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RESUMO

FARIA, Cristiane Aparecida de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Efeito da sazonalidade e classe diamétrica sobre o teor de rutina em Piptadenia
gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE). Orientador: Camilo Amaro de
Carvalho. Coorientadores: Silvia Almeida Cardoso, Haroldo Nogueira de Paiva,
Luciana Moreira Lima e Marcelo Barcellos da Rosa.

As variagdes nos constituintes ativos das plantas devem ser consideradas durante a
producéo de fitoterapicos, justificando a necessidade de um controle de qualidade da
coleta do material vegetal utilizado pelas industrias. A Piptadenia gonoacantha (Mart.)
J. F. Macbr. (FABACEAE) é uma espécie arborea com propriedades biologicas
promissoras, sendo alvo de estudos que apontam atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antibacteriana de seus extratos. Este trabalho tem por objetivo a
otimizacao da colheita de material vegetal para producdo de extratos de Piptadenia
gonoacantha com base na concentracdo de rutina. Apds a coleta e processamento
das folhas foi realizado o preparo dos extratos e do padrdao de Rutina e, em seguida
as leituras em espectrofotdbmetro a 420 nm. A concentracao de rutina equivalente dos
extratos foi obtida a partir da equacgéo de regressao linear, dada pela curva padrao de
rutina. Os dados obtidos foram analisados através do GraphPad Software Inc., versao
6.01. As maiores concentracfes de rutina foram encontradas no verao (117,4 pug.mL"
1), sendo encontrados os menores indices durante o inverno (24,3 pg.mL™1). No outono
e primavera as concentraces médias tiveram valores estatisticamente iguais (com
média de 93,4 pg.mL? e 94,1 pug.mL?, respectivamente). Os teores de rutina se
mantiveram constantes para todas as classes diamétricas durante o verdo e
aumentaram com o aumento do diametro do tronco para as demais estagcdes. Como
conclusao, observamos que a época da colheita, bem como a dimenséo do tronco

influenciaram os teores de rutina em Piptadenia gonoacantha.

Palavras-chave: Planta medicinal. Pau Jacaré. Flavonoide. Rutina.



ABSTRACT

FARIA, Cristiane Aparecida de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Effect of seasonality and diametric class on rutin content in Piptadenia
gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE). Advisor: Camilo Amaro de
Carvalho. Co-advisors: Silvia Almeida Cardoso, Haroldo Nogueira de Paiva, Luciana
Moreira Lima and Marcelo Barcellos da Rosa.

Variations in the active constituents of plants should be considered during the
production of herbal medicines, justifying the need for a quality control of the collection
of plant material used by industries. The Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr.
(FABACEAE) is a tree species with promising biological properties, being the target of
studies that indicate anti-inflammatory, antinociceptive and antibacterial activity of its
extracts. This work aims to optimize the harvesting plant material and production of
extracts of Piptadenia gonoacantha based on the concentration of rutin. After collection
and processing of the leaves, the extracts and rutin pattern were prepared and then
the spectrophotometer readings at 420 nm were performed. The equivalent rutin
concentration of the extracts was obtained from the linear regression equation, given
by the rutin pattern curve. The data obtained were analyzed through GraphPad
Software Inc., version 6.01. The highest ruther concentrations were found in the
summer (117,4 yg.mL™?), and the lowest indices were found during the winter (24,3
pg.mL1). In autumn and spring the mean concentrations had statistically equal values
(with an average of 93,4 yg.mL?' and 94,1 ug.mL?, respectively). Rutin contents
remained constant for all diametric classes during the summer and increased with the
increase of trunk diameter for the other seasons. In conclusion, we observed that the
harvest time as well as the trunk size influenced the rutin contents in Piptadenia

gonoacantha.

Keywords: Medicinal plant. Alligator Stick. Flavonoid. Rutin. Herbal therapy.
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1 APRESENTACAO

A presente dissertagao foi elaborada de acordo com as normas estabelecidas
pela Pré Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacédo da Universidade Federal de Vigosa —
UFV. O corpo do trabalho compreende uma introducéo, objetivos gerais e especificos,
metodologia, um artigo cientifico, um produto técnico e uma conclusdo. O artigo
intitulado “Efeito da sazonalidade e classe diamétrica sobre o teor de rutina em
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE)” foi formatado de acordo
com as normas da Revista Brazilian Journal of Medical and Biological Research
(Qualis B2 — MEDICINA |), para a qual o artigo foi submetido. O produto técnico
intitulado “Padronizacao da colheita em funcdo da concentragao de rutina nas folhas
de Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE)” teve como objetivo
padronizar a colheita de material vegetal de P. gonoacantha com base na

concentracdo de rutina.
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2 INTRODUCAO GERAL

De acordo com a ANVISA as plantas medicinais correspondem a espécies
vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas com propdésitos terapéuticos (ANVISA, 2018).
No Brasil se encontra grande biodiversidade destas espécies, havendo um crescente
interesse pela utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos (FERREIRA et al.,
2019). O emprego das plantas pela medicina popular se d4 desde a antiguidade de
forma empirica (BADKE et al., 2019). Todavia, atualmente muitas plantas tém sido
alvo de pesquisas devido seu potencial para desenvolvimento de formulaces
medicamentosas (TINTINO et al., 2012).

Dentre as milhares de espécies que compdem a flora Brasileira esta a
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE), uma espécie arborea
nativa da Mata Atlantica no sul e sudeste do Brasil, na idade adulta pode atingir até
30 m de altura e 90 cm de dap (diametro da altura do peito — 1,30 m do solo). E
popularmente conhecida como “pau jacareé”, “jacaré”, “casco de jacaré” dentre outros
nomes vulgares (CARVALHO et al, 2010). Estudos apontam que extratos
hidroalcoolicos preparados com as folhas da espécie apresentaram atividade anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antibacteriana, além da presenca de compostos
flavénicos, indicando uma promissora atividade biologica e perspectivas de sua
aplicabilidade para o desenvolvimento de um novo fitoterdpico (CARVALHO, 2012;
CARVALHO et al., 2014).

