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Resumo — Hymenaea martiana é uma espécie nativa do Nordeste, conhecida como “jatoba”. Varios
estudos identificaram compostos fenolicos e atividade antioxidante, entretanto, o estudo com o
extrato obtido por extracdo acelerada por solvente (ASE) com a espécie ainda ndo foi relatado.
Diante deste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o teor de fendlicos, atividade
antioxidante e fotoprotetora do extrato obtido por ASE a partir das cascas de Hymenaea martiana,
que foram coletadas em Petrolina-PE e extraidas por ASE com etanol 99%. O extrato etanolico
bruto (EEB) foi particionado nas fragBes hexénica, cloroférmica e acetato de etila. O teor de
fenolicos totais foi determinado segundo Li et al., (2008), a capacidade antioxidante segundo Re et
al. (1999) e Prieto et al. (1999) e a atividade fotoprotetora, de acordo com Mansur et al. (1986),
para todas as particdes. O maior teor de fenolicos foi encontrado na fracdo acetato de etila, seguido
pelo EEB, que também demonstram alta capacidade antioxidante pelos métodos testados e valores
de FPS adequados para o desenvolvimento futuro de fotoprotetores. Estes dados servirdo de
subsidios para futuros estudos fitoquimicos, espectroscopicos e farmacotécnicos e para uma melhor
discusséo em relacdo aos compostos fenolicos e o potencial biotecnoldgico da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos Fendlicos; Cascas; Hymenaea martiana.

INUcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais, Universidade Federal do Vale do So Francisco. fernanda.gso@hotmail.com
2Doutorado em Biogquimica e Fisiologia, Universidade Federal de Pernambuco. annapsantanna@hotmail.com

3Ndcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco. juliane10_50@hotmail.com
“Doutorado em Bioquimica e Fisiologia, Universidade Federal de Pernambuco. amandabiologal@gmail.com

SInstituto Nacional do Semiarido/Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (INSA/MCT]). agsilva@live.com

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco. marciavanusa@yahoo.com.br

"NUcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco. jackson.guedes@univasf.edu.br

| Simpdsio da Bacia Hidrografica do Rio S&o Francisco — 5 a 9 de junho de 2016 — Juazeiro-BA



INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais esta presente por toda a histéria da humanidade, ndo apenas para
0 uso alimentar, mas também no uso ritualistico e terapéutico. Durante longo periodo, as plantas
medicinais constituiram o principal recurso terapéutico disponivel, mas os avancos tecnoldgicos
trouxeram as drogas sintéticas para o tratamento de enfermidades. Atualmente, a sociedade vem
valorizando a utilizag&o de produtos naturais com propriedades terapéuticas, provavelmente devido
a busca por habitos saudaveis, além de problemas com o tratamento eficiente de certas
enfermidades (Souza, 2008).

Alguns pesquisadores sugerem que cerca de dois tercos das espécies vegetais possuem valor
medicinal, sendo o potencial antioxidante de grande relevéncia, pois podem reduzir o estresse
oxidativo nas células, além de serem Uteis no tratamento de diversas doengas, como problemas
cardiovasculares, processos inflamatorios e até o cancer (Krishnaiah et al., 2011).

A incidéncia de cancer de pele e o fotoenvelhecimento induzido pela radiacdo solar crescem
significativamente em todo o0 mundo, sendo o tipo de cancer mais frequente, considerado um grande
problema de salde publica. Caracterizada como um fator genotoxico e potencialmente lesivo a pele,
a radiacdo ultravioleta € dividida em trés faixas de comprimento de onda, designadas como UVA
(320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (290-100 nm), porém a importancia clinica deve-se ao
comprimento de onda UVA e UVB, visto que a radiacdo UVC € bloqueada pela camada de ozbdnio
(Pereira, 2007).

Hymenaea martiana € uma arvore nativa da regido Nordeste, conhecida popularmente como
“jatoba”, utilizada na medicina tradicional para o tratamento de anemia e gastrite (Anselmo et al.,
2012). Vérios estudos demonstram a composicdo quimica de H. martiana, com a presenca de
alguns flavonoides glicosidicos, como astilbina, eucrifina, engelitina, taxifolina e compostos
fendlicos (Carneiro et al., 1993; Cechinel-Filho et al., 2000; Almeida et al., 2012).

