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FIGUEIREDO, Patricia Aparecida. Avaliacdo do potencial antioxidante, citotéxico
e fotoprotetor de extratos de Hymenaea courbaril L. e Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne. 2014. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias). - Faculdade de
Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Assis,
2014.

RESUMO

Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa sao plantas medicinais nativas do
Brasil. Conhecidas popularmente como “jatoba” sado utilizadas largamente na
medicina popular para o tratamento de varias enfermidades, tais como problemas
respiratérios, inflamacgdes, dores no estbmago, e como cicatrizante. Essas espécies
apresentam potencial valor terapéutico em virtude da presenca de diversos
metabdlitos secundarios como flavonoides e terpenoides. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antioxidante e fotoprotetora dos extratos
hidroetandlicos e metandlico de partes vegetais (folhas, frutos casca, polpa e
sementes) de H. courbaril e H. stigonocarpa, bem como determinar seu conteudo de
fendis e flavonoides totais.Além disso, foi avaliado também a citotoxicidade do
extrato hidroetandlico da semente de H. coubaril. A atividade antioxidante dos
extratos foi realizada pelos testes do sequestro de radicais livres, usando o DPPH
(2,2-difenil-1-picril hidrazil), pelo teste do poder antioxidante de reducdo do ferro
(FRAP) e pelo ensaio da capacidade de absor¢ao do radical oxigénio (ORAC-FL). O
teor de fendis e flavonoides totais foram determinados por métodos
espectrofotométricos. A citotoxicidade do extrato hidroetandlico da semente de H.
courbaril sobre células de melanoma murino (B16F10-Nex2) foi investigado pelo
teste da viabilidade celular utilizando o método de exclusdo do corante azul de
Tripan. O fator de fotoprotecéo solar (FPS) foi determinado por método in vitro. Os
resultados demonstraram que, exceto os extratos das polpas, todos os extratos de
ambas as espécies apresentaram atividade antioxidante para os testes DPPH e
FRAP, sendo que o extrato hidroetandlico da semente de H. coubaril apresentou
maior atividade antioxidante com EC50=149,43ug/mL para o teste do DPPH e
3073,51+66,73 uM Equivalente Trolox (ET) /g de extrato para o teste FRAP. O
extrato hidroetandlico da folha de H. stigonocarpa apresentou maior potencial
antioxidante (0,56 Equivalente Trolox) para o teste ORAC-FL. O extrato
hidroetandlico da semente de H. coubaril apresentou maior teor de fendis e
flavonoides totais (464,34+04,62 e 442,25+18,03 respectivamente). Quanto a
determinagcao do FPS das emulsdes contendo apenas o extrato, maior valor foi
observado para a emulsao do extrato hidroetandlico da semente de H. coubaril
(2,20). Com relacédo ao teste de citotoxicidade os resultados demonstraram que o
extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril induziu a morte celular, o qual na
concentragdo de 50pg/mL reduziu em mais de 50% o numero de células de
melanoma murino B16F10-Nex2 para a periodo de 24h e 91% para o periodo de
48h de exposicdo. Os resultados do presente estudo indicaram que o extrato
hidroetandlico da semente da espécie H. courbaril apresentou alta atividade
antioxidante nos testes DPPH e FRAP, assim como a presenga de compostos
fendlicos. Além disso, demonstrou também atividade citotdxica, tornando-se assim
uma importante fonte de compostos com atividade biolégica.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Jatoba. Atividade antioxidante. Fotoprotecgao.
Citotoxicidade.



FIGUEIREDO, Patricia Aparecida. Evaluation of antioxidant, cytotoxic and
photoprotective potential of Hymenaea courbaril L. and Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne extracts. 2014. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias). - Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Assis, 2014.

ABSTRACT

Hymenaea courbaril and Hymenaea stigonocarpa are native medicinal plants of
Brazil. Popularly known as "jatoba-da-mata" and "jatoba-do-cerrado" are widely used
in folk medicine to treat various diseases, the different parts of the plants in the form
of tea or syrup are used to treat respiratory problems, inflammation, stomach pain,
and how healing. These species have potential therapeutic value due to the
presence of various secondary metabolites such as flavonoids and terpenoids.
Therefore, the objective this study was to evaluate the antioxidant and
photoprotective activity of the hydroethanolic and methanolic extracts from plant
parts (leaves, fruit rind, pulp and seed) of H. courbaril and H. stigonocarpa, as well as
their content of total phenols and flavonoids. Moreover, it was also evaluated the
cytotoxicity of the hydroethanolic extract from seeds of H. coubaril. The antioxidant
activity of the extracts was performed by free radical scavenging using DPPH (2,2-
difenil-1-picril hidrazil), antioxidant power reduction of iron (FRAP) and the Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC-FL) assays. The content of total phenols and
flavonoids was determined by spectrophotometric methods. The cytotoxicity of the
hydroethanolic extract from seeds of H. coubaril on murine melanoma (B16F10-
Nex2) cells was investigated by cell viability test using the Trypan blue dye exclusion
method.The sun protection factor (SPF) was determined by in vitro method. The
results showed that, except for pulp extracts, all extracts of both species showed
antioxidant activity for DPPH and FRAP assays, and the hydroethanolic extract from
seeds of H. coubaril presented the highest antioxidant activity with EC50 = 149.43ug/
mL for DPPH assay and 3073.51 £ 66.73 uM Trolox Equivalent (TE)/ g extract for the
FRAP assay. The hydroethanolic extract from leaf of H. stigonocarpa showed the
highest antioxidant potential (0.56 Trolox equivalente) for the ORAC-FL assay. The
hydroethanolic extract from seeds of H. coubaril showed the highest content of total
phenols and flavonoids (464.34 + 04.62 and 442.25 + 18.03 respectively). Regarding
FPS of emulsions containing only the extract, the highest value was observed for the
emulsion of hydroethanolic extract from seeds of H. coubaril (2.20). With respect to
the cytotoxicity assay, the results showed that the hydroethanolic extract from seeds
of H. courbaril induced cell death, in which the concentration of 50ug/mL reduced
more than 50% the number of cells of murine melanoma B16F10-Nex2 for the period
24h and 91% for the period of 48h exposure. The results of this study indicated that
the hydroethanolic extract from seed of the specie H. courbaril showed high
antioxidant activity in DPPH and FRAP assays, as well as the presence of phenolic
compounds. Moreover, it also showed cytotoxic activity, thus becoming an important
source of compounds with biological activity.

Keywords: Medicinal plants. Jatoba. Antioxidant activity. Photoprotection.
Cytotoxicity.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas pelo homem para fins medicinais € milenar, ha
registros que datam 1500 a. C., como no manuscrito egipcio “Ebers Papyrus”, onde
continha informagdes sobre prescricdes médicas e de drogas, sendo algumas
espécies utilizadas até hoje entre elas, Ginseng (Panax spp.) e Cassia spp. (FIRMO
et al.,, 2011). Ao longo da histéria, a humanidade foi utilizando e modificando os
recursos naturais em seu proprio beneficio e assim, foi descobrindo as propriedades
curativas e toxicas das plantas (DEVIENNE et al.,2004).

A comprovacao cientifica dos efeitos terapéuticos das plantas tem despertado
o interesse dos pesquisadores, na busca por mecanismos alternativos para o
tratamento, cura e prevencdo de diversas doencgas, pois a maioria das plantas
medicinais sio utilizadas com base no conhecimento popular, carecendo de estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos, além da identificacdo dos compostos responsaveis
por tais atividades (MACIEL et al., 2002).

Sao varias as utilidades dos produtos naturais, sejam como suplementos na
alimentacao, intermediarios usados nas industrias farmacéuticas e de cosméticos
(MOTANARI e BOLZANI, 2001), ou ainda, utilizados in natura, sendo as plantas
consideradas uma das principais fontes de compostos biologicamente ativos. No
decorrer dos anos, o estudo destes produtos tem contribuido enormemente para o
desenvolvimento de diversos farmacos com importantes aplicacbes terapéuticas e
muitos utilizados na medicina moderna, onde grande parte sao derivados direta ou
indiretamente de plantas superiores (CRAGG e NEWMAN, 2013).

No entanto, apesar de toda importancia atribuida as plantas, o seu potencial €
ainda pouco explorado. O Brasil € o pais com maior biodiversidade do mundo,

abriga aproximadamente 20% de toda a biodiversidade do planeta, isto inclui cerca
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de 50.000 espécies de plantas, tornando-o uma fonte potencial de novas
substancias com ag¢des farmacoldgicas (OLIVEIRA et al., 2012).

Nesse sentido foi escolhida para a realizagdo deste estudo duas espécies
nativas do Brasil, Hymenaea courbari e Hymenaea stigonocarpa conhecidas
popularmente como jatoba. Alguns trabalhos cientificos tém demonstrado o potencial
destas espécies para a industria civil, farmacéutica e de alimentos (Vieira e Martins,
2000; Silva et al., 2001; Souza e Felfili, 2006).

Diante do potencial boténico do Brasil e da necessidade de se encontrar
novas evidéncias de atividade bioldgica, buscou-se realizar um trabalho que viabilize
um maior conhecimento das espécies existentes no pais, especificamente das
espécies de Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo analisar a atividade antioxidante e fotoprotetora dos
extratos das folhas, cascas dos frutos, polpas e sementes de Hymenaea courbaril e
Hymenaea stigonocarpa, além de avaliar também a atividade citotdéxica do extrato

hidroetandlico da semente de H. courbaril.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas com atomos que contém um
elétron ndo emparelhado na ultima camada eletrdnica, fato que os tornam instaveis
e altamente reativos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL,1991). Eles
sdo gerados por fontes enddgenas ou exogenas, sendo as fontes endogenas
relacionadas as reagdes metabdlicas como a oxidagcao nas mitocéndrias durante a
respiragao celular, a fagocitose durante o processo inflamatério e a atividade de
enzimas como oxidases, lipoxigenases e peroxidases. Ja as fontes exdgenas séo: a
poluicdo do ar, utilizagdo de medicamentos, pesticidas, tabagismo, dieta alimentar e
radiagdo ultravioleta (SOARES, 2002; BIANCHI e ANTUNES, 1999; HIRATA et al.,
2004).

Os radicais livres oriundos de fontes enddégenas sé&o constantemente
formados no organismo humano durante processos metabdlicos, atuando na
regulacdo de mecanismos relacionados a processos como resposta imune,
proliferacdo celular, inflamagcdo e morte celular, em reagdes bioquimicas,
desempenhando assim fungbdes importantes no metabolismo (JENSEN, 2003;
VALKO et al., 2006; DEMPLE, 2010; PINHO et al., 2010; REUTER et al., 2010).
Entretanto, quando os radicais livres estdo em excesso e ha uma deficiéncia no
sistema protetor, ocorre um desiquilibrio entre pré-oxidante/antioxidante,
caracterizando o estresse oxidativo (REUTER et al., 2010; RASHID et al., 2013).

