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RESUMO

Hymenaea martiana, conhecida como “jatoba”, apresenta grande potencial fitoquimico, porém, ainda
ndo foi relatado o desenvolvimento de produtos farmacéuticos ou cosméticos com esta especie.
Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo fitoquimico do extrato das
cascas de Hymenaea martiana e incorpora-lo em uma formulacdo fitocosmética com acéo
fotoprotetora. Para isso, as cascas foram submetidas a extracdo acelerada por solvente com etanol,
sendo o extrato bruto (HM-EEB) concentrado e particionado. No estudo fitoquimico, foram
determinados os compostos fenolicos e flavonoides totais, além das atividades fotoprotetora,
antioxidante e antimicrobiana in vitro. Uma analise por CLAE-EM e um perfil cromatografico em
CLAE-DAD foi realizada com o extrato bruto e a fragdo Hm-Fr.AcOEt. Trés flavonoides foram
isolados por Sephadex® e identificados por RMN. Uma aplicacéo tecnoldgica foi demonstrada com
a incorporacdo do extrato e um filtro quimico em uma base cosmética. No estudo fitoquimico, o
extrato bruto e a fracdo acetato apresentaram melhores resultados de doseamento, com atividade
fotoprotetora, antimicrobiana e antioxidante significativas, com forte correlagdo entre as atividades e
os compostos fendlicos. Por CLAE-DAD, 18 flavonoides bioativos foram identificados. O perfil
cromatografico apresentou quatro flavonoides majoritarios com espectro DAD-UV sugestivo para
astilbina e seus isdbmeros, e trés desses foram identificados por RMN como neoastibilna, astilbina e
isoastilbina. Na etapa de incorporacao, foi observado um possivel efeito sinérgico entre o extrato e 0
filtro quimico, e a formulacdo F4 foi considerada um produto promissor. Os resultados evidenciam o
potencial cosmético de Hymenaea martiana, uma planta nativa do nordeste brasileiro com um grande
potencial biotecnoldgico e terapéutico.

Palavras-chave: Cosméticos naturais. Fotoprotetores naturais. Flavonoides. Filtro Solar. Produtos
naturais.



ABSTRACT

Hymenaea martiana, known as “jatoba”, has great phytochemical potential, but the development of
pharmaceutical or cosmetic products with this species has not been reported yet. Given this context,
this study aimed to develop a phytochemical study of extract of the barks of Hymenaea martiana and
incorporate the extract in a phytocosmetic formulation with photoprotective action. For this, the barks
were subjected to accelerated solvent extraction with ethanol, the crude extract (HM-BSE) being
concentrated and partitioned. In the phytochemical study, total phenolic and flavonoid compounds
were determined, in addition to photoprotective, antioxidant and antimicrobial activities in vitro. An
analysis by HPLC-MS and a chromatographic profile in HPLC-DAD was performed with the Hm-
Fr.AcOEt fraction. Three flavonoids were isolated by Sephadex® and identified by NMR. A
technological application has been demonstrated with the incorporation of the extract and a chemical
filter on a cosmetic basis. In the phytochemical study, Hm-EEB and the Hm-Fr.AcOEt fraction
presented better dosing results with significant photoprotective, antimicrobial and antioxidant
activity, with a strong correlation between activities and phenolic compounds. By CLAE-DAD, 18
bioactive flavonoids were identified. The chromatographic profile presented four major flavonoids
with DAD-UV spectrum suggestive of astilbin and its isomers, and three of them were identified by
NMR as neoastilbin, astilbina and isoastilbin. In the incorporation step, a synergistic effect was
observed between the extract and the chemical filter, and the F4 formulation was considered a
promising product. The results show the cosmetic potential of Hymenaea martiana, a native plant
from the Brazilian northeast with great biotechnological and therapeutic potential.

Keywords: Natural cosmetics. Natural photoprotectives. Flavonoids. Sunscreen. Natural products.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém tido papel importante na terapéutica desde a antiguidade, e o seu valor
como alternativa clinica vem ganhando destaque em politicas publicas xde varios paises ao redor do
mundo. O Brasil vem acompanhando esta tendéncia, com a atualiza¢do de suas normas e legislagoes
sanitarias, especialmente em relagdo a alguns critérios, como seguranca, eficacia e qualidade de
produtos farmacéuticos e cosméticos com matérias-primas ativas vegetais (BRASIL, 2014).

O desenvolvimento e producdo de cosméticos tem apresentado grande direcionamento aos
cosmeéticos naturais, e 0os consumidores tém demonstrado preferéncia na utilizacdo de produtos que
utilizem matérias-primas naturais, principalmente os derivados vegetais (IHA et al., 2008). Os
produtos naturais com atividade antioxidante tém ganhado destaque, devido a diminuicao dos efeitos
indesejaveis em relacdo aos antioxidantes sintéticos, substancias que estdo sendo relacionadas a
carcinogénese, reacdes alérgicas, hepatotoxicidade e aumento significativo da proliferacdo do
reticulo endoplasmatico em nivel celular (MELO; GUERRA, 2002; KRISHNAIAH et al., 2011).

Seguindo esta tendéncia no setor cosmetico mundial, o desenvolvimento de fotoprotetores
atualmente visa a inclusdo de produtos naturais e extratos vegetais nas formulaces (OLIVEIRA-
JUNIOR; ALMEIDA, 2012), principalmente matérias-primas com atividade antioxidante
(POLONINI et al., 2011).

A radiacdo ultravioleta (UV) € uma faixa do espectro eletromagnético que se encontra entre 100-
400 nm e esta dividida em radiacdo UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-290 nm)
(NASCIMENTO et. al., 2009). Além das queimaduras solares e cancer de pele, a exposicao as
radiagcdes UV também esté relacionada ao envelhecimento cutaneo precoce, que pode ser explicado
pela agdo da redugdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), extremamente danosas aos tecidos
(VELASCO et al., 2008).

Por conta disso, compostos quimicos naturais com atividades antioxidante e fotoprotetora, como
por exemplo os flavonoides, tém demonstrado importante potencial farmacéutico e cosmetico,
devido as suas a¢Oes bioldgicas ja relatadas. Os flavonoides destacam-se dentre as principais classes
de produtos naturais, sendo caracterizados como polifendis, e sdo compostos formados por um
nucleo benzopirano ou cromano, ligado a um anel aromatico, formando o nticleo fundamental “fenil-
benzopirano”. Dentre as principais atividades farmacoldgicas associadas aos flavonoides, podem ser
citadas atividade antioxidante (ALMEIDA et al., 2012), imunomoduladora, anti-inflamatoria,
bactericida, antiviral, hepatoprotetora e gastroprotetora (GUARDIA et al., 2001). Outra atividade
que tem sido estudada é a atividade antimicrobiana (OLIVEIRA-JUNIOR et al, 2012) e fotoprotetora
(ALENCAR-FILHO et al., 2016) dos flavonoides.
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Dentre as plantas medicinais encontradas no bioma Caatinga com sua composi¢do rica em
compostos fendlicos, destaca-se a H. martiana Hayne, conhecida popularmente no Nordeste
brasileiro como “jatoba”. O jatobd tem sido tradicionalmente utilizado na forma de alimento,
material para construcéo e na medicina tradicional, sendo utilizado na forma de extrato alcoolico e
chés para o tratamento de anemia, gastrite, inflamacGes, reumatismo, e ainda como antinociceptiva
e analgésica (NEVES et al., 1993; ANSELMO et al, 2012; GAZZANEO et al, 2005). Algumas
substancias que tém sido relacionadas as atividades farmacoldgicas sdo compostos fenolicos da
classe dos flavonoides, sendo a astilbina 0 componente majoritario do extrato das cascas
(CARNEIRO et al., 1993; CALIXTO et al, 1992a; CALIXTO et al, 1992b; NEVES et al, 1993,
CLOSA etal., 1997; ALMEIDA et al., 2012).

Devido a presenca destes compostos quimicos, cujo espectro de absor¢ao se apresenta com dois
picos maximos entre 240-280 nm e outro a 300-550 nm fotoprotetoras (BOBIN et al., 1995), H.
martiana poderia, entdo, apresentar um grande potencial ao desenvolvimento preparacdes. Diante
deste contexto, este trabalho tem como objetivo realizar um estudo fitoquimico do extrato das cascas
de H. martiana, e incorporar o extrato etandlico em uma formulacdo fitocosmética com acdo

fotoprotetora.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 METABOLISMO VEGETAL

As plantas medicinais sdo utilizadas pelos homens desde os primérdios, e 0 evidente interesse
cientifico no inicio do século passado alimentou grande avanco nas pesquisas de plantas medicinais
utilizadas na medicina popular, resultando no isolamento e purificacdo de diversos compostos
naturais bioativos. Apesar do surgimento de dificuldades na obtencdo de compostos promissores,
alguns obstaculos na disponibilizacdo de medicamentos a partir de produtos naturais para a populacao
estdo sendo contornados pelo avango nas técnicas de isolamento e elucidagdo estrutural, que estdo
sendo acoplados a métodos que permitem a analise de muitas amostras em menos tempo
(BERNARDES et al., 2017).

Os estudos fitoquimicos tém por objetivo determinar a presenca de grupos de metabdlitos
secundarios e caracterizar os constituintes quimicos presentes em plantas. As plantas medicinais ja
utilizadas pela medicina popular constituem, assim, fonte promissora de compostos bioativos
(REGINATTO, 2017), oriundos do metabolismo vegetal.

O metabolismo vegetal pode ser dividido em metabolismo priméario e secundario. O
metabolismo primario ou basal pode ser definido como o conjunto de processos comuns e que
apresentam semelhanca nas espécies vegetais, e que levam a sintese de substancias importantes para
a manutencao dos processos vitais primarios da planta, como os carboidratos, proteinas, lipidios e
acidos nucleicos. Estes processos biossintéticos geram, aléem de intermediarios para outras vias
metabolicas, energia e compostos com poder redutor, e ocorrem a partir de rea¢cdes de 6xido-reducao
de compostos organicos (REZENDE et al., 2016).

Ja o metabolismo secundario (ou especial) resulta na biossintese de compostos de alta
complexidade e que ndo apresentam fungdes bem definidas no metabolismo do vegetal, visto que ndo
participam na geracao de energia, crescimento ou divisdo celular. Estes compostos sdo caracterizados
pela baixa massa molecular e pela distribuicdo restrita entre as plantas, sendo importantes para
quimiotaxonomia e sistematica entre familias, géneros e muitas vezes até espécies (KREIS et al.,
2017; REZENDE et al., 2016).

Os compostos quimicos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas apresentam
potencial terapéutico (KREIS et al., 2017), e acredita-se que surgiram com a funcdo de protecéo
contra ambientes ricos em oxigénio, com agdo antioxidante, além de protegerem 0s vegetais contra
fungos, bactérias e outros patdgenos e danos mecanicos (VIZZOTTO et al., 2010). Além disso,

podem também atuar como atrativos ou repelentes de insetos polinizadores, animais que se alimentam
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de plantas, na protecdo contra a radiacdo ultravioleta, na sinalizacdo intraespecifica, na alelopatia,
estresse hidrico, dentre outras fun¢des (REZENDE et al., 2016).

Os metabolitos secundarios sdo originados pelos componentes do metabolismo primério, como
por exemplo os alcaloides, que podem apresentar a estrutura basica de alguns aminoacidos na sua
estrutura. Trés principios basicos norteiam a biossintese de diversos metabdlitos secundarios: as
regras do isopreno (C-5), as regras do acetato, e as regras dos aminoacidos (KREIS et al., 2017).

A biossintese dos metabolitos secundarios tem sua base na formacéo de blocos de construcéo,
0s quais se originam dos metabdlitos simples do metabolismo anfibdlico. A glicdlise, ciclo de Krebs
e ciclo das pentoses (ciclo de Calvin) originam 0s compostos, a partir destas vias que representam
fontes de acidos carboxilicos e agUcares (KREIS et al., 2017). As relagBes biossintéticas entre o

metabolismo priméario e secundario sdo demonstradas na Figura 1.

Proteinas Carboidratos
. METABOLISMO
‘_I\[ETABS)L']SMO_’ o JEIBALIMO,
SECUNDARIO

Alcaloides  [«—— Am1noac1dos Nucleotideos Agucares Glicerol

/ Acidos
Flavonoides SLAX0S
\ —» | Piruvato
| 1-desoxixiuose |

L
s————
Terpenoides
\@ Esteroides
Ciclo de Difosfato de
Krebs isopentila Acidos
orginicos

Acidos
nucleicos

Chiquimato

<—— Fenilpropanoides

Hw — 200~ Q

METABOLISMO PRIMARIO

Figura 1: Rotas biossintéticas do metabolismo primario e suas relagcbes com o metabolismo secundério (ou especial).
Fonte: Adaptado de KREIS et al., 2017.

A classificagdo dos produtos naturais é geralmente organizada conforme sua via biossintética,
visto que poucas sdo as vias que originam estes metabdlitos, e por conta disso, poucos sdo 0s grupos

nos quais 0s metabdlitos secundarios sdo classificados (Tabela 1).



Tabela 1: Metabélitos secundarios com interesse terapéutico e sua origem biossintética.

Rota biossintética

Metabdlitos secundarios originados

Acetil-CoA

Aminoéacidos

1-desoxi-D-Xilulose

Mevalonato

Acido cinamico

Poliacetilénicos
Policetideos
Flavonoides e estilbenos
Aminas
Alcaloides verdadeiros
Glicosinatos
Glicosideos cianicos
Tetraterpenos
Bloco de construcéo dos hemiterpenos
Diterpenos
Monoterpenos
Triterpenos e esteroides
Sesquiterpenos
Cumarinas
Fenilpropanoides

Acidos fenilcarboxilicos

Fonte: Adaptado de KREIS et al., 2017.

2.1.1 Compostos fenolicos

15

Constituidos de pelo menos um anel aromatico substituido por pelo menos um grupamento

hidroxila (V1ZZOTTO et al., 2010), compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios originados de

plantas e fungos, e sdo produzidos para protecdo contra raios UV, insetos, virus e bactérias. Algumas

espécies produzem esta classe de compostos para inibir o crescimento de outras plantas (alelopatia)

(HELENO et al., 2015). Ainda podem exercer papel importante na reproducao, protecao contra

patdgenos e predadores, além de contribuir para cor e caracteristicas sensoriais das frutas e legumes

(BALASUNDRAM et al., 2006).

Os compostos fendlicos sdo considerados metabdlitos com via biossintética mista, pois sdo

sintetizados a partir de duas vias metabolicas principais: a via do acido chiquimico e a via do acido

mevaldnico (VIZZOTTO et al., 2010). Podem ocorrer de forma livre (agliconas), ligados a agucares

(glicosideos), e ainda ligados a proteinas, e outros metabdlitos secundarios (REZENDE et al., 2016).

Como exemplos de substancias fenodlicas, podem ser citadas as cumarinas, acidos fendlicos,

quinonas, taninos, ligninas, além dos estilbenos, fenilpropanoides e flavonoides (REZENDE et al.,



16

2016). Apresentam diversas atividades bioldgicas ja relatadas, como adstringente, atividade anti-
inflamatdria, antineoplasica, bacteriostatica, atividade antioxidante (HELENO et al., 2015) e
fotoprotetora (PSOTOVA et al., 2006), antialérgica, cardioprotetora e vasodilatador
(BALASUNDRAM et al., 2006).

Os fenodlicos sdo comumente encontrados em ervas e frutas (por exemplo macds, frutos
citricos, cacau, uvas, damasco, péssego, cereja, ameixa), verduras (por exemplo, cebolas, azeitonas,
tomates, brocolis, alface , soja, nozes, espinafre, repolho, alcachofras, berinjelas), graos (por exemplo,
arroz selvagem), chas (verde e preto), graos de café, propolis e vinho tinto. Podem agir como corantes
e agentes aromatizantes, e fazem parte integrante da dieta humana (SVOBODOVA et al., 2003).

Esta classe de compostos tem sido relacionada aos beneficios para a saude derivados do
consumo de altos niveis de frutas e vegetais, que tém sido relacionados a sua atividade antioxidante
(HEIM et al., 2002). Devido a sua complexidade estrutural, esta classe de metabodlitos tem sido
referida como “polifendis”. A forma mais natural de ocorréncia é na forma conjugada a mono e
polissacarideos, ligados a um ou mais grupamentos fenodlicos, e podem ocorrer como derivados
funcionais, tais como ésteres e ésteres metilicos (BALASUNDRAM et al., 2006). Embora tal
diversidade estrutural resulte na ampla gama de compostos fendlicos, estes podem basicamente ser

categorizados em algumas classes, conforme Tabela 2.

Tabela 2: Classes de compostos fendlicos encontrados em plantas.

Classes Estrutura
Fenolicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoicos Cs—Ci
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Ce—C
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides (cumarinas, isocumarinas, cromonas,

cromenos) Co- G
Naftoquinonas Ce—Cy
Xantonas Cs—C1—Cs
Estilbenos, antraquinonas Cs—C2—-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Cs—C3—-Cs
Lignanas, neolignanas (Ce — C3)2
Biflavonoides (Cs — C3—Cq):2
Ligninas (Cs —Ca)n
Taninos condensados (proantociadininas ou polimeros de flavonoides) (Ce —C3—Con

Fonte: BALASUNDRAM et al., 2006.

Dentre as classes de compostos fendlicos apresentados na Tabela 2, os acidos fendlicos,

flavonoides e taninos sdo considerados os principais fenolicos oriundos da dieta (KING; YOUNG,
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1999). Os acidos fendlicos sdo subdivididos em dois subgrupos, os &cidos hidroxibenzoicos (como
por exemplo, o &cido galico, acido p-hidroxibenzoico, &cido protocatecuico, acido vanilico e &cido
siringico) e acidos hidroxicinamicos (como por exemplo, o acido cafeico, acido ferulico, acido p-
cumarico, acido sinaptico) (BALASUNDRAM et al., 2006). A Figura 2 apresenta a estrutura quimica
dos principais exemplos de acidos fendlicos.

COOH COOH
CH;0O . . COOH

o ox on HO Q/\/

OH OH OCH;

Acido galico Acido protocatecuico Acido sinaptico
WCWH HDt@A‘/ COOH CH;DWcmH
HO HO HO

Acido p-CIHnarico Acido cafeico Acido feriilico

Figura 2: Exemplos de acidos fendlicos.
Fonte: BALASUNDRAM et al., 2006.

2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de origem vegetal, e sdo
compostos com baixo peso molecular, com 15 carbonos arranjados na configuracdo Cs — C3 — Cs
(BALASUNDRAM et al., 2006). A estrutura quimica basica dos flavonoides esta baseada em dois
anéis aromaticos A e B, unidos por uma ponte de 3 carbonos, geralmente um anel heterociclico
(Figura 3).

O anel A é derivado da via acetato/mevalonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina
por meio da via do chiquimato. O anel A é condensado com o sexto carbono do anel C e na posi¢ado
2 ha um grupo fenila como substituinte. O anel C pode ser um anel pirano heterociclico, que origina
as estruturas basicas das leucoantocianinas e das antocianidinas, denominado de ndcleo flavana.
Devido ao fato do anel C apresentar-se como uma pirona, ocorre a formacéo das flavonas, flavonais,
flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas, recebendo a denominacao de ndcleo 4-oxo-flavonoide
(Figura 4) (BALASUNDRAM et al., 2006; COUTINHO et al., 2009; MACHADO et al., 2008).
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Figura 3: Estrutura bésica dos flavonoides

Fonte: BALASUNDRAM et al., 2006.
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Figura 4: Estrutura basica das principais classes de flavonoides.
Fonte: BALASUNDRAM et al., 2006; COUTINHO et al., 2009; MACHADO et al., 2008.