A preparacdo do extrato vegetal constitui etapa critica no desenvolvimento de novos produtos,
devido a influéncia de varios fatores, como a variacdo na producdo dos principios ativos pelo
vegetal, condicdes extrativas, propriedades dos diversos solventes, bem como as variadas técnicas
de extracdo disponiveis (Brasil, 2011). Técnicas modernas de extracdo como a Extracdo Acelerada
por Solventes (ASE) tém sido empregada devido a rapidez, menor quantidade de solventes e o
controle automatizado do tempo e temperatura, o que pode diminuir a degradacéo de substancias e
melhor reprodutibilidade da extracdo (Gomes, 2013). Entretanto, o estudo com o extrato obtido por
este método com as cascas de H. martiana ainda ndo foi relatado.

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o teor de compostos
fendlicos, além da avaliacdo da atividade antioxidante e fotoprotetora do extrato obtido por ASE a
partir das cascas de Hymenaea martiana.

MATERIAIS E METODOS
Coleta do Material Vegetal

As cascas de H. martiana foram coletados na cidade de Petrolina, Pernambuco, Brasil, em
julho de 2015, e foram identificados no Herbario da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco (HVASF), com exsicata n® 6444, coordenadas 09°°11°04.30° S, 040°°18°05.40° W,
357 m de altura. O material foi seco em temperatura média de 40 °C em estufa de circulacdo de
ar (Ethiktechno®, modelo 420 TD), por um periodo de 72 horas. Apos a secagem e completa
estabilizacdo, o material foi pulverizado em moinho de facas Quimis®.



Obtencéo do extrato e fragdes

As cascas foram submetidas a extracdo no Instituto Nacional do Semiarido (INSA) em
Campina Grande-PB, utilizando o equipamento de Extracdo Acelerada por Solventes (ASE)
Thermo Scientific Dionex® ASE 350, equipado com célula extratora de ago inoxidavel com
fechamento hermético e cartucho de papel 22 x 50 mm, um frasco de lavagem (rinse) e frascos
coletores (vidro transparente) com capacidade de 250 mL. Foi utilizado etanol 99% como solvente
extrator, temperatura de extracdo 50 °C, tempo estatico 15 minutos, fluxo 5 mL/min, com duas
extracOes por célula.

Apobs o processo, a solucdo extrativa foi concentrada em evaporador Thermo Scientific
Rocket Evaporator®, na temperatura de 45 °C. O solvente residual foi retirado em estufa de ar
circulante Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C por 24 horas, obtendo o Extrato Etandlico Bruto
(EEB).

O EEB foi solubilizado numa mistura MeOH : H>O (3:7 v/v) para obtencdo da solucéo
hidroalcodlica I. Esta foi submetida a particdo liquido-liquido, em funil de separacéo, sob agitacdo
manual, de forma exaustiva com hexano, cloroférmio e acetato de etila. Apds esse procedimento, 0s
solventes foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °C, fornecendo a
fracdo hexanica, fracdo cloroférmica e fracdo acetato de etila.

Determinagéo do teor de compostos fenolicos totais

O teor de fenois totais foi mensurado através do método colorimétrico que utiliza o reagente
de Folin-Ciocalteu (SIGMA) e acido galico como padrao, baseado no método descrito por Li et al.,
(2008). Para isso, uma aliquota (200 uL) dos extratos e particdes foram diluidos e adicionados 1 mL
do reagente de Folin-Ciocalteu previamente diluido (1:10) em &gua destilada, sendo misturados
logo em seguida. A mistura foi deixada em repouso por 3 minutos, mantidos na auséncia da luz, e
posteriormente foram adicionados 800 pL de uma solucdo estoque de Na.COs 7,5% e misturados
bem. As soluc@es finais foram deixadas em repouso mantidos na auséncia da luz, por 120 minutos.
Ao final do processo, a absorbancia de cada solucdo foi determinada em espectrofotdmetro
(Quimis®) em 735 nm contra o branco (todos os componentes, exceto a amostra em analise) e 0s
resultados foram plotados em um gréafico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua
concentracdo. Assim, o teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi expresso em mg de
equivalentes de &cido galico por grama de amostra (mg EqAG/g), através da curva de calibracdo do
acido galico. A curva de calibracao foi obtida em concentracGes que variaram de 50 a 1000 mg/L,
R? =0,9923. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliacdo da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC)