A acdo terapéutica das plantas se deve aos seus metabdlitos secundarios,
produtos naturais que atuam no sistema de defesa da planta contra ataques
patogénicos e estresses ambientais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; LI et al., 2020).
A biossintese e 0 acumulo destes compostos podem sofrer variacdes relacionadas a
caracteristicas do ambiente, como época da colheita e condi¢cdes de luz, radiacao,
temperatura, agua e fertilidade do solo, salinidade, além de fatores intrinsecos a
planta, como idade e estagio de desenvolvimento, idade da folha etc. (BERNAL et al.,
2013; YANG et al., 2018).

Dentre os diversos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas
destacam-se os flavonoides, que estao entre os grupos mais abundantes e difundidos
(PATIL e MASAND, 2018). Estes compostos fendlicos sdo substéncias naturais
largamente distribuidas na natureza em espécies vegetais, sendo essenciais para o

seu crescimento e reproducgao, auxiliando em diversos mecanismos de defesa das
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plantas e em diversos processos oxidativos, sendo frequentemente investigados como
fatores sensiveis ao estresse (BOUDERIAS et al.,, 2020). Diversos estudos com
flavonoides apontam para uma ampla gama de propriedades promotoras da saude
(VERRI et al., 2012). Estudos realizados por Carvalho (2012), identificaram a
presenca de flavonoides nas folhas de P. gonoacantha.

A rutina € um flavonoide encontrado em muitas plantas, frutas e vegetais, e que
apresenta uma ampla gama de atividades biolégicas, como agéo antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, vasodilatadora e citoprotetora, além do potencial para
prevenir ou tratar patologias associadas ao diabetes (ARAUJO, 2012; GHORBANI,
2017). Diversas metodologias de pesquisa destacam significativa atividade
antioxidante da rutina, que neutraliza ou sequestra radicais livres, exercendo

importante capacidade de protecao tecidual (MACEDO et al., 2017).
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Figura 1 — Estrutura quimica da rutina. Fonte: Pedriali, 2005.

Estudos apontam os beneficios farmacoldgicos da rutina para o tratamento de
varias doencas cronicas como, cancer, diabetes, hipertensdo e hipercolesterolemia,
havendo um aumento nos pedidos de patente de formulagbes contendo este
composto, em diferentes formas de dosagem, isoladamente ou em combinacdo com
outros ingredientes ativos (GULLON et al., 2017).

O aumento na fabricacdo de produtos naturais para fins medicinais tem sido
crescente, e as variacbes qualitativas e quantitativas nos compostos bioativos das
matérias-primas vegetais utilizadas pelas industrias tem sido alvo de estudos
(SZYMBORSKA-SANDHU et al., 2020). Eventos adversos relacionados a
medicamentos fitoterapicos podem ser atribuidos a ma qualidade das matérias-

primas, o que poderia ser evitado adotando-se um controle de qualidade durante a
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coleta de material vegetal e no processo de fabricacdo das formulacdes (ZHANG et
al., 2012; HEINRICH, 2015).

Assim como para as plantas, a composi¢do quimica dos fitoterapicos tende a
ser complexa e variavel. Portanto, se faz necessario alcan¢car uma compreensao mais
precisa acerca do aprimoramento do cultivo de plantas medicinais, além da otimizacéo
de métodos de colheita do material vegetal utilizado na fabricacdo de formulacdes.

Diante desta realidade, esta pesquisa parte do interesse de investigar os niveis
de rutina, utilizando-a como um marcador biolégico para a presenca de constituintes
ativos em extratos hidroalcoolicos obtidos a partir das folhas e foliolos da P.
gonoacantha. Tendo em vista as possiveis variacdes na concentracao de rutina em
relacdo a estacdo climatica e dimenséao do tronco das arvores. E com isto, otimizar
0s processos de extracdo e purificacdo de compostos fendlicos utilizados para

fabricacdo de formulagdes dermocosméticas, e/ou medicamentosas.
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3 OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Quantificar os teores de rutina em extratos de folhas e foliolos da P.
gonoacantha colhidas durante as quatro estacdes climéaticas em arvores de diferentes

classes diamétricas.

3.2. Objetivos especificos

Correlacionar os niveis de rutina em diferentes estacfes climaticas e classes
diamétricas;

Otimizagdo dos processos de colheita de material vegetal e producdo de
extratos de P. gonoacantha com base na concentracgao de rutina.



18

4 METODOLOGIA

4.1. Acesso ao material vegetal

O fragmento florestal onde foi coletado o material vegetal do estudo possui
44,11 ha e esté situado no Centro Tecnolégico de Vicosa — MG (CENTEV), com
coordenadas geograficas 42° 51" W e 20° 42’ S (Torres et al., 2013) e altitude média
de 721 m (Souza et al., 2014).

O material vegetal é composto por folhas e foliolos de Pau Jacaré (P.
gonoacantha) e o acesso foi realizado em trés arvores por classe de dap (“Diametro
a Altura do Peito”), sendo elas: classe 1 (6 a 10 cm), classe 2 (10 a 15 cm), classe 3
(15 a 20 cm), classe 4 (20 a 25 cm) e classe 5 (> 25 cm). Os individuos da espécie
foram identificados e demarcados e a coleta aconteceu durante as quatro estacées
climéticas: primavera, verdo, outono e inverno. O material vegetal coletado foi
identificado e a exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) sob o nimero 35530.

ApoOs a coleta, as folhas e foliolos foram secos em estufa de ar circulante a

60°C por 3 dias e triturados em moinho de facas.

4.2. Preparo dos extratos

A utilizacdo do etanol 80% (v/v) como solvente foi selecionada por este extrato
apresentar valores elevados de absorvancia dos constituintes ativos desta espécie
(Carvalho et al., 2014).