Entre os principais radicais livres estdo os metais de transigdo e as espécies
derivadas do oxigénio. Os radicais livres sdo denominados de “Espécies reativas de
oxigénio” (EROs), pois a maioria deriva dele e os que nao derivam do oxigénio sao

chamados de “Radicais Livres de Oxigénio”. As EROs estdo divididas em dois
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grupos, os radicalares: superdoxido (O27"), hidroperoxila (HO™2), hidroxila (OH’),
oxigénio singlete ('O2); e os n&o radicalares: acido hipocloroso e peroxido de
hidrogénio (H202) os quais se referem a moléculas derivadas do oxigénio e que séo
capazes de gerar radicais livres (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BIANCHI e
ANTUNES, 1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; BARREIROS et al., 2006).

O estado de estresse oxidativo e seus reativos podem causar danos e
alteracdes nas células, pois os mesmos tém meia-vida muito curta, o que dificulta o
sequestro desses in vivo (BARREIROS, et al., 2006), eles agem sobre os
componentes celulares, inativando proteinas ao oxidarem seus grupamentos
sulfidrilas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), se ligando aos acidos nucléicos que
acarretam em aberracbes cromossOmicas danificando o DNA, danificam
membranas, desencadeando reacdes de oxidagcdo que afetam a sua estrutura e
integridade funcional (SOARES, 2002; VALKO et al.,, 2006). Entre as doencgas
associadas as espécies reativas de oxigénio, estdo doengas do coragido, doengas
relacionadas ao envelhecimento, como Alzheimer e doenga de Parkinson,
asterosclerose e carcinogeneses (GIASSON et al., 2002; PINHO et al., 2010; WANG

et al.,, 2013; STRATHEARN et al, 2014).

Cancer

De acordo com estimativas da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer, da Organizagao Mundial de Saude, 8,2 milhdes de pessoas morreram de
cancer em todo o mundo, no ano de 2012 (WHO, 2014). No Brasil, estima-se para o
ano de 2014, a ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos casos de cancer,

incluindo os casos de cancer de pele nao melanoma (INCA, 2014).
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Cancer é um nome genérico dado a um grande conjunto de doengas que tem
em comum o crescimento descontrolado de células transformadas, as quais
invadem tecidos e o6rgaos, podendo afetar qualquer parte do corpo (INCA, 2014;
Harput et al., 2012). Os diferentes tipos e denominag¢des de cancer ocorrem em
funcéo dos varios tipos de células do corpo, se ele tem inicio no tecido epitelial por
exemplo, recebe o nome de carcinoma, caso se inicie em tecidos conjuntivos é

chamado de sarcoma (INCA, 2014).

A ciéncia enfrenta ainda muitos obstaculos para a cura do cancer. Um dos
principais problemas € a resisténcia adquirida pelas células tumorais em relagao aos
agentes quimioterapicos utilizados atualmente, além disso, eles apresentam muitos
efeitos adversos o que prejudica o tratamento (SARASWATHY e GONG, 2013;
RAVISHANKAR et al., 2013). Diante disso, pesquisadores tem buscado fontes
alternativas para o tratamento do cancer, como os produtos naturais, principalmente
os de origem vegetal (STEENKAMP e GOUWS, 2006; ASSAF et al.,, 2013). A
sintese de substancias fundamentada nos agentes naturais com propriedades
antitumorais, principalmente os alcaloides, tem-se mostrado promissora no
desenvolvimento de novas drogas para o uso clinico, como por exemplo, as drogas
anticancer desenvolvidas a partir dos alcaloides da vinca, vincristina e vimblastina, e

o isolamento do composto citotéxico podofilotoxina (CRAGG e NEWMAN, 2005).

Radiacéao solar e cancer de pele
O sol emite diversos tipos de radiacao e, dentre estes, destaca-se a radiacao
ultravioleta por exercer efeitos significativos sobre a pele. Ela € composta por 3

faixas de comprimentos de onda: UVA (320-400nm), UVB (290-320nm) e UVC (100-
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290nm), sendo esta ultima absorvida antes mesmo de atingir a superficie terrestre
(JANSEN et al., 2013).

A radiacao solar apresenta efeitos benéficos e maléficos a saude, sendo que
o fator determinante de sua acdo € a quantidade de radiacdo e o tempo de
exposi¢cao. Entre os fatores benéficos, destaca-se a estimulagdo da formagédo de
vitamina D3, a qual é importante na fixacdo de calcio nos ossos. Além disso, atua
também no funcionamento do sistema imunolégico (MARQUES et al., 2010;
CASTRO, 2011). Com relacdo aos efeitos maléficos, muitos estudos tem
demonstrado que os danos no DNA causados pela exposi¢ao crénica aos raios UV
estd associada a fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento, levando a formagao de
diversos tipos de canceres de pele incluindo melanoma, carcinoma basocelular e
espinocelular (AFAQ, 2011, CESTARI et al., 2012, JANSEN et al., 2013; AGBAI et
al., 2014), além disso, outro efeito relacionado a radiagédo € a formagao de espécies
reativas de oxigénio, as quais sao extremamente danosas as moléculas essenciais
ao organismo como lipidios, proteinas e DNA (AFAQ, 2011; BALOGH et al., 2011).

O DNA é um alvo da radiacdo ultravioleta devido a sua estrutura molecular
que absorve radiacbes nessa faixa espectral. A radiagdo induz modificagbes
fotoquimicas nas pirimidinas resultando em dimeros de ciclobutano e outros
subprodutos, isso leva a mudangas estruturais na hélice do DNA, interrompendo
assim o processo de replicagdo (BALOGH et al., 2011, RAZA et al., 2013). As
células possuem sistemas de defesa, como por exemplo, a fotorreativagao
enzimatica, processo no qual enzimas por meio de reagdes fotoquimicas restauram
a estrutura do DNA, entretanto, quando a exposi¢ao a radiagao ultravioleta é
prolongada esses sistemas se tornam ineficientes (FRIEDBERG, 1999). Em alguns

casos pode resultar na morte celular, porém, pode também ocorrer um silenciamento
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génico como por exemplo de genes supressores de tumor o que resultara na
formagdo de melanoma (CHOULDHARI et al., 2014).

O cancer de pele € um dos tipos de canceres mais frequente no Brasil.
Representa aproximadamente 25% dos casos registrados no pais, sendo o
melanoma o responsavel pelo maior indice de mortalidade devido ao dificil

prognostico dessa doencga (INCA, 2014).

Antioxidantes

Muitos estudos tém demonstrado a importancia do consumo de alimentos
ricos em antioxidantes, pois estes diminuem os riscos a varias doengas nas quais o
estresse oxidativo esta relacionado como cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (REZAIRE et al., 2014), sendo os vegetais reconhecidos como
importante fonte de antioxidante e os compostos fendlicos um dos principais grupos
responsaveis por esta propriedade (RICE-EVANS et al., 1997; BOUDET, 2007).

Os antioxidantes sao definidos como substancias que, em baixa concentragao
quando comparadas a do substrato oxidavel, inibem ou previnem a oxidagao de um
substrato de maneira eficaz (SIES e STAHL, 1995). A atividade antioxidante de um
composto € influenciada por diversos fatores como a concentracdo do composto,
seu potencial como agente doador de elétron ou hidrogénio, sua reatividade com
outros antioxidantes, seu potencial de quelagado de metais de transicdo entre outros
(RICE-EVANS et al., 1997).

Os antioxidantes atuam sobre diferentes mecanismos de defesa, os quais tem
a funcao de inibir ou reduzir os danos causados pela agao das espécies reativas e,
de acordo com determinado mecanismo, podem ser considerados antioxidantes

primarios, quando atuam bloqueando reagbes em cadeia por meio da doagao de
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elétrons ou hidrogénio as espécies reativas, ou antioxidantes secundarios quando
atuam retardando a etapa de autoxidacéo, por meio de complexacdo com metais e
decomposicéo de hidroperoxidos a espécies n&o radicalares (RAMALHO e JORGE,
2006; LUZIA e JORGE, 2009; DEL RE e JORGE, 2012,). Outros mecanismos
incluem a reparagao de lesdes causadas pelas espécies reativas, corrigindo danos
no DNA e reconstituindo membranas celulares, ou ainda um aumento da sintese de
enzimas antioxidantes como uma resposta do organismo (BIANCHI e ANTUNES,
1999).

Eles podem ser classificados em sistemas antioxidante enzimatico e nao
enzimatico. Entre os antioxidantes enzimaticos temos a superdoxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase. A superdxido dismutase catalisa a conversao do
anion superéxido a peroxido de hidrogénio, a catalase e a glutationa peroxidase
atuam com o mesmo propdsito o de reduzir o acumulo de peréxido de hidrogénio, no
qual a catalase converte o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua e a glutationa
peroxidase catalisa a redugdo do perdxido de hidrogénio a agua (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; BIANCHI e ANTUNES, 1999; BARREIROS et al., 2006; LU,
2013; PANDYA et al., 2013). A acao destas enzimas € de grande importancia visto
que o perdxido de hidrogénio por meio das reagdes de Fenton e Haber-Weiss na
presencga dos metais cobre e ferro resulta na producéo do radical hidroxila (JENSEN,
2003; BARBOSA et al, 2010).

Em adicao ao sistema enddégeno de defesa temos o sistema ndo enzimatico
composto principalmente por antioxidantes de origem dietética, entre eles, vitaminas,
minerais e compostos secundarios (CERQUEIRA et al., 2007). As vitaminas (C e E)
por meio de doagao de hidrogénio convertem espécies reativas em espécies mais

estaveis, os minerais (zinco) inibem a NADPH-oxidase, enzima esta, envolvida na
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producdo de espécies reativas e atuam como cofator da enzima antioxidante
superéxido dismutase, os carotendides (beta-caroteno, alfa-caroteno e licopeno),
atuam sobre oxigénio singlete impedindo assim reagdes de propagacdo da
peroxidacéo lipidica e compostos fendlicos (flavondides), os quais podem atuar em
sinergismo na protecdo das células e tecidos (BIANCHI e ANTUNES, 1999;

BARBOSA et al., 2010, DEL RE e JORGE, 2012, ABBAS et al., 2014).

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
constituinte de uma grande variedade de vegetais. Eles sao originarios do
metabolismo secundario das plantas, principalmente por duas rotas metabdlicas: a
via do acido chiquimico e a via do acido maldnico, sendo a via do acido chiquimico
responsavel pela sintese da maioria dos polifendis em plantas (Figura 1) (SIMOES
et al.,2001; TAIZ e ZEIGER, 2004).

O teor e o perfil dos compostos fendlicos podem ser influenciados por
diversos fatores como espécie, estagio de crescimento da planta e estresse
ambiental (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Esses compostos atuam na adaptacéao
da planta a condi¢gdes de estresse ambiental, como alteragdes climaticas, radiacao
ultravioleta e herbivoria, além de desempenharem um importante papel como
atrativo de polinizadores e dispersores de frutos (TAIZ e ZEIGER, 2004; CHEYNIER

et al., 2013).