Os flavonoides apresentam, dentre outras atividades biologicas, uma pronunciada
caracteristica atividade antioxidante, que é relacionada a sua capacidade de eliminar radicais livres,
doar atomos de hidrogénio ou elétrons, ou quelatos de cations de compostos metalicos
(BALASUNDRAM et al., 2006). A estrutura quimica complexa dos flavonoides, bem como a
diversidade de suas moléculas, torna a relagdo estrutura-atividade mais complicada do que para 0s

acidos fendlicos. Algumas das caracteristicas estruturais e natureza das substituicdes nos anéis B e C
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podem determinar a atividade antioxidante dos flavonoides. O grau de hidroxilagéo e as posi¢des dos
grupos hidroxil no anel B, em particular uma estrutura orto-dihidroxilica do anel B nas posicGes
(conhecido como grupo “catecol”), resulta em maior atividade a medida que se confere maior
estabilidade ao radical por deslocalizacdo de elétrons, ou pode ainda atuar como sitio de ligacéo
preferencial para metais (BALASUNDRAM et al., 2006). J& a presenca do chamado grupo pirogalol
(grupamentos hidroxila nas posigdes 3°, 4’ € 5’ no anel B, pode aumentar a atividade antioxidante de
flavonoides, em comparacdo com aqueles que possuem um unico grupo hidroxila. Porém, sob
algumas condicOes especificas, estes compostos podem agir como substancias pro-oxidativas
(SEERAM; NAIR, 2002). Uma condicdo que pode alterar a estrutura dos fendélicos é o tratamento
com radiagcdo ionizante, que pode causar a perda de elétrons, transformando as substancias em
particulas eletricamente carregadas. Este mecanismo pode provocar a formacao de radicais livres que
podem atacar outras moléculas (OKUNO, 2013). Estudos tém demonstrado que a irradiacdo pode
afetar as atividades biologicas de extratos vegetais, inclusive melhorar resultados para a atividade
antimicrobiana (ZANTAR et al., 2015) e antioxidante (KHATTAK, 2012).

Outra caracteristica que pode ser citada sobre a relacdo estrutura-atividade antioxidante dos
flavonoides, € a presenca de dupla ligacdo entre o carbono 2 e 3, conjugados com o grupo 4-0xo, no
anel C, o que aumentaria a capacidade antioxidante (PIETTA, 2000). Ja a ligacdo dupla, associada
com o grupamento hidroxila no carbono 3 este anel aumentaria a atividade antioxidante, como
exemplo da molécula do kaempferol (SEERAM; NAIR, 2002).

2.1.3 Fracionamento, isolamento, purificacdo e identificacdo / elucidacao estrutural de

metabdlitos secundarios

O isolamento e purificacdo de metabdlitos secundarios pode ser realizado por meio de
fracionamento dos extratos vegetais, que também pode fornecer fracGes enriquecidas em
determinadas classes de metabdlitos, ou pode ainda reduzir teores de compostos tdxicos
(REGINATTO, 2017).

A obtencdo dos extratos brutos é a primeira etapa para o isolamento de compostos, e varias
técnicas extrativas podem ser utilizadas para o preparo de extratos vegetais, como maceracao, infuséo,
decoccao, percolagdo, extracdo continua a quente por Soxhlet, extracao por hidrodestilacdo (aparelho
de Clevenger), extracdo em contracorrente, extragéo assistida por micro-ondas ou ultrassom, extragao
por fluido supercritico e turbolise ou turboextracdo (TIWARI et al., 2011; OLIVEIRA, 2015;
OLIVEIRA et al., 2016).
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Atualmente, técnicas mais modernas e automatizadas tém sido desenvolvidas e amplamente
estudadas, com o intuito de aumentar a eficiéncia extrativa para a obtencdo de extratos com maior
rapidez, menor quantidade de solventes, menor degradacdo de compostos quimicos e o
aprimoramento e controle de fatores que possam influenciar na reprodutibilidade do método extrativo.

A extracdo pelo método ASE foi a técnica escolhida para o presente trabalho, visando a
extracdo de compostos fendlicos com maior reprodutibilidade e controle. Esta é uma técnica
totalmente automatizada, na qual podem ser utilizados diversos solventes ou misturas nas mais
variadas proporcdes. O principio deste método extrativo baseia-se na aplicacdo de altas pressoes e
temperaturas, possibilitando o aumento da solubilizacdo dos compostos quimicos, influenciando na
cinética de extracdo, com menor tempo e volume de solventes (WIBISONO et al., 2009).

O processo de extragdo por meio do aparelho de ASE consiste no bombeamento do solvente
através da célula de extracdo previamente preenchida com uma mistura do material vegetal em estado
solido ou semissolido com um agente de preenchimento, como por exemplo, terra diatomacea, que
tem como objetivo impedir a agregacgdo entre as particulas do material a ser extraido, proporcionando
distribuicdo mais homogénea do material vegetal dentro da célula. Durante todo o processo extrativo,
a célula de extracdo é mantida sob aquecimento e pressao (entre 1500 e 2000 psi). Uma vantagem
proporcionada por este equipamento é a possibilidade de ajuste nos parametros de extracdo, como
pressao, temperatura, ciclos e tempo de extracdo em cada ciclo (tempo estatico), até a remogao
completa dos compostos bioativos do material. Portanto, é possivel a realizagdo de uma infinidade de
extratos com a variacdo dos parametros, inclusive com gradientes de concentracdo ou polaridade de
solventes (GOMES, 2013).

Um método que tem se demonstrado muito Gtil na analise quimica de produtos naturais € a
espectrofotometria, sendo comumente utilizados para quantificar produtos naturais, como 0S
compostos fendlicos (LI et al., 2008) e flavonoides (MARQUES et al., 2012) em extratos vegetais e
fracdes, além de serem amplamente utilizadas na avaliacdo de atividades bioldgicas in vitro, como
atividade fotoprotetora (MANSUR et al., 1986) e atividade antioxidante (PRIETO et al., 1999;
UCHOA et al., 2015; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2012).

A espectrofotometria UV-Vis compreende a faixa do espectro da radiagdo eletromagnética
entre 200 a 800 nm, sendo de 200 a 400 nm considerada a regido ultravioleta e de 400 a 800 nm
considerada a regido do visivel, permitindo determinar a absorcao de luz da amostra (PAVIA et al.,
2010).

Outra técnica bastante utilizada na anlise de produtos naturais € a espectrometria de massas
(EM), técnica utilizada para identificar e quantificar compostos conhecidos e desconhecidos, além de

fornecer dados sobre propriedades quimicas e estruturais das moléculas, realizando analises com
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pequenas quantidades de amostra (ao nivel de picograma) e concentracdes reduzidas em misturas
guimicamente complexas (CROTTI et al., 2006).
Os componentes basicos do espectrémetro de massas sdo o sistema de introducdo de amostra,

fonte de ionizagéo, analisador de massas, detector e registrador, conforme a Figura 5 (DINIZ, 2011).

A
Fonte * Analisador * Detector
de
ions

;l
=]

]
-

Espectro de Massas

Figura 5: Componentes do espectrometro de massas.
Fonte: DINIZ, 2011.

A fonte de ionizagdo é um dispositivo que promove a ionizacdo dos compostos quimicos da
amostra. Diversas sdo as técnicas de ionizacdo hoje disponiveis, sendo as mais conhecidas a ionizagdo
por elétrons (EI), ionizacdo quimica (CI), bombardeamento por atomos rapidos (FAB), ionizagao por
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI), ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e
ionizacdo por electrospray (IES) (DINIZ, 2011). Esta ultima técnica tem se difundido as mais
diversas areas da ciéncia, e sua importancia tem se refletido no nimero crescente de artigos cientificos
publicados utilizando a técnica (CROTTI et al., 2006). Dentre as vantagens da IES-EM, podem ser
citadas a sua alta sensibilidade e seletividade, além da facilidade de uso e consumo reduzido de
amostra (DINIZ, 2011).

Na 1onizacao por “electrospray”, podem ser gerados os ions moleculares, as moléculas
protonadas/desprotonadas (ions quasi-moleculares) e moléculas cationizadas ou anionizadas. O
processo de formacdo de cada um destes ions pode ser compreendido considerando o balango entre

trés processos, as reacOes redox que produzem os ions moleculares (M™ e M™); reagdes acido / base
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que resultam na formacdo de moléculas protonadas ou desprotonadas ([M+H]" ou ([M+H]); e na
coordenacdo com cations ou anions, que leva a formagdo de moléculas cationizadas, ([M+Na]*,
[M+K]", por exemplo), ou anionizadas ([M+CI]", por exemplo) (CROTTI et al., 2006).

A determinacdo estrutural dos compostos quimicos isolados é uma parte importante do estudo
fitoquimico. Apés o fracionamento e isolamento dos compostos, sua estrutura quimica deve ser
confirmada, visando a identificacdo de compostos ja conhecidos ou a elucidagdo de compostos
inéditos. A principal técnica espectroscopica de identificacdo de compostos orgénicos é a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), tendo em vista que auxilia na
identificacdo do esqueleto carbono-hidrogénio de uma substancia organica. Comparada a outras
técnicas espectroscopicas, a RMN ndo torna possivel apenas a identificacdo da funcionalidade de um
carbono especifico, mas também permite determinar a configuracdo dos carbonos vizinhos, e em

muitos casos, pode até determinar a estrutura inteira da molécula analisada (PAVIA et al., 2010)

2.1.4 Técnicas hifenadas para a analise fitoquimica

O acoplamento entre duas ou mais técnicas analiticas, resultando na obtencdo de uma
ferramenta mais eficiente e rapida comparada com as técnicas convencionais deu origem ao termo
“técnicas hifenadas”, como por exemplo o acoplamento de métodos de separacdo como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou a cromatografia a gas (CG), com técnicas que
funcionam como detectores, como por exemplo a espectrofotometria de UV-Vis (DAD),
espectrometria de massas (EM e EM/EM) e ressonancia magnetica nuclear (RMN), que fornecem
informacdes complementares sobre a estrutura quimica dos componentes da amostra (RODRIGUES
et al., 2006). Alguns exemplos de técnicas hifenadas sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Exemplos de técnicas hifenadas e suas caracteristicas.

Técnica hifenada Caracteristicas
CG-EM Utilizada para identificacdo de compostos, fornece informagdo estrutural da
molécula e permite comparagdo com bibliotecas espectrais.
CG-EM-EM Utilizada para confirmag&o estrutural de moléculas.
CLAE-DAD Utilizada para identificagdo de compostos conhecidos, através da comparacao do

tempo de retencdo e espectro de UV com o padrdo analitico. Ndo fornece
informagé&o estrutural.

CLAE-EM Raramente resulta na identificacdo definitiva. Muitas vezes acoplado com
CLAE-DAD para fornecer informagdes estruturais complementares.

CLAE-EM-EM Determinagdo de novos compostos, com incrivel vantagem da simplicidade no
preparo da amostra e rapidez na obteng&o dos resultados.

CLAE-RMN Fornece informagdes estruturais (espectro de RMN de H). Constitui-se a técnica

mais poderosa na determinacdo estrutural de substancias inéditas com novos
esqueletos e em misturas biologicamente ativas.
Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2006.
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As técnicas hifenadas tém ganhado destaque na analise quimica, principalmente devido ao
fato da possibilidade de utilizagcdo de pequenas quantidades (miligramas) de analito na sua forma
purificada, de forma diferente das técnicas sem hifenacédo, que s6 sdo possiveis apds longo processo
de purificacdo em grandes quantidades (RODRIGUES et al., 2006).

As técnicas hifenadas possibilitam também os estudos com abordagens metabolémicas, que
visam a caracterizacdo do conjunto de metabolitos de baixa massa molecular (com até 1500 Da)
presentes em um sistema bioldgico, conjunto este chamado de metaboloma (CANUTO et al., 2018).

O recente desenvolvimento rapido de uma variedade de plataformas analiticas, incluindo GC,
CLAE, cromatografia liquida acoplada a espectroscopia EM e RMN, poderia permitir a separacéo,
deteccdo, caracterizagdo e quantificacdo desses metabolitos e caminhos metabolicos relacionados.
Devido a complexidade do metaboloma e as diversas propriedades dos metabdlitos, nenhuma
plataforma analitica Gnica poderia ser aplicada para detectar todos os metabolitos em uma amostra
bioldgica. O uso combinado de abordagens analiticas instrumentais modernas revelou resultados
ideais nos estudos metabolémicos e tem sido benéfico para aumentar a cobertura de metabolitos
detectados que ndo podem ser alcangados por técnicas de analise Unica. As plataformas integradas
tém sido frequentemente usadas para proporcionar uma deteccdo sensivel e confiavel de milhares de
metabdlitos em uma amostra de biologica (ZHANG et al., 2012).

Atualmente, dentre as varias técnicas disponiveis para a analise e identificacdo de compostos
fendlicos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia apresenta destaque e pode ser acoplada a
diferentes detectores, como por exemplo o arranjo de diodos (DAD). A identificacdo e quantificacdo
de compostos por CLAE-DAD possibilita a coleta de dados espectrais de cada sinal cromatografico,
fornecendo informacdes para confirmar a identidade e pureza de cada sinal (CALDAS et al., 2011).

A espectrometria de massas € considerada a técnica mais utilizada na metabolémica, uma vez
que proporciona analises rapidas, com alta sensibilidade e seletividade. A técnica hifenada com a
cromatografia liquida (CLAE-EM ou LC-MS, do inglés Liquid Chromatography — Mass
Specrotometry) vem sendo cada vez mais aplicada a estudos metabolémicos de produtos naturais,

devido a sua robustez, sensibilidade, seletividade e facil operacdo (CANUTO et al., 2018).
2.2 FORMULACOES COSMETICAS COM ACAO FOTOPROTETORA
2.2.1 A peleearadiagéo solar
A radiacdo solar compreende parte do espectro eletromagnético, e é emitida em distintas

faixas de comprimentos de onda, variando entre 290 a 3000 nm, e inclui a radiacdo ultravioleta, que
varia da radiagdo UVC (200-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm); a radiagéo visivel
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(400-760 nm) e radiagéo infravermelha (V) (760-3000 nm) (AKHALAYA et al., 2014; SOUZA,
2016).

A pele humana desempenha papel importante na prote¢cdo do organismo contra agentes
externos, inclusive a radiacdo solar. A pele é um 6rgdo complexo, composto por trés tecidos distintos
estrutural e funcionalmente, a epiderme, derme e hipoderme. A epiderme € a camada mais externa,
composta por queratindcitos, que compdem o epitélio escamoso estratificado. Apds diferenciacéo,
estas células formam a camada basal, espinhosa, granulosa, licida e estrato corneo. Na epiderme,
também sdo encontrados 0 melandcitos, células responsaveis pela producdo de melanina; células de
Langerhans, que sdo células imunes, e as células de Merkel, receptoras do tato, ligadas a terminacGes
nervosas (MARIONNET et al., 2015; STIEFEL; SCHWACK, 2015). J& na derme é onde se
encontram o tecido conjuntivo de suporte, tecido fibroso e elastico responsavel pela flexibilidade e
resisténcia da pele. Nesta regido, sdo encontrados apéndices, como glandulas sudoriparas, foliculos
pilosos e também os vasos sanguineos e linfaticos (MARIONNET et al., 2015; SOUZA, 2016).

A profundidade de penetracdo da radiacdo solar na pele é orientada pelo comprimento de
onda. Os comprimentos mais curtos, como a radiacdo UVB pode alcancar a epiderme, enquanto
longos comprimentos de onda como da radiacdo infravermelho, podem alcancar até o tecido
subcutaneo (SARGENT; TRAVERS, 2016). Desta maneira, as diferentes regides do espectro solar
podem promover diferentes danos a pele, sendo a radiacdo UVB a mais deletéria entre elas, pois
apesar da sua penetracdo apenas na epiderme, possui maior energia associada, e promove maiores
danos a pele, causando efeitos diretos as células e ao DNA, o que pode promover mutacdes (SOUZA,
2016).

Os efeitos da radiacdo ultravioleta na pele estdo relacionados ao aparecimento de eritemas
(queimaduras solares), pigmentacdo da pele, fotoenvelhecimento, alteragbes no sistema imune e
cancer de pele, sendo que a radiacdo UVB é completamente carcinogénica ap0s a exposi¢ao
prolongada (SARGENT; TRAVERS, 2016; SOUZA, 2016).

O cancer de pele e o fotoenvelhecimento tem apresentado crescimento ao longo dos anos em
todo o planeta, apresentando propor¢oes epidémicas. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer,
a letalidade do melanoma, o tipo de cancer mais frequente, € elevada (INCA, 2016). Desta forma, a
protecdo da pele contra a radiacdo solar torna-se de grande relevancia para a preservacao da saude da

pele.
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2.2.2 Fotoprotecao

O uso de fotoprotetores é considerado atualmente como a medida mais eficaz para a prevencéo
dos danos causados pela radiagéo solar, inclusive contra o cancer de pele (CORREA, 2012; SOUZA,
2016; SARGENT; TRAVERS, 2016).

Fisiologicamente, a pele possui mecanismos de protecéo natural contra a radiacdo solar, que
apresenta eficacia satisfatoria apenas em determinados limites de exposicdo. Dentre estes
mecanismos, podem ser citadas a sintese de melanina, o espessamento do estrato corneo e da
epiderme, formacdo do acido urocénico, mecanismos de reparacdo de DNA e ativacdo de
antioxidantes endogenos (SOUSA, 2016). Uma vez que estes mecanismos sdo limitados, a
necessidade de fotoprotecdo toma grande importancia, o que envolve medidas como o uso de roupas,
chapéus e 6culos especificos para a protecdo solar, bem como o uso correto de produtos cosméticos
fotoprotetores (CORREA, 2012).

2.2.3 Formulagdes cosméticas com acdo fotoprotetora

De acordo com a RDC n° 30 (BRASIL, 2012), um protetor solar pode ser definido como uma
preparacdo cosmética com finalidade exclusiva de proteger a pele e labios contra a radiacao solar
(UVA e UVB), absorvendo, dispersando ou refletindo esta radiagdo. Para o registro de produtos
cosméticos no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige a realizacdo de
testes que visam garantir a pureza, integridade e devida identificacdo dos ingredientes ativos, para 0s
cosméticos classificados como grau Il, incluindo os fotoprotetores. Esta exigéncia também abrange
as matérias-primas ativas vegetais (BRASIL, 2015). A ANVISA define ainda que, para a escolha do
filtro solar, a RDC n° 69 (BRASIL, 2016) deve ser consultada, pois nela ha uma lista de filtros
ultravioletas permitidos para 0 uso em cosméticos, que sdo considerados seguros para 0 Uso na
composicao dos fotoprotetores.

Com um desenvolvimento apropriado, com o devido cumprimento de exigéncias, 0s
cosméticos naturais obtidos a partir da biodiversidade brasileira podem entéo ser tdo eficazes quanto
os demais produtos atualmente comercializados com ingredientes sintéticos, desde que seja garantida
a constancia da qualidade do produto e da sua agédo bioldgica. Desta forma, o desenvolvimento de
cosmeéticos a partir de matérias-primas naturais requer um estudo sério e aprofundado, com a devida
caracterizacdo quanto aos aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos,
toxicoldgicos, farmacotécnicos e de desenvolvimento de metodologias analiticas (KLEIN et al,
2009).
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Para o desenvolvimento de um fotoprotetor, varias caracteristicas devem ser levadas em
consideracdo, antes da escolha da forma farmacéutica. Além da seguranca e eficcia, o tipo de
produto, consumidor alvo, parte do corpo, atividades adicionais inseridas ao produto (substancias
antioxidantes), aspecto (cor, odor), solubilidade do filtro solar no veiculo, séo alguns exemplos de
caracteristicas importante a serem analisadas (SURMAN et al., 2009). Desta forma, torna-se possivel
a escolha da forma farmacéutica ideal para a incorporagéo do filtro solar.

A avaliacédo da eficacia de fotoprotetor é realizada por meio da anélise da sua capacidade de
protecdo da pele contra eritemas e edemas, reducdo do risco de queimaduras e carcinoma de células
da camada basal e espinhosa (VIOLANTE et. al., 2009). Uma das formas mais utilizadas de se avaliar
a eficicia dos protetores € a determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) (ANDRADE, 2015).

A determinacgédo do FPS pode ser realizada por metodologias in vitro e in vivo. O ensaio in
vitro apresenta vantagens associadas a rapidez, reprodutibilidade, menor custo e a inexisténcia de
exposicdo a riscos por parte de voluntarios ou animais. Estes métodos utilizam dilui¢Ges seriadas e
andlises por métodos espectrofotométricos (MANSUR et al., 1986; ANDRADE, 2015).

O método espectrofotométrico de solugdes diluidas em alcool é um dos métodos in vitro mais
empregados, pois mostrou ser rapido, eficaz e possui boa correlacdo com os testes in vivo, tendo como
desvantagem a utilizacao restrita de substancias insoltveis no solvente sugerido pelo método, como
por exemplo os filtros fisicos (MANSUR et al., 1986; NASCIMENTO et. al., 2009).

