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RESUMO

Espécies de Jatoba sdo tradicionalmente utilizadas para o tratamento de diversas
doencas. Estudos quimiotaxonémicos tém relacionado o género Hymenaea como fonte
potencial de compostos fendlicos, taninos, flavonoides, os quais apresentam propriedades
bioldgicas de defesas contra herbivoria, coloragdo de flores, frutos e sobre tudo destaca a
atividade antioxidante. Ocorrem cerca de 15 espécies no género Hymenaea. Dessas
espécies 13 ocorrem no Brasil. A espécie H. Stigonocarpa, que ocorre na Floresta
Estacional Semidecidual, atinge até 30m de altura. O material botanico (folhas), foi colhido
de arvores da area de cerrado de preservacdo ambiental do campus universitario
FESURYV — Universidade de Rio Verde — GO, seco em uma estufa de circulagcéo forcada a
42°C por 2 dias. Submetido a extracdo com hexano, (extrato bruto hexanico), e extracdo
com etanol absoluto (extrato bruto etandlico). A determinacdo do conteudo fendlico foi
realizada com o reativo Folin Ciocalteau, verificando ser o extrato bruto etandlico (E.B.E)
0 que apresentou a maior concentracdo (235,7mg EAGg™ ms). Na avaliacdo da atividade
captadora de radical, empregando o radical livre DPPH, novamente o extrato etandlico
demonstrou atividade antioxidante mais elevada (ICso = 19 + 0,1 ppm), enquanto que o
controle BHT apresentou uma capacidade antioxidante de 181+ 6 ppm. Para o
procedimento de quelagdo de ions cuprico, o extrato bruto etandlico testado néo
demonstrou tal capacidade. Para o procedimento de inibicAo da enzima tirosinase, 0
extrato bruto etandlico testado, apos 30 e 60 minutos apresentou-se inibicdo de 38 e 48%

respectivamente.
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ABSTRACT

Jatoba species are traditionally used to treat various diseases. Chemotaxonomic studies
have linked the genus Hymenaea as a potential source of phenolic compounds, tannins,
flavonoids, which have biological properties of defenses against herbivory, color of flowers,
fruits and above all highlights the antioxidant activity. There are approximately 15 species
in the genus Hymenaea. Of these 13 species occur in Brazil. The species H.
Stigonocarpa, which occurs in the semi deciduous forest reaches up to 30m high. The
botanical material (leaves) were colected from trees in the savannah area of

environmental preservation on campus FESURYV - University of Rio Verde - GO, dried in a
forced circulation oven at 42° C for 2 days. Subjected to extraction with hexane (hexane
crude extract), and extraction with absolute ethanol (ethanolic crude extract). The
determination of phenolic content was performed using the Folin Ciocalteau reagent, be
and the crude ethanol extract (CEE) presented the highest concentration (235.7 mg™
EAGg™). In assessing the activity of, using the DPPH free radical, again the ethanolic
extract showed higher antioxidant activity (IC50 = 19 + 0.1 ppm). For the process of
chelation of cupric ions, the crude ethanol extract tested showed no such capability. For
the process of inhibiting the enzyme tyrosinase, the crude ethanol extract tested, after 30

and 60 minutes, presented inhibition of 38 and 48% respectively.

Key words: H. Stigonocarpa, phenolic compounds, antioxidants, free radical, ROS.



INTRODUCAO GERAL

1. Conteudos fendlicos

A acdo dos compostos antioxidantes esta relacionada a diminuicdo de eventos
oxidativos que podem contribuir para patofisiologia de varias doengas, que podem ser
prevenidas, com a ingestdo de antioxidantes presentes nas mais variadas frutas e
vegetais e em diversas quantidades. Dentre os compostos antioxidantes, destacam-se 0s
acidos fenolicos presentes nas formas livres ou complexadas (Rockenbach et al., 2008). E
utilizado o método de Folin-Ciocalteau para quantificar flavondides, antocianinas e
compostos fendlicos presentes nas amostras (Roesler, 2007).

Os compostos fendlicos ganharam bastante destaque atualmente em funcéo de
suas elevadas atividades antioxidantes. Na natureza entre os varios grupos de compostos
bioativos, os polifendis e os carotendides se destacam em funcdo de suas atividades
antioxidantes. Os polifendis sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal,
constituem um amplo e complexo grupo de fitoquimicos, de natureza hidrofilica, com
mais de 10.000 estruturas conhecidas, Tabela 1 (Dalvi, 2008).

Encontra-se no fruto Physalis, alto conteido de fendlicos totais e consideravel
atividade antioxidante com destaque para os &acidos salicilico e protocatequinico
comparaveis a diversas outras frutas consumidas no Brasil, podendo ser considerado
uma boa fonte de compostos antioxidantes naturais (Rockenbach et al., 2008).

Os extratos etandlicos de cascas e sementes das frutas do cerrado brasileiro como:
extratos etandlico e aquoso de casca de pequi, extratos etandlico de semente de cagaita,
de semente e casca de araticum e de casca de banha de galinha possuem melhores

fontes e maior capacidade antioxidante. Essas frutas avaliadas ficam localizadas em



regido que estd sendo devastada para areas de pastagens, pois existem poucas
pesquisas e pouco custo destes recursos uma vez que sua preservacdo traz varios
beneficios e valorizacdo do cerrado para aplicacdo de antioxidantes naturais nos setores
farmacéuticos, cosmeéticos e nutricionais (Roesler, 2007).