Os compostos fendlicos possuem pelo menos um anel aromatico, tendo como
substituintes grupamentos hidroxilas (SOARES, 2002; MALACRIDA e MOTTA,
2005). Podem ser encontrados na forma livre ou conjugada; quando conjugados se

encontram frequentemente sob a forma de ésteres ou amidas (MIRA et al, 2008).
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Esses compostos s&o classificados de acordo com o numero de anéis fendlicos que
possuem e do tipo de elementos estruturais que se ligam a estes anéis ou entre
eles, sendo classificados em acidos fendlicos, estilbenos, acidos hidroxicinamicos,

flavonoides entre outros (SIMOES et al., 2001)
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Figura 1. Rota biossintética dos compostos fendlicos.

Dentre os compostos fendlicos destaca-se os flavonoides, que estao
amplamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores das plantas (HEIM et
al, 2002). Os flavonoides apresentam uma estrutura basica (C6-C3-C6) constituida
de dois anéis aromaticos e ligados por um anel pirano (RICE-EVANS, 2004) (Figura

2). Frequentemente ocorrem como agliconas livres ou glicosideos conjugados
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(RAVISHANKAR et al., 2013), a glicagdo leva a uma maior solubilidade em agua

permitindo assim o armazenamento no vacuolo (RICE-EVANS, 2004).

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides (SIMOES et al., 2001).

De acordo com as substituicbes em sua estrutura eles podem ser divididos
em varias classes tais como, flavondis (quercetina), flavonas (rutina), flavandis
(catequina), flavanonas (naringenina), isoflavonas (genisteina) e antocianinas

(cianidina) (Figura 3) (SCALBERT et al., 2005).

Flavonas

Figura 3. Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides (MARCO et al., 2008).
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Uma caracteristica interessante dos flavonoides € sua capacidade de
absorcao da radiagdo ultravioleta, protegendo assim as plantas contra os danos
causados por essa radiagdo (HARBORNE e WILLIAMS, 2000). Além disso, eles
atuam também na protecédo das plantas contra micro-organismos, insetos e outros
animais herbivoros, e também na relacdo harménica de insetos e plantas por meio
da atragéo de insetos polinizadores (HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

Os efeitos benéficos dos flavonoides a saude residem na sua capacidade
antioxidante por meio da transferéncia de elétrons as espécies reativas de oxigénio,
na capacidade queladora de metais e inibidora de enzimas oxidantes, além de ativar
enzimas antioxidantes (HEIM et al., 2002). Muitos estudos tém demonstrado os
efeitos dos flavonoides sobre os sistemas bioldgicos, tais como atividade anti-
inflamatdria, vasodilatadora, antiplaquetaria e antimicrobiana (COUTINHO et al.,

2009; WOODMAN, 2009, FENG et al., 2012, FU et al., 2013).

Género Hymenaea

O género Hymenaea é composto atualmente por 14 espécies distribuidas
desde o México até a América do Sul podendo ser encontrada também na costa
leste da Africa. No Brasil ocorrem 12 espécies (PESTANA, 2010). Esse género é
caracterizado entre as leguminosas como um fruto indeiscente, volumoso, cilindrico
ou achatado e apresenta arilo farinaceo (BARROSO et al., 1999).

As espécies deste género sao conhecidas por produzirem resinas, muito
utilizada na fabricagao de vernizes, cola, incenso e remédios caseiros (BEZERRA et
al., 2013; MARANHAO et al., 2013). Estas resinas sao ricas em terpenos e estes sao
encontrados de acordo com o 6rgao de producao. Sesquiterpenos sao encontrados

na resina presente nas folhas, enquanto no tronco e raizes de arvores maduras a
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resina € constituida principalmente por diterpenoides (CUNNINGHAM et al., 1973;
TAMAYO et al., 2008, NOGUEIRA et al., 2001).Suas espécies fornecem uma
madeira de excelente qualidade, utilizadas na fabricagdo de mobilias e barcos. Além
disso, sao utilizadas também na recuperacao de areas degradadas, devido a pouca
exigéncia com relacéo a fertilidade e umidade do solo, a polpa farinacea do fruto &
empregada na produgdo de farinhas, doces, bebidas e biscoitos, pois apresenta
elevada capacidade de absorgdo de agua além de alto teor de fibras ricas em
substancias antioxidantes (MATUDA e NETTO, 2005; TAMAYO et al.,, 2008;

BEZERRA et al., 2013).

As espécies de Hymenaea sao utilizadas também para o tratamento de varias
enfermidades. As diferentes partes das plantas sob a forma de cha ou xarope sao
utilizadas para tratamento de problemas respiratérios, inflamagdes, dores no

estdmago e como cicatrizante (SILVA et al., 2012).

Hymenaea courbaril L.

A espécie H.courbaril apresenta porte arbéreo de cerca de 15m de altura,
possui tronco cilindrico e reto com aproximadamente 2m de diametro; casca lisa,
dura e cinzenta; folhas alternadas e pecioladas, flores em paniculas e frutos
indeiscentes, medindo de 10 a 20cm de comprimento (JAYAPRAKASAM et al.,

2007).

Em H. courbaril var stilbocarpa foi encontrado dois diterpenos no extrato da
casca da semente, os quais apresentaram atividade biolégica (NOGUEIRA, et al.,
2001). Além disso, foram isolados desta mesma espécie os compostos biscumarinas
(hymenaina e ipomopsina), os quais apresentaram atividade sequestradora de

radicais livres (SIMOES, 2009), acidos isolados do fruto (crotomaclina, acido labda-
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13E-en-8-0l-15-6ico e acido (13E)-labda 7, 13 dien-15-6ico) apresentaram atividade
anti-inflamatdria por meio de inibigdo das enzimas ciclooxigenases e da peroxidagao

lipidica (JAYAPRAKASAM, et al., 2007).

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne

A espécie Hymenaea stigonocarpa é conhecida popularmente como jatoba-
do-cerrado, podendo ser encontrada na Caatinga e Cerrado, ocorrendo em solos de
fertilidade quimica baixa e secos (CARVALHO, 2007). Esta espécie apresenta porte
arbéreo de cerca de 9m, tronco tortuoso com 30 a 50cm de didmetro, as cascas
medem até 3cm de espessura apresentando coloracdo pardo-avermelhada, as
folhas sédo alternadas, compostas com 2 foliolos glabros medindo de 8 a 15cm, o
fruto € um legume seco, marrom de 6 a 18cm com polpa farinacea amarelada.

(CARVALHO, 2007; LORENZI, 2002).

Na medicina popular, diversas partes da H. stigonocarpa (casca do caule,
fruto, resina e polpa do fruto), sdo utilizadas para o tratamento de disturbios
respiratorios, anemia, sinusite, ulcera, asma e diarreia, sdo empregadas ainda, como
cicatrizante, fortificante, estimulante de apetite, expectorante, anti-inflamatério e

vermifugo (VIEIRA e MARTINS, 2000; SOUZA e FELFILI, 2006).

Estudos fitoquimicos e da atividade biolégica de H. stigonocarpa ainda sao
insipientes, porém, atividades como antioxidante, antitermitica, gastroprotetora e
antidiarreica tém sido demonstrada para esta espécie (MARANHAO et al., 2013;
ORSI et al, 2012). Além disso, um estudo realizado por Silva et al. (2001)
demonstrou que a farinha do fruto desta espécie é rica em fibra alimentar, com

predominancia de fibras insoluveis.
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Atividade antioxidante e fotoprotetora de espécies de Hymenaea (jatoba).

Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antioxidante e fotoprotetor de
diferentes extratos das partes (folhas, casca do fruto, polpa e semente) das plantas H.
courbaril e H. stigonocarpa, duas espécies utilizadas na culinaria ¢ medicina popular
brasileira. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH, FRAP e ORAC-FL. O
contetido de fendis totais e flavonoides totais foram avaliados por métodos
espectrofotométricos. O fator de protecao solar (FPS) das emulsdes contendo extrato foram
determinados por espectrofotometria no ultravioleta. A maior atividade antioxidante foi
detectada no extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril, tanto para o teste do DPPH
(78,94% e EC50=149,43 pg/mL) como para o teste FRAP (3073,51 uM Equivalente Trolox/g
de extrato). Para o teste ORAC-FL maior potencial antioxidante foi obtido no extrato
hidroetanolico da folha de H. stigonocarpa (0,56 equivalente trolox). O extrato hidroetandlico
da semente de H. courbaril apresentou maior conteudo de fendis totais (464,34mg
Equivalente Acido Galico/g de extrato seco) e flavonoides totais (442,25mg Equivalente
Rutina/g de amostra). Os extratos das polpas de H. courbaril e H. stigonocarpa nao
apresentaram atividade antioxidante. Nenhuma das emulsdes contendo os extratos
apresentaram FPS significativo. Os resultados sugerem que a espécie H. courbaril pode ser
considerada uma fonte de compostos fendlicos, além de possuir propriedades antioxidantes de

interesse farmacologico.

Palavras-chave: plantas medicinais, compostos fenolicos, fator de protecao solar, H. courbaril

e H. stigonocarpa
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1. Introducao

O género Hymenaea ¢ composto por quatorze espécies, das quais doze ocorrem em
diferentes biomas Brasileiros. A maioria das espécies deste género apresenta valor
econdmico, principalmente devido a alta qualidade da sua madeira, resinas, cascas e frutas
comestiveis (Rizzini, 197; Lorenzi, 2002). Os frutos apresentam polpa farinidcea e sao
bastante apreciados pelas populagdes rurais ¢ também sdo comercializados em mercados e
feiras populares, sendo consumidos in natura ou na forma de geleia, licor, farinha para bolos,
paes e mingaus (Macedo, 1992; Silva et al., 2001). Além de utilizagdo como alimento este
género destaca-se pelo seu emprego na medicina popular para o tratamento de anemia,
diarreia, ulcera, complicacdes gastricas, problemas renais € pulmonares, leucemia, problemas
de prostata e debilidade fisica (Tamayo et al., 2008; Medeiros et al., 2013).

Espécies do género Hymenaea s3o conhecidas popularmente como jatoba, e
atualmente inimeros trabalhos cientificos estdo sendo realizados com as mesmas,
demonstrando seu potencial tanto para industria civil, farmacéutica como para de alimentos
(Vieira e Martins, 2000; Silva et al., 2001; Souza e Felfili, 2006). Em particular para a espécie
H. courbaril, estudos tem demonstrado que esta espécic apresenta compostos como
flavonoides e diterpenoides em suas resinas, folhas, cascas do tronco, polpas do fruto e
sementes (Marsaioli et al. 1975; Nogueira et al., 2001; Abdel-Kader et al., 2002, Simdes,
2009). Quanto a acdo biologica foram descritas atividades como anti-inflamatoria,
miorrelaxante, inibidora da peroxidagdo lipidica e antioxidante, (Jayaprakasam et al, 2007;
Simdes, 2009; Bezerra et al., 2013).