As formulag6es cosméticas com acao fotoprotetora geralmente apresenta uma combinacdo de
dois ou mais filtros solares, com o objetivo de elevar o FPS (Fator de Protecdo Solar) e tornar mais
efetiva a protecdo nas faixas UVA e UVB. Os filtros solares utilizados nas formulacdes podem ser
classificados em organicos (também chamados de quimicos) ou inorganicos (também chamados de
fisicos); e em filtros UVA, UVB ou UVA/UVB, tomando como base a regido do espectro ultravioleta
em que absorvem radiacédo (BAREL et al., 2009; CORREA, 2012).

Os filtros inorganicos sdo aqueles que formam uma barreia fisica contra a penetracdo da
radiacdo solar através da pele, refletindo a radiacdo UV-Vis, e por conta disso sdo considerados
também filtros “fisicos”. Os principais filtros inorganicos disponiveis atualmente sdo o 6xido de zinco
(Zn0), que oferece protecdo UVA/UVB, e didxido de titanio (TiO2), que oferece protecdo UVB.
Estes filtros sdo recomendados para a formulacdo de fotoprotetores de uso infantil, peles sensiveis e
gestantes, além de elevar o FPS, pois sdo considerados filtros mais seguros e mais fotoestaveis do
que os filtros orgéanicos (CORREA, 2012; SOUZA, 2016).

Ja os filtros solares organicos sdo compostos aromaticos conjugados a um grupo carbonila e
a um radical nas posi¢des “0rto” e “para”, com grupamentos doadores de elétrons substituindo estas
posicdes no anel aromatico. A absorcdo da radiacdo ocorre em determinado comprimento de onda,

passando a molécula para um estado mais excitado, de maior energia, e ao retornarem ao estado
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fundamental, emitem a energia absorvida para a atmosfera em um maior comprimento de onda,
menos prejudicial a pele. Devido a este processo, sio também considerados filtros “quimicos”.
Recuperam, entdo, a capacidade de absorver a radiacdo UV repetidamente, caracterizando assim a
sua fotoestabilidade (CORREA, 2012; SOUZA, 2016). Como exemplos de filtros solares organicos,
pode-se citar o acido p-aminobenzoico e derivados, derivados do acido cindmico, salicilatos,
benzofenonas, derivados da canfora, derivados do dibenzoilmetano e antranilatos (BAREL et al.,
2009; CORREA, 2012).

Além da escolha dos filtros solares, torna-se importante a planejar a influéncia dos demais
ingredientes na formulagdo fotoprotetora, e a escolha do veiculo é fator importante para uma melhor
aceitacdo do produto e a obtengdo do nivel de FPS desejado. Varias sdo as formas farmacéuticas que
podem ser utilizadas para a incorporagdo de um filtro solar, e podem ser classificadas de acordo com
a solubilidade em veiculos a base de agua, 6leo, agua e Oleo, etanol e 6leo, ou ainda quanto a
consisténcia (SURMAN et al., 2009). As emulsdes tém sido as formas mais utilizadas na preparacao
de fotoprotetores nos ultimos anos, pois possibilitam a incorporacgéo de filtros lipo e hidrofilicos, que
podem atuar sinergicamente, melhorando assim a eficacia do produto. Sdo considerados por alguns
autores os melhores veiculos para produtos com esta finalidade, porém, apesar de bastante utilizado,
este tipo de veiculo apresenta desvantagens, como por exemplo a instabilidade das preparacdes, que
ocorre por conta da presenca de moléculas com solubilidades diferentes, necessitando a utilizacdo de
substancias que evitem a separacdo de fases, 0 que pode ser um problema do ponto de vista
farmacotécnico e de custo para a formulacdo. Quanto ao aspecto, podem apresentar um carater
gorduroso, o que pode nédo ser confortavel para o consumidor (FLOR et al, 2007; CORREA, 2012).

Os géis surgem entdo como uma alternativa a estas desvantagens. Eles podem ser
caracterizados como sistemas semissolidos, com dispersfes de pequenas ou grandes moléculas em
um veiculo liquido, que adquire consisténcia semelhante a geleias pela adicdo de um agente
gelificante. Além de varios beneficios observados na forma farmacéutica gel, a formulacao apresenta
menor grau de intoxicagdo com possibilidade de aplicagdo em diversos locais (CORDEIRO et al.,
2013).

Os géis utilizados em preparacdes fotoprotetoras podem apresentar caracteristicas hidrofilicas
ou lipofilicas. Os hidrofilicos sdo aqueles preparados a base de agua ou alcool (etanol). Os géis
preparados a base de etanol podem apresentar maior capacidade fotoprotetora do que 0s aquosos, mas
apresentam grandes desvantagens, como a possibilidade de causar desidratacdo e ressecamento da
pele. Ja os géis lipofilicos sdo preparados a base de emulsdes (os chamados “gel-creme”), que sdo
estabilizadas por coloides hidrofilicos (CHORILLLI, et al., 2007).

A eficécia da formulacdo fotoprotetora esta diretamente ligada a aceitacdo do produto pelo

consumidor, visto que ndo sdo apenas os niveis de FPS que garantem a prote¢édo solar, mas também



28

a quantidade, forma e frequéncia de aplicacdo do produto fotoprotetor na pele a ser protegida
(MILESI; GUTERRES, 2002; CORREA, 2012). Nesse contexto, a qualidade do produto é parametro
importante, tanto para a aceitacdo do produto, como para a seguranca do consumidor, visto que
produtos que ndo atendam aos requisitos de qualidade podem proporcionar a degradacdo dos
componentes da formula, originando substancias com toxicidade elevada, podendo causar riscos a
salude (MISHRA et al., 2012). Portanto, os estudos de controle de qualidade e estabilidade dos
cosmeéticos exercem papel fundamental no desenvolvimento das formulagdes.

Com a avaliacdo da estabilidade do produto cosmético, € possivel avaliar o desempenho do
produto exposto a condi¢cBes ambientais, desde a fabricacdo até o prazo de validade. Desta forma, o
estudo de estabilidade fornece informacdes importantes sobre a seguranca e eficacia do produto, além
de uma previsao da aceitagédo pelo consumidor, visto que os estes estudos sdo considerados preditivos,
em condicBes que visam também acelerar possiveis alteracfes que podem ocorrer nas condicdes
normais do mercado e transporte (BRASIL, 2004). Portanto, o estudo de estabilidade de produtos
cosmeéticos contribui para o desenvolvimento da formulacdo, além de fornecer informacGes
importantes sobre o armazenamento (BRASIL, 2004).

Alguns aspectos devem ser considerados nos estudos de estabilidade. Os fatores fisicos
englobam as propriedades fisicas originais como aspecto, cor, odor e uniformidade. Os fatores
quimicos devem envolver a integridade quimica dos componentes ativos, bem como os teores destes
ingredientes. J& em relacdo aos fatores microbioldgicos, os produtos cosméticos devem manter as
caracteristicas microbioldgicas, conforme requisitos especificados (BRASIL, 2004).

Levando em consideracgéo estes fatores, ensaios devem ser realizados, visando a obtencdo de
informac0es sobre a estabilidade dos produtos em um curto periodo de tempo. Com isso, amostras
devem ser armazenadas tanto em condi¢des extremas como as condi¢fes recomendadas de
armazenagem, visando acelerar mudancas que podem ocorrer dentro do prazo de validade. Os ensaios
de estabilidade seguem uma sequéncia de testes chamados de preliminares, acelerados e de prateleira
(BRASIL, 2004).

2.2.4 O papel dos antioxidantes

O metabolismo aerobico envolve varias reacdes quimicas, dentre elas mecanismos de 6xido-
reducdo e transferéncia de elétrons. Desta forma, os radicais livres podem ser considerados como um
dos mediadores do metabolismo celular, e sdo moléculas que possuem um par de elétrons
desemparelhado, altamente reativas. Os radicais livres sdo essenciais para 0s processos de produgéo
de energia, crescimento celular, sinalizacdo quimica e sintese de importantes biomoléculas
(BARREIROS et al., 2006).
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Os radicais livres sdo desativados por agentes enddgenos, como enzimas (S-glutationa
peroxidase, catalase e superoxido desmutase), ou ainda por substancias obtidas por meio da ingestéo,
como vitaminas, minerais e substancias oriundas do metabolismo secundarios de plantas, que séo
caracterizados por sua capacidade antioxidante (ALVES et al., 2010).

O estresse oxidativo é uma condicdo decorrente do desequilibrio entre a producéo de radicais
livres e a estabilizagdo destes pelos agentes antioxidantes enddgenos ou exdgenos. O excesso de
radicais livres desencadeia uma serie de reacdes bioquimicas deletérias, e podem ser responsaveis
pelo surgimento de doencas cronico-degenerativas, como artrite, doencas cardiovasculares, cancer,
catarata, doengas autoimunes e envelhecimento precoce (ALVES et al., 2010; OLIVEIRA, 2014).

Os principais agentes indutores de patogenias relacionadas ao estresse oxidativo sdo as
espécies reativas que possuem um elétron desemparelhado em um atomo de oxigénio, caracterizando
assim as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNSs). De forma geral, as substancias
antioxidantes sdo aquelas que podem retardar, prevenir ou reparar os danos oxidativos causados pelas
EROs a uma molécula alvo. Os antioxidantes podem proteger a pele dos radicais livres por diversos
meios, e podem ser incorporados em produtos cosméticos, como 0s protetores solares, com o objetivo
de reduzir os danos oxidativos causados pelas EROs induzidas pela radiacdo solar (BAREL et al.,
2009). Varios estudos demonstram os efeitos benéficos da associacdo entre os filtros solares e
antioxidantes, e estas formulagdes associadas obtiveram melhores resultados na protecéo contra 0s
danos causados pela radiagdo UV (WU et al., 2011; HAAG et al., 2014; GRETHER-BECK et al.,
2014). Nesse sentido, o potencial antioxidante de substancias tem sido investigado, porém, poucos
estudos mostram esta avaliacdo em formulages tdpicas (SOUZA, 2016).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a determinacdo da atividade antioxidante in vitro,
como o método de sequestro do radical DPPH, a inibicdo da formac&o do radical ABTS e a formacéo
do complexo fosfomolibdénio. No método do sequestro do radical DPPH, é avaliada a atividade
sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picrilhidrazila de coloracdo purpura, que absorve a 515
nm, por acdo de um antioxidante (HO-R). O DPPH é reduzido, formando difenilpicril hidrazina, de
coloragédo amarela, com consequente desaparecimento da absorgao, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia (KENNY et al., 2015).

Por sua vez, no método de inibigdo do radical ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), a atividade antioxidante mede a quantidade do radical livre (ABTS+)
formado na presenca de metmioglobina e peroxido de hidrogénio com e sem a adicdo dos
componentes antioxidantes da amostra. O croméforo do radical ABTS+ (azul ou verde) é formado
pela reagdo entre 0 ABTS e o persulfato de potéssio. A descoloragdo do radical ABTS+, na presenca
de compostos antioxidantes, pode ser medido em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 734
nm (KENNY et al., 2015).



30

Na avaliacdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo fosfomolibdénio, é
determinado de modo quantitativo a reducdo de molibdénio VI para molibdénio V, que pode ser
observado com a formacdo da coloracao verde (fosfato/ molibdénio V) em pH acido. A leitura é
realizada em 695 nm. Neste método, o acido ascorbico é o mais indicado como padréo (PRIETO et
al, 1999; CAMPOS; FRASSON, 2011).

2.2.5 Atividade antimicrobiana

O uso indiscriminado de antibidticos ao longo dos anos tem acelerado o processo de
resisténcia microbiana, que hoje é considerado um problema de salide de nivel mundial. A OMS
(2019) estima que até o ano de 2050, 10 milhdes de pessoas morrerdo ao ano devido a resisténcia aos
antimicrobianos, superando estimativas de outras doencgas graves e prevalentes, como o cancer por
exemplo (OMS, 2019).

Os mecanismos de resisténcia mais importantes sdo aqueles que podem ser adquiridos e
transmitidos, e consistem na producdo de enzimas microbianas que inativam os antibidticos, ou por
modifica¢cBes no microrganismo que impedem a chegada do farmaco no seu local de agdo, ou ainda
em alteracdes no mecanismo de acdo do antibidtico (SILVA, 2018). Os antibidticos, portanto, sdo
compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou
bactérias. Para que seja possivel a sua acao, estes farmacos precisam atravessar a barreira superficial
do microrganismo e se fixar sobre estruturas ou mecanismos bioquimicos envolvidos na sua
multiplicacdo ou sobrevivéncia. Varios sdo 0s mecanismos de a¢do antimicrobiana, mas todos podem
atuar como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem
a inibicdo do crescimento microbiano. Os mecanismos de acdo destes compostos podem residir na
inibicdo da sintese de &cidos nucleicos e proteinas da parede celular ou na alteracdo da membrana
celular da bactéria, interferindo na bomba de efluxo, por exemplo (GUIMARAES et al., 2010;
SILVA, 2018).

Um fator que tem contribuido para 0 aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos é a
inclusdo destes em produtos ndo medicamentosos, como 0s cosméticos e alimentos. Os agentes
conservantes antimicrobianos mais utilizados séo os parabenos, e por estes serem considerados pouco
efetivos contra Pseudomonas aeruginosa, muitas vezes outros conservantes sdo adicionados, como
fenoxietanol, isotiazolinonas ou imidazolidiniluréia. Além da relagdo com a resisténcia microbiana,
0s estudos sobre a conservacdo tém ganhado grande importancia por conta do potencial de irritacdo
e toxicidade dos conservantes (CORREA, 2018).

Por conta disso, agentes antimicrobianos naturais tém sido apontados como uma alternativa
aos agentes conservantes em produtos cosméticos, com novos mecanismos de acdo ou que

proporcione menores efeitos adversos na pele (ANDRADE, 2016). Os extratos vegetais ricos em
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flavonoides tém sido apontados como importantes fontes de substancias com esta acdo (XIE et al.,
2015).

Os mecanismos da atividade antimicrobiana dos flavonoides envolvem a inibicdo da sintese
de acidos nucleicos; inibicdo da funcdo da membrana citoplasmatica; inibicdo do metabolismo
energeético; inibicdo da aderéncia e formacéao de biofilme; inibi¢do das porinas na membrana celular,
afetando a bomba de efluxo; alteracbes na permeabilidade de membrana e diminuicdo da
patogenicidade (XIE et al. 2015).

Diante deste contexto, € notavel a importancia do estudo da atividade antimicrobiana de

extratos vegetais ricos em flavonoides, o que pode agregar valor as formulacdes cosméticas.

2.2.6 Fotoprotetores naturais

Com base na estrutura quimica dos filtros solares organicos, podemos verificar a presenca de
anéis aromaticos, além da utilizacdo no setor cosmético de filtros organicos derivados do &cido
cindmico e salicilato, produtos de origem natural. Adicionalmente, com a constante busca por novas
moléculas fotoestaveis para a utilizacdo em protetores solares, atualmente tém-se destacado o
desenvolvimento de fotoprotetores com filtros baseados em produtos naturais. Esta busca envolve,
principalmente, a capacidade de absor¢do da luz ultravioleta pelos grupamentos cromoforos da
molécula, associada a possivel atividade antioxidante (GUARATINI et al., 2009).

Varios compostos quimicos de origem natural, principalmente de espécies vegetais, podem
cumprir estes requisitos, e a literatura cientifica vem apresentando diversos derivados vegetais com
atividade antioxidante, cuja composi¢cdo quimica apresenta substancias com anéis aromaticos, como
por exemplo, propiofenonas, derivados do acido cafeico, lignanas e flavonoides (ALENCAR-FILHO
et al., 2016; OLIVEIRA-JUNIOR; ALMEIDA, 2012; GUARANTINI et al., 2009). Desta forma, a
atividade antioxidante e fotoprotetora de derivados vegetais ricos nestas classes de metabdlitos
secundarios representa, portanto, grande potencial para o desenvolvimento de formulacdes
cosmeéticas com acdo fotoprotetora.

Alguns estudos ja apresentam a atividade fotoprotetora de flavonoides, que absorvem a
radiacdo UVA e UVB, devido a sua estrutura quimica ser composta por anéis aromaticos e duplas
ligacGes conjugadas (ALENCAR-FILHO et al., 2016), como alguns flavonoides e acidos fenolicos
com atividade fotoprotetora (Tabela 4).
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Tabela 4: Alguns flavonoides e acidos fendlicos com atividade fotoprotetora.

Compostos FPS UVA FPS UVB
Rutina 4,92 4,72
Quercetina 5,77 10,3
Crisina - 18,6
Apigenina - 28,8
Naringenina - 12,3
Kaempferol - 24,9
Catequina - 7,3
Galangina - 16,2
Resveratrol - 19,2
Acido Cafeico - 28,0
Acido dimetil Cafeico - 16,6
Fenil-etil éster do Acido Cafeico - 15,8
Acido Ferulico - 11,9

Fonte: Adaptado de ALENCAR-FILHO et al., 2016.

2.3 O GENERO Hymenaea

Hymenaea é um género da familia Fabaceae, altamente distribuido da Ameérica Central a
América do Sul, principalmente na bacia amazobnica, apresenta aproximadamente de 25 espécies
descritas nas Américas (PETTIT et al., 2003). O género é caracterizado por sua distribuicdo
neotropical, inclui uma espécie de ocorréncia no leste da Africa (MARTIN et al., 1974). Plantas do
género Hymenaea sdo conhecidas no Brasil como “jatoba”, “jetai”, “jatai-uva” e “jetaiba”, além de
serem comumente utilizadas na medicina tradicional brasileira para o tratamento de inflamacdes,
infeccbes bacterianas, reumatismo e anemia (GAZZANEO et al., 2005; AGRA et al., 2007). No
entanto, nas cascas, uma resina pode ser encontrada e esta € utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de ferimentos, disturbios gastricos e bronquite (MARSAIOLI et al., 1975). A
caracteristica principal das espécies de Hymenaea é a sua composicdo essencial de diterpenos nos
extratos e resina das cascas do caule (DOMENECH-CARBO et al., 2009) e flavonoides (CARNEIRO
etal.,, 1993; CLOSA et al., 1997; ALMEIDA et al., 2012).

O uso tradicional de Hymenaea como uma alternativa terapéutica tem despertado interesse de
cientistas em todo o0 mundo. Na Nicaragua, o uso tradicional foi relatado, e as partes vegetais citadas
foram as cascas e folhas, utilizadas como fortificantes (BARRET, 1994). Na costa leste da Africa, a

resina das espécies Hymenaea gaertneriana e Hymenaea verrucosa sdo empregadas como matéria-
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prima para a producdo de vernizes (JOST et al., 1989). No Brasil, este género é citado em muitos
estudos, principalmente na regido Nordeste e Central. No Nordeste, ha estudos etnofarmacol6gicos
interessantes sobre as espécies de Hymenaea que descrevem o seu uso na forma de decocgdes ou
xaropes para tosse, anemia, (AGRA et al., 2007; CUNHA; BORTOLOTTO, 2011), bronquite,
inflamagé&o, antioxidante (CHAVES; BARROS, 2012; OLIVEIRA et al., 2012), sinusite, espasmos
abdominais, problemas na prostata, asma, gripe comum e para problemas pulmonares, além da resina
em forma de patch para cicatrizacdo de ferimentos (CHAVES; BARROS, 2012).

No que tange as atividades farmacologicas de Hymenaea, séo relatadas na literatura estudos
que avaliaram a atividade anticancer e os resultados foram positivos (SAMPAIO et al., 1984). As
plantas do género sdo utilizadas como chés e xaropes (LEITAO et al., 2013), e os frutos e a farinha
das sementes sdo utilizados como alimentos (OLIVEIRA et al., 2012). Em alguns artigos, o género
foi um dos mais citados em estudos etnofarmacoldgicos (CHAVES; BARROS, 2012; CUNHA;
BORTOLOTTO, 2011; ALBUQUERQUE et al., 2007a; MENDES; CARLINI, 2007). As partes
citadas da planta séo as cascas, resina, galhos e epicarpo contra tosse, gripe, bronquite, fraqueza,
anemia, inflamagdes da prostata, Ulcera e gastrite (AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al.,
2007b). A resina de Hymenaea é encontrada na composi¢cdo de ambar, uma resina fossil
(HEINRICHS et al., 2013). Uma publicacdo do século 19, escrita por um naturalista europeu, cita
espécies de Hymenaea utilizadas no Brasil, o qual cita a utilizacdo de frutos e sementes para tosse e
como fortificante (OLIVEIRA et al., 2011).