Para a determinacdo da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC), foi utilizado
foi o metodo descrito por Re et al. (1999), que utiliza o radical ABTS-+, que é formado por uma
reacdo quimica com persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez
formado o radical ABTS-+, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia
de 0,70 (x 0,02) em um comprimento de onda de 754 nm, a uma temperatura de equilibrio de 30 °C.
Aliquotas de 20 pL do extrato ¢ fragdes foram adicionados em 2 mL do reagente ABTS.
Prepararam-se curvas com solugdes-padrio de Trolox, na concentragio de 10 - 100pug/mL, com R?



= 0,9918. Os resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em umol TEACg-1 de amostra.

Avaliacdo da Capacidade Antioxidante Total (TAC)

A Capacidade Antioxidante Total (TAC) foi determinada pelo método do fosfomolibdénio,
que se baseia na determinacgdo espectrofotométrica da reducdo do Mo™ a Mo*®, com formagéo
subsequente de fosfato de Mo*®, que apresenta absor¢io maxima a 695 nm (Prieto et al., 1999).
Aliquotas de 0,1 mL dos extratos (10 mg/mL) dissolvidas em agua destilada (EEB) foram
combinadas, em tubo eppendorf, com 1 mL da solucdo reagente (acido sulfarico 600 mM, fosfato
de s6dio 28 mM e molibdato de aménio 4 mM). Os tubos foram fechados e incubados a 95 °C por
90 min. Apos resfriamento, a temperatura ambiente, foi determinada a absorbancia a 695 nm. Foi
utilizado &cido ascorbico como padrdo e a capacidade antioxidante total foi expressa em
equivalentes de &cido ascorbico, de acordo com a Equacéo 1:

Capacidade Antioxidante Total (%) = —a¢s amestra - dbsbranco) 440 (1)

(Abs drido ascorbico—Abs branco)

Avaliacdo da atividade fotoprotetora

A atividade fotoprotetora foi avaliada utilizando a leitura espectrofotométrica de solucbes
diluidas, de acordo com o Método de Mansur et al. (1986). O extrato e fracdes foram previamente
secos em estufa a 40 °C por 60 minutos. Foram preparadas diluicdes com as concentragdes de 5, 25,
50 e 100 mg/L. Varreduras de 290 a 320 nm, com intervalos de 5 nm foram realizadas. Foi utilizado
um espectrofotdmetro (Quimis®), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico para aquisicao
dos espectros.

Os calculos foram realizados considerando os intervalos de A determinados (Equagéo 2).

FPS = FC .¥320 EE(A). abs (1) o

Os valores de EE (1) e I(A) utilizados para o calculo do FPS (Fator de Protecdao Solar) foram
0s mesmos usados da literatura. Aplicou-se o fator de diluicdo (Fd) para correcdo de equivaléncia
dos FPS dos extratos com os valores de referéncia, onde FC = fator de corregdo (10), EE(L) = efeito
eritemogénico da radiagdo; I(A) = intensidade do sol; abs (L) = leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solucéo do filtro solar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de compostos fenodlicos totais, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox,
capacidade antioxidante total e fator de protecdo solar (FPS) séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teor de compostos fenolicos totais, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox,
capacidade antioxidante total e fator de protecdo solar no extrato e fragdes

Fendlicos totais A
Amostra (mg EQ écido ABTS-TEAC | Fosfomolibdénio- EPS

i~ (%) TAC (%)
galico/g de extrato
EEB 123,75+ 7,23 83,75+ 11,96 46,97 + 0,04 12,43 £ 1,25




Fracdo Hexano 78,84 + 13,45 954+383| 2399 +1094 0,95+ 0,63

Fracdo 58,28 + 3.95 2356+0,52| 3393+319 3,36 + 0,20
Cloroférmio

Fra‘?aOEAtﬁgtato de | 50208 +1341 9898 +106| 8597+630 | 12,35+070

Legenda: ABTS-TEAC = Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox pelo método do radical
ABTS. Fosfomolibdénio-TAC = Capacidade Antioxidante Total pelo método do fosfomolibdénio.