Ja a espécie H. stigonocarpa apresenta poucos estudos, e estes ainda se encontram na
fase inicial para elucidagdo do seu potencial, em comparacdo com as outras espécies de
Hymenaea. Porém, os mesmos relatam a presenca de diferentes compostos em seus 6rgaos
vegetativos e reprodutivos como sesquiterpenos, flavonoides, acido eperuico e 4cido copalico
(Langenheim e Hall, 1983; Doménech-Carb¢ et al., 2009; Maranhdo et al., 2013). Quanto as
atividades biologicas avaliadas foi demonstrado potencial gastroprotetor, antielmintico,
antidiarreico e cicatrizante (Orsi, et al., 2012; Maranhao et al., 2013; Orsi et al., 2014)

Atualmente h4 crescente interesse em antioxidantes naturais, presentes em plantas
medicinais ¢ alimentares (Al-Jaber et al., 2011; Krishnaiah et al., 2011; Skrovankova et al.,
2012; Abbas et al., 2014), pois estes compostos previnem as células contra danos causados
pelo estresse oxidativo, ou seja, quando ha uma producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio comparadas a produgdo de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,

preservando assim sua integridade funcional (Rashid et al., 2013; Zhang et al., 2014). A
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producdo dos radicais livres tem origem do metabolismo celular (Bianchi e Antunes, 1999,
Valko et al., 2006; Rao et al., 2011; Choudhari et al., 2014) e pode também ser originados por
fatores ambientais como a exposi¢do a raios ultravioleta (Barreiros et al., 2006; Kryston et al.,
2011). Desta forma, os antioxidantes auxiliam diminuindo o risco a varias doengas associadas
ao estresse oxidativo como doencas cardiovasculares, inflamatdrias, neurodegenerativas,
envelhecimento precoce e cancer (Ferreira e Matsubara, 1997; Sanders ¢ Greenamyre, 2013;
Scalbert et al., 2005).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e fotoprotetor
das espécies H. courbaril e H. stigonocarpa, além de determinar o teor de fendis e

flavonoides totais.

2. Material e Métodos

2.1.Reagentes

Os reagentes utilizados nos testes antioxidantes, Trolox (6-hidrox-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido  carboxilico), DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil), TPTZ (2,4,6 -
tripiridil-s-triazina), AAPH (dihidrocloridrato do 2,2'-azobis-(2-metilpropanoamidina)) foram
comprados da Sigma (Alemanha). Todos os outros reagentes utilizados neste estudo foram de

grau de analitico.

2.2. Material Vegetal

As partes de Hymenae courbaril ¢ Hymenaea stigonocarpa foram coletadas em
Novembro de 2012 a Fevereiro de 2013 na regido do municipio de Assis (H. courbaril -
22°39°00,66°S e 50°26°15,86°°0, altitude 845m; H. stigonocarpa - 22°37°18,01°’S e
50°27°28,89°°0, altitude 941m), Sao Paulo, Brasil. As partes das plantas (folha, casca do
fruto, polpa e semente) foram separadas, limpadas e secas em estufa com circulagdo de ar
(Cienlab, Brasil) a temperatura de 40°C e entdo trituradas em moedor elétrico (Cienlab, CE-

430, Brasil).

2.3. Preparagdo dos extratos

Os materiais secos e moidos (50g) de cada parte das espécies estudadas, foram submetidos
aos seguintes procedimentos de extracdo: (a) extragdo na propor¢do 1:10 (p/v) em solucdo
hidroetanolica 70%(v/v) por 24h sendo reextraido por mais 2 vezes. (b) extragdo na propor¢ao

1:10 (p/v) em metanol por 24h sendo reextraido por mais 2 vezes. Os extratos resultantes
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foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (Marconi, MA-120, Brasil) a
temperatura de 40°C e os extratos hidroetandlicos, apos este processo, foram congelados e

posteriormente liofilizados em liofilizador (Liotop, L101, Brasil).

2.4. Avaliagdo da capacidade antioxidante

2.4.1. Atividade sequestradora do radical livre DPPH

A atividade sequestradora do radical DPPH foi determinada nos extratos diluidos em
alcool etilico absoluto em concentragdes entre 25 e 3000ug/mL de acordo com a técnica
descrita por Blois, 1958. Uma aliquota de 1mL da solu¢do de tampao acetato (pH 5,5 e
100mM) e 1,25mL de etanol P.A. foram misturados, em seguida, adicionou-se 250uL de
solu¢do de DPPH. (500uM) e 50uL das amostras. A mistura foi agitada e permaneceu em
repouso por um periodo de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade. A descoloracdo
do DPPH foi determinado por mensuracdo da absorbancia a 517nm em espectrofotometro
UV-visivel (BEL). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. A atividade
sequestradora do radical DPPH foi expressa em porcentagem sendo calculada de acordo com
a seguinte equacgdo: Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole — Aamostra)/Acontrole] x 100,
onde Aamostra ¢ a absorbancia das amostras apos 30 minutos e Acontrole ¢ a absorbancia do
controle (contém tudo exceto a amostra). A concentracao (pg/mL) da amostra necessaria para
sequestrar 50% da concentra¢io inicial de DPPH (EC50) foi calculada. Acido galico foi

utilizado como controle positivo.

2.4.2. Teste do poder antioxidante de redugdo do Ferro (FRAP)

O poder antioxidante de reducdo do ferro foi determinado de acordo com Benzie e
Strain, 1996. No escuro o reagente FRAP foi preparado com 25mL de tampao acetato 300mM
(pH 3.6), 2,5mL de TPTZ 10mM em solugdo de HCl a 40mM e 2,5mL de FeCl; 20mM.
Foram misturados 90uL das amostras na concentracao de 500pg/mL ou padrdo com 270uL de
agua ultrapura e 2,7ml do reagente FRAP. Em seguida, foram agitados em vortex (Marconi) e
mantidos em banho-maria (Cienlab) por 30 minutos a 37 °C. Depois de resfriadas as amostras
e padrao foram lidas a 595nm em espectrofotdometro UV- visivel. Os resultados foram
expressos em UM equivalente de Trolox (ET) por g de extrato seco.
2.4.3. Capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC-FL)

O ensaio ORAC-FL foi realizado como previamente descrito por Dévalos e

colaboradores (2004), utilizando um leitor de fluorescéncia em microplacas Synergy HT-



40

Biotek Instruments (comprimento de excitacdo 485nm e emissdo 520nm). Radicais peroxil
foram gerados pela decomposi¢do do AAPH a 37°C. A fluoresceina foi utilizada como sonda
fluorescente, onde a perda da fluorescéncia indica dano a fluoresceina pela reagdo com
radicais peroxil. Neste ensaio, 20ul de amostra (1,56-25ug/mL) ou padrdo Trolox (0,25-
2,5nug/mL) foram misturados com 50uL de solugdo de fluoresceina a 0,001mM em microplaca
escura de 96 pogos, em seguida, foi adicionado 130uL de solu¢do AAPH a 18,5mM, dando
inicio a reacdo. Foi preparado também um controle utilizando tampdo fosfato 75mM em
substituicdo a amostra. A intensidade da fluorescéncia foi lida a cada 5 minutos por 120
minutos. A area sob a curva (AUC) de cada amostra e padrdo foi calculada e o valor de
ORAC foi determinado pela divisdo do slope da curva de regressao linear da amostra pelo

slope da curva padrao de Trolox. Os resultados foram expressos em Equivalente Trolox.

2.5. Determinagao do contetudo de fendis totais

O conteudo de fenois totais foi determinado nos extratos diluidos na concentracao de
500ug/mL em alcool etilico absoluto de acordo com o método colorimétrico do reagente fenol
Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965) utilizando acido galico como padrdo. Inicialmente
foi adicionado 0,1mL das amostras a SmL de dgua destilada e 0,5mL do reagente Folin-
Ciocalteu. Na amostra branco, foi misturado 5,1mL de agua destilada e 0,5mL do reagente
Folin-Ciocalteu. Depois de misturadas, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente
por 3 minutos, em seguida, foi adicionado 1,4mL de solucdo de carbonato de sodio 25% e
3mL de 4gua destilada. A mistura foi deixada por 1 hora a temperatura ambiente no escuro ¢ a
absorbancia foi mensurada a 765nm em espectrofotometro UV-visivel. O teor de fendis totais
foi determinado a partir de uma curva de calibracdo de 4cido galico e expressos como mg
equivalente de 4cido galico (EAG) por g de extrato seco. Cada amostra foi testada em

triplicata.

2.6. Determinagao do conteudo de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram mensurados pelo método de ensaio colorimétrico (Christ e
Mueller, 1960). Foram misturados ImL das amostras na concentra¢do de 500pug/mL com 4mL
de etanol a 70% e 0,5mL de solu¢do de NaNO: a 5%. Apds 6 minutos, foi adicionado 0,5mL
de solucdo AICl3 a 10% e 3mL de solugao NaOH 1M, seguido por adigdo de agua destilada
até obter o volume de 10mL. A mistura foi agitada e incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, em seguida, submetida a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel a um

comprimento de onda de 510nm contra o controle. O controle continha todos os reagentes
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exceto a amostra. Os flavonoides foram calculados a partir da curva de calibracdo de rutina e
expressos como mg equivalente rutina (ER) por grama de extrato seco. Cada amostra foi

testada em triplicata.

2.7. Atividade Fotoprotetora

2.7.1. Determinagao da absorbancia maxima dos extratos

Para determinacdo da absorbancia maxima (A max.), os extratos secos foram diluidos
em alcool etilico absoluto PA (1000mg/L p/v) e foi realizada a varredura entre os
comprimentos de onda de 290 a 400nm em espectrofotdometro UV-visivel com cubeta de
quartzo (1,0cm caminho Optico), para verificar a absor¢ao nas regides ultravioleta A ¢ B

(UVA e UVB). Foi utilizado o alcool etilico absoluto PA como branco.