Vaérios estudos farmacoldgicos in vivo confirmam o potencial medicinal do género, que foi
considerado ativo para varias atividades, como diurético, moluscicida, antibacteriano, antifingico,
inibidor de tirosinase, anti-inflamatério, antinociceptivo, antiviral, antioxidante, antiespasmaodico,
miorrelaxante, leishmanicida, inseticida, imunomodulador, antitumoral, antiulcerogénico,
antidiarreico (OLIVEIRA et al., 2018).

2.4  AESPECIE Hymenaea martiana

Hymenaea. martiana € uma arvore nativa na regido Nordeste do Brasil, também conhecida
como “jatoba”, pertencente ao género Hymenaea (Figura 6). Shanley e Medina (2005) caracterizam
esta planta como arvore de porte grande, com 15 a 20 metros de altura, possuindo copa arredondada
com folhagem densa e casca espessa, tronco reto, com cerca de 2 metros de didmetro. Esta planta é
oriunda da Africa, podendo ser encontrada no México, Cuba e América do Sul, apresentando grande
distribuicdo no territorio brasileiro (SOUZA, 2008).
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Figura 6: Hymenaea martiana. A: Arvore. B: Flores. C: Frutos.
Fonte: OLIVEIRA, 2015.

H. martiana tem sido utilizada na medicina tradicional para o tratamento de anemia e gastrite.
Estudos etnobotanicos de plantas medicinais comercializadas na Paraiba, Brasil, mostraram que esta
arvore foi uma das mais citadas (ANSELMO et al., 2012). Em 2005, a espécie apresentou o terceiro
maior valor de uso, que foi calculado através de um método quantitativo que demonstra a importancia
relativa das espécies conhecidas localmente. Esta planta foi mencionada para o tratamento dos fluidos
bioldgicos, inflamacdes e reumatismo, sendo destacada como a espécie de maior importancia
representativa de um grupo de plantas utilizadas para tratamentos de tecidos esqueléticos, musculos
e conectivos. A planta € consumida principalmente como um extrato alcodlico, utilizando bebida
destilada (“‘cachaga”) ou vinho (GAZZANEO et al., 2005). Além disso, as comunidades utilizam a
planta como alimento, material de construcdo e como planta medicinal (SILVA; ANDRADE, 2005).

Um estudo anatémico mostrou a anatomia e histoquimica de 6rgaos vegetativos, e a presenca
de cavidades secretérias de resina e grande quantidade de compostos fendlicos foi detectada,
justificando parte de seu uso medicinal (SILVA et al., 2012a). Os frutos de H. martiana apresentam
coloragdo marrom escura quando maduros, contendo sementes marrom avermelhadas, com porcoes
mais claras. As sementes sdo levemente achatadas, com formato eliptico arredondado e os frutos

exibiram maiores valores em uma biometria de sementes (comprimento, largura e espessura). As



35

sementes foram maiores e mais robustas do que outras espécies do género. A distingdo entre as
espécies H. courbaril e H. martiana foi realizada também pela diferencga entre os frutos (CUNHA-
SILVA etal., 2012).

Algumas atividades bioldgicas tém sido avaliadas utilizando Hymenaea martiana. Em 1993,
a atividade analgésica e anti-inflamatdria do extrato hidroalcodlico foi avaliada. O estudo mostrou
que a via intraperitoneal foi a mais potente, dentre varios métodos. O mecanismo sugerido, através
do qual estes efeitos seriam possiveis, pode estar relacionado & inibi¢do da geracdo dos produtos da
via do 4cido araquiddnico, via lipoxigenase e/ou cicloxigenase (NEVES et al., 1993).

Calixto e colaboradores (1992a) estudaram os efeitos de H. martiana sob o musculo liso. O
extrato hidroalcoolico causou deslocamento dependente de concentragdo na curva de resposta de
varios neurotransmissores. Em ileo de cobaias, em concentragdes de 50 a 100 mg/mL, o extrato
causou discreto desclocamento da curva resposta obtida com bradicinina e acetilcolina. Depressao
destes transmissores foi obtida em concentragdes de 200 mg/mL do extrato. Estes dados mostram a
atividade potencial da planta contra contragfes induzidas por alguns neurotransmissores ndo-
vasculares em masculo liso (CALIXTO et al., 1992a).

Os efeitos do extrato hidroalcodlico de H. martiana também foram investigados atraves de
respostas de relaxamento endotélio-dependente e independente, induzidos por alguns transmissores,
em anéis de aorta isolada de ratos e coelhos pré-contraidos. O extrato administrado em concentragdes
de 0,25 a 0,5 mg/mL inibiu a resposta relaxante induzida por acetilcolina, de maneira concentragéo-
dependente, em aorta de coelhos e por histamina em aorta de ratos. Na aorta de ratos, mas ndo em
coelhos, o relaxamento em resposta ao ionoforo de calcio foi inibido. Em contraste, o extrato foi
completamente inefetivo contra relaxamento independente do endotélio causado por nitroprussiato
de sddio em aorta de coelhos. A acdo do extrato sobre contragdes induzidas por noradrenalina,
angiotensina | e angiotensina Il em aorta de coelhos foi avaliada e concentragdes de 0,5a 1,0 mg/mL
cujos resultados revelaram um aumento significativamente na contracdo maxima induzida por
noradrenalina em aorta de coelhos. Os dados obtidos no estudo exibem a seletividade na inibicdo de
respostas vasorrelaxantes endotélio-dependentes, o que poderia ser explicado pela sintese de fatores
derivados do endotélio e/ou sua inativagdo. Interferéncias com a enzima conversora de angiotensina
também foram sugeridas (CALIXTO et al., 1992b).

Cechinel-Filho et al., em 2000, também investigaram as propriedades antinociceptiva e anti-
edematogénica da astilbina, componente majoritéario isolado de H. martiana, assim como derivados
obtidos por modificacdo estrutural, como taxifolina e compostos relacionados. A avaliagdo foi
desenvolvida por varios métodos, como contorcdo induzido por acido acético e teste de formalina,
edema de pata induzido por carragenina, dextrana e bradicinina em ratos. Astilbina, taxifolina e seus

derivados tetrametilados exibiram potente atividade antinociceptiva dose-dependente no teste de
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contorgdo abdominais induzidor por &cido acético (i.p.). Estas duas substancias foram potentes em
atenuar a segunda fase do teste da formalina. Ambos 0s componentes exibiram efeito anti-
edematogénico em edema de pata induzido por dextrana, e se mostraram mais potentes do que o acido
acetilsalicilico e paracetamol. A taxifolina penta-acetilada inibiu o edema de pata induzido por
bradicinina.

Astilbina (CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000), eucrifina e engelitina
isoladas de H. martiana foram avaliadas farmacologicamente. Eucrifina e astilbina provocaram
deslocamento concentracdo-dependente em contraces induzidas por bradicinina em uteros isolados
de rata, porém, a engelitina ndo apresentou efeitos. Eucrifina e engelitina em contracGes induzidas
por acetilcolina em Utero de ratas causaram um discreto deslocamento, mas isso nao foi observado
com a astibina.

O efeito hepatoprotetor da astilbina isolada de cascas de Hymenaea martiana também foi
avaliado, cujas acOes apresentadas foram maiores do que a vitamina E. Astilbina também foi capaz
de restaurar lipoperoxidos e prostanoides de tecido para niveis basais (CLOSA et al., 1997).

Por outro lado, a atividade antimicrobiana de H. martiana foi testada contra fungos
patogénicos. O extrato bruto e a fracdo hidroalcodlica apresentaram alta atividade contra
Cryptococcus neoformans, enquanto as fragdes metandlicas e butandlicas foram mais ativas contra
Trichopyton rubrum, Trichopyton mentagrophytes e Microsporum canis (SOUZA et al., 2009).

Quimicamente, os flavonoides glicosilados astilbina e engelitina e a cromona eucrifina foram
identificados nas cascas da espécie. Além disso os compostos, que foram capazes de antagonizar
respostas da bradicinina. Este efeito pode explicar as agdes analgésica e anti-inflamatdria desta planta.
Astilbina é um flavonoide originalmente identificado como um ingrediente ativo presente no extrato
bruto de cascas desta espécie com atividade antioxidante (CECHINEL et al., 2000), e foi
caracterizado como o composto majoritario do extrato das cascas (CARNEIRO et al., 1993).

O NEPLAME (Ndcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais) tem desenvolvido
estudos com a espécie H. martiana. O teor de compostos fendlicos totais de H. martiana foi
determinado por CLAE-DAD) e teores consideraveis foram obtidos, com 428,50 + 591 de
equivalentes de acido gélico/g do extrato etandlico e 705,50 + 7.22 mg de equivalentes de acido galico
no extrato acetato de etila. O teor de flavonoides totais foi de 394,90 + 8,43 e 479,60 + 10,38 para 0s
dois extratos, respectivamente. O extrato etandlico apresentou maior atividade antioxidante em
relacdo ao acido ascorbico e BHA, utilizando o método do sequestro do radical DPPH, com valores
de ICso de 0,84 + 0,26 pg/mL (ALMEIDA et al, 2012).

Um outro estudo desenvolvido pelo grupo evidenciou a forte presenca de compostos fendlicos
e flavonoides, bem como terpenos, derivados antracénicos e esteroides em extratos obtidos por

diferentes métodos em varias partes da planta. A extracao por maceracao das cascas foi 0 método que
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demonstrou ser mais eficiente para a extracdo de compostos fendlicos e flavonoides das cascas de H.
martiana (OLIVEIRA et al., 2016). Uma otimizacdo de extracdo foi realizada com as cascas da
espécie, e foram estudados os métodos extrativos por maceracdo e turbolise. A melhor condicdo
extrativa foi considerada com o extrato obtido por turbolise preparado com etanol a 50% e proporgao
1:30, o qual apresentou melhores resultados no planejamento fatorial para rendimento, compostos
fendlicos totais e flavonoides totais (OLIVEIRA, 2015).

O potencial de H. martiana para o tratamento de mastite em caprinos foi avaliado in vivo ainda
pelo NEPLAME. Os animais foram experimentalmente induzidos com cepas de Staphylococcus
aureus e foram tratados uma formulacdo contendo o extrato etandlico bruto da planta apresentou
atividade antibacteriana. O efeito foi atribuido a presenca de compostos fendlicos, principalmente
flavonoides, no extrato da planta (PEIXOTO et al., 2015).

Os flavonoides tém sido caracterizados como 0s compostos majoritarios das cascas desta
espécie, mais especificamente a astilbina, e a ocorréncia desta classe de metabolitos tem sido
relacionada com o seu uso medicinal (CARNEIRO et al, 1993; CECHINEL et al, 2000). A Figura 7
apresenta os compostos fendlicos (trés flavonoides e uma cromona) identificados nas cascas de H.

martiana.
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Figura 7: Compostos fenolicos ja identificados em Hymenaea martiana (CARNEIRO et al, 1993; CECHINEL et al,
2000; ALMEIDA et al, 2012).
Fonte: OLIVEIRA, 2015.

Diante do exposto, os dados encontrados sobre Hymenaea martiana demonstram o potencial

terapéutico e antioxidante da espécie caracterizada por uma composic¢ao quimica rica em flavonoides
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com atividades bioldgicas ja relatadas. Entretanto, o desenvolvimento e avaliacdo de nenhum produto
cosmético com esta espécie foi encontrado na literatura, demonstrando o potencial inovador do

presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo fitoquimico do extrato das cascas de Hymenaea martiana, bem como
incorporar o extrato etandlico em uma formulacdo fitocosmética com acdo fotoprotetora, antioxidante

e antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o extrato etanolico das cascas de H. martiana;

e Auvaliar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais do extrato bruto e fragGes de H.
martiana,;

e Auvaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana e fotoprotetora in vitro do extrato bruto e
fragdes;

e Realizar um estudo para a deteccdo de flavonoides por CLAE-EM na fragédo bioativa;

e Realizar o fracionamento, isolamento e purificacdo de flavonoides na fracdo de melhores
resultados para as atividades avaliadas, por meio de métodos cromatogréaficos;

e Realizar a identificacdo espectroscopica dos flavonoides isolados;

e Auvaliar o potencial fotoprotetor e antioxidante das fragfes obtidas e compostos isolados;

e Realizar uma prospeccdo tecnolégica do género Hymenaea, com uma busca de patentes
em bancos de dados nacionais e internacionais, a fim de avaliar o potencial tecnolégico do
género;

e Incorporar o extrato etanolico bruto de H. martiana em uma formulagéo fitocosmética com

acao fotoprotetora.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica foi realizada de forma constante durante toda a execucdo do projeto,
utilizando como base de dados o Chemical Abstracts, Web of Science, Science Direct e o Portal
Periddicos da CAPES, na area de produtos naturais.

42  COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As cascas de Hymenaea martiana foram coletadas na cidade de Petrolina, Pernambuco, Brasil,
em julho de 2015, e foram identificados no Herbario da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco (HVASF), com exsicata n° 6444 (Figura 16), coordenadas 09°°11°04.30° S,
040°°18°05.40° W, 357 m de altura. O material foi seco em temperatura média de 40 °C em estufa
de circulacio de ar (Ethiktechno®, modelo 420 TD), por um periodo de 72 horas. Apds a secagem,
o material foi pulverizado em moinho de facas (Quimis®). A espécie possui cadastro no SisGen

(Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético) sob o cadastro: A3E4538 (Anexo).

Figura 8: Identificacdo bot&nica de Hymenaea martiana. Exsicata n® 6444.
Fonte: OLIVEIRA, 2015.
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43  OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E FRACOES

Tendo em vista que investigacdes anteriores envidenciaram melhores controles das condicdes e
parametros do método extrativo (OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA et al., 2016), o método extrativo
empregado para o desenvolvimento deste trabalho foi a extracdo por ASE (Extracdo Acelerada por
Solventes), além das vantagens deste método salientadas anteriormente na revisdo bibliogréfica (item
2.1.3), ndo foram encontrados na literatura consultada estudos com o extrato da espécie obtido por
ASE, sendo esta mais uma evidéncia do ineditismo do presente trabalho.

As cascas secas e pulverizadas de H. martiana (aproximadamente 300 g) foram submetidas a
extracdo no equipamento de ASE (Thermo Scientific Dionex® ASE 350) (Figura 9), equipado com
celula extratora de aco inoxidavel com fechamento hermético e cartucho de papel 22 x 50 mm, um
frasco de lavagem (rinse) e frascos coletores (vidro transparente) com capacidade de 250 mL. Esta
etapa do estudo foi desenvolvida em parceria com o Instituto Nacional do Semiarido (INSA) em
Campina Grande-PB.

Como os analitos de interesse do presente estudo sdo 0os compostos fendlicos, tomando como
base a composi¢do fitoquimica das cascas da espécie, relatada em estudos anteriores, o etanol foi
escolhido como o solvente extrator. Esta escolha foi baseada no fato dos compostos fenolicos serem
considerados substancias com polaridade entre intermediaria e alta, e os solventes sugeridos para a
sua extracdo sdo o metanol, agua acidificada, acetato de etila e etanol, sendo este ultimo preferido
(VAZQUEZ et al., 2012; WANG et al., 2016). Desta forma, o etanol 99% foi utilizado como solvente
extrator, temperatura de extracdo 50 °C, tempo estatico 15 minutos, fluxo 5 mL/min, com duas
extracdes por célula, empregando a metodologia de Gomes (2015) para a extracdo de compostos
fendlicos por ASE.
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Figura 9: Equipamento de Extracdo Acelerada por Solventes (ASE) Thermo Scientific Dionex® ASE 350.

Apols o processo de extracdo, a solucdo extrativa foi concentrada em evaporador Thermo
Scientific Rocket Evaporator®, na temperatura de 45 °C (Figura 10). O solvente residual foi retirado
em estufa de ar circulante Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C por 24 horas obtendo 67,0 g do
Extrato Etandlico Bruto (Hm-EEB).
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Figura 10: Evaporador Thermo Scientific Rocket Evaporator®.

Uma parte do Hm-EEB (10,0 g) foi solubilizado numa mistura MeOH:H>O (3:7 v/v), sendo
posteriormente submetida a parti¢do liquido-liquido, em funil de separacéo, sob agitacdo manual, de
forma exaustiva com hexano, cloroférmio e acetato de etila. Apo6s esse procedimento, os solventes
foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °C, fornecendo a fracdo
hexanica (Hm-Fr.Hx), fracdo cloroférmica (Hm-Fr.CHCIs) e fracdo acetato de etila (Hm-Fr.AcOEt)
(Figura 11).

Extrato etanolico bruto
(Hm-EEB)
(10,00 g) Solubilizagio MeOH:H,O (3:7)
Agitacdo mecanica

Solugdo hidroalcoodlica I

Extragio com hexano

Concentracdo em evaporador rotativo Partigao em funil de separagéo

[ _ |

Fragdo Hexéanica

(1,24 g) Extragio com cloroférmio
> =)

Parti¢do em funil de separagdo

Concentragdo em evaporador rotativo

T - \

Fracdo Cloroférmica
(0,18 g) Extracdo com acetato de etila

Parti¢do em funil de separagdo

Concentra¢do em evaporador rotativo i ,

Fragdo Acetato de Etila - :
(7.90 @) Solucdo HA TV

Figura 11: Esquema representativo do processo de particéo liquido-liquido do Hm-EEB.
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4.4  ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO
EXTRATO BRUTO E FRACOES

4.4.1 Determinacgdo do teor de compostos fendlicos totais

Os estudos de determinacdo do teor de compostos fendlicos em plantas podem ser realizados
utilizando o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, que € o método colorimétrico de 6xido-
reducdo mais utilizado. O reagente de Folin-Ciocalteu é formado a partir da mistura do acido
fosfomolibidico e o acido fosfotunguistico. Nesta mistura, o molibdénio e o tungsténio apresentam-
se estado de oxidacdo 6" (Figura 12). Estes elementos, porém, na presenca de agentes redutores, como
0s compostos fenolicos, formam os chamados molibdénio e tungsténio de coloracdo azul, que
absorvem em 765 nm, cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias
redutoras (LI et al., 2008).

Esta reacdo ocorre em meio alcalino, sendo o carbonato de sédio (Na2COs3) a base mais
indicada. E importante ressaltar que a intensidade da coloracdo é controlada pelo nimero de
grupamentos hidroxila, e 0 composto padrdo de referéncia mais utilizado € o acido galico (NACZK
et al., 2004).

@ <;

+ 2 Mo®™
+2 Mo " +2H"

Figura 12: Reacdo do &cido galico com o reagente de Folin-Ciocalteu.

Fonte: SILVA, 2013.

O teor de compostos fenolicos totais foi mensurado utilizando o método colorimétrico que utiliza
o reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®) e acido galico como padrdo, baseado no método

descrito por Li e colaboradores (2008). Para isso, uma aliquota (200 pL) das amostras diluidas foi
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adicionada a 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu previamente diluido (1:10) em &gua destilada,
sendo misturados logo em seguida. A mistura foi deixada em repouso por 3 minutos, mantidos na
auséncia da luz, e posteriormente foram adicionados 800 puL de uma solucdo estoque de Na,COs
7,5%. As solugdes finais foram deixadas em repouso na auséncia da luz por 120 minutos. Ao final do
processo, a absorbancia de cada solucdo foi determinada em espectrofotémetro (Quimis®) em 735
nm contra 0 branco (todos os componentes, exceto a amostra em andlise) e os resultados foram
plotados em um gréfico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua concentra¢do. Assim, o
teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi expresso em mg de equivalentes de acido galico
por grama de amostra (mg EqAG/g) através da curva de calibracdo do acido galico. A curva de
calibrago foi obtida em concentragdes que variaram de 50 a 500 pg/L, R? = 0,9923. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata.