Para o preparo dos extratos foi utilizado o p6 das folhas e foliolos de P.
gonoacantha na relacéo de 1:5 (25 g p6: 125 mL de solucao etanol/agua 80% v/v com
0,3% &cido citrico), que resultou na concentracdo de 20% de extrato seco (m/v). Em
seguida, o extrato foi submetido ao processo de maceracdo por 48 horas a
temperatura ambiente. Apés este periodo, foi realizada a filtragem em filtro de papel,
onde o filtrado recolhido foi armazenado na temperatura de 2-8°C em frasco ambar
protegido da luz. O residuo retido (torta) no filtro foi novamente levado a extragéo por
maceragao por mais 2 vezes com a mesma solugéo extratora. Ao final do processo,
os filtrados foram reunidos em frasco a&mbar e ao abrigo da luz para ser realizado o

processo de retirada do solvente. A rotaevaporacdo foi realizada em evaporador
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rotativo (BUCHI®) a temperatura de 60°C com o auxilio de bomba de vacuo
(PRISMATEC®). Por fim, as amostras foram devidamente identificadas e

armazenadas em geladeira a 2-8°C em frasco ambar protegido da luz.

4.3. Quantificacdo de rutina

O padréo (Rutina) foi preparado em baldo volumétrico de 100,0 mL com
solu¢édo metandlica de cloreto de aluminio a 5%. A cada baldo foram acrescentados
0,6 mL de &cido acético glacial, 10,0 mL da solu¢cao metandlica de piridina 20% e 2,5
mL do reagente cloreto de aluminio em metanol 50,0 mg.Lt, completando-se o volume
com agua destilada. Esta solucéo foi diluida em reagente cloreto de aluminio a 5% em
metanol. Apos 30 minutos em temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em
espectrofotometro a 420 nm, utilizando-se a solucdo de metanol em cloreto de
aluminio 5% como solugao-branco (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008).

Aos extratos, foram adicionados a mesma solucdo metandlica em cloreto de
aluminio empregada para a constru¢do da curva com o padrdo de rutina. Apés 30
minutos em temperatura ambiente foram realizadas as leituras em espectrofotometro
a 420 nm em cubetas de quartzo.

A concentracgdo de rutina equivalente dos extratos foi obtida a partir da equacao

de regressao linear, dada pela curva padrao de rutina.

4.4. Anélise estatistica

Os dados foram analisados em um sistema de analise estatistica GraphPad
Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA versao 6.01. Diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos, foram calculadas por meio da andlise de variancia
(ANOVA) seguida por multiplas comparag6es. O nivel de significancia foi estabelecido
em p<0,05.

Os valores obtidos foram multiplicados por mil para facilitar a interpretagéo dos

resultados.
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5 PRODUTOS FINAIS

5.1 Artigo Cientifico

EFEITO DA SAZONALIDADE E CLASSE DIAMETRICA SOBRE O TEOR DE RUTINA EM
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE)

CA Faria?, MB Favaro 2, MB Rosa3, MOF Amaro*, LM Lima®, HN Lima®, CA Carvalho’

!Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Medicina e Enfermagem. Programa de
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2 Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Engenharia Florestal. Vicosa, MG,
Brasil
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cristiane_faria@outlook.com.

RESUMO

Compreender como os constituintes ativos das plantas medicinais podem sofrer variacdes em
seu conteudo e concentragao tem a contribuir com a otimizacao da colheita do material vegetal
utilizado na producéo de formulagbes medicamentosas. Por isto, este trabalho se destina a
quantificar os teores de rutina, utilizada como um marcador biol6gico, em extratos de folhas e
foliolos da P. gonoacantha colhidas durante as quatro estacdes climaticas em arvores de
diferentes classes diamétricas. Apds a coleta e processamento das folhas foi realizado o
preparo dos extratos e do padréo de Rutina e, em seguida as leituras em espectrofotbmetro
a 420 nm. A concentracdo de rutina equivalente dos extratos foi obtida a partir da equacéo de
regressao linear, dada pela curva padrdo de rutina. Os dados obtidos foram analisados
através do GraphPad Software Inc., versdo 6.01. Os teores médios de rutina foram maiores
no verdo, sendo a média igual a 117,4 pg.mL?, enquanto que os menores indices foram
encontrados durante o inverno obtendo uma concentracdo média de 24,3 ug.mL* para esta

estacdo (p<0,05). No outono e primavera as concentracdes médias tiveram valores
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estatisticamente iguais (p>0,05), com média de 93,4 ug.mL?* e 94,1 ug.mL?, respectivamente.
Para as estacdes primavera, outono e inverno, o teor de rutina aumentou com o aumento do
didmetro do tronco, ndo havendo diferenca estatistica entre as classes diamétricas durante o
verdo. Portanto, a época da colheita, bem como a dimensao do tronco exerceram influéncia

sobre os teores de rutina em Piptadenia gonoacantha.

Palavras-chaves: Planta medicinal; Pau Jacaré; metabolito secundario

INTRODUCAO

O estudo das plantas medicinais pode desempenhar um papel fundamental na
exploracdo e descoberta de seus recursos naturais. Sua acao terapéutica se deve aos
metabdlitos secundarios produzidos, cujos teores e producdo podem sofrer variacdes na
quantidade ou mesmo na natureza dos constituintes ativos a depender de caracteristicas do
ambiente, como a época do ano em que é coletado o material vegetal, assim como o estagio
de desenvolvimento da planta (1,2). A sazonalidade, por sua vez, possui relacao as variacdes
gue ocorrem em decorréncia das diferentes esta¢des climaticas do ano, e exerce influéncia
sobre o conteldo destes metabdlitos secundarios (3).

A Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr. (FABACEAE) é uma espécie arborea,
da familia Fabaceae, comum nativa da Mata Atlantica no sul e sudeste do Brasil,
popularmente conhecida como “pau jacaré”, e comumente utilizada para o tratamento de
disturbios inflamatérios (4). Estudos prévios com a espécie P. gonoacantha, demonstraram
atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva, cicatrizante e antibacteriana, bem como a
presenca de compostos flavbnicos, indicando potencial para o desenvolvimento de
formulacdes medicamentosas (5-8).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos amplamente conhecidos e estudados em
razao de seus efeitos benéficos a saude, sendo documentados, até o momento, mais de 8.000
flavonoides diferentes, estando entre os grupos de metabdlitos secundarios mais abundantes
e difundidos, onde a maioria deles se faz presente nas células ou superficies de varios 6rgaos
do tecido vegetal (9). Dentre eles destaca-se a rutina que é extensamente encontrada na
natureza, inclusive em quantidade consideravel nas folhas da espécie P. gonoacantha
(10,11).

Muitos estudos relataram o efeito fisiologico e as propriedades farmacoldgicas da
rutina, que tem se mostrado eficaz na reducdo do risco de doencas cronicas, com efeito
protetor comprovado. Pesquisas apontam para diversos beneficios, como efeito
antineoplasico, acdo antidiabética e neuroprotetora, reducdo dos niveis de colesterol e

beneficios sobre doencgas cardiovasculares e hipertensédo, além da melhoria da capacidade
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de visdo e audicdo. Devido a sua funcionalidade significativa, a incorporacdo da rutina em
formulacdes medicamentosas provavelmente serd uma pratica promissora (12).

Tendéncias atuais para o processo de extracdo tém se concentrado na extracdo
sustentavel de fontes naturais e de forma otimizada. A fim de contribuir para um melhor
conhecimento da espécie, este trabalho se destina a quantificar os teores de rutina em
extratos das folhas e foliolos da espécie P. gonoacantha coletadas em arvores com diferentes

classes diamétricas colhidas durante as quatro estacdes climaticas do ano.

MATERIAL E METODOS

Acesso ao material vegetal

O fragmento florestal onde foi coletado o material vegetal do estudo possui 44,11 ha e
esta situado no Centro Tecnoldgico de Vicosa — MG (CENTEV), com coordenadas
geograficas 42° 51" W e 20° 42’ S (13) e altitude média de 721 m (14).

O material vegetal € composto por folhas e foliolos de Pau Jacaré (P. gonoacantha) e
0 acesso foi realizado em trés arvores por classe de dap (“Diametro a Altura do Peito”), sendo
elas: classe 1 (5a 10 cm), classe 2 (10 a 15 cm), classe 3 (15 a 20 cm), classe 4 (20 a 25 cm)
e classe 5 (> 25 cm). Os individuos da espécie foram identificados e demarcados e a coleta
aconteceu durante as quatro estacfes climaticas: primavera, verdo, outono e inverno. O
material vegetal coletado foi identificado e a exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) sob o nimero 35530.

Apos a coleta, as folhas e foliolos foram secos em estufa de ar circulante a 60°C por 3

dias e triturados em moinho de facas.

Preparo dos extratos

A utilizacdo do etanol 80% (v/v) como solvente foi selecionada por este extrato
apresentar valores elevados de absorvancia dos constituintes ativos desta espécie (15).

Para o preparo dos extratos foi utilizado o p6 das folhas e foliolos de P. gonoacantha
na relagdo de 1:5 (25 g p6: 125 mL de solugdo etanol/agua 80% v/v com 0,3% &cido citrico),
gue resultou na concentracdo de 20% de extrato seco (m/v). Em seguida, o extrato foi
submetido ao processo de maceragdo por 48 horas a temperatura ambiente. Apéos este
periodo, foi realizada a filtragem em filtro de papel, onde o filtrado recolhido foi armazenado
na temperatura de 2-8°C em frasco ambar protegido da luz. O residuo retido (torta) no filtro
foi novamente levado a extragcdo por maceragcdo por mais 2 vezes com a mesma solucdo
extratora. Ao final do processo, os filtrados foram reunidos em frasco ambar e ao abrigo da
luz para ser realizado o processo de retirada do solvente. A rotaevaporacéo foi realizada em

evaporador rotativo (BUCHI®) a temperatura de 60°C com o auxilio de bomba de vacuo
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(PRISMATEC®). Por fim, as amostras foram devidamente identificadas e armazenadas em

geladeira a 2-8°C em frasco ambar protegido da luz (6).

Quantificagdo de rutina

O padréo (Rutina) foi preparado em baldo volumétrico de 100,0 mL com solucéo
metanolica de cloreto de aluminio a 5%. A cada baldo foram acrescentados 0,6 mL de acido
acético glacial, 10,0 mL da solucao metandlica de piridina 20% e 2,5 mL do reagente cloreto
de aluminio em metanol 50,0 mg.L?, completando-se o volume com &agua destilada. Esta
solucéo foi diluida em reagente cloreto de aluminio a 5% em metanol. Apés 30 minutos em
temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro a 420 nm,
utilizando-se a solugdo de metanol em cloreto de aluminio 5% como solugao-branco (16).

Aos extratos, foram adicionados a mesma solucdo metandlica em cloreto de aluminio
empregada para a construgdo da curva com o padrdo de rutina. Apés 30 minutos em
temperatura ambiente foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro a 420 nm em
cubetas de quartzo.

A concentracdo de rutina equivalente dos extratos foi obtida a partir da equacéo de
regressao linear, dada pela curva padréo de rutina.

Analise estatistica

Os dados foram analisados em um sistema de analise estatistica GraphPad Prism
Software Inc., San Diego, CA, EUA verséo 6.01 (17). Diferencas estatisticamente significativas
entre os tratamentos, foram calculadas por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguida
por multiplas comparacdes. O nivel de significAncia foi estabelecido em p<0,05.