2.7.2. Determinacgao in vitro do Fator de Protecao Solar (FPS)

O FPS in vitro foi determinado pelo método espectrofotométrico desenvolvido por
Mansur et al, (1986). Como veiculo foi utilizado uma emulsao preparada pelo método a frio a
partir de uma base autoemulsionante com mistura de 3% de emoliente (Cosmacol ESI —
Sasol, North America), 8% de polimero espessante (Aristoflex AVL - Clariant, Brasil), 0,5%
de preservante (Chemynol- Chemyunion, Brasil) e d4gua deionizada em quantidade suficiente
para preparar 400g de emulsdo. Este mesmo veiculo foi empregado como padrao, onde foi
incorporado 8% (p/p) do filtro quimico metoxicinamato de octila (Sigma, Alemanha). Os
extratos foram incorporadas a 10% (p/p) tanto em emulsdao sem o filtro quimico como na
emulsdo com filtro quimico, em seguida elas foram diluidas em alcool etilico absoluto PA na
concentragdo de 0,2mg/mL. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotometro UV-visivel em cubeta de quartzo de 1,0cm caminho 6ptico, na faixa de 290
a 320nm com intervalos de 5Snm. O FPS de cada amostra foi determinado com os dados

obtidos pela analise espectrofotométrica usando a equagdo de Mansur:
320
EE
FPS espectrofotométrico=FC x 230 (L) x I(A) x Abs ()

Onde: FC: Fator de correcdo (=10); EE (A): Efeito eritematogénico da radiagcdo no
comprimento de onda (A); I(A): Intensidade da luz solar no comprimento de onda (1); Abs (A):

Leitura espectrofotométrica da absorbéancia da solugdo no comprimento de onda relacionado.
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2.8. Analise estatistica
Para a andlise dos resultados foi utilizado o programa BioEstat versio 5.0. A
comparacdo das médias foi realizada por ANOVA e Tukey com nivel de significincia de

0<0,05.

3. Resultados e Discussdo

3.1. Atividade sequestradora do radical livre DPPH

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores do EC50 e estes demonstram que extrato
hidroetanolico da semente de H. courbaril apresentou menor valor de EC50 entre as amostras
analisadas (149,45ug/mL). De acordo com Sousa et al. (2011) e Mishra et al. (2012)
compostos e/ou extratos vegetais que apresentam menores valores de ECS50,
proporcionalmente demostram uma maior atividade antioxidante, visto que € necessaria
menor concentracdo do extrato para reducdo de 50% do radical DPPH. Para os extratos
metandlicos desta espécie, o extrato da semente também apresentou o menor ECS50
(179,43ug/mL). Entretanto, esse valor foi superior ao controle (Acido galico - 43,82ug/mL) e
ao extrato hidroetanolico da semente desta espécie (Tabela 1). Bezerra et al. (2013) também
encontraram atividade antioxidante para os extratos e fragdes desta espécie, onde o extrato
etandlico de H. courbaril apresentou EC50= 3,07ug/mL e as fragdes acetato de etila e
metanol apresentaram respectivamente valores de EC50 de 5,05 e 5,12pg/mL. Veggi et al.
(2014) também avaliaram a atividade antioxidante da espécic H. courbaril, e encontraram
EC50 de 200ug/mL (extracao por fluido supercritico).

Para a espécie H. stigonocarpa todos os extratos apresentaram valores de EC50
superiores ao controle acido galico. Para os extratos hidroetandlicos da espécie H.
stigonocarpa, o da folha e da casca do fruto ndo diferiram entre si apresentando os menores
EC50 (209,37ug/mL e 235,90 pg/mL respectivamente). Porém, esses valores foram
superiores ao obtido para o extrato metandlico da folha (EC50= 193,61 pg/mL) (Tabela 1).
Rocha et al. (2013) também encontraram atividade antioxidante para esta espécie, EC50=
1050 mg/L (extrato etandlico) e EC50= 1554mg/L (extrato aquoso).

Estudos recentes tém demonstrado propriedades antioxidantes das espécies do género
Hymenaea, Dias et al. (2013) avaliaram o potencial antioxidante da fracdo lipidica da semente
e da polpa de H. courbaril e encontraram uma correlagdo entre substancias bioativas e a a¢ao
sequestradora do radical DPPH (0,94 e 0,78 respectivamente). Neste presente estudo ¢

possivel observar que outras partes vegetativas (folha e casca do fruto) também apresentam
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consideravel acdo antioxidante e sdo passiveis de estudos para sua utilizagdo nos diferentes
focos industriais.

Em rela¢do a espécie H. stigonocarpa, apesar da pouca informagdo cientifica sobre
esta espécie, Orsi et al. (2012) e Maranhdo et al. (2013) demonstraram diferentes atividades
biologicas e entre elas, foi verificado a atividade antioxidante de extratos obtidos de diferentes
partes vegetais (seiva, polpa do fruto e casca do tronco).

Os extratos hidroetandlicos das sementes de H. courbaril e H. stigonocarpa
apresentaram maior potencial antioxidante quando comparados aos extratos metanolicos das
sementes destas espécies, demonstrando assim, a influéncia do processo extrativo na

capacidade antioxidante.

Tabela 1- Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (EC50) dos

extratos hidroetanolicos e metandlicos de H. courbaril e H. stigonocarpa.

Atividade antioxidante (pg/mL)

Partes vegetais H. courbaril H. stigonocarpa
EH EM EH EM
Folha 415,80* 392,05  209,37% 193,61%
Casca do fruto 428,10*  395,44*  235,90*  236,24%
Semente 149,45°  179,43°> 470,55 2150,25°

Acido gélico 43,82°¢
Valores apresentados como média. Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey (0<0,05).

3.2. Teste do poder antioxidante de redugdo do Ferro (FRAP)

Conforme Boulekbache-Makhlouf et al, (2013), Benzie ¢ Choi, (2014), os compostos
antioxidantes presentes em extratos de origem vegetal podem atuar in vivo sobre diferentes
mecanismos. Além disso, os métodos para sua avaliacdo sdo diversos e podem apresentar
interferentes, por isso preconiza-se a utilizagdo de mais de uma metodologia. Diante disso,
neste estudo para a avaliacdo antioxidante dos extratos utilizou-se além do teste do DPPH, o
teste do FRAP, pois de acordo com Benzie e Choi, 2014 o teste do FRAP permite uma
representatividade maior dos resultados, sendo este de grande importancia na ciéncia
nutricional.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados do teste FRAP para os extratos das
espécies avaliadas. O extrato hidroetanodlico da semente de H. courbaril apresentou maior
potencial de redugdo do Fe** (3073,51uM ET/g de extrato) corroborando assim com o

resultado obtido para o teste do sequestro do radical DPPH. Resultado semelhante foi obtido
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para o extrato metanolico desta espécie, pois também foi o extrato da semente o que
apresentou maior potencial de redugio do Fe’" (2797,90uM ET/g de extrato) quando
comparado aos extratos metanolicos da casca do fruto ¢ da folha desta espécie. Contreras-
Calderon et al. (2011) encontraram para esta espécie 7,60uM ET/g de peso fresco da polpa.

Para a espécie H. stigonocarpa, o extrato hidroetanolico da casca do fruto apresentou
maior potencial de redugdo do ferro (1716,55uM ET/g de extrato), diferindo
significativamente dos demais extratos hidroetanolicos desta espécie. O extrato hidroetandlico
da folha e da semente desta espécie ndo diferiram significativamente entre si. Quanto aos
extratos metandlicos desta espécie, maior potencial de reducao do ferro foi obtido para os
extratos da folha e casca do fruto, os quais ndo diferiram entre si (1267,98 e 1271,48uM ET/g
de extrato seco respectivamente) (Tabela 2). Rufino et al. (2010) encontraram altos valores de
atividade antioxidante pelo teste FRAP ao avaliar outros frutos nativos do Brasil como camu-
camu (2502uM Fe»S04/g de fruto seco) e acerola (1996uM Fe,SO4/g de fruto seco).

De acordo com Oliveira et al., 2009, existe grande interesse na substituicdo de
antioxidantes sintéticos por naturais devido a sua implicacdo na satide e funcionalidade. Isto
tem despertado a atengdo de industrias farmacéutica, alimentos e de cosméticos na busca por
materiais vegetais para identificacdo e isolamento de novos compostos bioativos em fontes

naturais de antioxidantes.

Tabela 2- Atividade antioxidante pelo método do poder antioxidante de redugdao do ferro
(FRAP) (uM ET/g de extrato) dos extratos hidroetandlicos e metandlicos de H. courbaril e H.

stigonocarpa.

Atividade antioxidante (uM ET/g de extrato)

Partes vegetais H. courbaril H. stigonocarpa
EH EM EH EM
Folha 632,64+08,20* 1112,63+53,24* 1404,57+42,79* 1267,98+68,60*
Casca do fruto 1274,42+59,42°  614,31+£21,72°  1716,55427,00° 1271,48+23,31°
Semente 3073,51466,73°  2797,90+28,83°  1372,08+88,27°  474,69+51,41°
Polpa - - - -

- = valor ndo detectado pelo teste; EH = extrato hidroetanolico, EM= extrato metandlico. Valores apresentados
como médiatdesvio padrao, Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(0=0,05).

3.2.3. Capacidade de absor¢do do radical oxigénio (ORAC-FL)

A figura 1 mostra a curva de decaimento da fluorescéncia induzida por AAPH, tanto

para o controle como para as amostras. A maior concentracdo de Trolox (2,5ug/mL)
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promoveu uma protecdo maxima por aproximadamente 45 minutos antes da intensidade da
fluorescéncia comegar a diminuir (figura 1A). O aumento nos valores da AUC no teste
ORAC-FL reflete um maior potencial antioxidante em prevenir aos danos dos radicais peroxil
induzidos por AAPH (Séenz et al.,, 2009). As curvas de decaimento da fluorescéncia dos
extratos da espécie H. courbaril revelaram atividade antioxidante para todos extratos
comparados ao controle (figuralB), sendo que maior AUC foi obtida para o extrato
hidroetanolico da folha desta espécie. Para os extratos da espécie H. stigonocarpa todos
também apresentaram AUC superior ao controle, onde o extrato hidroetandlico da folha
apresentou maior AUC (figura 1C). Dentre todas as amostras avaliadas, o extrato
hidroetanolico da folha de H. stigonocarpa apresentou maior potencial antioxidante (0,56
equivalente trolox) e o extrato metanolico da semente de H. stigonocarpa apresentou o menor
potencial antioxidante (0,07 equivalente trolox). Os extratos hidroetanolico e metanolico da
folha de H. courbaril apresentaram o mesmo valor (0,34 equivalente trolox). Estes resultados
estao de acordo com trabalhos realizados por Xi e colaboradores (2014) onde demonstraram a

aplicabilidade do teste ORAC para analise de extratos de polpa de frutos.
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Figura 1. Curvas cinéticas do ensaio ORAC-FL. (A) Curvas cinéticas para padrao Trolox, (B) Curvas cinéticas
para os extratos de H. courbaril (EMHCF= Extrato metandlico da folha de H. courbaril. EMHCC= Extrato
metandlico da casca do fruto de H. courbaril. EMHCS= Extrato metandlico da semente de H. courbaril.
EHHCF= Extrato hidroetanoélico da folha de H. courbaril. EHHCC= Extrato hidroetanolico da casca do fruto de
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H. courbaril. EHHCS= Extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril). (C) Curvas cinéticas para os extratos
de H. stigonocarpa (EMHSF= Extrato metandlico da folha de H. stigonocarpa. EMHSC= Extrato metanoélico da
casca do fruto de H. stigonocarpa. EMHSS= Extrato metanolico da semente de H. stigonocarpa. EHHSF=
Extrato hidroetanélico da folha de H. stigonocarpa. EHHSC= Extrato hidroetandlico da casca do fruto de H.
stigonocarpa. EHHSS= Extrato hidroetanolico da semente de H. stigonocarpa).