Podendo exercer protecdo contra danos oxidativos em membranas a vitamina E é
um potente antioxidante em meio lipidico e contribui para a manutencao e regeneracéao de
outras substancias antioxidantes. Em seu trabalho foi verificado que os animais que
receberam dieta isenta de vitamina E apresentaram pior resposta ao dano oxidativo
causado pela dietilnitrosamina e a suplementacéo de vitamina E nao foi capaz de conferir
protecdo, sendo que outros fatores podem estar envolvidos na resposta metabdlica a
dietilnitrosamina (Chiarello et al., 2010).

Os Compostos fendlicos sdo responsaveis pelas propriedades organolépticas e
cores de muitas frutas, flores e pela qualidade dos alimentos, também estdo largamente
presentes na natureza como componentes naturais da madeira, lignina e tanino. No meio
ambiente encontra-se um grande namero de poluentes com estrutura fendlica e derivados
como clorofendis e compostos aromaticos relacionados, sdo conhecidos devido a sua
elevada toxicidade e por serem compostos comuns em efluentes industriais (Rosatto et

al., 2001).
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Tabela 1 A. Classe de polifendis (Dalvi, 2008).

Classes/Subclasses Exemplos Fontes Alimentares Estrutura quimica

Acidos Fendlicos
« Acidos Acido galico (R;=R:=R;=0I) Morango, amora, caqui,

Hidroxibenzdico Acido vanilico (R,=0CH;; R,=0H) framboesa

R1
o]
R,
OH
Ra
. Acidos Acido cumirico (R,= OIH) Café, kiwi, cereja, R:
Hidroxicinimico Acido cafdico (R, =R.=0I) berinjela HEO—\\_(D
oH
HO,
{ \>
_ W
H
HO

Acido Ferilico (R,=0CIy; R=0I)

Estilbenos Resveratrol Vinho tinto

Lignanos Secoisolariciresinol Linhaca CHLO HOH
S U

Flavonoides R,
« Flavondis Kaempferol (R;=0H; R,=Rs=H) Cebola, brocolis, g §
Quercetina (R,=R,=01; Rs=H) tomate cereja, alho pord e O‘ R
OH R,
o0
« Flavonas Luteolina (R =R;=0H) Salsa, aipo

Apigenina (R,=H; R=0H)

s |soflavonas Daidzeinﬁ {R|=H} Sﬂ]d

(Genisteina (R,=0H)

« Flavanonas Naringenina (R,=I1; R=0H) Laranja, limdo,

Hesperetina (R,=0H; R=0CH) grapefruit

e Antocianidinas Cianidina (R,=0H; Ry=H) Amora, jabuticaba,
Malvidina (R;=R,=0Cl;) cereja, morango
_ Ho 0
« Flavandis Catequina (R,=Rs=0I; Ry=11) Chocolate, chd verde, O.

Galocatequina (R,=Rs=Rs=0H) vinho tinto, damasco OH




2. Radicais livres

Os radicais livres e outros oxidantes possuem um papel essencial responsavel pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas que acometem toda a populacdo. Um
radical livre € um grupamento atomo, ion ou molécula livre, e que contém um ou mais
elétrons desemparelhados em seu orbital mais energético. Alguns exemplos de espécies
de radicais livres sdo o0 oxigénio singlete, radical superoxido, radical hidroxila, 6xido
nitrico, peroxinitrito, radical semiquinona (Souza et al., 2007; Roesler, 2007). Sao
moléculas instaveis altamente reativos. A sua ativacdo pode causar processos
traumaticos nos tecidos pelo desencadeamento de diversas cadeias de reacdes. Se um
radical reage com um néo radical, & produzido um novo radical livre (Cordova & Navas,
2000).

Os inibidores dos danos causados pelo excesso de radicais livres sdo 0s agentes
antioxidantes. Diversos compostos antioxidantes controlam a producéo de radicais livres
nos seres vivos que podem ser de origem endégena como o0 superéxido dismutase ou
serem oriundos da dieta ou de outras fontes como o0s tocoferois, acido ascorbico,
polifenadis, selénio e carotendides (Souza et al., 2009).

No interior das mitocéndrias é utilizado o oxigénio no processo de respiracdo, onde
intervém no metabolismo de gorduras, proteinas e carboidratos, liberando-se agua,
diéxido de carbono e catabolitos diversos e energia caldrica produzida. A producédo de
radicais livres € uma sequela do aumento do consumo de oxigénio que ocorre com 0
exercicio fisico e guarda uma estreita relacdo com o dano muscular. O aumento do
consumo de oxigénio, a deplecdo dos substratos energéticos, a diminuicdo da cadeia
respiratéria, a elevacdo da temperatura corporal e a isquemia relativa que se produz
durante a contracdo muscular estdo relacionados com a peroxidagdo (Cérdova & Navas,

2000).
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Precisa haver mais pesquisas e uma definicdo de doses e de protocolos de
tratamento no uso de vitaminas e outros antioxidantes na prevencao patologica. As
pesquisas tém demonstrado auséncia de beneficios ou mesmo prejuizos na
suplementacdo com vitaminas sobre o desenvolvimento de varios tipos de tumores, pois
com a aplicacéo farmacolégica pode haver interferéncias juntamente com 0os mecanismos
celulares, alteragcbes na atividade enzimatica e estruturas de membranas (Bianchi &
Antunes, 1999).

O radical hidroxil pode ser formado por meio da reducéo do peroxido de hidrogénio
na presenca de ions de Ferro (Il) e Cobre (I) (reacdo 2.1) que foi descrita pela primeira
vez em 1894, quando H.J.H. Fenton verificou a oxidacdo de &cido tartarico na presenca
de hidrogénio (Fenton, 1894). Anos depois, muitos estudos de Haber, Weiss, Wilstatter e
Barb revelaram a continuacao dessa reacdo por meio da reducao do Fe (lll) a Fe (I) pelo
superoéxido formado no meio reacional (reacdes 2.2 a 2.4) (Liochev & Fridovich, 2002). A
reacdo 2.4, catalisada pelos ions metélicos, € determinada reacdo de Haber-Weiss e

representa a soma das equacdes 2.1 e 2.3.