Os valores obtidos foram multiplicados por mil para facilitar a interpretacdo dos

resultados.

RESULTADOS

Uma curva de calibragdo com o padrdo de rutina foi construida e avaliada por
espectrofotometria, onde apresentou linearidade a 420 nm para as concentragdes estudadas
(62,5 - 7,81 ug.mL?). A equacéo da regressao linear obtida através da curva de calibracéo,
foi y = 24,725x + 0,0284, em que y corresponde a absorbancia (nm) e x & concentracdo

(ug.mL1) em equivalentes de Rutina (Figura 2).
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Figura 2 — Curva de calibragdo construida com padrdo rutina a 420 nm. (Fonte: Analise
GraphPad ® por Faria, 2021).

A partir da equacéo obtida, foi possivel calcular o equivalente de rutina das amostras,
sendo os resultados apresentados a seguir (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentracao equivalente de rutina nas amostras obtidas das folhas e foliolos de
Piptadenia gonoacantha, por classe diamétrica e época do ano.

Arvore (concentracdo de rutina em pug.mL™)

Epoca Classe de 1 5 3
DAP
1 83,2 90,5 86,4
2 80,9 93 86,95
Primavera 3 104,4 101,8 103,1
4 92,8 94,8 93,8
5 97,9 102,4 100,15
1 118,9 108,4 120,8
2 118,4 103,5 120,9
Veréo 3 121,8 120,9 112,8
4 118,8 119 118,7
5 119,7 119,6 118,9




1 81,9 77,2 85,8
2 85,8 70,1 79,1
Outono 3 93,3 79,1 113,4
4 104,9 104,7 90
5 119,5 111,21 104,5
1 16,6 24,5 16,9
2 17,6 22,1 18,1
Inverno 3 38,1 33,8 20,8
4 30,4 27,2 23,6
5 17,4 31 26,3

(Fonte: Microsoft ® Word por Faria, 2021).
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As maiores concentracdes de rutina foram encontradas no verao, sendo a média igual

a 117,4 pg.mL* (p<0,05). No outono e primavera as concentragcdes médias tiveram valores

estatisticamente iguais (p>0,05), sendo 93,4 pg.mL* e 94,1 ug.mL?, respectivamente. O teor

de rutina durante o inverno apresentou-se 79,3% menor quando comparado ao verao, sendo

a concentragdo média de 24,3 pg.mL* para esta estagéo (Figura 3).
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Figura 3 — Concentracéo de rutina em folhas e foliolos de Piptadenia gonoacantha por época

do ano. A andlise estatistica foi realizada pelo teste analise de variancia (ANOVA) seguido

por multiplas comparacdes e confiabilidade a 5% de probabilidade, onde letras distintas

evidenciam diferenca estatistica entre os grupos analisados (Fonte: Andlise GraphPad ® por

Faria, 2021).
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O diametro das arvores também demonstrou ser um fator que exerce influéncia sobre
o teor de rutina extraido das folhas e foliolos (Figura 4). Por meio dos dados pode-se inferir

uma correlacdo positiva entre diametro da planta e concentragéo de rutina.
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Figura 4 — Correlacdo entre a concentracdo de rutina e as classes diamétricas de arvores de
Piptadenia gonoacantha, onde classe 1 = 5 a 10 cm de dap, classe 2 = 10 a 15 cm de dap,
classe 3 =15a 20 cm de dap, classe 4 = 20 a 25 cm de dap e classe 5 > 25 cm de dap (Fonte:
Andlise GraphPad ® por Faria, 2021).

Os teores médios de rutina encontrados em cada classe foram: classe 1 (75,9 pg.
mL™?), classe 2 (74,7 ug. mL?), classe 3 (87 ug. mL?), classe 4 (84,9 ug. mL?) e classe 5 (89
ug. mL1). Havendo uma maior concentracéo de rutina nas arvores com DAP acima de 25 cm,
seguido de arvores com DAP entre 15 a 20 cm e 20 a 25 cm respectivamente.

Ao comparar a classe diamétrica e época do ano nesse estudo (Figura 5), foi
observado que para inverno, outono e primavera, houve uma tendéncia de aumento nos
teores médios de rutina a medida em que se aumenta a classe diamétrica. Ja no verdo, 0s
teores médios de rutina permaneceram estatisticamente iguais para todas as classes de
didmetro. As classes 1, 2, 4 e 5 as concentragfes de rutina foram maiores no verédo (p<0,05),
em seguida encontram-se as estacfes primavera e outono, com valores estatisticamente
iguais (p>0,05). Para a classe 3 n&o houve diferenca significativa na concentracao de rutina
entre as estacfes verao, primavera e outono (p>0,05). Para todas as classes diamétricas, as
menores concentragdes foram encontradas durante o inverno (p<0,05), com valores

significativamente inferiores.
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Figura 5 — Relacéo entre o equivalente rutina (ug.mL?) por época do ano e as classes
diamétricas de arvores de Piptadenia gonoacantha, onde classe 1 =5 a 10 cm de dap, classe
2 =10a 15 cm de dap, classe 3 = 15 a 20 cm de dap, classe 4 = 20 a 25 cm de dap e classe
5 > 25 cm de dap. *Letras distintas evidenciam diferenca estatistica entre os grupos
analisados (Fonte: Andlise GraphPad ® por Faria, 2021).

DISCUSSAO

Nesta pesquisa, as maiores concentracdes de rutina foram encontradas durante o
periodo do verdo. Esta estagdo é caracterizada pelo aumento da temperatura do ar e
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mudancas rapidas nas condi¢cbes diarias do tempo, com chuvas de curta duracdo e forte
intensidade (18).