Tabela 3- Capacidade de absor¢do do radical oxigénio (ORAC-FL)

Amostra ORAC-FL?

Trolox 1
EMHCF 0,34
EMHCC 0,16
EMHCS 0,12
EHHCF 0,34
EHHCC 0,28
EHHCS 0,25
EMHSF 0,25
EMHSC 0,27
EMHSS 0,07

EHHSF 0,56
EHHSC 0,36
EHHSS 0,14

 Valores expressos como Equivalente Trolox. EMHCF= Extrato metandlico da folha de H. courbaril. EMHCC=
Extrato metandlico da casca do fruto de H. courbaril. EMHCS= Extrato metandlico da semente de H. courbaril.
EHHCF= Extrato hidroetandlico da folha de H. courbaril. EHHCC= Extrato hidroetanolico da casca do fruto de
H. courbaril. EHHCS= Extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril. EMHSF= Extrato metandlico da
folha de H. stigonocarpa. EMHSC= Extrato metandlico da casca do fruto de H. stigonocarpa. EMHSS= Extrato
metandlico da semente de H. stigonocarpa. EHHSF= Extrato hidroetandlico da folha de H. stigonocarpa.
EHHSC= Extrato hidroetanolico da casca do fruto de H. stigonocarpa. EHHSS= Extrato hidroetandlico da
semente de H. stigonocarpa.

3.3. Determinacao do conteudo de fendis totais

O conteudo total de fendis encontrado no extrato hidroetandlico da semente de
H.courbaril (464,34mg EAG/g de extrato seco) foi superior aos demais extratos
hidroetanolicos desta espécie. J4 o conteido de fendis totais dos extratos hidroetanolicos da
casca do fruto e da folha ndo diferiram estatisticamente entre si (211,26 e 208,17mg EAG/g
de extrato seco respectivamente). Porém, estes valores foram superiores ao encontrado para o
extrato da polpa (3,37mg EAG/g de extrato seco). O teor de fenois totais dos extratos
metandlicos de H.courbaril tiveram uma variagdo significativa de acordo com a parte da
planta utilizada, sendo o extrato da semente o que apresentou maior teor de fendis totais
(396,68mg EAG/g de extrato seco) (Tabela 4).

Os extratos hidroetanolicos de H. stigonocarpa apresentaram uma varia¢ao do teor de
fenois totais em decorréncia dos diferentes extratos das partes vegetais utilizadas, sendo que o
extrato da folha foi o que apresentou maior conteudo de fenois (278,33mg EAG/g de extrato

seco). Este valor foi superior ao encontrado por Ramli et al. (2011) em extrato de folhas da
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leguminosa Acacia farnesiana (209,78 mg EAG/ g de extrato etandlico). Matuda e Netto,
2005, encontraram para a semente de H. stigonocarpa, 48mg equivalente catequina/ g de
farinha da semente. No presente estudo, o extrato hidroetandlico da semente apresentou teor
de compostos fenolicos de 117,73mg EAG/g de extrato. Quanto aos extratos metandlicos de
H. stigonocarpa, maior teor de fendis totais foi encontrado no extrato da folha (227,76 mg
EAG/g de extrato seco). Tanto o extrato hidroetan6lico como o metandlico da polpa de H.
stigonocarpa nao apresentaram fendis totais.

Estudo realizado por Contreras-Calderon et al. (2011) demonstrou alto teor de
compostos fendlicos para semente (2013mg EAG/100g de peso fresco) de H. courbaril. No
presente estudo, também foi verificado elevado teor de fenois totais para extratos desta parte

vegetal, como também para extratos das folhas e casca do fruto (Tabela 4).

Tabela 4- Teor de fendis totais (mg EAG/g de extrato seco) dos extratos hidroetandlicos e

metanolicos de H. courbaril e H. stigonocarpa.

Fenois Totais (mg EAG/g de extrato seco)

Partes vegetais H. courbaril H. stigonocarpa
EH EM EH EM
Folha 208,17+04,04* 236,25+16,04* 278,33+04,53* 227,76+01,86%
Casca do fruto 211,26+01,87*  187,31+03,77° 237,72+08,87°  198,29+02,99"
Semente 464,34+04,62°  396,68+13,16° 117,73+14,54°  35,04+03,55°
Polpa 3,37+04,10° 13,54+01,15¢ - -

- = valor ndo detectado pelo teste; EH = extrato hidroetandlico; EM= extrato metanolico. Valores apresentados
como médiatdesvio padrio, Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(0=0,05).

3.4. Determinacao do conteudo de flavonoides totais

O extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril apresentou maior concentragdo
de flavonoides totais entre os extratos avaliados (442,25mg ER/g de amostra) (Tabela 5). Este
resultado corrobora com os obtidos para os testes antioxidantes e determinacdao de fenois
totais. Semelhantemente ao teste de fenodis, a determinagdo de flavonoides dos extratos
hidroetanolicos da folha e casca do fruto ndo diferiram estatisticamente. J4 entre os extratos
metandlicos, o maior teor de flavonoides totais foi obtido no extrato da semente (436,54mg
ER/g de extrato). Os extratos hidroetandlico e metandlico da polpa de H. courbaril nao
apresentaram flavonoides, diferentemente do observado para o teste de fendis, indicando
assim que os compostos fenolicos encontrados para a polpa possivelmente pertencem a outras
classes de compostos secundarios. Quanto a espécie H. stigonocarpa os maiores teores de

flavonoides foram obtidos nos extratos hidroetandlicos da folha e casca do fruto, os quais ndo
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diferiram estatisticamente (296,03 e 305,46mg ER/g de extrato respectivamente).

Mesmo ndo apresentando atividade antioxidante e teor de fendis totais, o extrato
hidroetanolico da polpa de H. stigonocarpa apresentou teor de flavonoides (55,64 mg ER/g de
extrato). Quanto aos extratos metanolicos de H. stigonocarpa, o maior teor de flavonoides foi
obtido no extrato da casca do fruto (396,88mg ER/g de extrato), seguido do extrato da folha e
semente. O extrato metandlico da polpa de H. stigonocarpa nao apresentou flavonoides totais
(Tabela 5).

Os flavonoides possuem um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, dentre estas
se destaca a atividade anticancer. Por isso, diferentes tipos de flavonoides e seus mecanismos
de acdo tém sido investigados em fontes naturais na busca por substancia com potencial de
aplicacao em diferentes terapias, para as mais variadas doencas (Ravishankar et al., 2013). Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram o potencial destas espécies como fonte de
flavonoide, além disso, poucos trabalhos cientificos investigam ou demostram o conteudo

flavonoidico de extratos e preparagdes a partir de espécies do género Hymenaea.

Tabela 5- Teor de flavonoides totais (mg ER/g de extrato seco) dos extratos hidroetandlicos e

metanolicos de H. courbaril e H. stigonocarpa.

Flavonoides Totais (mg ER/g de extrato seco)

Partes vegetais H. courbaril H. stigonocarpa
EH EM EH EM
Folha 299,224+21,87*  365,75+13,71*  296,03+11,06* 338,52+07,81?
Casca do fruto 276,18+16,80* 322,79+02,29° 305,46+09,41*  396,88+16,52°
Semente 442,25+18,03° 436,54+13,30° 191,06+26,90° 130,14+23,40°
Polpa - - 55,64+15,45°¢ -

- = valor ndo detectado pelo teste; EH = extrato hidroetandlico; EM= extrato metandlico. Valores apresentados
como médiatdesvio padrio, Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(0=0,05).

3.5. Atividade Fotoprotetora

3.5.1.Determinacdo da absorbancia maxima dos extratos na faixa espectrofotométrica do
ultravioleta (UV)

Os espectros de absor¢do dos extratos da espécie H. courbaril mostraram pico
maximo de absorcdo entre 290 e 292nm, (Figura 2). Dentre os extratos avaliados, os extratos
metanoélico e hidroetanolico da folha apresentaram os maiores picos de absor¢do (2,92 e 2,85
respectivamente). Para os extratos da espécie H. stigonocarpa, os picos maximos de absorgao

foram entre 290 e 400nm, o extrato hidroetandlico da folha apresentou maior pico de absor¢ao
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(2,71) (Figura 3). Os extratos hidroetandlicos e metanolicos da polpa das espécies estudadas
apresentaram as menores absorbancias. De acordo com Widel et al. (2014) as radiagdes
solares UV-A e UV-B sdo responsaveis por efeitos danosos a satide humana. A radiagdo UVA
estd associada com os efeitos do envelhecimento precoce da pele ¢ a radiagdo UVB esta
relacionada ao cancer de pele ndo-melanoma, devido sua interacdo direta com o DNA,
produzindo mutagdes nos dimeros de pirimidina (Balogh et al., 2011), por isso € importante a
busca por compostos que tenham absorbancia nessa faixa espectrofotométrica e que sejam

promissoras para o desenvolvimento de produtos com atividade fotoprotetora.
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Figura 2- Absorbancia maxima dos extratos hidroetandlico e metanolico de H. courbaril na concentragdo de
1000pg/mL na regido UV. EHC= Extrato hidroetanolico da casca do fruto. EHF= Extrato hidroetandlico da
folha. EHP= = Extrato hidroetandlico da polpa. EHS= Extrato hidroetanodlico da semente. EMC= Extrato
metandlico da casca do fruto. EMF= Extrato metanolico da folha. EMP= = Extrato metandlico da polpa. EMS=
Extrato metanolico da semente.
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Figura 3- Absorbancia maxima dos extratos hidroetanélico e metandlico de H. stigonocarpa na concentragdo de
1000pg/mL na regido UV. EHC= Extrato hidroetandlico da casca do fruto. EHF= Extrato hidroetandlico da
folha. EHP= = Extrato hidroetandlico da polpa. EHS= Extrato hidroetandlico da semente. EMC= Extrato
metanolico da casca do fruto. EMF= Extrato metanolico da folha. EMP= Extrato metanolico da polpa. EMS=
Extrato metanolico da semente.

3.5.2.Determinagao in vitro do Fator de Proteg¢do Solar (FPS)

Para emulsdes contendo apenas extrato, sem a inclusdo do ativo de protecdo solar
(Metoxicinamato de octila), a emulsdo do extrato metanolico da semente de H. courbaril
apresentou o maior valor de FPS (2,20) enquanto que para as emulsdes contendo o ativo € os
extratos incorporados, maior valor de FPS foi observado para a emulsiao do extrato
hidroetanolico da semente de H. courbaril (14,56) entre as amostras avaliadas inclusive o
padrao (Tabela 6).

Para ser efetivo na prevengao contra os danos da radiacao solar, as emulsdes contendo
filtros solares devem ter uma ampla faixa de absorbancia entre 290 a 400nm (Dutra et al,
2004, Mishra et al., 2012). No Brasil, de acordo com legislacio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria os protetores solares devem apresentar FPS de, no minimo, 6 (ANVISA,
2014). Nenhuma das emulsdes que continham apenas os extratos apresentaram FPS superior
ou igual a este valor.