Fe (Il) + H,O, — Fe (lll) + OH + OH (2.1) - Reagéao de Fenton
OH + H,02 — HO + Oy " + H+ (2.2)
Fe (Il) O — O, + Fe (1) (2.3)

(2.4) - Reacdo de Haber-
H,O, + O, — O,0H" OH
Weiss

3. Atividade antioxidante

As frutas citricas sdo conhecidas como fontes constituintes de antioxidantes que
apresentam varias ag¢des benéficas ao ser humano, ajudam a diminuir incidéncia do
envelhecimento e doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como céancer,

doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais.



N&o existe uma uUnica fruta que contenha um alto teor de todos os compostos de
interesse. Para conhecer melhor a capacidade antioxidante de uma fruta, faz-se
necessario isolar e quantificar o maior niumero de compostos bioativos presentes em
diferentes solventes, assim como também utilizar o maior nimero de métodos possiveis
para avaliar a sua atividade antioxidante (Duzzioni et al., 2010).

Foi relatado que na polpa dos frutos de umbu (Spondias tuberosa Arruda) existem
baixos teores de acido ascoérbico e de carotendides totais, inferiou-se que a acao
antioxidante exibida possa ser da presenca dos compostos fendlicos. Para a extracao de
compostos biotiavos com aplicacdo em alimentos como antioxidante natural as cascas
desidratadas de frutos maduros sdo promissoras, sendo necessario testar sua acdo em
diferentes alimentos e testes toxicologicos (Melo & Andrade, 2010).

Devido a presenca de substancias fendlicas a atividade antioxidante do extrato
metandlico dos capitulos de L. flavescens demonstrou que o extrato bruto é mais ativo,
guando comparada com o padrdo do acido galico. A atividade antioxidante deve estar
relacionada a presenca dessas substancias fenélicas (Silva et al., 2007).

Ha poucos estudos realizados quanto a estabilidade de compostos fendlicos. Em
alguns estudos, a coccdo facilitou a extracdo desses compostos e, portanto, foram

registrados maiores quantidades nas hortalicas cozidas (Campos et al., 2008).

4. Pigmentacao da pele

A melanina € o pigmento responsavel pela coloragdo da pele, possui peso
molecular alto, é de coloragédo castanho denso, quanto mais concentrado a quantidade de
melanina mais escura a cor da pele. A tirosina é um aminoacido essencial no processo

biossintético da melanina. A tirosina sofre atuacdo quimica da tirosinase, complexo

enziméatico cuprico-proteico, sintetizado nos ribossomos e transferido, através do reticulo



endoplasmatico para o aparelho de Golgi, sendo aglomerado em unidades envoltas por
melanossomas (Miot et al., 2009).

A melanina esta diretamente associada aos sistemas de protecdo contra as
agressoes solares, dessa forma todas as vezes que as incidéncias UVA e UVB oferecem
algum perigo por uma maior exposi¢ao solar, a producdo de melanina serd aumentada
por estimulacao direta ou indireta. Os melanossomos normalmente sao responsaveis pela
protecdo do nucleo, agrupando-se ao seu redor a fim de proteger o material genético,
além de proteger a coloracdo da pele, pélos e cabelos a melanina também atua como
filtro solar, refletindo a radiacéo solar (Gonchoroski & Correa, 2005).

A genética da pigmentacao cutanea ainda € um enigma. As combinacfes de genes
podem formar cores do extremo preta ao extremo branca, ficando assim entre os dois
extremos tons intermediarios. Apesar de a dermatologia utilizar sistemas de classificacédo
para a cor de pele, ndo é possivel a padronizacédo. O sistema mais usado de classificacdo
para a cor da pele é o de Fitzpatrick o qual define o fenétipo. Nos individuos de cor negra
a concentracdo de melanina na epiderme é maior sem que haja diferenca no nimero de
melandécitos, sdo mais pigmentados. Com os granulos de melanina maiores, apesar de
apresentarem o mesmo tipo de queratina, possuem diferencas na composicdo dos
aminoacidos, com deficiéncia de serina e treonina e excesso de tirosina, fenilalanina e
amonia (Alchorne & Abreu, 2008).

Nas temporadas de férias de verdo a busca de uma pele bronzeada, bonita e mais
atraente, pode oferecer algumas armadilhas que pode ter um custo muito alto para a
saude, pois alguns raios, como por exemplo, UVA, o qual promove a oxidacdo dos
precursores incolores da melanina, através de uma pigmentacdo direta e imediata sem
eritema. Os raios UVB, normalmente deixam a pele mais vermelha, promovem uma

pigmentacdo indireta, proprio da maior concentracdo de melandcitos ativos com
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sequéncia da estimulacdo da tirosinase, provocando eritema actinico (Gonchoroski &
Correa, 2005).

A utilizacdo de muitos farmacos sobre a pele tem por finalidade preservar suas
caracteristicas naturais. Um fator de desconforto sdo as discromias que podem ser
representadas por manchas mais claras que sao hipocromias ou mais escuras
hipercromias, do que a coloracdo normal da pele, produzindo um resultado estético
desagradavel (Gonchoroski & Correa, 2005).