Evidéncias apontam que a qualidade de compostos fendlicos dos tecidos vegetais
pode ser afetada por muitos fatores, como gendtipo, ambiente, estagio de crescimento da
planta, época de colheita, condicdes de processo e armazenamento e método de andlise
(19,20). Corroborando com estes dados, um estudo demonstra que sob a influéncia de fatores
ambientais, processos fisioldgicos celulares e de desenvolvimento das plantas sdo afetados,
produzindo metabdlitos secundarios que desempenham uma variedade de papéis em
resposta a estas mudancas (21). A sazonalidade é relatada como um fator contribuinte para
a producgdo de metabolitos secundérios (22).

As regides centrais do Brasil (inclui o Sudeste do Brasil) sdo caracterizadas por 6
meses de estagcdo chuvosa que vao de outubro a marco, e 6 meses de chuvas escassas entre
abril e setembro (23). Assim, para a regido de coleta das amostras, as esta¢cfes do verdo e
primavera apresentam maior disponibilidade hidrica quando comparadas ao outono e inverno.

Pesquisas apontam um maior teor de compostos fendlicos e flavonoides durante o
periodo chuvoso em relagdo ao periodo de seca (24), corroborando com nossos achados,
tendo em vista que os maiores indices de precipita¢cdes na regido acontecem no verao, onde
se apresentaram os teores de rutina mais elevados. Neste mesmo sentido, em estudo com a
espécie Hypericum perforatum L., se observa um aumento significativo na concentracdo de
flavonoides em condigdes de maior disponibilidade hidrica (25).

Um estudo demonstrou que a producéo destes compostos pode estar relacionada com
a variabilidade climatica no decorrer de um ano, sugerindo que pode existir alteracdo na
composi¢do de metabdlitos produzidos por uma planta, tendo em vista o periodo em que &
realizada a coleta do material vegetal, sendo que a medida que a temperatura aumenta, a
presenca de flavonoides nas folhas tende a aumentar (3), indo de encontro aos nossos
achados. Todavia ao contrario dos nossos resultados, foi observado uma menor
disponibilidade de flavonoides nas folhas das plantas, na presenca de indices pluviométricos
mais elevados.

Amostras de Mentha spicata L, Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e Aloysia citriodora
Palau revelaram uma maior concentracédo de acidos fendlicos totais e flavonoides quando a
colheita foi realizada utilizando-se as folhas apicais da planta e coletadas nos meses mais
guentes de verdo, ndo havendo diferencas significativas para amostras de Thymus x
citriodorus L (26). Dados que véao de encontro aos achados desta pesquisa, onde também foi
possivel observar variagbes quanto aos niveis de rutina em relacdo a época do ano, com
concentracdes mais elevadas durante o verao.

A idade ontogenética, bem como a data de colheita foram relatadas como fatores que

exercem influéncia sobre os niveis de compostos fendlicos isolados analisados, com niveis
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elevados durante o inicio do verdo, independentemente da posicdo da folha. Havendo
concentracdes particularmente elevadas para alguns compostos nas folhas apicais no inicio
do verdo (19). A producdo de compostos derivados do metabolismo secundario de Cistus
ladanifer L. e também se mostrou dependente da estacdo, sendo o verdo o periodo em que a
secrecdao foi significativamente maior. A quantidade destes compostos dentro da planta e ao
longo do ano apresentou variabilidade alta, mostrando teores mais elevados em folhas jovens
durante o verdo, quando comparado a folhas maduras durante o inverno (27).

Em condi¢Ges de elevada radiacdo solar, as plantas tendem a aumentar a producao
de substancias antioxidantes, como os compostos fendlicos e flavonoides, que agem como
protetores contra a incidéncia de raios ultravioleta (28). Durante o verdo, em uma extensa
faixa que cobre todo o Sudeste, Centro-Oeste e grande parte do Sul e Nordeste (regides do
Brasil), devido ao angulo de inclinagéo da Terra em seu movimento ao redor do sol, o indice
de Radiacdo Ultravioleta (UVI) atinge niveis mais elevados, tendo em vista que a radiagao
solar sofre menos atenuacao por componentes atmosféricos (29). Isto sugere, portanto, que
este fator também possa ter influenciado nos teores mais elevados de rutina nas folhas e
foliolos de P. gonoacantha coletados durante o verdo em relacdo ao inverno, onde foram
encontrados os menores indices nas amostras.

Em estudo dos teores de compostos bioativos com atividade anti-radicalar nas folhas
da Moringa oleifera Lam. também se notou um aumento em condi¢bes de elevagédo da
radiagdo solar, temperatura média, radiacdo ultravioleta e precipitacdo, sugerindo que tais
condigbes estressam as plantas, que tendem a desenvolver um sistema de defesa
antioxidante (30).

O crescimento da arvore pode ser definido como o0 aumento nas dimensbes de uma
arvore individual ao longo do tempo. O incremento do didmetro tende a atingir o pico no inicio
até a meia-idade de uma arvore e, em seguida, declina gradualmente com o tamanho e a
idade (31). Ao aplicar o método de andlise de anéis de arvores para avaliar a dindmica de
crescimento de P. gonoacantha foi demostrado que a taxa de crescimento radial ndo é
constante, mas flutua ao longo da vida da planta, e além disso difere amplamente entre os
individuos (32). Todavia, de modo geral, podemos inferir que 0 aumento do didametro de uma
arvore esta relacionado a sua idade. Assim, arvores com maior didametro tendem a ter mais
idade quando comparadas a arvores com diametro menor, e vice-versa.

Em estudo com arbustos de diferentes idades (dois, trés e seis anos) simultaneamente
com a época de floracdo, encontrou-se maior atividade antioxidante, bem como maior
quantidade de compostos fendlicos totais e o contetdo total de flavonoides pertencentes a
flor de seis anos de idade (33). A composic¢ao de 6leos essenciais também apresenta variacao

em decorréncia da idade da planta no momento da colheita (34). Resultados semelhantes
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foram observados nesta pesquisa, onde os teores de rutina estiveram mais elevados em
arvores com diametro maior, que indica uma idade mais avancada da planta.