Trabalhos realizados por Rosa et al. (2008), Violante et al. (2008), Munhoz et al.
(2012) e Souza et al. (2013) demonstram que existe uma ampla variedade de compostos
naturais, de origem vegetal, que podem possuir efeitos fotoprotetores e este potencial pode
estar correlacionado, principalmente, com a¢do antioxidante dos mesmos. Além disso, os
principais compostos naturais avaliados sdo representados por compostos fenolicos, e entre

estes, os flavonoides. De acordo com Stahl et al. (2006) e Gilaberte ¢ Gonzalez (2010), os
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compostos fenodlicos podem acumular e reduzir a penetra¢do da radiagdo UV-B nas células,
algumas evidéncias indicam ainda que o uso oral de substancias naturais podem prevenir
contra danos na pele causados pela radiagdo UV, atuando dessa forma como um complemento

aos protetores solares topicos.

Tabela 6- Fator de Protegdo Solar (FPS) das emulsdes com extratos e da emulsdo

fotoprotetora padrao.
Partes vegetais H. courbaril H. stigonocarpa
Hidroetanolico Metanolico Hidroetanolico Metandlico
SM CM SM CM SM CM SM CM

Folha 1,63 14,45 1,39 13,38 1,59 12,86 1,71 12,50
Casca do Fruto 1,50 13,67 1,68 13,75 1,90 12,11 2,16 14,10
Semente 1,72 14,56 2,20 12,29 1,90 11,14 1,50 13,36
Polpa 0,89 14,03 0,79 12,22 1,11 12,35 1,02 13,93

Emulsao fotoprotetora padrao (emulsao base com metoxicinamato de octila) 14,19
SM= Emulsdo sem metoxicinamato de octila; CM= Emulsao com metoxicinamato de octila

4. Conclusao

Os resultados do presente estudo indicaram que o extrato hidroetanolico da semente da
espécie H. courbaril apresentou alta atividade antioxidante nos testes DPPH e FRAP,
podendo ser considerada uma fonte de compostos fenolicos. Com relacdo ao potencial
fotoprotetor das espécies avaliadas e de acordo com a metodologia empregada, nenhum dos
extratos podem ser considerados como ativos fotoprotetores, porém sao promissores para

avaliacdo em novas metodologias e para o fracionamento biodirecionado a esta atividade.
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Atividade citotéxica de Hymenaea courbaril sobre células tumorais.

Resumo

Hymenaea courbaril, ¢ uma espécie utilizada na alimentagdo e como planta medicinal.
Popularmente todas as suas partes (casca do caule, folhas, raizes, frutos e sementes) sao
utilizadas para tratar diversas enfermidades como ulceras, diarreia, anemia, bronquite entre
outros. Este trabalho testou a atividade antioxidante dos extratos metanolico e hidroetanolico
das folhas, casca do fruto, polpa e semente de H. courbaril, além de avaliar a citotoxicidade
do extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril sobre células de melanoma murino. Foi
realizado também um perfil cromatografico dos extratos. Para a atividade antioxidante, foi
utilizado o método do sequestro do radical DPPH. A citotoxicidade foi avaliada por meio da
viabilidade celular, sendo que esta foi determinada pelo ensaio de exclusao do Azul de Tripan
apos o periodo de 24 e 48h de incubagdo. O perfil cromatografico foi realizado por meio de
cromatografia de camada delgada (CCD). O resultado mais significativo para o teste do
DPPH foi encontrado para o extrato hidroetan6lico da semente de H. courbaril (78,94%). Os
perfis cromatograficos dos extratos indicaram a presenga marcante de terpenos para esta
espécie. Para o ensaio da citotoxicidade foi observado que o extrato avaliado induziu a morte
celular, o qual na concentracao de 50pg/mL reduziu em mais de 50% o numero de células de
melanoma murino B16F10-Nex2 para a periodo de 24h e 91% para o periodo de 48h de
exposi¢do. Concluiu-se que o extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril, além de

exibir atividade antioxidante, pode ser considerada uma fonte com potencial antitumoral.

Palavras-chave: plantas medicinais, antioxidante, citotoxicidade, DPPH e jatoba.



59

1. Introducao

A pesquisa por novas fontes de compostos naturais com atividade bioldgica tornou-se
importante para a descoberta de novas drogas para tratamento do cancer, pois os utilizados
atualmente sdo agressivos e apresentam efeitos adversos as células normais do corpo
(Steenkamp e Gouws, 2006; Ochwang’i et al., 2014). Os farmacos anticancer introduzidos na
terapéutica nas ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais, tendo as plantas se
destacado como sua principal fonte, como por exemplo, os alcaloides do género Vinca e os
diterpenos do género Taxus, os quais deram origem aos medicamentos vincristina® e
placlitaxel® (Cragg e Newman, 2005; Alonso-Castro et al., 2011).

O género Hymenaea (familia Fabacea, Caesalpinoideae) ¢ distribuido na América do
Sul e Central, com muitas espécies ocorrendo no Brasil (Lee e Langenheim, 1975). Esse
género apresenta potencial econdmico devido suas casca, seiva, resinas, frutos (casca, polpa e
semente) e folhas (Silva et al., 2001; Matuda e Neto, 2005; Tamayo et al., 2008; Simdes et al.,
2009; Dias et al. 2013) e suas espécies sao conhecidas popularmente como jatobad (Tamayo et
al., 2008). O jatoba possui propriedades medicinais e suas diferentes partes sao utilizadas para
tratar gripe, anemia, bronquite, asma, dor de garganta, além da utilizacdo como fortificante,
expectorante, hepatoprotetor e vermifugo (Bezerra et al., 2013).

Estudos prévios tém demonstrado as atividades biologicas das espécies de Hymenaea,
por exemplo, atividade anti-inflamatoria de H. courbaril que tem sido relatada em estudos
com modelo enzimatico (Jayaprakasam et al., 2007; Braga et al., 2010). Além disso, alguns
estudos tém ainda identificado e isolado compostos com atividade antioxidante e
miorrelaxante de H. courbaril (Simdes et al., 2009; Bezerra et al., 2013). Apesar disso, ndo ha
na literatura estudos com esta espécie sobre atividade citotoxica. Portanto, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a citotoxicidade da espécie H. courbaril sobre linhagens de células

de melanoma.

2. Material e métodos
2.1. Material Vegetal

As partes de H.courbaril foram coletadas em Novembro de 2012 a Fevereiro de 2013
na regido do municipio de Assis (22°39°00,66°’S e 50°26°15,86°°0, altitude 845m), Sao
Paulo, Brasil. Suas partes (folha, casca do fruto e semente) foram separadas, limpadas e secas
em estufa com circulacdo de ar (Cienlab, Brasil) a temperatura de 40°C e entdo trituradas em

moedor elétrico (Cienlab, CE-430, Brasil).
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2.2. Preparacdo dos extratos

O material seco e moido (50g) de cada parte da espécie estudada foi submetido aos
seguintes procedimentos de extracdo: (a) extragdo na propor¢do 1:10 (p/v) em solucdo
hidroetanolica 70% (v/v) por 24h sendo reextraido por mais 2 vezes. (b) extracdo na
propor¢ao 1:10 (p/v) em metanol por 24h sendo reextraido por mais 2 vezes. Os extratos
resultantes foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (Marconi, MA-120, Brasil)
a temperatura de 40°C, os extratos hidroetandlicos, apds este processo, foram congelados e

posteriormente liofilizados em liofilizador (Liotop, L101, Brasil).

2.3. Atividade sequestradora do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante foi mensurada nos extratos diluidos em 4alcool etilico
absoluto na concentragdao de 250ug/mL de acordo com a técnica descrita por Blois, 1958.
Uma aliquota de 1mL da solugdo de tampao acetato (pH 5,5 e 100mM) e 1,25mL de etanol
P.A. foram misturados, em seguida, adicionou-se 250ul. de solug¢do de DPPH (500uM)
(Sigma) e 50uL das amostras. A mistura foi agitada e permaneceu em repouso por um periodo
de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade. A descoloragdo do DPPH foi
determinado por mensuracao da absorbancia a 517nm em espectrofotometro UV -visivel (Bel
Photonics). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. A atividade sequestradora
do radical DPPH foi calculada de acordo com a seguinte equacdo: Atividade antioxidante (%)
= [(Acontrole — Aamostra)/Acontrole] x 100, onde Aamostra ¢ a absorbancia das amostras
apds 30 minutos e Acontrole ¢ a absorbancia do controle (contém tudo exceto a amostra). Os
resultados foram expressas como porcentagem de atividade antioxidante. Acido gélico foi

utilizado como controle.

2.4. Avaliacdo do perfil cromatografico dos extratos

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando cromatoplaca (20
x 20 cm) de silica gel 60 F2s4 (Merck) como fase estaciondria. Aplicou-se nas cromatoplacas
cerca de 10-20uL das amostras e dos padrdes flavonoides (rutina e quercetina), alcaloides
(emeina, solasidina, pilocarpina e cafeina) e terpenoides (alecrim, citronelol e eucaliptol).
Para cada classe de compostos foi utilizada determinada fase movel, para flavonoides
utilizou-se cloroférmio-metanol-dgua (75:23:2), para terpenoides, toluol-acetato de etila
(93:7) e para alcaloides, acetato de etila-metanol-dgua (100:13,5:10). Desenvolveu-se o
cromatograma em percurso de 10cm. A detec¢do das manchas sobre as placas de CCD foi

realizada sob luz UV (365nm) antes e apds a nebulizacdo com as solugdes reveladoras. O
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reagente revelador difenilborato aminoetanol/PEG foi utilizado como revelador para
flavonoides. Para revelar os terpenoides foi utilizado o reagente vanilina-acido sulftrico e
para alcaloides foi utilizado o reagente Dragendorff. Foram calculados os fatores de retencao

(Rf) e estes comparados com os padroes.

2.5. Avaliagao citotoxica

Para o teste de citotoxicidade foi utilizada a linhagem de células de melanoma murino
B16F10-Nex2. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo, com pH 7,2, e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 10 mM de 4acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfonico (HEPES) (Gibco), 24 mM de bicarbonato de sédio
(Sigma) e 40mg/L de gentamicina, a 37°C em presenca de 5% CO».

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em microplacas de 96 cavidades para cultura
(Corning Costar), onde cada pogo recebeu o indculo de 2x10° células em 100uL de meio
RPMI completo e 100pL de extrato previamente dissolvido em diferentes concentracdes
(12,5; 25; 50; 100 e 200pg/mL) em DMSO (Dimetilsulfoxido) e RPMI de tal forma que a
concentragdo de DMSO nao excedesse 2%. Foi preparado também um controle negativo (N)

contendo apenas o meio de cultura com as células BI6F10-Nex2.