4.4.2 Determinacgao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado para as amostras que obtiveram valores
significativos de teor de compostos fendlicos totais através do método colorimétrico por complexacédo
metélica descrito anteriormente (MARQUES et al., 2012), em que a catequina como padrdo. Uma
solugdo padrdo de catequina de 5 mg/mL em etanol absoluto e solu¢cbes amostra na mesma
concentracdo e solvente foram preparadas e foi adicionado 0,2 mL de solugdo de AlClz 2,5% etandlico
e 3,80 mL de etanol absoluto. Tais solucdes foram deixadas em repouso por 30 minutos a 25 °C. Ao
final do processo, a absorbancia de cada solucio foi determinada em espectrofotometro (Quimis®)
em 408 nm contra o branco (todos 0os componentes, exceto a amostra em analise), cujos resultados
foram plotados em um gréfico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua concentracao.
Desta maneira, o teor de flavonoides totais dos extratos foi expresso como mg de equivalentes de
catequina por grama de amostra (mg EC/g), por meio da curva de calibracdo da catequina. A curva
de calibragdo foi obtida em concentragdes que variaram de 2,5 a 20 pg/mL, com R? = 0,9987. Todos

0s ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.3 Determinacao do fator de protecao solar (FPS)

A atividade fotoprotetora foi avaliada para as amostras que obtiveram valores significativos de
teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais, utilizando a leitura espectrofotométrica de
solucdes diluidas, de acordo com o Método de Mansur com adaptagdes (MANSUR et al., 1986;
OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017). As amostras foram previamente secas em estufa a 40 °C por 60
minutos. As solu¢Ges-amostra foram preparadas na concentragdo de 100 mg/L. Varreduras de 260 a
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400 nm com intervalos de 5 nm foram realizadas em um espectrofotdmetro (Quimis®), com cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Optico.

Os célculos foram realizados considerando os intervalos de A determinados (Equagéo 1).

FPS =FG.Y35) : EE(1). abs () "

Os valores de EE (A) e I(A) utilizados para o calculo do FPS (Fator de Protecao Solar) foram os
mesmos usados da literatura. Aplicou-se o fator de diluicdo para correcdo de equivaléncia dos FPS
dos extratos com os valores de referéncia, onde FC = fator de correcao (10), EE(A) = efeito
eritemogénico da radiacdo; I(A) = intensidade do sol; abs (A) = leitura espectrofotométrica da

absorbéancia da solucéo do filtro solar.
4.4.4. Determinacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada para as amostras que obtiveram valores significativos de

teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais.
4.4.4.1 Sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O sequestro do radical DPPH foi avaliado segundo descrito por Brand-Williams et al. (1995).
Uma solugdo de DPPH (Sigma-Aldrich®) foi preparada na concentragdo de 20 mg/mL e solucdes
amostra nas concentracdes de 0,31, 0,62, 0,12, 0,25, 0,5 e 1 mg/mL, ambas em metanol. Acido
ascorbico foi utilizado como controle positivo (1 mg/mL), enquanto 40 pL da solucdo metandlica
diluida com 250 uL da solucdo de DPPH foi utilizado como controle negativo. Metanol (200 pL) foi
adicionado a 200 uL a cada uma das amostras. O metanol foi utilizado como o branco. Em seguida,
250 uL da solucédo de DPPH foi adicionado a 40 pL de cada uma das solu¢Ges amostra. A leitura em
espectrofotdmetro de Ultravioleta UV-Vis (Shimadzu® UV 1601) foi realizada em 517 nm, 25
minutos apos adicdo de DPPH as solu¢es amostra. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

As atividades sequestrantes (AS) de DPPH dos extratos ou fases foram expressas em

porcentagem, segundo a Equacéo 2:

(Acontrole — Aamostra)

(%AS) = [ 100]

Acontrole ) )

Onde Acontrole é a absorbancia inicial do controle etandélico com DPPH e Aamostra a

absorbancia para a amostra.
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4.4.4.2 Sequestro do radical ABTS"*

O sequestro do radical livre ABTS* (Sigma®) das amostras foi realizada de acordo com Uchda
etal. (2015). A solucdo de ABTS" 7 mM foi preparada adicionando persulfato de potassio 140 mM
e a mistura foi deixada em repouso ao abrigo da luz & temperatura ambiente (25 °C) por 12 a 16 horas,
para a formacao do radical. A solucdo ABTS™ foi diluida em etanol até obter absorbancia 0,7 ( 0,02)
em 732 nm, resultando na solucdo de ABTS" padronizada.

As leituras foram obtidas utilizando aliquotas de 30 pL das solugbes amostra preparadas com
concentracdo de 1 mg/mL, adicionando 3 mL da solugdo de ABTS" padronizada. As amostras foram
medidas em diferentes intervalos de tempo (6, 15, 30, 45, 60 e 120 min) em 734 nm. A porcentagem
de inibicdo da oxidacdo foi calculada e plotada em funcéo da concentracdo do padrdo antioxidante
Trolox (SIGMA®), cujos resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao
trolox (TEAC, uM).

4.4.4.3 Determinacao da capacidade antioxidante total — método do fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total (%TAA) foi avaliada através do método do fosfomolibdénio
(PRIETO et al., 1999). As solugdes foram preparadas na concentra¢do de 1 mg/mL, e 0,1 mL foi
adicionado a 1 mL da solucéo reagente (600 mM de &cido sulfurico, 28 mM de fosfato de sodio e 4
mM de molibdato de amonio). As solucBes foram submetidas a aquecimento em banho maria a 90
°C por 90 minutos.

Em seguida, as leituras foram realizadas em 695 nm contra o controle (1 mL do reagente € 0,1
mL do solvente). A %TAA foi expressa em relacdo ao acido ascorbico e calculada de acordo com a

Equacéo 4:

(As—Ac)

%TAA = 7 x 100 @3)

Onde Ac representa a absorbancia do controle, As a absorbancia da amostra e Aaa a absorbancia

do acido ascorbico.
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445 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada para as amostras que obtiveram valores significativos
de teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais. O Hm-EEB e Hm-Fr. AcOEt foram testados
contra 0s seguintes microorganismos: Staphylococcus aureus (ATCC - UFPEDA 02, ATCC -
UFPEDA 4212, Isolado clinico - UFPEDA 705, Isolado clinico - UFPEDA 659), Enterococcus
faecalis (UFPEDA 138), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Candida albicans (UFPEDA
1007), C. tropicalis (UFPEDA 1011) e C. krusei (UFPEDA 1002). As cepas microbianas utilizadas
foram obtidas do Departamento de Antibiéticos (Universidade Federal de Pernambuco, Brasil).

4.45.1 Determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Os valores de CIM para as bactérias e fungos foram determinados através do método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com o CLSI (2012). A leitura foi realizada em leitor de
microplacas a 600 nm, antes e ap0s a incubagdo a 37 °C por 24h. Os valores de CIM para as leveduras
foram determinados através do método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o CLSI M27 A3
(2008). A leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm, antes e apds a incubacéo a 35 °C
por 48h.

As concentracfes das amostras testadas frente as diferentes espécies e linhagens de

microrganismos variaram de 0,09 a 5 mg/mL.

4.4.5.2 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

A CBM das amostras foi determinada de acordo com os valores de CIM, e 5 puL foram retirados
a partir dos pocos de CIM e transferidos para placas com meio Mueller-Hington Agar, incubadas a
37 °C por 24h. A CBM foi referida como a minima concentracdao das amostras com bactérias nao-

viaveis.

4.45.3 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM)

A CFM das amostras foi determinada de acordo com os valores de CIM. 5 L retirados a partir
dos pocos de CIM foram transferidos para placas com meio Agar Sabouraud Dextrose e incubadas a
35 °C por 24h. A CFM foi referida como a minima concentracdo das amostras com leveduras néo-

viaveis.
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4.4.6 Desreplicacdo e detecgdo de flavonoides em Hm-Fr.AcOEt, através de analise por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

A andlise em CLAE-EM foi desenvolvida com a fracdo Hm-Fr.AcOEt, pois foi a fracdo com
melhores resultados no teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais. Esta analise foi
realizada em parceria com o Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais e Sintéticos da Universidade
de S3o Paulo — Ribeirdo Preto-SP, utilizando um equipamento de CLAE (Shimadzu Prominence®),
equipada com duas bombas binéarias (LC-20AD), unidade de desgaseificagdo (DGU-20A),
amostrador automatico (SIL-20AHT), forno (CTO-20A), modulo de comunica¢do (CBM-20A),
detector de arranjo diodo (SPD-M20A) e uma coluna de fase reversa (Luna — Phenomenex®, 250 mm
x 4,6 mm, 5 um). A fase movel foi composta por uma mistura de solvente A (0,1% acido formico em
agua ultrapurificada) e solvente B (0,1% de acido férmico em metanol), com fluxo de 1 mL/min.

O cromatografo foi acoplado a um espectrdmetro de massas AmaZon SL ion trap (Bruker
Daltonics®), equipado com ionizador eletrospray e analisador ion trap, nas seguintes condigdes:
voltagem do capilar 3500 V; placa final 500 V; nebulizador 60 psi; fluxo de gas 10,0 L.min*? e
temperatura do gas 330 °C.

Os resultados foram analisados utilizando o banco de dados on-line do GNPS (Global Natural
Product Social Molecular Networking) (GNPS, 2017; WANG et al., 2016). Os dados obtidos no
cromatografo acoplado ao espectrdmetro de massas foram convertidos para o formato mzXML
diretamente no software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics®), e submetidos a anélise de
desreplicacdo no banco de dados do GNPS. As substancias foram consideradas identificadas na
amostra se 0s espectros de massas obtivessem pelo menos seis ions que combinam e pontuacdo de
cosseno (cosine score) acima de 0,5 (OLIVEIRA et al., 2017).

As férmulas moleculares e nomenclaturas das substadncias foram obtidas no PubChem
(PUBCHEM, 2017) e ChemSpider (CHEMSPIDER, 2017).

4.4.7 Perfil cromatogréafico por HPLC-DAD da fracdo Hm-Fr.AcOEt

O perfil cromatografico da fracdo Hm-Fr.AcOEt foi desenvolvida preparando uma solucao
amostra (5 mg/mL) com solubilizagdo assistida por ultrassom. A amostra foi analisada em um
equipamento Agilent 1260 Infinity, com desgaseificador e bomba quaternaria (G1311D), injetor
automatico (G1329B), forno de coluna (G1316A) e detector DAD (G4212B). A coluna utilizada foi
Zorbax® (Agilent), SB-C18 5 um; 4.6 x 250 mm com uma pré-coluna Zorbax® (Agilent) SB-C18 5
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um e 4.6 x 12.5 mm. A fase mével foi composta por gua (A) e acetonitrila (B) (LiChrosolve, Merck),
em um fluxo de 2,4 mL/min e gradiente linear conforme segue: 92% (A) - 65% (A) (0-15min). A
temperatura da coluna foi de 30 °C, a deteccdo foi realizada em full scan (190-400 nm). O

cromatograma foi integrado em 256 nm.

4.4.8 Fracionamento, isolamento, purificacdo e identificacdo estrutural de flavonoides da
fracdo Hm-Fr.AcOEt

A cromatografia de exclusdo molecular em coluna (CC) foi utilizada com o objetivo de isolar 0s
flavonoides da fragdo Hm-Fr.AcOEt (Figura 13), composta por uma coluna de vidro na posi¢ao
vertical, com 42 cm de comprimento, 2,5 cm de didmetro. A fase estacionéria utilizada foi o
Sephadex-LH20®, e para a fase movel foi utilizado metanol 100%. O processo foi desenvolvido em

temperatura ambiente, sob pressdo atmosférica.

Figura 13: Processo de fracionamento em cromatografia em coluna (Sephadex-LH20®) com a fragdo Hm-Fr.AcOEt do

extrato das cascas de Hymenaea martiana.

Desta forma, 420 mg da amostra previamente solubilizada com metanol foram inseridas na
coluna previamente preparada com a fase estacionéria, e esta foi eluida com a fase mdvel (metanol
100%). Foram obtidas 27 fragdes, que foram avaliadas por meio de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) e posteriormente unidas as que apresentaram Rf semelhantes, resultando em 6

grupos de fragdes (GFr-1-6) (Figura 14).
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- Solubilizagio MeOH
- CC (Sephadex LH-20)
¥ -MeOH 100% (Fase movel)

l -CCDA

| | | | \

GFr-1 GFr-2 GFr-3 GFr-4 GFr-5 GFr-6
4630 mg 4476 mg 49.10 mg 109.50 mg 77,9 mg 48.7 mg

Figura 14: Fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila (Hm-Fr.AcOEt) do extrato das cascas de

Hymenaea martiana.

Estas fragdes foram avaliadas quanto as atividades fotoprotetora (conforme item 4.4.3) e
antioxidante (item 4.4.4).

As fracBes foram submetidas a analise de RMN em um espectrometro Bruker ASCEND |11
400 operando a 9,4 Tesla, observando 'H e *3C a 400 e 100 MHz, respectivamente, equipado com
sonda multinuclear de deteccdo direta (BBO) de 5 mm com gradiente de campo no eixo z. Os
experimentos de RMN uni (*H e *C{*H}) e bidimensionais (*H-'H COSY, *H-3C HSQC e 'H-'3C
HMBC) foram adquiridos a 296 K em DMSO-des (contendo 0,05% de TMS). Os experimentos de
RMN de correlagdo direta (*H-*C HSQC) e longa distancia (*H-3C HMBC) foram otimizados para
a constante de acoplamento Jc, ) € RJc, 1y de 140 e 8 Hz, respectivamente. Os deslocamentos
quimicos estao expressos em ppm (8) ¢ as multiplicidades dos sinais indicadas segundo a convencao:
s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dddd (
duplo duplo duplo dupleto), dlI (dupleto largo), dm (duplo multipleto), t (tripleto). As constantes de
acoplamento (J) sdo expressas em Hertz (Hz).
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45  INCORPORAGCAO DO EXTRATO ETANOLICO DE Hymenaea martiana EM UMA
FORMULACAO FITOCOSMETICA

Com o intuito de realizar uma busca de anterioridade para uma prospeccdo do potencial
tecnologico do género Hymenaea, foi realizada uma busca pelos pedidos de patentes depositados no

banco de dados nacional e internacionais, a fim de avaliar o potencial tecnolégico do género.

4.5.1 Prospeccdo tecnologica do género Hymenaea

A pesquisa do tipo prospecc¢éo foi executada analisando os pedidos de patente depositados nos
bancos de dados nacional e internacionais, a fim de avaliar o potencial tecnolégico do género. Os
bancos de dados European Patent Office (EPO), World Intellectual Property Organization (WIPO),
United States Patent and Trademark Office (USPTO) e o banco de dados do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial do Brasil (INPI) foram analisados para tal.

A pesquisa foi realizada em janeiro de 2017, empregando o0s “Hymenaea” e “jatoba” (para a base
de dados brasileira) e “Hymenaea” (para as bases de dados internacionais). Foram empregados como
palavras-chave, sendo considerados validos os documentos que apresentassem esses termos no titulo

e/ou resumo. Foram analisados todos os pedidos de patente existentes até janeiro de 2017.
45.2 Preparo da base em gel Carbopol®

Visando a demonstragdo de uma aplicacdo tecnoldgica para o extrato bruto de H. martiana, a
incorporacdo do extrato em uma base cosmética semissélida em gel Carbopol® foi realizada, cujas
formulacdes obtidas foram submetidas a analises de controle de qualidade e estudo de estabilidade
preliminar, segundo diretrizes sanitarias (BRASIL, 2010; BRASIL, 2004).

O gel base utilizado foi composto por Carbopol® 940 na concentragio de 1%, metilparabeno,
propilparabeno, trietanolamina, EDTA e agua destilada. Esta base foi preparada dispersando o agente
gelificante (Carbopol®) em &gua com conservante Metilparabeno (Nipagin®), Propilparabeno
(Nipazol®), juntamente com umectante (propilenoglicol). Em seguida, deixou-se em repouso inicial
por 24 horas, para facilitar a preparacdo do gel na disperséo do Carbopol® na gua. Posteriormente o
agente alcalinizante (trietanolamina) foi misturado até atingir uma faixa de pH entre 5,0 e 5,5
obtendo-se um gel transparente.

Na Tabela 6, ¢ apresentada a composicdo da formulacéo da base gel de Carbopol®.
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Tabela 6: Formulagéo da base gel de Carbopol®.

Excipientes Concentracédo Acéo
Carbopol® 940 1% Agente gelificante
Metilparabeno 0,1% Conservante
Propilparabeno 0,2% Conservante
Propilenoglicol 7% Umectante
EDTA 0,1% Agente quelante
Trietanolamina g.s.p. (pH=5,0a5,5) Agente alcalinizante
Agua purificada g.S.p. Veiculo

453 Incorporacéo do extrato etandlico de Hymenaea martiana na base de gel Carbopol®

A partir da base gel de Carbopol® preparada, foram incorporados o filtro quimico e extrato
bruto de H. martiana (Hm-EEB) previamente levigado em dipropilenoglicol, em diferentes
concentracOes (Tabela 6). Apds a manipulacdo, o pH das formulagdes foi ajustado para 6,0 utilizando
solucgéo de trietanolamina, e as preparacGes foram armazenados em tubos falcon transparente de 50
mL a temperatura ambiente.

O filtro quimico UVA/B hidrossolivel composto por acido-2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico
e acido-2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-5-sulfénico (Fagron®) foi utilizado nas concentragdes
informadas na Tabela 7.

As formulag6es foram avaliadas quanto ao controle de qualidade e estabilidade preliminar,

conforme descrito a seguir.

Tabela 7: Composicao das formulagdes fotoprotetoras.

Componentes Acéo F1 F2 F3 F4

Filtro quimico Filtro UVA/ UVB 5% 0% 5% 10%
Hm-EEB Filtro-Teste 0% 5% 5% 10%
Base gel Veiculo g.s.p. qg.s.p. g.s.p. qg.s.p.

4.5.4 Controle de qualidade e estudo de estabilidade preliminar das formulacdes

As formulagbes foram submetidas aos testes de controle de qualidade, de acordo com a
caracterizacdo fisico-quimica e quimica das formulacdes-teste. Como analises fisico-quimicas, foram
analisados o aspecto, cor, odor, determinacdo de pH em solucdo aquosa a 10%, densidade relativa
(método do picndmetro), espalhabilidade e teste da resisténcia a centrifugacdo. Como anélises
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quimicas, foram doseados os compostos fendlicos totais (conforme item 4.4.1), flavonoides totais
(conforme item 4.4.2), atividade antioxidante (método de DPPH, conforme item 4.4.4.1) e atividade
fotoprotetora (conforme item 4.4.3). As analises de controle de qualidade foram realizadas 24 horas
apos a manipulagéo.

As propriedades organolépticas foram analisadas macroscopicamente. As cores foram
comparadas visualmente entre os produtos testados com a cor do padréo (extrato bruto Hm-EEB).
Com relagéo ao odor, foram comparados o odor do produto teste com o odor do extrato bruto. Para
a avaliacdo das propriedades organolépticas ap6s o ciclo de gelo/degelo, amostras foram
classificadas, como: normal, sem alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente
modificada.

Para a determinacdo do pH, em uma dispersdo aquosa a 10% (p/p) da amostra em &gua
destilada foi preparada e esta foi avaliada usando pHmetro digital (MS Tecnopon, model mPA-210,
Brazil). O eletrodo foi inserido diretamente na dispersdo aquosa (BRASIL, 2010) e valores entre 5,5
e 6,5, compativeis com o pH cuténeo, foram usados como critério de estabilidade.

A determinagdo da consisténcia por extensibilidade foi realizada como proposto por Isaac;
Uchiyama (1998). A amostra de produto (0,3 g) foi colocada entre duas placas de vidro, com 10 x 20
cm e 0,5 cm de espessura, sendo uma delas disposta sobre um papel milimetrado, colado em uma
placa de madeira. A adicéo de pesos, a cada trés minutos, na placa superior, promove o espalhamento
do produto, que pode ser medido como extensibilidade, em centimetros. Os resultados obtidos foram
plotados em um grafico no software Microsoft Excel® 2017.

Para o teste de resisténcia a centrifugacdo, 1 g da amostra foi pesado em eppendorf e
submetido a rotacdo de 3000 rpm em centrifuga (Fanen, model 206 BL, Brasil) durante 30 minutos a
temperatura ambiente (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017).