As hipercromias sao desordens de pigmentacdo que tem origem numa producao
exagerada de melanina. As manchas na pele podem surgir devido a fatores como
envelhecimento, alteracbes hormonais, inflamacdes, alergias e exposicdo solar, dentre
outros. S80 muitas as substancias utilizadas no tratamento de hipercromias, sendo
utilizadas de forma isoladas ou associadas a algum tipo de creme, como por exemplo, a
hidroquinona, o acido glicélico, o acido retindico e o acido koéjico como agentes
clareadores e avaliados no tratamento de hipercromia pés-inflamatoria (Gonchoroski &
Correa, 2005).

Atualmente os pesquisadores estdo em busca de novos agentes clareadores a fim
de melhorar a estética e auto-estima das pessoas. Os agentes clareadores podem agir
por diferentes mecanismos de acdo, mas todos ligados a producao ou transferéncia de
pigmentos, ou seja: destruicdo seletiva dos melandcitos; inibicdo da formacdo de
melanossomas e alteracéo de sua estrutura; inibicdo da biossintese de tirosinase; inibicdo
da formacao de melanina; interferéncia no transporte dos granulos de melanina; alteragéo
guimica da melanina; degradacdo de melanossomas e querotindcitos (Gonchoroski &

Coérrea, 2005).



5. Plantas medicinais do cerrado

Nos ultimos vinte anos no Brasil, pais com a maior diversidade vegetal do mundo, o
numero de informacdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente.
Um pais biologicamente tdo rico, mas com ecossistemas tdo ameacados, as pesquisas
com plantas medicinais deviam ser incentivadas. Afinal elas poderiam levar a
reorganizacao das estruturas de uso de recursos naturais devido aos planos de manejo
gue teriam de estar intimamente associados e a elevacdo do PIB, visto que ha grande
tendéncia mundial de aumento na utilizacao de fitoterapicos (Fernandez, 2006).

Pode-se considerar medicamento fitoterdpico aquele cujos componentes
terapeuticamente ativos sé@o exclusivamente parte de plantas (raizes, caule, folhas e
flores) ou derivados vegetais (extratos brutos, sucos, Oleos, ceras e resinas) nao tendo
em sua composicdo a inclusdo de substancias ativas isoladas de outras origens, nem
associacOes destas com extratos vegetais. Nos casos em que ocorrer da planta medicinal
s6 conter uma substancia ativa, esta tera sobre o organismo humano um efeito mais
benéfico que o produzido pela mesma substancia obtida por sintese quimica. A pratica da
fitoterapia tanto quando se faz uso, e ainda mais quando se recomenda precisa estar
alicercada na experiéncia e no conhecimento cientifica comprovado. A Organizacdo
Mundial de Saude relata que 11% dos 252 medicamentos considerados como essenciais
sdo originados a partir de plantas (Gurib-Fakim, 2006).

O bioma cerrado possui arvores de troncos tortuosos, arbustos de formas bizarras,
dispostas isoladamente sobre um extrato de gramineas, caracterizam esta regido de
paisagem monaotona. O grande incremento no uso de plantas para fins medicinais, neste
final de século tem provocado um interesse renovado pelo conhecimento estrutural
detalhado das espécies que formam um conjunto de milhées de individuos com suas
naturais variacdes biolégicas que atingem em maior ou menor grau, tanto sua morfologia

guanto a sua composi¢cado quimica, portanto, o estudo detalhado de uma espécie busca
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conhecer sua estrutura obtendo resultados que fornecam um amplo conhecimento da
mesma, sua plasticidade fenotipica, colaborando para a taxonomia do grupo a que
pertence, para estudos ecologicos de populacdes e comunidades e verificar através da
analise anatdmica estruturas que possam conter fitoquimicos como se pode observar na

Figura 1 (Matos, 1997).
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Figura 1. Area de distribuicdo do bioma Cerrado (ISPN, 2012).

O bioma Cerrado deve ser considerado area prioritaria de pesquisas com plantas
medicinais e conservacdo de recursos naturais. E uma regido do Brasil muito
representativa em extensdo e riqguezas que esta sendo muito devastada e possui varias
plantas com potencial medicinal e uma desta e o jatoba- do- cerrado (Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne).

De acordo com o Sistema de Classificacdo de Cronquist, a posi¢cao taxonémica de
Hymenaea stigonocarpa obedece a seguinte hierarquia:

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledonae)

Ordem: Fabales

Familia: Caesalpiniaceae (leguminosae: Caesalpinioideae).
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Género: Hymenaea
Espécie: Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne
Nomes vulgares por Unidades da Federacao: jatoba-capéo e jatoba-da-casca-fina, na
Bahia; jatoba e jatoba-da-casca-fina, no Ceara; jatoba-acu, em Mato Grosso; jatoba e
jatobeiro, em Mato Grosso do Sul. Jatoba e jatoba-do-campo, em Minas Gerais; jatai-de-
piaui, jatoba-de-casca-fina, jatoba-de-vaqueiro e jatoba, no Piaui; jatoba do cerrado, no
estado de S&o Paulo.

Etimologia: o nome genérico Hymenaea deriva do grego (hymen), deus do matrimonio, e

faz alusdo aos dois foliolos pareados das folhas (Carvalho, 2006).

Figura 2. Caracteristicas de jatoba-do-cerrado (Tatagiba, 2011).

A - Jatoba-do-cerrado com cerca de cinco metros de altura, ndcleo Rural Boa Esperanca
I, Distrito Federal, 14/10/06;

B - Ritidoma (casca) do jatoba-do-cerrado;

C - Folhas alternas, bifolioladas (compostas por dois foliolos) caracteristicas dos jatobas.g
Entre as quinze espécies do género Hymenaea, destaca-se também o Hymenaea
courbaril.(Lee e Langenheim, 1975), amplamente distribuida no Caribe e toda a América

do Sul. Os frutos sédo de 10 — 20 cm comprimento e 4 — 6 cm de didmetro e contém uma
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polpa em po. Eles sdo consumidos pela populacdo local e usado como ingrediente de
mingau de aveia, pratos regionais e bebidas (Arckoll 1984; Witsberger, Current & Archer,
1982).