Apresentando estruturas simples e complexas, sendo constituidos de pelo menos um anel
aromatico substituido por pelo menos um grupamento hidroxila (Simdes et al., 2007), compostos
fenolicos sdo metabolitos secundarios originados de plantas e fungos. S&o produzidos para protecédo
contra raios UV, insetos, virus e bactérias, e algumas espécies produzem compostos fendlicos para
inibir o crescimento de outras plantas (alelopatia). Apresentam diversas atividades bioldgicas ja
relatadas, como adstringente, atividade anti-inflamatoria, antineoplésica, bacteriostética e atividade
antioxidante (Heleno et al., 2015).

De acordo com os dados obtidos, o maior teor de compostos fendlicos foi encontrado na
fracdo acetato de etila, sequido pelo extrato etandlico bruto, o que corresponde ao encontrado em
outro estudo com esta espécie, porém em valores inferiores. Isto pode ser justificado pelo método
extrativo utilizado, e os volumes e dilui¢bes utilizados nos métodos de determinacdo de compostos
fendlicos utilizados (Almeida et al., 2012). A polaridade e solubilidade do solvente utilizado nesta
fracdo pode também justificar a maior concentracdo de compostos fendlicos a partir do extrato
etandlico bruto (Roby et al., 2013).

Os dados apresentados neste estudo também demonstram a alta capacidade antioxidante do
extrato etanolico bruto e da fracdo acetato de etila, com 83,75 + 11,96% e 98,98 + 1,06%,
respectivamente. A fracdo acetato de etila apresentou a maior capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox, com 85,97 + 6,30%. Varios estudos apontam forte relacdo entre a presenca de compostos
fenodlicos e atividade antioxidante em plantas medicinais e frutas (Berlowski et al., 2013). Atencédo
especial tem sido dada as propriedades antioxidantes de plantas medicinais, devido aos
antioxidantes estarem relacionados em diversas respostas biolégicas como na inflamacdo e na
imunidade (Garg et al., 2012) e apresentarem efeitos indesejaveis reduzidos em relacdo aos
antioxidantes sintéticos (Krishnaiah et al., 2011).

Além das queimaduras solares e cancer de pele, a exposicao as radiacbes UV (ultravioleta)
também estd relacionada ao envelhecimento cutaneo precoce, que estd relacionado a acdo da
reducdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), extremamente danosas aos tecidos (Velasco et
al., 2008). Visando a protecdo total da pele ndo atendida por diversas formulacdes fotoprotetoras,
contendo apenas filtros solares quimicos, os extratos vegetais ricos em compostos antioxidantes
estdo sendo amplamente empregados, pois podem proporcionar a prote¢do contra os raios UV e
neutralizar os radicais livres apds exposicdo solar (Nascimento et al., 2009). Por conta disso,
estudos tém pesquisado substancias antioxidantes que absorvam radia¢fes ultravioleta nas faixas
UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm), e que assim possam ser empregadas como fotoprotetores
naturais. Os compostos fendlicos, como os flavonoides, portanto, sdo grandes candidatos (Carneiro
et al.,, 2014). Com esta razdo, foi avaliado o potencial fotoprotetor das cascas de jatoba (H.
martiana), e valores relevantes foram encontrados. Provavelmente devido as altas concentragdes de
compostos fendlicos e expressiva capacidade antioxidante, o extrato etanolico bruto e a fracéo
acetato de etila apresentaram maiores valores, com 12,43 + 1,25 e 12,35 + 0,70, respectivamente.



Segundo a ANVISA (Brasil, 2012), o valor minimo para FPS é de 6,0, portanto, estas amostras
apresentaram valores adequados para o desenvolvimento futuro de fotoprotetores, com uma
importante atividade antioxidante.

CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o extrato etandlico bruto obtido por ASE e a fragdo acetato de
etila apresentaram teores relevantes de compostos fendlicos e expressiva capacidade antioxidante,
sendo, podendo ser, portanto, importante fonte de compostos antioxidantes. A avaliagdo da
atividade fotoprotetora ainda relevou um grande potencial cosmético para a espéecie, podendo este
estudo servir como base para o futuro desenvolvimento de formulagdes tdpicas.

Estes dados servirdo de subsidios para futuros estudos fitoquimicos, espectroscopicos e
farmacotécnicos mais aprofundados, para uma melhor discussdo em relacdo aos compostos
fenodlicos e o potencial biotecnoldgico da espécie.
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