Para calcular a densidade de massa da substancia (pt) em uma determinada temperatura (t),
esta foi calculada a partir de sua densidade relativa (d%) pela formula: pr = d(dgua) df + 0,0012,
expressa em g/mL (BRASIL, 2010). A densidade relativa da substancia foi determinada através de
picnémetro. Utilizou-se um picndémetro limpo e seco, com capacidade de, no minimo, 5 mL que tenha
sido previamente calibrado. A calibracédo consiste na determinacdo da massa do picndmetro vazio e
da massa de seu contetido com agua, recentemente destilada e fervida. Transferiu-se a amostra para
0 picndmetro, removeu-se excesso da substancia, e este foi pesado. O peso da amostra foi obtido
através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. Calculou-se a densidade relativa (d39
determinando a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da agua.

A formulacgdes-teste foram submetidas a estudos de estabilidade preliminar de acordo com os
procedimentos descritos no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004). O teste

de estabilidade preliminar durou 15 dias. Os ciclos de congelamento e descongelamento alternaram
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24 em 24 horas em temperaturas de — 5 °C = 2 °C e 24 horas em temperaturas de 40 °C + 2 °C,
respectivamente. Ao término do ciclo de gelo/degelo, todas as analises realizadas no tempo zero (ou
dia 01) do controle de qualidade foram repetidas (analises fisico-quimicas e quimicas).

Todos os testes de controle de qualidade e estabilidade preliminar foram realizados conforme
Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (BRASIL, 2010) e Guia de Estabilidade para Produtos Cosméticos
da ANVISA (BRASIL, 2004).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. Foram realizadas analises de variancia
ANOVA, um critério, seguido de comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. Valores foram
considerados significantemente diferentes quando p < 0,05. Foram utilizados os softwares GraphPad
Prism® 5.0, Microsoft Excel®2017.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DAS ATIVIDADES IN VITRO DO EXTRATO
BRUTO E FRACOES

5.1.1 Determinacao de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, atividade fotoprotetora,

antioxidante e antimicrobiana do extrato bruto e fracdes

O teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais do extrato etanolico bruto e fracoes

obtidos das cascas de Hymenaea martiana sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais do Hm-EEB e fragdes.

Compostos Fenodlicos Totais (mg EAG/g) +  Flavonoides Totais (mg EC/g) + D.P.
Amostra

D.P.
Hm-EEB 420,125 + 0,052 311,41 + 0,052
Hm-Fr.AcOEt 393,04 +0,03° 353,83 +0,012°
Hm-Fr.HX 78,84 + 13,45°¢ N.D.
Hm-Fr.CHCl; 58,28 + 3,951 N.D.

Legenda: D.P. = Desvio Padrdao. N.D. = Ndo detectado. Letras iguais na mesma coluna indicam ndo diferenca estatistica
conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.

De acordo com os dados obtidos, o0 maior teor de compostos fenolicos foi encontrado no Hm-
EEB, seguido pela Hm-Fr.AcOEt, corroborando estudos anteriores realizados com as cascas desta
espécie, porém em valores inferiores (ALMEIDA et al., 2012; OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA et al.,
2016). Isto pode ser justificado pelo método extrativo utilizado, assim como os volumes e diluicdes
empregados nos métodos de determinacdo de compostos fendlicos (OLIVEIRA et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2012). A polaridade e solubilidade do solvente na fragdo Hm-Fr.AcOEt pode estar
associada a uma maior concentragdo de compostos fendlicos que foram extraidos no Hm-EEB
(ROBY etal., 2013).

O teor de flavonoides totais no Hm-EEB e Hm-Fr.AcOEt demonstra que estes compostos estdo
em concentracOes significativamente altas, sendo fortes candidatos aos marcadores quimicos da
espécie. Nas fracbes Hm-Fr.Hx e Hm-CHCI3 ndo foi detectado teor de flavonoides totais, sendo,
portanto, a Hm-AcOEt e 0 Hm-EEB as amostras que contém as maiores concentragcdes dos compostos

de interesse. Esta fracdo foi entdo escolhida para um estudo fitoquimico mais aprofundado.
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A Tabela 8 apresenta os resultados das atividades antioxidante e fotoprotetora do Hm-EEB e
Hm-Fr.AcOEt. Os dados apresentados neste estudo também demonstram a alta capacidade
antioxidante (TEAC), analisada através do método de inibicdo do radical ABTS™, com 83,75 +
11,96% e 98,98 + 1,06% para 0 Hm-EEB e Hm-Fr. AcOEt, respectivamente. A fragdo Hm-Fr. AcOEt
apresentou a maior capacidade antioxidante total (método do Fosfomolibdénio), com 85,97 + 6,30%.
Em contrapartida, 0 Hm-EEB apresentou a maior atividade sequestrante do radical DPPH, com
91,4%. A atividade antioxidante significativa do Hm-EEB e fracdo Hm-Fr.AcOEt apontam o grande

potencial cosmético e farmacéutico da espécie investigada.

Tabela 9: Atividade antioxidante e fotoprotetora do Hm-EEB e Hm-Fr. AcOEt.

DPPH (% AS) =+  ABTS*©@6 TEAC) Fosfomolibdénio
Amostra FPS £ D.P.
D.P. +D.P. (%TAA) £D.P.
Hm-EEB 91,47 + 0,032 83,75+ 11,96% 46,97 £ 0,042 12,43 + 1,252
Hm-Fr.AcOEt 90,77 +0,02° 98,98 + 1,06° 85,97 + 6,30° 12,35 + 0,702

Legenda: D.P. = Desvio Padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam nao diferenca estatistica conforme ANOVA
(seguido de Tukey), p < 0.05.

Foi avaliado o potencial fotoprotetor das cascas de jatoba (H. martiana) (Tabela 9), e valores
significativos foram encontrados. Provavelmente devido as altas concentracdes de compostos
fendlicos e expressiva capacidade antioxidante, 0 Hm-EEB e a fragdo Hm-Fr.AcOEt apresentaram
valores relevantes, com 12,43 + 1,25 e 12,35 £ 0,70, respectivamente. Segundo a ANVISA (BRASIL,
2012), o valor minimo para FPS de uma formulacdo fotoprotetora deve ser de no minimo 6,0,
portanto, estas amostras apresentaram valores adequados para o desenvolvimento de fotoprotetores,
com uma relevante atividade antioxidante.

Devido as suas propriedades fotoquimicas, os compostos fenolicos, como os flavonoides, séo
candidatos em potencial a substancias fotoprotetoras e antioxidantes naturais. Como evidenciado na
Figura 15, o potencial fotoprotetor de H. martiana apresentou valores relevantes, com o FPS do
extrato bruto de 12,43 £ 1,25 e a fragdo acetato 12,35 = 0,70. Quando comparados aos controles
positivos quercetina e o filtro quimico UVAB, os espectros de UV do extrato bruto de H. martiana
evidenciaram uma absor¢do importante nas regides UVB / UVA, sugerindo uma possivel atividade

fotoprotetora.
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Figura 15: Varreduras de 260 a 400 nm com o Hm-EEB, quercetina e filtro quimico UVAB (FQ UVAB). (a).
Determinagdo do fator de protecéo solar (FPS) espectrofotométrico (b) de Hm-EEB (100 mg / L) e padrdes (quercetina
e filtro quimico UVAB). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao (n = 3) e letras iguais ndo indicam
diferenca estatistica segundo ANOVA (seguido de Tukey), p <0,05.

Alguns estudos demonstram que plantas ricas em compostos fenolicos apresentaram valores
relevantes de fotoprotecdo. Os valores apresentados neste estudo para o teor de compostos fendlicos
foram menores que os encontrados para o extrato hidroalcodlico de Schinopsis brasiliensis, planta
considerada fotoprotetora, que apresentou 624,60 + 0,42 mg EAG/g, com atividade antioxidante
relevante para 0 método de DPPH. Ja para o teor de flavonoides, o presente estudo apresentou valores
maiores que S. brasiliensis, que apresentou 132.4 + 1.76 mg equivalentes de rutina/g. Em relacao aos
valores de FPS, S. brasiliensis apresentou valores de 6,27 = 0,69, valores inferiores aos encontrados
com o extrato bruto e fragdo acetato de H. martiana (conforme Tabela 9) (LIMA-SARAIVA et al.,
2017). Estes resultados demonstram que 0s extratos da espécie em estudo apresentam grande
potencial fitoquimico e fotoprotetor, com relevante atividade antioxidante.

O teor de compostos fendlicos foi correlacionado a atividade antioxidante (sequestro do radical
DPPH) e FPS, e os coeficientes de Pearson (p) e R? (Tabela 10). Os resultados apontam correlagio
fortemente positiva entre a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais das amostras
analisadas, pois os coeficientes encontrados foram proximos de 1,0, indicando que o teor de
compostos fenolicos é diretamente proporcional a atividade antioxidante. Estudos prévios apontam
forte relacdo entre a presenca de compostos fendlicos e atividade antioxidante em plantas medicinais
e frutas (LINS-NETO et al., 2016; SPAGOLLA et al., 2009; CARVALHO et al., 2014). Forte
correlacdo entre o teor de compostos fendlicos e a atividade fotoprotetora (FPS) também foi
apresentado nas amostras analisadas, sendo este um dado importante para o futuro desenvolvimento
de fotoprotetores a partir de extratos vegetais que apresentam compostos fen6licos como marcadores
quimicos, como € o caso de H. martiana. Estes resultados indicam que o teor de compostos fendlicos

é diretamente proporcional aos valores de fotoprotecdo no extrato avaliado. Uma atengdo especial
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tem sido dada as propriedades antioxidantes de plantas medicinais, devido aos antioxidantes estarem
relacionados em diversas respostas bioldgicas, como na inflamacéo e na imunidade (GARG et al.,
2012).

Tabela 10: Correlagdo entre o teor de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante (sequestro do radical DPPH) e
FPS.

Atividade antioxidante (Sequestro FPS
do radical DPPH)
R? p R? p
Compostos Fenolicos Totais 0,995 0,997 0,954 0,977

Legenda: R? = coeficiente de determinagdo; p = coeficiente de Pearson; FPS = Fator de Protecdo Solar.

A atividade antibacteriana do Hm-EEB e Hm-Fr.AcOEt revelou que o extrato bruto inibiu o
crescimento de trés cepas de Staphylococcus aureus, sendo uma cepa isolada clinicamente (Tabela
11). O Hm-EEB e a fracdo Hm-Fr.AcOEt apresentaram agédo bactericida contra uma das cepas de S.
aureus, espécie bacteriana que, apesar de ser integrante da microbiota normal da pele, pode ser
causadora de patologias e que representa grande importancia em infecc¢des hospitalares e alimentares,
representando uma das espécies mais estudadas atualmente (PAHISSA, 2009). As patologias
causadas por esta bactéria podem ocorrer desde uma simples infeccdo de pele (acne, furunculose e
celulites), até infeccBGes de maior gravidade (pneumonias, endocardites, septicemias, meningites etc.)
(PFALLER, 2014; ALMEIDA et al., 2016). Esta espécie ainda pode causar lesbes locais, caso as
barreiras naturais da pele estejam comprometidas por traumas ou procedimentos cirlrgicos
(ALMEIDA et al., 2016).

Tabela 11: CIMs e CBMs do Hm-EEB e Hm-Fr.AcOEt.
CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Hm-EEB Hm-Fr.AcOEt Hm-EEB Hm-Fr.AcOEt

Staphylococcus aureus (ATCC UFPEDA

02) 0,15 0,62 5,00 5,00
Staphylococcus aureus (ATCC UFPEDA 5,00 ) ) ]
4212)

Staphylococcus aureus (Isolado clinico

UFPEDA 705) ) 125 ) )
Staphylococcus aureus (Isolado clinico 125 ) ) )
UFPEDA 659)

Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) 0,62 0,15 - -

Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396) - - - -

Legenda: CIM = Concentracao Inibitéria Minima; CBM = Concentragdo Bactericida Minima; (-) = N&o detectado.
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Na avaliacdo da atividade fungicida, o Hm-EEB e fragdo Hm-Fr.AcOEt apresentaram atividade
inibitdria para as espécies Candida tropicalis e Candida krusei, e as amostras analisadas apresentaram
atividade fungicida para a espécie C. tropicalis. Nenhuma das amostras apresentou atividade
inibitéria nem atividade fungicida contra Candida albicans, principal espécie causadora de
candidiase. Entretanto, espécies de Candida ndo-C. albicans (denominadas na literatura de NCAC,
sigla do inglés, “non-C.albicans Candida’), como Candida glabrata e Candida tropicalis podem ser
frequentemente identificadas como patégenos em humanos. O aumento da ocorréncia destes
patdgenos tem sido relacionado a melhoria nos métodos de identificacdo e resisténcia as drogas
utilizadas (SILVA et al., 2012b).

Desta forma, a atividade antimicrobiana de H. martiana contra patégenos presentes na pele
demonstra mais uma vantagem da utilizacdo desta espécie em um produto cosmético, podendo

diminuir a adi¢do de conservantes sintéticos nas formulacdes.

Tabela 12: CIMs e CFMs do Hm-EEB e Hm-Fr.AcOEt.

CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Hm-EEB Hm-Fr.AcOEt HmM-EEB Hm-Fr.AcOEt
Candida albicans (UFPEDA 1007) - - - -
Candida tropicalis (UFPEDA 1011) 0,62 2,50 2,50 5,00
Candida krusei (UFPEDA 1002) 1,25 0,31 - -

5.1.2 Desreplicacdo e deteccdo de flavonoides em Hm-Fr.AcOEt, através de andlise por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

Os estudos de desreplicacdo sdo caracterizados pela separacdo de componentes de matrizes
complexas, com a utilizagdo de métodos cromatograficos e espectroscopicos, além de estudos de
bioatividade. Técnicas hifenadas destacam-se para este tipo de estudo, baseando-se na comparacao
das informacdes obtidas com bancos de dados, resultando na detec¢do de compostos ja conhecidos
ou até na elucidacgdo estrutural de novos compostos (LANG et al., 2008). Varios compostos naturais
ja foram identificados utilizando o método de desreplicacdo, como flavonoides glicosilados
(WARIDEL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2017), derivados do acido cafeico (PAULI et al., 1999),
flavonoides e derivados de flavonoides (WOLFENDER et al., 2000) e isoflavonoides (LAMBERT et
al., 2005). A Figura 23 apresenta 0 cromatograma obtido com a analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) da fracdo Hm-Fr.AcOEt.
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Figura 16: Cromatograma UV (190 — 700 nm) obtido com a anélise em CLAE-EM da fragdo Hm-Fr.ActOEt.

Na desreplicacéo e deteccdo de flavonoides por CLAE-EM utilizando como banco de dados
on-line o website GNPS, 18 flavonoides conhecidos foram detectados na fragdo Hm-Fr.AcOEt
(Tabela 13), sendo estes dois flavanondis, seis flavondis, quatro isoflavonas, cinco flavonas e um
flavan-3-ol.



Tabela 13: Flavonoides detectados por desreplicagdo (CLAE-EM) a partir da fragdo Hm-Fr.AcOEt, obtida a partir do extrato bruto das cascas de Hymenaea martiana.

m/z Principais
Classe do . Férmula Rt o Lo
) Metabolito ) observada  fragmentos Atividades bioldgicas relatadas
flavonoide Molecular  (min) _
(IESY) [M-H]
Astilbina
OH
Anti-inflamatoria (DING et al., 2014), anti-isquémica
485,00; (DIAO et al., 2014), antirreumatica (GUO et al., 2015),
Flavanonol Ca1H2201 25,4 449 . _ .
512,00 antinociceptiva e antiedematogénica (CECHINEL et
al., 2000), antioxidante (BAKOTA et al., 2015)
Taxifolina
OH
284,96; L
HO o | CisH1207 18,4 303 Antioxidante (CHOBOT et al., 2016)
T 124,90
/
OH Cl
300,02;
Flavondis Co1H20012 36,9 463 Antioxidante (VONGSAK et al., 2015)

301,03
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Quercetina-3-0-a-ramnopiranosideo

H,C™ “OH
OH

Quercetin-7-0O-raminosideo

OH
OH
OH
0 o} C21H20011
HO Q i
(o]
e

HO OH

CHj OH g

Kaempferol-7-O-a-L-ramnosideo

Quercetina

C21H20011

C21H20010

C15H1007

37,8

42,25

41,8

13

447

449

431

301

301,03

300,97,
322,94

285,97

150,92;

178,91

Nao encontrados relatos.

Antioxidante (LIU et al., 2010)

Antioxidante (CHUA et al., 2008)

Fotoprotetora (STEVANATO et al., 2014),

antioxidante e anti-inflamatoria (GARDI et al., 2015)
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o OH

HO OH
Quercitrina

C21H20011
Ononina
OH
Isoflavonas HO o C22H2209
OH
Glicitina
HO
| C22H2019
H.CO | =
0 —
oH
6”-0O-Acetil-Glicitina C24H24011

40,4 447

36,3 431

418 447
489

300,94

269,00

283,00;
300,97;
375,00

285,66

Antioxidante (ZHU et al., 2017)

Antioxidante (YU et al., 2005)

Antioxidante (GENOVESE et al., 2005)

Antioxidante (GENOVESE et al., 2005)
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OY 419
o
ol |
HO"  on © | | o
"3 © = 0H

C22H2010 40,5

Flavonas O g C30H18010 21,8
OH

Baicalina C21H18011 34,3

447

539

445

300,94

377,06;
403,04,

404,04

253,05;
272,06;

271,06

Antioxidante (ABDELHADY et al., 2015)

Antioxidante (TARALLO et al., 2011)

Antioxidante (JIN et al., 2007)
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C21H20010
Apigenina-C-hexosil
OH
HO O C21H19010
OH O
Nobiletina C21H220s

44,1

35,2

46,2

415

433

403

283,07,
311,07,
341,08

268,96

388,11,
373,09;

403,13

Antioxidante (HE et al., 2016)

Antioxidante (FERRERES et al., 2009)

Antioxidante (CHEN et al., 2017)
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Isoxantoflavan-3-ol
HaC CHz

OH

Flavan-3-ol HO 0 C20H2205 11,4 369 287,00

OH

_ O O

HzC

Nao encontrados relatos.

Legenda: Rt= Tempo de retencdo; m/z= relacdo massa/carga; IES= ionizagao por eletrospray no modo negativo.
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O flavanonol astilbina foi detectado e este flavonoide ja foi previamente identificado como o
composto majoritario de Hymenaea martiana (CECHINEL et al., 2000). A astilbina € um flavonoide
bioativo, com varias atividades farmacologicas comprovadas, como anti-inflamatoria (CARNEIRO
et al.,, 1993; LU et al., 2014; DING et al., 2014), anti-isquémico (DIAO et al., 2014), tratamento de
doencas autoimunes (GUO et al., 2015), antinociceptivo, antiedematogénico (CECHINEL et al.,
2000) e antioxidante (ZHANG et al., 2009; BAKOTA et al., 2015).

Dentre os flavonoides identificados na fracdo Hm-Fr. AcOEt, a quercetina apresenta atividade
fotoprotetora relatada na literatura (STEVANATO et al., 2014; CHOQUENET et al., 2008; EVANS-
JOHNSON etal., 2013; VICENTINI et al., 2011), além de antioxidante (BOOTS et al., 2008; GARDI
etal., 2015; RAVICHANDRAN et al., 2014) e anti-inflamatoéria (GARDI et al., 2015).

A atividade antioxidante ja foi relatada para os demais flavonoides identificados, como a
taxifolina (CHOBOT et al., 2016), isoquercetina (JIN et al., 2007; VONGSAK et al., 2015),
quercetina-7-O-ramnosideo (LIU et al., 2010), kaempferol-7-O-a-ramnosideo (CHUA et al., 2008),
quercitrina (ZHU et al., 2017), ononina (YU et al., 2005), glicitina (GENOVESE et al., 2005),
sissotrina (ABDELHADY et al., 2015), amentoflavona (KIM et al., 1998; TARALLO et al., 2011),
baicalina (JIN et al., 2007), isovitexina (HE et al., 2016), apigenina-C-hexosil (FERRERES et al.,
2009), nobiletina (CHEN et al., 2017).