O estudo mais recente mostrou que a farinha da fruta € rica em fibras e pode ser usada
na preparacao de lanches saudaveis (Chang et. al, 1998). Pouca pesquisa foi realizada
sobre os constituintes quimicos da parte comestivel.

A casca, resina e folhas da planta H. courbaril tem sido utilizados para o tratamento da
artrite, asma, bronquite e reumatismo (Duke & Wain, Plantas Medicinais do Mundo.

http://www.hort.purdue.edu/newcrop/duke energy/Hymenaeacourbaril.ntml#20medicine%f

olk). O exsudado da resina do H. courboril mostrou potente atividade inibitéria da
peroxidacdo de lipidios (Braga et. al, 2000). A resina tem ricas fontes de diterpenos
acidos carboxilicos. Investigacdes anteriores revelou varios dipertendides nos
extratos das folhas de H. courbaril. (Abdel-kader et al., 2002; khoo & Oehischlager,

1973; Marsaioli, Leitdo Filho & De Paiva Campello, 1975; Nogueira et. al, 2001).
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OBJETIVOS

A biodiversidade da flora do Cerrado brasileiro se compara a savana africana,
porém muito pouco se aproveitou até hoje de suas potencialidades fitoquimicas, por falta
de mais pesquisas cientificas a cerca desse bioma hoje quase totalmente

descaracterizado.

OBJETIVO GERAL:

Levando-se em conta a importancia dos antioxidantes presentes nas plantas, na
prevencao de danos oxidativos causados pelos radicais livres, este trabalho visa avaliar o
contetudo fendlico, atividade antioxidante, com potencial quelacdo do ion cobre Il e
inibicdo da tirosinase presente no extrato bruto da folha de jatoba do cerrado (Hymenaea

stigonocarpa Mart. ex Hayne).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Produzir os extratos vegetais brutos;
v" Proceder atividade antioxidante nos extratos vegetais brutos;
v' Testar atividade de quelacao de ions metalicos de transicao;

v Averiguar atividade inibitéria da enzima tirosinase nos extratos vegetais brutos.
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Determinacdo do conteudo fendlico e avaliacdo da atividade antioxidante e

inibitoria da tirosinase de jatoba (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne)

RESUMO: Espécies de Jatoba séo tradicionalmente utilizadas para o tratamento de
diversas doencas. Estudos quimiotaxondmicos tém relacionado o género Hymenaea
como fonte potencial de compostos fendlicos, taninos, flavondides, os quais apresentam
propriedades biolégicas de defesas contra herbivoria, coloracdo de flores, frutos e sobre
tudo destaca a atividade antioxidante. Ocorrem cerca de 15 espécies no género
Hymenaea. Dessas espécies 13 ocorrem no Brasil. A espécie H. Stigonocarpa, que
ocorre na Floresta Estacional Semidecidual, atinge até 30m de altura. O material botanico
(folhas), foram colhidas nas arvores da area de cerrado de preservacdo ambiental do
campus universitario FESURV — Universidade de Rio Verde — GO, seco em uma estufa
de circulacéo forcada a 42°C por 2 dias. Submetido a extracdo com hexano, (extrato bruto
hexanico), e extracdo com etanol absoluto (extrato bruto etandlico). A determinacdo do
conteudo fendlico foi realizada com o reativo Folin Ciocalteau, verificando ser o extrato
bruto etandlico (E.B.E) a que apresentou a maior concentracdo (235,7mg EAGg™). Na
avaliacao da atividade captadora de radical, empregando o radical livre DPPH, novamente
0 extrato etandlico demonstrou atividade antioxidante mais elevada (ICso = 19 + 0,1 ppm).
Para o procedimento de quelacdo de ions cuprico, o extrato bruto etandlico testado néo
demonstrou tal capacidade. Para o procedimento de inibicdo da enzima tirosinase, o
extrato bruto etandlico testado, apos 30 e 60 minutos apresentou-se inibicdo de 38 e 48%

respectivamente.

Palavras-chave: H. Stigonocarpa, compostos fenolicos, antioxidantes, radical livre, EROg
ABSTRACT: Determination of phenolic content and evaluation antioxidant activity

and inhibition of tyrosinase JATOBA (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne).
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Jatoba species are traditionally used to treat various diseases. Chemotaxonomic studies
have linked the genus Hymenaea as a potential source of phenolic compounds, tannins,
flavonoids, which have biological properties of defenses against herbivory, color of flowers,
fruits and above all highlights the antioxidant activity. There are approximately 15 species
in the genus Hymenaea. Of these 13 species occur in Brazil. The species H.
Stigonocarpa, which occurs in the semi deciduous forest reaches up to 30m high. The
botanical material (leaves) were harvested from trees in the savannah area of
environmental preservation on campus FESURYV - University of Rio Verde - GO, dried in a
forced circulation oven at 42° C for 2 days. Subjected to extraction with hexane (hexane
crude extract), and extraction with absolute ethanol (ethanolic crude extract). The
determination of phenolic content was performed using the Folin Ciocalteau reagent, be
checking the crude ethanol extract (CEE) that had the highest concentration (235.7 ms-1
EAGg mg of gallic acid / g of SBS). In assessing the activity of radical pickup, using the
DPPH free radical, again the ethanolic extract showed higher antioxidant activity (IC50 =
19 £ 0.1 ppm). For the process of chelation of cupric ions, the crude ethanol extract tested
showed no such capability. For the process of inhibiting the enzyme tyrosinase, the crude
ethanol extract tested after 30 and 60 minutes presented inhibition of 38 and 48%
respectively.