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada por meio da viabilidade celular, sendo que
esta foi determinada pelo método de exclusdao Azul de Tripan apds o periodo de 24 ¢ 48h de

incubacao.

3. Resultados

3.1. Atividade sequestradora do radical livre DPPH

Os resultados da atividade sequestradora de radical DPPH dos extratos na
concentragdo de 250pg/mL mostraram que o extrato hidroetandlico da semente de H.
courbaril apresentou maior potencial antioxidante (78,94%), sendo que o mesmo ndo diferiu
significativamente em comparagio com o controle (Acido géalico (80pg/mL) - 79,98%), e o
mesmo foi estatisticamente diferente quando comparado com os extratos hidroetanolicos
obtidos da casca do fruto e da folha, e estes ndo diferiram entre si. Semelhantemente o extrato
metandlico da semente desta espécie também apresentou o maior potencial antioxidante

(66,92%), quando comparado com os extratos obtidos das demais partes vegetativas (folhas e
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casca do fruto), que ndo apresentaram diferenca significativa entre si. No entanto, o extrato
metandlico da semente apresentou diferenca significativa em comparagdo ao controle. Os

extratos da polpa da espécie avaliada ndo apresentaram atividade antioxidante (Tabela 1).

Tabela 1- Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%) dos extratos

hidroetanolicos e metanolicos de H. courbaril (extratos na concentragdo de 250 ug/mL).

Atividade antioxidante

Partes vegetais H. courbaril
EH EM

Folha 31,39+1,04* 36,21+1,33%
Casca do fruto 30,03+1,45*  31,56+1,89*
Semente 78,94+0,46°  66,92+1,57°
Polpa - -
Acido galico 79,98+1,60°

(80ug/mL)

- = valor ndo detectado pelo teste; EH = extrato hidroetanolico; EM= extrato metandlico. Valores apresentados
como médiatdesvio padrdo, Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(0=0,05).

3.2. Avaliacao do perfil cromatografico dos extratos

Para o cromatograma de alcaloides os extratos hidroetanolico e metandlico da semente
de H. courbaril ndo indicaram a presenca destes, (Figura 1) porém, os extratos metanolico e
hidroetanolico da folha de H. courbaril indicaram a presenga desta classe de composto com
fatores de retengoes (Rfs) (0,25 e 0,24 respectivamente) proximos ao do padrao solasidina

(0,26).

O revelador utilizado para identificacdo de flavonoides, sob irradiacdo A=365nm
permitiu observar a fluorescéncia de cor amarela e alaranjada no cromatograma, (Figura 2)
isso indicou a presenga flavonoides nos extratos hidroetanolico ¢ metandlico da folha de
H.courbaril. Além disso o Rf obtido para esses extratos (Rf=0,16 para ambos extratos)
apresentaram valor proximo ao do padrdo rutina (Rf=0,18). Os extratos metandlicos e
hidroetanodlico da semente de H. courbaril ndo indicaram a presenga de flavonoides (Figura
2). Apesar de nao ter sido calculado o Rf do extrato hidroetandlico da semente de H.

courbaril, todos os extratos indicaram a presenga de terpenoides (Figura 3).
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Figura 1 — Identificacdao de alcaloides por CCD. Al= Extrato metano6lico da semente de H.
courbaril. A2= Extrato hidroetanolico da semente de H. courbaril. A3= Extrato metanolico

da folha de H. courbaril. A4=Extrato hidroetandlico da folha de H. courbaril.

Rutina

Quercctina

Figura 2 — Identificagdo de flavonoides por CCD. Al= Extrato metandlico da semente de H.
courbaril. A2= Extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril. A3= Extrato metandlico
da folha de H. courbaril. A4=Extrato hidroetandlico da folha de H. courbaril.
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Figura 3 — Identificagdo de terpenoides por CCD. Al= Extrato metanolico da semente de H.
courbaril. A2= Extrato hidroetanolico da semente de H. courbaril. A3= Extrato metanolico

da folha de H. courbaril. A4= Extrato hidroetanolico da folha de H. courbaril.

3.3. Avaliacao citotoxica

A figura 4 apresenta a comparagdo entre o efeito citotoxico das diferentes
concentragdes do extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril nas células de linhagem
B16F10-Nex2 apos 24 e 48h de incubagdo. Os resultados revelaram que houve diferenca entre
as curvas do efeito citotoxico das diferentes concentragcdes do extrato em comparacdo as
mesmas concentragdes do extrato nos dois periodos de incubacdo. Os resultados obtidos para
o periodo de 24 e 48h de incubacdo demonstraram uma queda acentuada no numero de
células, onde o efeito citotoxico foi dose-dependente da concentragdo do extrato. Para o
periodo de 24h o extrato na concentracdo de 50pg/mL reduziu em mais da metade o niumero
de células em comparagdo ao controle negativo (N) (Figura 4). Foi preparado o controle na
concentragdo de 2% de DMSO para verificar se este reagente sozinho apresentava algum
efeito citotoxico sobre as células de melanoma murino, o que poderia interferir nos resultados,
sendo esta concentragdo de DMSO igualmente encontrada na amostra de 200pug/mL. Para o
periodo de 24h de incubacdo o controle DMSO 2% reduziu 12% da viabilidade celular
comparado ao controle negativo. Para o periodo de 48h de incubacdo, foi observado que o
extrato na concentracdo de 25ug/mL apresentou uma reducao de 86% do niimero de células

viaveis e a concentragdo de 50ug/mL reduziu 91% e pode-se observar comparativamente que
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ao passar do tempo o efeito das concentragdes se aproximaram, diminuindo assim a diferenca
dos resultados (Figura 4). Com relagdo ao controle DMSO 2%, para o periodo de 48h de
incubagdo houve uma redugdo de 29% do nimero de células vidveis, sendo este valor superior
ao obtido para o periodo de 24h. A figura 5 mostra a atividade citotoxica do extrato nas
concentragdes de 12,5, 50 e 100pg/mL comparadas ao controle negativo para o periodo de

48h de exposic¢ao, demonstrando significativa reducdo no crescimento de células.
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Figura 4 — Ensaio de citotoxicidade do extrato hidroetandlico de H. courbaril (12,5, 25, 50,

100 e 200pg/mL) contra linhagem de células de melanoma murino.
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Figura 5- Citotoxicidade em células de melanoma murino para o ensaio de 48h para o controle

positivo e as concentragdes de 12,5ug/mL, 50ug/mL e 100png/mL de extrato de H. courbaril.
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4. Discussao

A atividade antioxidante de um extrato estd relacionada a presenca de compostos
fenodlicos, tais como flavonoides (Scalbert et al., 2005; 2005b; Sailaja Rao et al., 2011; Li et
al., 2013. Neste estudo alta atividade antioxidante foi observada para os extratos da semente
de H. courbaril, em contrapartida, a CCD nao indicou a presenga de flavonoides, nao
corroborando assim os resultados. Por outro lado, estes compostos possivelmente estdo
presentes nos extratos hidroetanolico e metandlico da folha de H.courbaril, pois os mesmos
apresentaram na CCD mancha de cor laranja e, de acordo com Wagner e Bladt (1995),
flavondis, como por exemplo rutina apresentam coloracdo laranja para CCD, além disso Rf
obtido para esses extratos apresentaram valores proximos ao do padrao rutina. Na CCD a
banda de coloragdo marrom formada pela reacdo com o reagente Dragendorff indica a
presenca de alcaloides (Wagner e Bladt, 1995) o que possivelmente esta presente nos extratos
da folha de H. courbaril. Com relagédo a terpenoides, o género Hymenaea ¢ conhecido por ser
rico destes compostos, Jayaprakasam et al. (2007) demonstrou isto em seu estudo ao avaliar
os frutos de H. courbaril, e de acordo com Wagner e Bladt (1995), terpenoides podem ser
identificados em CCD pela formagao de manchas azul-violeta, sendo estas manchas
observadas neste estudo.

Diversos autores tém relatado atividade citotoxica de plantas sobre células de
melanoma, Rajasekar et al (2012) demonstraram atividade citotoxica de Lithospermum
erythrorhizon sobre células B16F10, mesma atividade foi demonstrada por Oliveira et al
(2013) ao avaliar o latex de Synadenium grantii.

A atividade citotoxica in vitro do extrato de H. courbaril sobre células de melanoma
murino foi relatada pela primeira vez neste trabalho. O teste de citotoxicidade ¢ um método
rapido para o screening de produtos naturais e sintéticos com potencial antitumoral (Oliveira
et al., 2013), permite determinar o tempo € a concentragao necessarios para a ocorréncia da
morte celular em resposta aos tratamentos. Da mesma forma que a variacdo de tempo pode
interferir no efeito de uma determinada concentragdo da substancia, a concentragdo também
pode interferir no tempo para o aparecimento do evento. Isto pode ser observado na figura 4,
onde o extrato na concentracdo de 25ug/mL apresentou para o periodo de 48h um efeito
citotoxico superior em comparagdo ao efeito obtido para a mesma concentragdo no periodo de
24h.

O controle DMSO 2% por ter apresentado efeito citotoxico, embora o menor valor
quando comparado as amostras, indica que possivelmente pode interferir nos resultados. O

extrato hidroetanolico de H. courbaril ainda ndo foi investigado para a atividade citotoxica
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em outras linhagens celulares tanto tumoral como ndo tumoral, o qual demonstraria se o
extrato apresenta efeito seletivo, caracteristica importante para desenvolvimento de novas

drogas, limitando assim os dados apresentados neste estudo.

5. Conclusdo

O extrato hidroetanolico da semente de H. courbaril apresentou atividade antioxidante
e citotoxicidade sobre as células de melanoma murino B16F10 Nex2. A atividade
antioxidante e citotoxica observada para este extrato faz dele uma fonte importante de
compostos com atividade bioldgica, indicando-a como fonte promissora para o

desenvolvimento de novos farmacos frente as células tumorais.
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CONCLUSOES GERAIS
Considerando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

e O extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril se destacou por
apresentar atividade antioxidante superior aos demais extratos desta espécie
e também da espécie H. stigonocarpa nos métodos DPPH e FRAP. No teste
ORAC-FL o extrato hidroetandlico da folha de H. stigonocarpa apresentou
maior potencial antioxidante.

e Elevado teores de fendis e flavonoides totais foram obtidos no extrato
hidroetandlico da semente de H. courbaril.

e Apesar das espécies avaliadas demonstrarem potencial antioxidante e
presenca de compostos fendlicos, elas n&o apresentaram atividade
fotoprotetora, visto que nenhum FPS determinado foi satisfatorio.

e De acordo com o perfil cromatografico foi possivel observar que a folha da
espécie H. courbaril apresenta alcaloides, assim como flavonoides. Para o
cromatograma de terpenoides, foi possivel constatar a presenca deste
composto em todos os extratos.

e O extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril apresentou atividade

citotoxica sobre células de melanoma murino.