A identificacdo desses flavonoides em Hm-Fr-AcOEt demonstra o potencial bioativo do
extrato das cascas de Hymenaea martiana, e a deteccdo destes compostos justifica as atividades

bioldgicas comprovadas neste trabalho e outras da literatura consultada.
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O perfil cromatogréafico da fracdo Hm-Fr. AcOEt trés compostos com tempos de retencéo (Rt)
de 9,9, 10,2 e 11,1 minutos, respectivamente (Figura 17). A intensidade relativa dos trés picos

mostrados no cromatograma confirma que estes compostos sao 0s principais compostos detectaveis.
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Figura 17: Cromatograma obtido com a fragdo Hm-Fr. AcOEt.

O espectro DAD-UV destes compostos sdo apresentados na Figura 18. Estas substancias
apresentam um espectro UV tipico de flavonoides, o qual é caracterizado por dois picos de
absorbancia méaxima, um entre 240-280 nm e outro entre 280-550 nm (BOBIN et al., 1995). O pico
1 apresentou absorbancias maximas em 234 e 288 nm; o pico 2 em 236 e 288 nm, e 0 pico 3 em 232
e 294 nm. Estas bandas em UV podem sugerir que estas substancias sdo derivadas de
dihidroflavonois, como a astilbina, compostos previamente encontrado em H. martiana que apresenta
absorbancia maxima em 290 nm (PUBCHEM, 2018). Este flavonoide foi apontado como o composto
majoritario do extrato acetato de etila, assim como outros flavonoides derivados da astilbina também
ja foram identificados na planta, como a taxifolina e engelitina (CARNEIRO et al., 1993;
CECHINEL-FILHO et al., 2000).
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Figura 18: Espectro DAD-UV dos trés compostos majoritarios da fragdo Hm-Fr.AcOEt. 1: Composto 1, Amax: 234 e
288 nm; Rt= 9.9 min. 2: Composto 2, Amax: 236 e 288 nm; Rt= 10.2 min. 3: Composto 3, Amax: 232 e 294 nm; Rt=

11.1 min..

Perfis cromatograficos similares foram encontrados com a analise em HPLC-DAD do extrato
hidroalcodlico e etandlico de Hymenaea stigonocarpa. Estes extratos foram comparados com o
extrato hidroalcodlico da mesma espécie adicionado com o padrdo astilbina, e foi possivel identificar
0 pico 2 como esse flavonol e os outros picos como derivados de astilbina (DIMECH et al., 2013).
Outro estudo que objetivou a analise qualitativa por HPLC-DAD de compostos fendlicos no extrato
etanolico de H. martiana apresentou quatro picos com espectros DAD-UV caracteristicos de
flavonoides com absorbancia maxima de 290 nm (ALMEIDA et al., 2012), de maneira semelhante
ao encontrado no extrato etanolico de H. stigonocarpa (DIMECH et al., 2013) e no presente estudo.

O espectro DAD apresentado na Figura 25 mostra uma similaridade entre as substancias. Por
esta razdo, com o objetivo de isolar e identificar estruturalmente os flavonoides majoritarios do
extrato etandlico de H. martiana, a fracdo Hm-Fr.AcOEt foi submetida a uma separagdo
cromatografica em coluna. Sephadex® foi escolhida como a fase estacionaria devido os compostos

presentes na fracdo apresentarem polaridade similar, fato observado na proximidade entre 0s
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comprimentos maximos de absorbancia e tempos de retencdo demonstrados no cromatograma. Esta
proximidade pode ainda ser justificada pelo fato da andlise ter sido desenvolvida em fase reversa, e
0s picos terem sido detectados dentro de 15 minutos de corrida analitica, tempo relativamente curto
para este tipo de anélise, demonstrando que 0os compostos apresentam polaridade alta. Portanto, a
estratégia de separacdo precisaria contemplar outras diferencas entre as moléculas, e por conta disso,
a cromatografia por exclusio molecular foi escolhida tendo como a fase estacionaria Sephadex® LH-
20.

5.1.3 Fracionamento, isolamento, purificacdo e identificagdo estrutural de flavonoides da
fracdo Hm-Fr.AcOEt

As fracdes obtidas por meio do fracionamento da fragdo Hm-Fr.AcOEt em cromatografia em
coluna com Sephadex-LH20® foram avaliadas quanto a atividade antioxidante e fotoprotetora, cujos

resultados obtidos séo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Atividade antioxidante e FPS das fragGes obtidas a partir do fracionamento em coluna Sephadex-LH20® da
Fracdo Hm-Fr.AcOEt.

Amostra DPPH (% AS) + ABTS* (% Fosfomolibdénio FPS =+ D.P.
D.P. TEAC) = D.P. (%TAA) £D.P.
GFr-1 70,52 + 0,028 52,82 £ 2,302 50,52 +2,00? 9,13+0,012
GFr-2 87,02 +0,04° 95,72 + 2,30 21,17 +1,67° 11,27 +£0,01°
GFr-3 87,02 + 0,05° 99,71 £ 0,20° 60,73 £ 1,85° 14,77 £ 0,02°
GFr-4 80,21 +0,03° 100,00 + 0,00¢ 76,32 +1,95¢ 23,77 £0,01¢
GFr-5 71,23 +0,03¢ 100,00 + 0,00¢ 103,45 + 6,41° 23,49 £0,03°
GFr-6 75,30 £0,02° 100,00 + 0,00¢ 76,60 + 2,69¢ 16,62 + 0,01f

Legenda: D.P. = Desvio Padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam ndo diferenca estatistica conforme ANOVA
(seguido de Tukey), p < 0.05.

Os dados obtidos mostram a alta atividade sequestrante do radical DPPH, com os maiores
resultados para as fracdes GFr-2, GFr-3 e GFr-4. Ja para o ensaio de inibicdo do radical ABTS?,
apenas a fracdo GFr-1 ndo apresentou valores significativos, enquanto as fracdes GFr-4, GFr-5 e GFr-
6 inibiram 100% do radical. Os valores de capacidade antioxidante total as fracbes GFr-4, GFr-5 e
GFr-6 apresentaram os maiores valores. Estas fracdes também apresentaram os maiores valores de
FPS, com valores entre 16,62 a 23,77, enfatizando assim a importante agdo antioxidante e

fotoprotetora dos compostos quimicos que compdem a fracdo Hm-Fr.AcOEt.
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De acordo com os resultados demonstrados, as fracdes GFr-4, GFr-5 e GFr-6 obtiveram

melhores resultados de atividade antioxidante e fotoprotetora.

A analise por RMN da fracdo Hm-Fr.AcOEt e as subfracdes obtidas por separacdo
cromatografica por exclusdo molecular apresentou trés compostos identificados como
diastereoisobmeros da astilbina (2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-
3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi}-3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-4-ona)  (Tabela  15). A
quiralidade dos compostos presentes na Hm-Fr.AcOEt, GFr-4 e GFr-5 foi proposta em comparagéo
aos dados espectrais encontrados na literatura (KASAI et al., 1988; DE BRITTO et al., 1995;
XUEYAN et al., 2018).

Tabela 15. Dados espectrais obtidos por RMN (400 e 100 MHz para H e 3C, respectivamente) para 0s compostos
majoritarios das cascas de Hymenaea martiana.

Position Neoastilbina (GFr-4 e GFr-5) Astilbina (GFr-4) Isoastilbina (GFr-4)
op mult. (Jin Hz)? 8¢ mult.®® &y mult. (J in H2)2 8¢ mult.2® &y mult. (J in Hz)® 8¢ mult.2P
2 5,10d (11,1) 81,4 5,21d(9,9) 81,3 5,55d (2,7) 79,8
3 4,73d (11,1) 74,7 4,63 d(9,9) 75,4 4,22d(2,7) 73,3
4 196,2 193,9 192,9
5 11,73s 163,2 11,86 s 162,4 11,76 s 163,8
6 5,91d(2,1) 96,0 5,89d(2,1) 95,7 5,92d (2,2) 96,1
7 167,1 168,3 166,9
8 5,86 d (2,1) 94,9 5,84d(2,1) 96,6 5,95d (2,2) 95,2
9 162,3 162,0 162,1
10 100,4 99,6 100,2
I’ 127,4 126,9 126,3
2’ 6,915 1145 6,89 br s 114,6 6,85 d (1,6) 114,0
3 145,1 145,7 145,8
4 145,9 145,0 145,0
5 6,71 s 114,8 6,73 s 115,2 6,71 s 116,0
6’ 6,715 119,4 6,73 s 118,7 6,73 dd (8,3 e 1,6) 117,6
1” 4,94d (1,4) 101,1 4,06 brs 100,6 4,76 d (1,5) 98,8
2” 3,77dd (3,2e1,4) 69,9 3,33brs 70,1 3,29 m 72,2
3” 3,15dd (9,4 e 3,2) 70,0  341dd(9,4e3,0) 704 3,12m 715
4» 3,03m 71,1 3,15dd (9,4 e 3,0) 71,7 3,40 m 72,4
5” 2,26 dq (6,2) 68,8 3,90m 68,8 3,77m 69,9
6” 0,79d (6,2) 17,5 1,05d (6,2) 17,6 0,84 d (6,2) 17,5

aDados de RMN foram obtidos em 296 K com TMS como referéncia interna em 0.00 ppm com DMSO-ds.
bMultiplicidades determinadas por experimentos DEPT 135, HSQC e HMBC. Multiplicidade: s = singlet, br s = broad
singlet, d = doublet, dd = doublet of doublets, t = triplet, q = quartet, dq = doublet of quartets.

A analise de RMN da fracdo Hm-Fr.AcOEt e subsfracdes GFr-4 e GFr-5 revelou a presenca
de compostos em mistura. Em se tratando de GFr-4, os espectros de RMN de tH, 3C{*H} e mapas
de correlagdo *H-'H COSY, *H-*C HSQC e 'H-13C HMBC indicaram a presenca de trés conjuntos
de sinais em propor¢Oes diferentes, sugerindo a existéncia de uma mistura de trés flavonoides
glicosilados (DE BRITTO et al., 1995) (ANEXO VII). O primeiro conjunto de sinais no espectro de
RMN de *H mostrou a presenca de dois dupletos em & 5,91 (1H, d, J = 2.1 Hz) e 5,86 (1H, d, J = 2.0
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Hz), relativos aos hidrogénios em C-6 e C-8, respectivamente, caracterizando um anel 6,8-
dissubstituido do anel A de um flavonoide. Observou-se ainda a presenga dos simpletos em 6 6,71
(2H, s) e 4 6,91 (1H, s), no qual o primeiro mostrou integra¢do para dois hidrogénios e correlacéo
direta HSQC com os carbonos em 6 114,8 (C-5’) e 0 119,4 (C-6’), enquanto o segundo revelou
correlacdo direta com o carbono em & 114,5 (C-1°), sendo estes compativeis com padrdo de
substituicdo 3°,4’-dissubstituido do anel B do flavonoide (ANEXO VII). Além disso, a existéncia de
dois dupletos em 6 5,91 (1H, d, J = 11,1 Hz) and 6 4,73 (1H, d, J = 11,1 Hz) correlacionando
diretamente com os carbonos em 81,4 e 74,7, justificam a presenca deste em C-2 e C-3. Constatou-
se ainda que o sinal em & 4,73 mostrou correlagdo a longa distancia HMBC com os carbonos em &
81,1 (C-2), 101,1 (C-17), 127,4 (C-1°) e 196,2 (C-4) caracterizando o anel C do flavonoide,
concluindo sua glicosilagdo em C-3, uma vez que o dupleto em 4,94 (1H, d, J = 1,4 Hz) que
correlaciona diretamente com 0 101,1 (C-17) ¢ a longa distancia com os carbonos em & 68,8 (C-5"),
69,9 (C-2”) ¢ 74,7 (C-3) da unidade glicosidica. Ademais, a presenga de um dupletos em & 0,79 (3H,
d, J = 6,2 Hz) sugerindo a presenca de uma metila, correlacionando diretamente com o carbono 17,5
e a longa distancia com os carbonos em C-5” ¢ 6 71,7 (C-4”). A constante de acoplamento em 1,4 Hz
para 0 hidrogénio em C-1” ¢ a metila em C-6” permitiu concluir que corrobora com a presenga de
uma a-ramnose. Assim, os dados de RMN em comparagdes com a literatura permitiram concluir que
0 composto trata-se da neoastilbina ((2S,3S)-taxifolina-3-O-a-L-ramnosideo) (KASAI et al., 1988;
DE BRITTO et al., 1995).

O segundo conjunto de dados observado no espectro de RMN de *H de GFr-4 mostrou um
sistema de spins similares a neoastilbina, confirmado com base nos mapas de correlagio *H-H
COSY, H-3C HSQC e H-*C HMBC (ANEXO VII). A principal diferenca deste em relacéo a
neoastilbina reside na estereoquimica dos hidrogénios em C-2 e C-3 relativos aos dupletos 6 5,21
(1H,d, J =9,9 Hz) and 6 4,63 (1H, d, J = 9,9 Hz) correlacionando diretamente com os carbonos em
81,3 e 75,4 (Tabela 15). Assim, comparacGes com dados da literatura permitiu constatar que o
segundo composto presente em GFr-4 trata-se da astilbina (ou (2R,3R)-taxifolina-3-O-a-L-
ramnosideo) (KASAI et al., 1988; DE BRITTO et al., 1995). Por sua vez, os sistemas de spins para
o terceiro composto também diferiram da neoastilbina e astilbina pelos dupletos em 6 5,55 (1H, d, J
=2,7 Hz) and 6 4,22 (1H, d, J = 2,7 Hz) relativos aos hidrogénios em C-2 e C-3. A analise dos dados
de RMN uni e bidimensionais em compara¢fes com dados da literatura permitiu concluir que o
composto trata-se da isoastilbina (ou (2R,3S)-taxifolina-3-O-a-L-ramnosideo) (XUEYAN et al.,
2018) (Tabela 15 e ANEXO VII).
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Os dihidroflavonoides isoméricos neoastilbina, astilbina e isoastilbin também se mostraram
como compostos majoritarios em fragdo Hm-Fr.AcOEt, enquanto GFr-5 possibilitou a identificacdo
da neoastilbina (Tabela 15 e ANEXO VIII).

Além das diferencas quimicas entre os hidrogénios H-2 e H-3, os altos valores para a constante
de acoplamento desses hidrogénios para neoastilbina (J = 11,1 Hz) e astilbina (J = 9,9 Hz) sugerem
uma configuragdo trans do anel heterociclico, enquanto o valor baixo de acoplamento para
isoastilbina (J = 2,7 Hz) indica uma configuracdo cis. A estereoquimica destes compostos foi
deduzida por comparacdo com dados reportados na literatura (KASAI et al., 1988; DE BRITTO et
al., 1995; XUEYAN et al.,, 2018). As estruturas quimicas das substancias propostas estdo

apresentadas da Figura 19.

MNeoastilbina Astilbing Izoastilbina

Figura 19: Dihidroflavonoides majoritarios identificados na fragdo Hm-Fr.AcOEt de H. martiana.

Os compostos isolados foram encontrados nas fracbes GFr-4 e GFr-5, e estas fracdes
apresentaram os melhores resultados para as atividades antioxidante e fotoprotetora (Tabela 14),
evidenciando a bioatividade dos compostos identificados e sua relacdo com as atividades bioldgicas
de H. martiana. Além das atividades biologicas descritas anteriormente, varios estudos podem ser
encontrados com a identificacdo e isolamento de astilbina e seus isdbmeros. Astilbina e isoastilbina
foram isoladas da uva (Vitis vinifera), e seus mecanismos de atividade antioxidante em nivel celular
foi demonstrado. Resultados interessantes foram encontrados, pois dentre as diversas substancias
isoladas da uva, a astilbina apresentou os melhores resultados para a atividade antioxidante, enquanto
a isoastilbina apresentou o valor mais baixo (XUEYAN et al., 2018).

Outro estudo evidenciou o efeito hepatoprotetor de astilbina isolada das cascas de H. martiana
e suas acdes foram consideradas melhores do que a vitamina E, além de restaurar lipoperéxidos e
prostanoides do tecido hepatico para os niveis basais (CLOSA et al., 1997). Apesar destes resultados,
ndo foram encontrados estudos com a identificacdo e isolamento de isdmeros da astilbina em

Hymenaea martiana, alem de ndo terem sido encontrados estudos que demonstrassem a atividade
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fotoprotetora nem da astilbina, nem de seus isdbmeros, evidenciando mais uma vez o ineditismo dos

resultados apresentados no presente estudo.

5.2 INCORPORACAO DO EXTRATO ETANOLICO DE Hymenaea martiana EM UMA
FORMULACAO FITOCOSMETICOA COM ACAO FOTOPROTETORA

5.2.1 Prospeccao tecnolégica do género Hymenaea

Foram encontrados o total de 102 depésitos de patentes nos bancos de dados consultados, sendo
0 USPTO o banco com maior nimero de patentes encontradas, com 44 patentes, seguido pelo WIPO,
com 28 patentes; 0 EPO com 19, e o INPI, banco de dados brasileiro, com 10 depdsitos de patentes

envolvendo o género Hymenaea (Figura 20).
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Figura 20: Numero de dos pedidos de patentes depositados por base de dados com o género Hymenaea. INPI= Instituto
Nacional de Propriedade Industrial; WIPO=World Intellectual Property Organization; USPTO= United States Patent
Office; EPO= European Patent Office.

De acordo com a Figura 21, o Jap&o lidera com o maior nimero de patentes depositadas com o
género em estudo, com 35 patentes, seguido pelos Estados Unidos, com 32 patentes depositadas. O

Brasil aparece em terceiro lugar, com 21 patentes depositadas.
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Figura 21: Distribuicdo de dos pedidos de patentes depositados nas bases de dados com o género Hymenaea.
Legenda: DE (Alemanha), BE (Bélgica), BR (Brasil), CN (China), US (Estados Unidos da América), FR
(Franca), GR (Grécia), NL (Holanda), IT (Italia), JP (Jap&do), GB (Reino Unido) e SE (Suécia).

A Figura 21 mostra resultados controversos em relacdo as regides de ocorréncia do género e de
deposito de patentes. O Brasil € o Unico pais encontrado nesta pesquisa que € localizado na
distribuicdo geogréfica do género, que apresenta distribuigdo natural da América Central a América
do Sul (PETTIT et al., 2003). A grande quantidade de patentes oriundas do Japao e Estados Unidos
mostra que o género possui potencial econdmico em regides onde ndo ocorre naturalmente e que nao
apresenta condicdes climaticas favoraveis ao cultivo. Resultados semelhantes foram encontrados em
outras prospeccdes, como em um estudo em que os Estados Unidos lideraram o ranking com patentes
com a planta Ananas comosus (OLIVEIRA-JUNIOR; ALMEIDA, 2012), pais que ndo apresenta
condicdes climaticas favoravel para o cultivo ou ocorréncia natural desta planta. Estes dados mostram
a necessidade de maiores incentivos a pesquisa e desenvolvimento tecnologico, visando melhor
exploracdo econdmica e sustentavel da flora nativa dos paises da América Central e do Sul.

Na Figura 22, é apresentada uma evolugdo anual no numero de patentes depositadas nos dltimos
22 anos nas bases de dados consultadas. O maior nimero de patentes foi depositado no ano de 2003,
com uma gueda no numero de depositos até 2007, com posterior aumento até o ano de 2011. Um leve
aumento pode ser percebido em 2015, e uma patente foi depositada em 2017. Estes dados mostram
que, a partir de 1995, todos os anos apresentaram pelo menos 1 patente depositada, o que enfatiza o

potencial econdmico do género em estudo.
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Figura 22: Evolugdo anual dos pedidos de patentes depositados nos ultimos 22 anos com o género Hymenaea.

Dentre os 102 depdsitos de patentes, 18,73% foram classificados no cédigo IPC A61K, que
contempla preparagdes com finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas. Outras subclasses que
apresentaram ocorréncia relativamente alta, foram A61Q (uso especifico de cosméticos ou produtos
de higiene) e A61P (atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparacdes
medicinais), evidenciando a aplicacdo medicinal e cosmetica do género Hymenaea, em conformidade
com as propriedades farmacoldgicas j& evidenciadas em estudos cientificos (GAZZANEO et al.,
2005; AGRA et al., 2007; MARSAIOLI et al., 1975).

Outras subclasses apresentadas englobam compostos moleculares e organicos (C08), alimentos
e produtos alimenticios (A23 e A23L), polissacarideos e seus derivados (C08B), microrganismos ou
enzimas (C12N), conservacdo de alimentos ou produtos alimenticios (AOLN) e composicdo de
compostos macromoleculares (CO8L) (Tabela 16).