Key words: H. Stigonocarpa, phenolic compounds, antioxidants, free radical, ROS

INTRODUCAO

A acdo dos compostos antioxidantes esta relacionada a diminuicdo de eventos
oxidativos que podem contribuir para patofisiologia de varias doencgas, que podem ser
prevenidas, com a ingestdo de antioxidantes presentes nas mais variadas frutas e
vegetais e em diversas quantidades. Dentre os compostos antioxidantes, destacam-se 0s

acidos fenolicos presentes nas formas livres ou complexadas (Rockenbach et al., 2008). E
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utilizado o meétodo de Folin-Ciocalteau para quantificar flavondides, antocianinas e
compostos fenolicos presentes nas amostras (Roesler, 2007).

Os radicais livres e outros oxidantes possuem um papel essencial responsavel pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas que acometem toda a populacdo. Um
radical livre € um grupamento atomo, ion ou molécula livre, e que contém um ou mais
elétrons desemparelhados em seu orbital mais energético. Alguns exemplos de espécies
de radicais livres sdo o0 oxigénio singlete, radical superédxido, radical hidroxila, oxido
nitrico, peroxinitrito, radical semiquinona (Souza et al., 2009; Roesler, 2007). Séo
moléculas instaveis altamente reativos. A sua ativacdo pode causar processos
traumaticos nos tecidos pelo desencadeamento de diversas cadeias de reag¢fes. Se um
radical reage com um néo radical, € produzido um novo radical livre (Cérdova & Navas,
2000).

As frutas citricas sdo conhecidas como fontes constituintes de antioxidantes que
apresentam varias agdoes benéficas ao ser humano, ajudam a diminuir incidéncia do
envelhecimento e doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como céancer,
doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais.
N&o existe uma unica fruta que contenha um alto teor de todos os compostos de
interesse. Para conhecer melhor a capacidade antioxidante de uma fruta, faz-se
necessario isolar e quantificar o maior numero de compostos bioativos presentes em
diferentes solventes, assim como também utilizar o maior nimero de métodos possiveis
para avaliar a sua atividade antioxidante (Duzzioni et al., 2010).

A melanina € o pigmento responsavel pela coloracdo da pele, possui peso
molecular alto, é de coloragédo castanho denso, quanto mais concentrado a quantidade de
melanina mais escura a cor da pele. A tirosina é um aminoacido essencial no processo
biossintético da melanina. A tirosina sofre atuacdo quimica da tirosinase, complexo

enzimético cuprico-proteico, sintetizado nos ribossomos e transferido, através do reticulo
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endoplasmatico para o aparelho de Golgi, sendo aglomerado em unidades envoltas por
melanossomas (Miot et al., 2009).

Atualmente os pesquisadores estdo em busca de novos agentes clareadores a fim
de melhorar a estética e auto-estima das pessoas. Os agentes clareadores podem agir
por diferentes mecanismos de acdo, mas todos ligados a producéo ou transferéncia de
pigmentos, ou seja: destruicdo seletiva dos melandcitos; inibicdo da formacédo de
melanossomas e alteracdo de sua estrutura; inibicdo da biossintese de tirosinase; inibicao
da formacao de melanina; interferéncia no transporte dos granulos de melanina; alteracao
guimica da melanina; degradacdo de melanossomas e querotindcitos (Gonchoroski &
Correa, 2005).

O Brasil possui cinco areas de grande abundancia de plantas nativas, estando
entre elas o bioma Cerrado (Neto & Morais, 2003).

As folhas de H. stigonocarpa, sao alternadas, compostas bifolioladas e pecioladas,
com estipulas caducas. Os foliolos sdo curtos peciolulados e subsésseis. O limbo mede
de 6 a 23,5 cm de comprimento e 3,5 a 7 cm de largura, eliptico a ovado-reniforme, de
pergaminoso a coriaceo, frequentemente com pontuacdes translicidas.

Levando-se em conta a importancia dos antioxidantes presentes na plantas, na
prevencao de danos oxidativos causados pelos radicais livres, este trabalho visa avaliar o
contetudo fendlico, atividade antioxidante, com potencial quelacdo do ion cobre Il e
inibicdo da tirosinase presente no extrato bruto da folha de jatoba do cerrado (Hymenaea

stigonocarpa Mart. ex Hayne).

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL
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Folhas de H. Stigonocarpa foram coletadas em Rio Verde, entre os meses de
novembro a fevereiro de 2011. O material foi identificado pelo Ecologista ambiental
Claudio Costa Barbosa, professor da Universidade de Rio Verde — GO, onde localiza-se a
area de cerrado de preservacdo ambiental, com as coordenadas 17° 47°17.85”S, 50°
57’57.65"0, elevacao 785m. As folhas de Jatoba foram identificadas no Herbario

Jataiense (HJ2852).

Preparo dos extratos brutos vegetais

Apéds a secagem em estufa de circulacéo forcada a 42°C por dois dias, folhas de H.
Stigonocarpa foram submetidas a extragdo com hexano, obtendo o extrato bruto hexanico
(E.B.H); compreendendo os compostos fendlicos de carater apolar. A seguir iniciamos a
extragcdo com etanol absoluto, obtendo o extrato etandlico bruto (E.E.B), compreendendo
0s compostos fendlicos de carater polar. Os extratos brutos foram concentrados. Todas

as etapas de extracdes foram conduzidas em evaporador rotatorio sob presséo reduzida.

