do cardiovascular,
neurodegenerativa, hepatoprotetora e antidiabética (Kandakumar e Manju 2017).

O 4cido siringico, naringina e isoharmetina foram relatados pela primeira vez como constituintes de
extratos do género Caryocar.

Atividade Citotoxica

Os indices de crescimento relativo dos extratos obtidos da folha do C. coriaceum estio
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Indice de crescimento relativo dos extratos da folha do C. coriaceum obtido pelo método Allium
cepa frente aos EBH, ESE e ESM nas concentracdes de 50, 250 e 750 pug/mL.

Indice de Crescimento Relativo
Concentrag¢ao (ug/mkL)

EBH ESM ESE
50 0,77 (1) 1,27 (E) 0,61 (I)
250 0,94 (MC) 0,73 (I) 0,70 (I)
750 0,65 (1) 0,89 (MC) 0,48 (I)

I - inibigdo; MC - mesmo controle; E - estimulo
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De acordo com a Tabela 4, verificou-se que apenas o ESM, na concentragiao de 50 pg/mL
apresentou estimulo de crescimento.

O extrato EBH apresentou inibi¢ao ao crescimento radicular da A. cepa nas concentragdes de
50 e 750 pg/mL, ja na concentragao de 250 pg/mL foi determinado que o extrato ndo interferiu no
processo de crescimento, ou seja, esse extrato nao apresenta dose-dependéncia. Em relagdo ao ESE,
hd evidéncias de toxicidade deste extrato, pois houve inibi¢do em todas as concentragdes testadas.

Almeida et al. (2010) analisaram a toxicidade pré-clinica (in vivo) dos extratos hidroetanoélicos
(50%) do farelo da casca do C. brasiliense, os estudos realizados determinaram para os extratos
toxicidade aguda. Estudos genotoxicos (in vivo) realizados com extratos hidroetanoélicos (50%) da
polpa do Caryocar villosum tiveram resultados positivos para toxicidade embora ndo apresentaram
a capacidade de atuar como agentes mutagénicos (Almeida et al. 2013), indicando assim baixa
correlagao com atividades carcinogénicas. Yamaguchi et al. (2017) detectaram alta toxicidade dos
extratos hidroetandlicos (80%) da polpa, casca e semente de C. villosum frente a cepas tumorais além
de alto potencial anti-inflamatdrio.

Dados referentes a estudos de toxicidade pré-clinica utilizando Allium cepa para o C. coriaceum
nao foram encontrados na literatura, sendo esse um dado novo que podera fornecer subsidio para
pesquisas futuras. Porém, sdo necessarios mais testes que afirmem essa propriedade, para que o uso
da espécie seja realizado com seguranga.

Conclusao

A bioprospecgio fitoquimica dos extratos da folha do C. coriaceum, do cerrado tocantinense,
permitiu a detec¢do de flavonoides, taninos, quinonas, saponinas e fitoesterois.

Todos os extratos estudados apresentaram atividade antioxidante significativa, sendo que os
extratos EBH e ESM foram equivalentes ao padrio rutina, o que esta de acordo com os elevados
teores de fenois totais e flavonoides totais encontrados em ambos os extratos.

A andlise por CLAE indicou a presenga de acido galico, catequina, acido siringico, acido
clorogénico, acido p-cumdrico, naringina, vitexina, rutina e isorhamnetina, destacando-se como
picos majoritarios o acido siringico (nos extratos EBH, ESM e ESE), o acido galico, a naringina (EBH
e ESM) e a rutina (ESE).

Na avaliacdo da toxicidade, no EBH, na concentragdo de 250 pg/mL, e no extrato ESM, na
concentracao de 750 pug/mL, foi constatado crescimento radicular préximos ao do controle. O ESM
nao demonstrou toxicidade na concentragdo de 50 pg/mL, apresentando para essa concentragao
indice de crescimento superior ao do controle, com estimulo de crescimento.

Os metabolitos identificados sugerem potencial atividade antioxidante, hepatoprotetora,
anti-inflamatdria, antimicrobiana, antitumoral e neuroprotetora da C. coriaceum. entretando, ha
necessidade da continuidade das pesquisas com a espécie C. coriaceum para a confirmagao dos
resultados aqui observados e também para o isolamento de principios ativos.
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