Diferentes tendéncias de acumulacao também podem ser notadas em Salix pyrolifolia
Ledeb devido aos processos de desenvolvimento e envelhecimento e das diferentes fases da
ontogenia. Os flavonoides tendem a predominar nos botBes vegetativos, havendo uma
concentracao significativamente mais baixa nos botdes de arvores jovens com 1 ano de idade
do que nos botbes das arvores mais velhas (35). Achados que vao de encontro a esta
pesquisa, onde se observa menores indices de rutina em arvores com menor didmetro e,
provavelmente, mais jovens.

Todavia, resultados divergentes aos achados deste estudo também podem ser
encontrados, evidenciando a complexidade e variabilidade quanto a concentracdo de
constituintes ativos nas plantas. A concentracéo de flavonoides em Melittis melissophyllum L.,
pbde ser detectada nas suas maiores quantidades nas espécies de 2 anos de idade quando
comparado a plantas de 3 e 4 anos, o que pode estar relacionado a biologia de
desenvolvimento da planta (36).

De modo geral, a época da coleta do material vegetal, bem como o didametro do tronco
das arvores se mostraram fatores com influéncia sobre a concentracdo de rutina na espécie
P. gonoacantha, tendo em vista as variagdes deste constituinte nas amostras coletadas. Os
teores médios de rutina foram maiores no verdo, ndo havendo diferenca estatistica entre as
classes diamétricas para esta estagdo, e os menores indices foram encontrados durante o
inverno. Para as estagfes primavera, outono e inverno, o teor de rutina aumentou linearmente
com o aumento do didmetro do tronco.

Considerando a rutina um marcador biolégico, a estacéo climatica em que é realizada
a colheita, bem como o didmetro da altura do peito podem ser, portanto, parametros utilizados
para otimizar a colheita do material vegetal a ser utilizado para producdo de extratos de P.
gonoacantha, em relacéo a composicao desejada de compostos bioativos para uma finalidade

especifica.
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5.2 Produto técnico

“Recomendacodes para a colheita
das folhas de Piptadenia
gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr.
(Pau Jacaré)”
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Apresentacdo

Esta cartilha foi elaborada com finalidade de orientar industrias e
outras dareas afins, que busquem no Pau Jacaré, matéria prima
para desenvolvimento de produtos e/ou insumos, como por exem-
plo formulacées dermocosméticas, e/ ou medicamentosas. Nela
constam informagdes sobre condicdes ideais de colheita do ma-
terial vegetal, como época do ano e dimensé&o do tronco, visando
obter maior concentragdo de constituintes ativos, com base na
concentragdo de ruting, utilizada como marcador bioldgico, em
arvores da espécie Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr, na
regido do Sudeste de Minas Gerais.

Para minimizar variagdes qualitativas e quantitativas nos compos-
tos bioativos extraidos de espécies vegetais, & extremamente im-
portante desenvolver tecnologias de cultivo ou de manejo sustentavel
visando o fornecimento de material vegetal de qualidade. Nosso
objetivo é repassar estas tecnologias e contribuir para a
otimizagdo nos processos de padronizagdo e de produgdo, e, con-
sequentemente, de um produto final com melhores resultados ter-
apéuticos tendo-se em vista a qualidade fitoquimica do material
vegetal utilizado.
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Introducdo

Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr.é popularmente conhe-
cida como pau-jacare, casco-de-jacarg, jacarezeiro, entre outros,
uma espécie arbérea da familia Fabaceae nativa do Brasil.

O Pau jacaré é uma arvore pioneira, de facil adaptagdo, crescimen-
to rapido, que se dissemina com facilidade, sendo frequentemente
utilizada em areas de reflorestamento e fornecimento de madeira.
Todavia, a espécie tem sido alvo de estudos que apontam ativi-
dade anti-inflamataoria, antinociceptiva e antibacterianag, que alia-
dos a formulagdes dermocosméticas, tem se demonstrado um
otimo cicatrizante. Os extratos sdo ricos em compostos flavonicos,
indicando uma promissora atividade biolodgica que pode alcangar
os interesses da indUstria farmacéutica e cosmeética.

A acdo terapéutica das plantas medicinais & atribuida aos me-
tabdlitos secunddarios produzidos frente aos processos bidticos e
abidticos. Sabe-se que os metabdlitos secunddrios, e, portanto as
propriedades terapéuticas e condimentares, podem ser alteradas
clevido a diversos fatores como o método de secagem e tratamen-
to pés-colheita do material colhido, época do ano e local de cultivo,
refletindo o efeito do meio ambiente sobre a producdo dos farma-
cos. A produgdo de metabdlitos secunddrios pode variar de acordo
com ¢ idade das plantas, o estado reprodutivo, as estagdes do ano
ou horas do dia. O conhecimento do habitat original da planta (as
condigdes edafocliméticas nas quais se desenvolve bem), da parte
da planta utilizada e da época de colheita é de grande importancia
para o bom desempenho das atividades medicinais.

Dentre os metabdlitos secunddrios, tem-se a rutina, um flavonoide
encontrado em varias espéecies vegetais, inclusive nas folhas do
Pau jacaré. A rutina foi utilizada como marcador guimico nas folhas
e peciolos desta espécie, pois pesquisas mostram a atividade anti-
oxidante, anti-inflamataéria, antibacteriana, antiviral, vasodilatadora
e citoprotetora deste flavondide.
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Assim, descrevemos o momento ideal para a colheita  das folhas
de pau jacarg, com base na concentragdo de ruting, visando uma
maior concentragdo deste constituinte ativo, e consequentemente
para elaboragdo de formulagdes com maior potencial terapéutico,
além da otimizagdo dos processos de colheita e producdo.