Determinacado do conteudo de compostos fenélicos

O conteudo de compostos fendlicos no extrato bruto etandlico (E.B.E.) e no extrato
bruto hexanico (E.B.H.) foi realizado baseado no método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau (Meda et al., 2005), com algumas modificacoes.

Uma curva padrédo de acido galico (35 — 350 pg.mL™) em etanol foi utilizada para
guantificar o teor de compostos fendlicos.

SolucBes de 1000 pg.mL™ do EBH e EBE em etanol foram preparadas e aliquotas
de 0,1 kL foram adicionadas a 0,5 mL do reagente de Folin-Ciscalteau, e 2 mL de solucao
de bicarbonato de sodio a 15%. Apds um periodo de 2 horas, as observancias foram
medidas em 750 pm.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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Avaliacdo de atividade antioxidante

A acado antioxidante da H. Stigonocarpa foi analisada pela capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra captarem o radical livre DPPH (2,2 — difenil — 1 —
picrilhidrazina), conforme a metodologia descrita por Melo et al. (2006), e controle com
BHT. Diferentes volumes das solucdes de EBH e EBE a 200 pg.mL™ foramacionadas a 4
mL de uma solugdo da DPPH em etanol (20 pg.mL™). A solucéo foi mantida ao abrigo da
luz e, apds 30 minutos, sua observancia fou medida a 517 nm.

Todas as medidas foram feitas em triplicata.

Para avaliar a atividade captadora de radical, foi obtida a porcentagem de inibicéo,

conforme a equacéio:

Abs(Controle) —[ Abs(amostra) — Abs(compensacao)]
Abs(Controle)

X100

%DPPHseq =

Procedimento para Quelacdo de fons Clprico Cu?

Conforme descrito por Khatib (2005) com adaptacdes, para a quelacdo de ions
clprico Cu?*, foi preparado uma solucéo padrdo de acido Kéjico 1000 ppm uma solucéo a
1000 ppm do complexante sal diossédico ou do &cido Etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A.), solucao tampéao fostato (pH 6,8), solucdo de sulfato cuprico pentahidratado a
1000 ppm e solugdo do extrato bruto etandlico das folhas de jatoba a 1000 ppm. O
espectrofotdmetro foi ajustado para leituras de absorbéancia na faixa entre 260 a 500 nm,
com varredura de 5 em 5 nm, em triplicatas utilizando-se cubetas de quartzo. Inicialmente
500 pL da solucédo do extrato etandlico, 500 pL da solug¢do padrdo de acido kéjico e 2 mL
da solugcao tampéo fosfato (pH 6,8), foram incubadas. Em seguida realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro na faixa entre 260 a 500 nm. Apds essa leitura adicionou-se 100 uL da
solucao de sulfato cuprico pentahidratado, e realizou-se novamente a leitura na mesma

faixa de absorbancia e por fim adicionou-se 100 pL da solugdo do complexante E.D.T.A.
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e, entdo novamente fez-se a leitura também na mesma faixa de absorbancia, dessa forma
sendo possivel verificar a formacdo ou ndo de quelantes através das medidas de

absorbancia.

Procedimento para ensaio de inibigdo de tirosinase

Conforme descrito por Khatib (2005) com adaptacdes, a enzima tironase de
cogumelo e a L-tirosina foram adquiridos da Sigma Chemical e Vetec respectivamente. A
enzima tirosinase 2500 U/mL foi diluida em agua destilada para 100 mL de solucdo. As
demais solucbes foram: solugédo padrdo de &cido Kdjico 1000 ppm, solucdo de extrato
etandlico da folha de jatoba a 1000 ppm, solu¢édo tampéao fosfato pH 6,8 e solugéo de L-
tirosina a 2 mM. De forma geral, 500 puL de tampéao fosfato, 2 mL da enzima tirosinase e
50 pL da amostra da solucdo do extrato etandlico ou sem (etanol no lugar do extrato da
folha) e outra com o padréo acido kgjico, foram misturadas, obtendo-se assim 3 solucdes
testes separadas em triplicata. Depois de 5 minutos, adicionou-se 2 mL da solucdo 2 mM
de L-tirosina. O espectrofotbmetro foi ajustado para leitura em absorbancia a 475 nm,
para duas leituras em funcéo do tempo uma a 30 minutos e outra a 60 minutos.
Anélise Estatistica

Os resultados foram apresentados como médias e desvios padrao de trés ensaios
independentes. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR. Dados com p<0,05 foram

considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Hymenaea é reconhecido como fonte de compostos fendlicos, sendo que
a espécie objeto deste estudo, H. stigonocarpa apresentou consideravel quantidade desta
categoria de substancia. A determinacdo dos conteudos fendlicos presentes nas amostras

de extrato bruto hexanico e extrato bruto etandlico, foram feitas por meio de
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espectrofotometria no comprimento de onda a 750 nm, utilizando o método de Folin-
Ciocalteu com modificacGes. O teor de fendis totais foi determinado por interpolaces da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrbes de
acido galico e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por gramas de
extrato (Absorvancia = 0,0012 * mgEAg g™ — 0,0067; R? = 0,999).

Como se pode observar na Tabela 1, o extrato etandlico apresentou maior
guantidade de conteudos fendlicos em relacédo ao extrato hexanico. De acordo com Lima
e colaboradores (2004), os autores concluiram que o broto de feijdo-mungo possui
consideravel quantidade de fendlicos totais, onde a extracédo foi mais eficiente com o0 uso
de agua a temperatura ambiente. O extrato aquoso desse vegetal, com maior teor de
fendlicos totais, exibiu acdo antioxidante, proporcionando como a sua ingestao efeitos
benéficos para a saude. Observou-se uma relacdo positiva do conteudo fendlico se
comparada com 0s extratos brutos etanodlicos de frutos da planta H. courbaril (Calderon
José Contreras et al; 2010), T. brasilienses, C. macrophyllum, T. Fagifolia e Q. grandiflora
(Sousa et al., 2007).

Tabela 2. Teor de conteudos fendlicos do extrato bruto extraidos de folhas de Jatoba do

cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne).

Extrato bruto Fenois totais (mg EAG g %)
Extrato etandlico 235,7+1,9
Extrato hexanico 166,9 + 4,2

A concentracéao de 19,1+0,1 ppm da amostra do extrato etandlico bruto que causa
50% de inibicdo da concentracao inicial de DPPH, esta representada na Tabela 2, e
também a concentracdo de 60,7+0,6 ppm da amostra do extrato hexanico bruto que
causa 50% de inibicdo da concentracéo inicial de DPPH e para o BHT 181+ 6 ppm. De
acordo com a tabela 2, o extrato bruto etandlico, apresentou um maior poder de sequestro
do radical livre estavel DDPH, o que nos permite concluir que os fendlicos de maior

atividade antioxidante pertencem ao grupo dos fendlicos hidrossoluveis polares. O extrato
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bruto etandlico de folhas de jatoba tabela 2 apresentou maior capacidade de sequestro do
radical livre DPPH do que os extratos brutos etandlicos de folhas das plantas T.
brasiliensis, C. macrophyllum, T. fagifolia e Q. grandiflora respectivamente (Sousa et al.,
2007). Os dados obtidos para a atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre DPPH indicam que os compostos secundarios com atividade antioxidante
concentram-se preferencialmente nos extratos polares (etandlico e aquoso) das folhas de
Solanum paniculatum, provavelmente tendo como constituintes polifendis e flavondides
(Ribeiro et al, 2007). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
guelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao

do processo oxidativo (Souza et al., 2007).

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos brutos de folhas de Jatoba do cerrado
(Hymenaea stigonocarpa Mart.) necessaria para decrescer a concentracao inicial de

DPPH em 50 % (ppm).

Extrato bruto Quantidade do extrato bruto folha (ppm)
Extrato etandlico 19,1+0,1a
Extrato hexanico 60,7+0,6 b
BHT 181+6¢C

Letras minUsculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.
Ambos ao nivel 5% de significancia.
O éacido kojico 5 hidroxi- 2 hidroximetil - 4 pirona, € uma subtancia natural

produzida por fungos e bactérias, de propriedades antimicrobianas e com excelente poder
de quelacédo de ions cuprico (inativacdo da tirosinase) e consequentemente pela acao
inibitéria da formacdo da melanina. O poder inibitorio do acido kojico é do tipo competitivo,
ou seja, quela o ion cuprico do sitio ativo da enzima, provocando assim o desarme da
enzima tirosinase. Dessa forma nos permite deduzir que o poder inibitério apresentado

nesse trabalho de pesquisa com fendlicos extraidos de folhas de Jatoba do cerrado tem
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poder de inibicdo da tirosinase ndo competitivo segundo os dados da tabela 3. A
pigmentacdo da pele depende da natureza quimica da melanina, da atividade da
tirosinase nos melandcitos e da transferéncia da melanina aos queratindcitos vizinhos

(Gonchoroski & Correa, 2005).

Tabela 3. Efeito inibitério dos extratos brutos de folhas de Jatoba do Cerrado (H.

Stignocarpa Mart.)sobre a atividade da enzima tirosinase.

Enzima pura Enzima + extrato etandlico Enzima + acido
(Ativacéo) bruto folha (inibicao) kojico (inibicao)
Apos 60 minutos 100 % a 48 % b 2% cC

Letras minUsculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.
Ambos ao nivel 5% de significancia.

CONCLUSAO

Os estudos realizados com o extrato bruto etandlico e hexanico, obtidos das folhas
de Jatoba do cerrado, demonstraram que o conteddo de compostos fendlicos foi mais
elevado no extrato bruto etandlico o que explicaria a maior acdo captadora do radical livre
DPPH, por compostos fendlicos hidrossoliveis da classe de substancias polares,
provalmente tendo como constituintes polifendis e flavonoides.

Os resultados obtidos nesta pesquisa servirdo como referéncia para as futuras
investigacdes relacionadas a utilizacao de extratos vegetais de plantas do cerrado para o
tratamento de doencas relacionadas a hiperpigmentacdo da pele, uma vez que
clareadores de custo beneficio baixo como é o caso da hidroquinona, que requer
cuidados especiais na sua utilizacdo, por outro lado o acido kojico com acdo potente
clareadora e alto poder de inibicAdo da tirosinase, porém possui custo beneficio de
purificacéo altissimo.

O bioma cerrado com uma biodiversidade riquissima em fauna e flora vem sendo

descaracterizado a passos largos, correndo-se o risco de alguma espécie vegetal ser
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extinta sem ao menos de se conhecer o seu verdadeiro potencial fitoquimico com poderes

de curas de doencas.
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CONCLUSAO GERAL

Os estudos realizados com o0s extratos brutos etandlico e hexanico, obtidos das folhas de
jatoba do cerrado, demonstraram que a concentracdo de compostos fendlicos foi mais
elevada no extrato bruto etandlico; o que explicaria a sua maior acao captadora do radical
livre DPPH e com poder inibitério sobre a enzima tirosinase.

Isto indica a presenca de polifendis hidrossollveis polares no extrato bruto etandlico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Extrair taninos hidrossoluveis da resina, folhas e fazer procedimento de quelacdo com

ions cupricos e procedimentos inibitérios da enzima tirosinase.