Classificag@o Taxondmica da espécie
Piptadenia gonoacantha

Diviséo: Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae (Leguminosae)

Sub-familia: Mimosoidea

Género: Piptadenia

Espécie: Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr.
Variedade: gonoacantha

Descri¢gao da Piptadenia gonoacantha

A arvore semicaducifolia de médio a grande porte, podendo atin-
gir até 30 m de altura e 90 cm de DAP (diémetro da altura do
peito, 1,30 m do solo) na idade adulta.

Possui copa irregular e tronco reto ou tortuoso. As cristas carac-
teristicas por toda extensdo dos galhos e do tronco, guando novo,
se assemelham a um couro de jacaré, o que Ihe confere nomes
populares como por exemplo “Pau Jacare”.

Suas flores possuem colorac@o amarelada e bege, séo pequenas
e podem ser encontradas reunidas ou solitarias. As folhas sdo
paripinadas e o peciolo caniculado com glandula verruciforme.
Seu fruto, do tipo vagem tem cerca de 4 a 10 sementes.




Padronizag¢édo da colheita
Colheita orientada pela época do ano

As variagdes sazonais exercem influéncia sobre
o conteldo dos metabdlitos secunddrios, assim
& muito importante verificar a época ideal de

colheita, visando padronizar um periodo que
promova maior concentragdo dos compostos :‘?t.ig %ﬁ
bioativos de interesse terapéutico.

As folhas do Pau Jacaré apresentam os maiores teores de rutina
no verdo (17,4 pg.mL"), seguida pela primavera (94,1 ugmL’) e
outono (93,4 pg.mL*}, com niveis semelhantes. Durante o inverno,
a concentragdo de rutina cai drasticamente, ndo sendo
recomendada a colheita nesta estagdo do ano.
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Figura 1 - Concentragto de rutina em folhas de Piptadenia gonoacantha por época
do ano.
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Colheita orientada pela dimensdo do tronco

O estadio de desenvolvimento da planta também & um fator que
pode influenciar o teor de metabdlitos secundarios. Ao analisarmos
o crescimento de uma espécie arboreq, € possivel observar incre-
mento do didmetro. Assim, dimensdes didmetro do tronco pode ser
um dos par@metros adotados para determinar o momento ideal
ca colheita, visando obter maiores teores de constituintes ativos de
interesse.

Utilizando um protocolo de colheita tendo como base a classifi-
cagdo das arvores pelo Didmetro & Altura do Peito (DAP), podemos
classifica-las em: classe 1(5 a 10 em), classe 2 (10 a 15 em), classe
3 (15 @ 20 cm), classe 4 (20 a 25 cm) e classe 5 (> 25 cm).

Tl

As maiores concentragoes de Rutina podem ser encontradas em
arvores com DAP acima de 25 cm. Recomendamaos assim, a pre-
conizagdo de colheita de material vegetal em arvores com maior
diGmetro do tronco
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Figura 2 = Correlagdo entre a concentragdo de rutina e as classes diamétricas
de arvores de Piptadenia gonoacantha, onde classe 1 = % a 10 cm de dap,
classe 2=10a 15 cm de dap, classe 3 =15 a 20 cm de dap, classe 4 =20 a 25
cm de dap e classe 5 » 25 cm de dap

Observamos que durante o inverno, o outono e a primavera, a con-
centragdo de Rutina tendeu a aumentar em arvores com maiores
diémetros & altura do peito. Enquanto que no verdo, o teor de rutina
tendeu a se manter constante em todas as classes diamétricas.
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Figura 3 - Nova legenda Relagdo entre o equivalente rutina (pg.mL™) por
época do ano e as classes diameétricas de arvores de Piptadenia gonoacan-
tha, onde classe 1 =5 a 10 cm de dap, classe 2 =10 a 15 cm de dap, classe 3 =15
a 20 cm de dap, classe 4 = 20 a 25 cm de dap e classe 5 » 25 cm de dap.
*Letras distintas evidenciam diferenga estatistica entre os grupos analisados




42

E importante ressaltar que estas informacgdes tiveram origem
de estudos realizados na cidade de Vigosa, MG. Outras regides
com condigbes edafoclimaticas diferentes podem apresentar
resultados distintos, e assim sdo necessdarias novas avaliagdes
para determinar as recomendagdes para outras regides.

Em conclus@o, destacamos que é extremamente importante
desenvolver tecnologias de cultivo ou de colheita e manejo sustentavel
visando o fornecimento de material vegetal de qualidade para
cesenvolvimento de fitoterapicos, a fim de contribuir para o sua
eficacia terapéutica.
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6 CONCLUSOES

As concentracdes de rutina extraidas das folhas e peciolos secos de P.
gonoacantha foram maiores no verdo, ndo havendo diferenca estatistica entre as
classes diamétricas para esta estacéo. Estes periodos sdo mais favoraveis a colheita
de material vegetal.

Para as estacdes primavera, outono e inverno, o teor de rutina aumentou
linearmente com o aumento do diametro do tronco, sugerindo que para estas
estacdes, a colheita do material vegetal em arvores com maiores dimensdes de tronco
seja mais favoravel.

O inverno apresentou os menores indices de concentragdo de rutina, ndo
sendo recomendada a colheita nesta estagcéo do ano.

A padronizacdo da melhor época do ano e classe diamétrica das arvores
durante a colheita torna-se essencial para se obter as concentracfes ideais dos seus
constituintes ativos. Os resultados encontrados neste estudo irdo contribuir para a
otimizacao dos processos de producgéo de produtos e/ou insumos, como por exemplo
formulac6es dermocosméticas e/ou medicamentosas por industrias que visarem a P.
gonoacantha como matéria prima para suas formulacdes. Portanto, seguindo esta
metodologia, empresas farmacéuticas poderdo obter melhores resultados com sua
terapia ao alcancar um produto final com melhores resultados terapéuticos tendo-se
em vista a qualidade fitoquimica do material vegetal utilizado.
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