Um dado importante encontrado nesta pesquisa mostra que o género Hymenaea apresenta um
potencial econdmico relacionado a seu valor madeireiro, com patentes nas subclasses relacionadas a
construcdo civil e edificacOes, inseridos na Tabela 16 como “Outros”. Este fato ¢ de grande
relevancia, visto que atualmente estd em discussdo a problematica da conservacao da diversidade
bioldgica e da utilizacdo sustentavel de seus componentes, com o desenvolvimento de novos materiais
renovaveis e diminuicdo da utilizacdo de madeira em edificacBes. Investimentos na pesquisa
cientifica do potencial terapéutico de plantas medicinais pode contribuir para um melhor
aproveitamento e estimular a sua utilizacdo sustentavel, implicando uma maior pressdo para a
conservacao das espécies (BRASIL, 2011). A distribuicdo dos pedidos de patentes por CIP sdo

apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16: Distribuicdo por CIP dos pedidos de patentes depositados com o género Hymenaea.

CIP Frequéncia (%)
A61K 18,73
A61Q 10,86
A61P 7,87

Cco8 7,49

A23 6,37
A23L 3,75
C08B 3,75
Ci12N 3,00
AO0IN 3,00
CcosL 3,00
Outros 32,21

Diante do exposto, a prospecc¢ao tecnoldgica de Hymenaea evidencia o potencial econémico
e terapéutico do género e a originalidade do presente trabalho, visto que, apesar de haver patentes nas
classificacBes de uso especifico de cosméticos ou produtos de higiene, ndo foi encontrada nenhuma
patente envolvendo formulacGes fotoprotetoras com o género Hymenaea, nem com a espécie em
estudo, justificando assim o desenvolvimento de uma formulacdo com acdo fotoprotetora com as

cascas de Hymenaea martiana.

5.2.2 Incorporagdo do extrato etantlico de Hymenaea martiana em uma formulagéo

fitocosmética

O desenvolvimento de uma formulacéo com acéo fotoprotetora com as cascas de H. martiana
foi realizado dada a significancia dos resultados apresentados relacionados ao potencial antioxidante,
antimicrobiano e fotoprotetor da espécie, assim como a inexisténcia de estudos nessa vertente com
espécies de Hymenaea.

A Figura 23 apresenta as quatro formulacbes teste. Foi realizada a analise das quatro
formulagbes, o que permitiu observar que as formulagGes apresentaram aspectos visuais e
homogeneidade adequados para formulagGes cosméticas, antes e apos os ciclos de gelo/degelo.

Foi possivel observar que a formulacdo F1 apresentou-se transparente, enquanto a formulacéo
F2 apresentou coloragdo marrom escuro. Por sua vez, as formulacdes F3 e F4 mostraram tonalidade

marrom claro. Todas as formulac¢des exibiram alta homogeneidade e odor caracteristico.
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Figura 23: Formulages imediatamente ap6s a manipulagio utilizando a base em gel Carbopol®. F1: Base gel
Carbopol® + Filtro UVAB 5%; F2: Base gel Carbopol®+ Hm-EEB 5%; F3: Base gel Carbopol® + Filtro UVAB 5% +
Hm-EEB 5%; F4: Base gel Carbopol® + Filtro UVAB 10% + Hm-EEB 10%.

As formulagdes apresentaram aspecto homogéneo, com consisténcia firme e ndo foram
evidenciados sinais de alteragdes nem separacdo de fases apds o teste de centrifugacdo, exceto para
F1. Essa formulacdo, composta apenas pelo filtro quimico UVAB na concentracdo de 5%,
imediatamente apds a manipulacdo exibiu coloracdo transparente, com aspecto homogéneo e sem
alteracdo no odor da base de gel, com FPS igual a 15,46 + 0,03, valores de acordo com o informado
na ficha técnica do fornecedor. Entretanto, apds aproximadamente 12 horas da manipulagdo, a
formulacdo F1 mostrou alteracdo na coloracdo, com flocos brancos por todo o gel, demonstrando que
houve cristalizagéo do filtro quimico na base de gel. Desta forma, a cristalizacao do ingrediente ativo

indica incompatibilidade entre 0 composto e a base cosmética (Figura 28).
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Figura 24: Formulagdo F1 composta por base gel Carbopol® + Filtro UVAB 5% ap6s 12 horas de manipulago.

Apesar da incompatibilidade encontrada na formulagdo F1, as formulacGes F3 e F4, que
apresentavam na composic¢ao o filtro quimico UVAB e extrato bruto de H. martiana, ndo mostraram
precipitacdo nem floculacdo do filtro quimico. Este fato evidencia uma possivel capacidade
estabilizante do extrato adicionado, pois nenhuma das formulagdes com extrato e filtro quimico
apontaram qualquer sinal de incompatibilidade, mesmo apos teste de centrifugacdo e ciclo de
gelo/degelo (Tabela 17).

Tabela 17. Controle de qualidade fisico-quimico das formulagcdes-teste com o extrato das cascas de H. martiana antes e

depois do ciclo de gelo/degelo.

FormulagGes-teste

F1 F2 F3 F4
To T2 To T2 To Ti2 To Ti2

Aspecto H F* H H H H H H
Cor T T ME ME MA MA MA MA
Odor SG SG SG SG SG SG SG SG
Centrifugacéo N N** N N N N N N
pH 6,02 + 554 + 6,09+ 556+ 6,01+ 6,06 + 6,02 + 6,07 +

0,08 0,12 0,14 0,44 0,24 0,31 0,06 0,43
Densidade relativa 0,9965+ 10,9899+ 0,9945+ 0,9978+ 0,9672+ 0,9644+ 0,9512+ 0,9592 +
(mg/mL) 0,02 0,16 0,02 0,12 0,02 0,22 0,51 0,68

Legenda: H= Homogéneo; F= Presenca de flocos; T= cor transparente; MA= cor marrom avermelhado; ME= cor marrom
escuro; SG= odor Sui generis, caracteristico; N= indica normal, sem alteracdes. SF= separacdo de fases. *A formulacédo
F1 apresentou alteracbes no aspecto apés 12h de manipulacdo. **A formulagdo F1, mesmo cristalizado, apds
centrifugacdo ndo apresentou precipitados.
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A formulagdo F2, contendo apenas o0 Hm-EEB na concentracdo de 5%, apresentou-se com
coloracdo marrom escuro, com brilho e consisténcia adequada e um agradavel odor amadeirado do
extrato bruto. J& a formulagéo F3 e F4, contendo Hm-EEB o filtro quimico, exibiu coloragdo marrom
clara, odor e brilho semelhante & formulacgéo F2.

Porém, uma leve diminuicdo na consisténcia do gel pode ser observada nas formulacdes F3 e
F4, com a adi¢do do filtro quimico e extrato bruto imediatamente ap6s a manipulacéo e correcao do
pH, mas o aspecto semissolido da formulacao foi mantido. Esse comportamento pode ser constatado
com a queda dos valores de densidade de massa das formulacdes (Tabela 17), a medida em que foram
aumentadas as concentracdes de filtro quimico e extrato nas formula¢Ges F3 e F4 em relacdo as
formulagBes F1 e F2. Apesar do gel Carbopol® ser constituido por uma rede polimérica de acido
acrilico de alto peso molecular, possuir ter seu potencial de viscosidade completo pela adi¢do de uma
base organica ou inorganica, como trietanolamina ou hidréxido de sodio, a dispersdo aquosa do gel
(CORREA et al., 2005), a correcdo do pH com trietanolamina para valores compativeis com o pH
cuténeo, que é estabelecido entre 5,5 e 6,5 imediatamente apds a manipulagdo ndo proporcionou
aumento da consisténcia das formulacdes. Este fato pode ser entdo atribuido ao aumento da
concentracdo de ativos adicionados, visto que a densidade foi diminuindo, a medida em que foram
aumentadas as concentracdes de filtro quimico e extrato nas formulacdes F3 (contendo 5% de filtro
quimico e 5% de extrato bruto) e F4 (10% de filtro quimico e 10% de extrato bruto). Em um estudo
com o desenvolvimento de gel contendo Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinalle), as
densidades apresentadas pelas diferentes formulacgdes variaram entre 0,97 e 1,06 g/mL, com pH entre
5,8 € 6,9 (CORDEIRO et al., 2013), valores proximos aos encontrados no presente estudo. Portanto,
os valores de densidade apresentados para as formulacGes propostas contendo o extrato de H.
martiana estdo dentro dos valores esperados para o desenvolvimento de géis.

Outro parametro relacionado a reologia foi analisado nas formulacdes dos géis preparados. A
espalhabilidade das formulacgdes foi calculada (Figura 29) e esses dados podem mostrar informacdes
importantes sobre a eficécia e aspectos sensoriais das formulagdes. Um gel fotoprotetor deve ter uma
extensibilidade adequada, contribuindo para a formacéo de um filme sobre a pele. Desta forma, a
formulacdo pode garantir o Fator de Protecdo Solar (FPS) informado. Os resultados apresentados
pelas formulacdes propostas estdo acima dos valores encontrados para emolientes utilizados em
emulsBes comerciais (ISAAC et al., 2008), demonstrando que os géis desenvolvidos com o extrato
de H. martiana obtiveram uma extensibilidade adequada para formulagdes fotoprotetoras.
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Figura 25: Espalhabilidade das formulacGes fotoprotetoras (F1-F4) antes (TO) e depois (T12) do estudo de
estabilidade preliminar. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo, onde A (p < 0.05 TO versus T12)
e B (p <0.05TO versus T12), de acordo com o teste t de Student.

Diante destes resultados, pode-se observar que as formulagcfes contendo apenas o extrato de
H. martiana (F2) ou a adicdo deste com o filtro quimico UVAB (F3 e F4) ndo apresentaram
alteracOes, separacao de fases ou mudanca de coloragdo apds o teste de resisténcia a centrifugacéo,
além de apresentarem resultados fisico-quimicos adequados antes e ap6s a estabilidade preliminar,
demonstrando que estas formulacdes atendem aos requisitos minimos de qualidade para a
formulacdes tdpicas em gel.

Além dos parametros fisico-quimicos de controle de qualidade, a atividade antioxidante das
formulacdes foi avaliada apds a manipulacdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 18, e pode-
se verificar que a formulacdo F1, ndo apresentou atividade antioxidante significativa. Entretanto, a
formulagdo F2, composta por 5% de Hm-EEB, apresentou 77,55 + 0,02 %AS (método DPPH), 26,60
+ 1,90 % TEAC (método ABTS) e 15,00 + 0,55 % TAA (método fosfomolibdénio), demonstrando
que a substituicdo do filtro quimico pelo extrato bruto interferiu na atividade antioxidante, causando
um aumento significativo. J& a formulacdo F3, composta por 5% do filtro quimico UVAB e 5% do
Hm-EEB, apresentou 29,52 + 0,11 % AS, 4,60 £+ 0,10 % TEAC e 6,55 + 0,09 % TAA, demonstrando
uma diminuicdo nos valores encontrados em relagdo a para a formulagdo contendo apenas o extrato
bruto. A formulagdo F4, composta por 10% do filtro quimico UVAB e 10% do extrato bruto,
apresentou 57,88 £ 0,10 % AS, 34,60 + 1,20 % TEAC e 12,92 £ 0,12 % TAA, evidenciando que o
aumento na concentracdo dos filtros solares aumentou a atividade antioxidante da formulacdo F4 em
relacdo a formulacdo F3. A adicdo do extrato bruto, portanto, pode fornecer uma vantagem para as

formulacdes.
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Tabela 18: Atividade antioxidante e fotoprotetora das formulagGes preparadas com extrato das cascas de H. martiana.

Formulacdes DPPH (% AS) £ D.P.  ABTS* (% TEAC) £ D.P. Fosfomolibdénio (% TAA) + D.P.
F1 00,00 £ 0,002 0,40 £+ 2,502 5,42 £ 0,082
F2 77,55 + 0,02° 26,60 + 1,90° 15,00 + 0,55°
F3 29,52 +£0,11° 4,60 +0,10° 6,55 + 0,09°
F4 57,88 +0,10¢ 34,60 £ 1,20°¢ 12,92 +0,12¢

Legenda: D.P. = Desvio Padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam ndo diferenca estatistica conforme ANOVA
(seguido de Tukey), p < 0.05.

No entanto, pode-se observar que a adi¢ao dos filtros quimicos UVAB e do extrato bruto na
concentragdo de 5% (formulagdo F3) causou uma queda na atividade antioxidante. Este resultado
pode sugerir uma interacdo quimica entre o filtro quimico e o extrato bruto, o que pode ser justificado
pelo carater quimico do extrato bruto da casca de H. martiana, que foi considerado levemente acido
em estudo anterior, devido a alta concentragdo de compostos fendlicos (OLIVEIRA, 2015). O pH
acido pode interferir nos elétrons da estrutura quimica dos filtros solares, passando o produto para
absorver a radiacdo UV em diferentes comprimentos de onda (RIBEIRO, 2006) Vale ressaltar que
essa interferéncia ndo foi encontrada na atividade fotoprotetora (Figura 24).

Por outro lado, 0 aumento da quantidade do extrato bruto para 10% na formulag&o F4 resultou
em aumento tanto, da atividade antioxidante quanto da atividade fotoprotetora, indicando que essa
concentracdo afetou positivamente as atividades avaliadas. Assim, o monitoramento do pH, tanto no
controle de qualidade e em estudos preliminares de estabilidade é importante para monitorar essa
possivel interacdo (BRASIL, 2004).

Portanto, os resultados evidenciados para a atividade antioxidante das formulacGes testadas
podem agregar maior valor ao desenvolvimento da formulacdo fotoprotetora, uma vez que pode
proporcionar uma diminuicdo no uso de aditivos sintéticos com acdo antioxidante na formulacgéo, o
que poderia trazer menos efeitos indesejaveis (KRISHNAIAH et al., 2011).

A avaliacdo da atividade fotoprotetora das formulagdes testadas € mostrada na Figura 24. A
formulagdo F2, contendo apenas o extrato bruto, apresentou um valor de FPS maior que 6,0, valor
que atende ao minimo exigido pela ANVISA (BRASIL, 2012), demonstrando que o potencial
fotoprotetor das espécies em estudo As formulagbes contendo o filtro quimico e o extrato bruto
(formulagbes F3 e F4) mostraram um aumento considerdvel nos valores de FPS, em relagdo as
formulagdes contendo os filtros testados isoladamente (formulagGes F1 e F2), o que pode sugerir um

efeito sinérgico entre os filtro quimico e extrato bruto na atividade fotoprotetora.
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Figura 26: FPS das formulacdes de gel Carbopol®. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n = 3),
onde letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras (p < 0.05), conforme ANOVA, seguido pelo

teste de Tukey.

Com os resultados apresentados no presente estudo, a formulacdo F4 apresentou o melhor
resultado para a atividade fotoprotetora com atividade antioxidante significativa, assim como uma
possivel acdo estabilizante do filtro quimico UVAB, atendendo todos os requisitos de controle de
qualidade e estabilidade preliminar, podendo ser, portanto, considerado um produto promissor, uma
vez que a adicdo de filtros solares naturais aos filtros quimicos é considerada uma alternativa para

aumentar a seguranca e eficacia dos fotoprotetores.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo trazem informacdes importantes sobre a composicéo
fitoquimica do extrato das cascas de Hymenaea martiana, e ainda demonstra uma aplicacdo
tecnoldgica importante para este derivado vegetal.

Foi obtido um extrato etandlico por Extracdo Acelerada por Solvente (ASE), um método
sofisticado e automatizado, que se mostrou eficaz para a extragdo de compostos fendlicos na espécie
estudada. O estudo fitoquimico do extrato demonstrou que os compostos fenolicos, principalmente
os flavonoides, constituem a classe majoritaria de metabdlitos secundarios. Flavonoides bioativos
foram identificados na espécie pela primeira vez por CLAE-EM, e os flavonoides astilbina e os
isdbmeros neoastilbina e isoastilbina foram isolados por Sephadex® e identificados por RMN no
extrato, corroborando estudos anteriores. A identificacdo dos isdbmeros de astilbina na espécie em
estudo ainda ndo foi encontrada na literatura cientifica disponivel, evidenciando mais uma
colaboracdo importante destes resultados para o estudo fitoquimico de H. martiana.

O extrato e fragcdes obtidos a partir da espécie em estudo apresentaram resultados importantes
nas avaliagdes das atividades antioxidante, antimicrobiana e fotoprotetora. O conhecimento sobre
estas atividades pode agregar valor terapéutico e cosmético a espécie em estudo, com correlagdo
fortemente positiva entre os compostos fendlicos e as atividades avaliadas.

Formulagdes contendo o extrato bruto foram preparadas, apresentando atividade antioxidante e
fotoprotetora relevantes e resultados de controle de qualidade e estabilidade preliminar adequados,
evidenciando a viabilidade da veiculacdo do extrato bruto obtido em formulagbes cosméticas. Os
resultados da atividade fotoprotetora das formulacdes demonstraram um efeito sinérgico entre o
extrato bruto e o filtro quimico UVAB hidrofilico avaliado, trazendo resultados promissores para o
desenvolvimento de uma formulacdo fitocosmética com acdo fotoprotetora, antioxidante e
antimicrobiana.

Diante destes resultados, o presente estudo fornece dados inéditos e importantes para o estudo
fitoquimico e futuro desenvolvimento de produtos farmacéuticos e fitocosméticos a partir do extrato
de H. martiana, uma planta nativa do Nordeste brasileiro com um grande potencial biotecnoldgico e

terapéutico.
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Abstract
Introduction

Hymenaea martiana, known as "jatoba", traditionally used in tropical medicine for the treatment of
inflammation and rheumatism.

Objective

The aim of the study was to develop a phytochemical study and in vitro activities of the barks of H.
martiana, including the isolation and characterization of the main flavonoids.

Methodology

The crude extract from the barks of H. martiana was fractionated and total phenolic compounds, total
flavonoids were determined. The HPLC-DAD profiling was developed and the ethyl acetate fraction
was submitted to adsorption column chromatography (CC). The subfractions obtained were evaluated
for antioxidant and photoprotective in vitro activity, as well as analyzed by NMR spectroscopy.

Results

The crude extract presented a significant amount of phenolic compounds and flavonoids, and the
ethyl acetate fraction showed the highest content of these compounds. In the HPLC-DAD method,
three bioactive flavonoids were identified as dihydroflavonols, with important activities related in the
literature. The group of fractions obtained by chromatographic separation showed important in vitro
activities. After the analysis of the NMR data and comparison with data previously reported in the
literature, the substances were identified as isomers of astilbin (2R,3R)-taxifolin-3-O-a-L-
rhamnoside.

Conclusions

The results show the phytochemical characteristics of H. martiana. The HPLC-DAD analysis and
NMR data could identify the major compounds of the extract as important bioactive flavonoids, as
astilbin and two isomers, these last being reported for the first time in H. martiana, demonstrating the
bioactive potential of this species.

Keywords: Flavonoids; Antioxidant activity; Sun Protection Factor; Hymenaea martiana; HPLC-
DAD, NMR spectroscopy.
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INTRODUCTION

The use of medicinal plants is present throughout the history of mankind, not only for food use, but
also for ritualistic and therapeutic use. Medicinal plants have been the main therapeutic resource
available, but technological advances have brought synthetic drugs for the treatment of diseases.
Currently, society has been valuing the use of natural products with therapeutic properties, probably
due to the search for healthy habits, as well as problems with the efficient treatment of certain

diseases?.

Some researchers suggest that about two thirds of the plant species have medicinal value, and
the antioxidant potential has great relevance, since they can reduce the oxidative stress in the cells,
besides being useful in the treatment of diverse diseases, as cardiovascular problems, inflammatory

processes and until cancer?.

Thus, flavonoids stand out among the main classes of natural products and are characterized
as polyphenols, and are composed of a benzopyran or chroman nucleus, attached to an aromatic ring,
forming the fundamental nucleus "phenyl benzopyran™. These compounds are responsible for

pharmacological activities, such as antioxidant, antimicrobial, and photoprotective activities??,

Among the medicinal plants found in Caatinga phytogeographical domain, Hymenaea martiana
can be highlighted, a tree native to the Northeast region, popularly known as "jatoba". The barks,
leaves and fruits of this species are used in traditional medicine for the treatment of anemia and
gastritis, prepared as alcoholic extract and tea from the barks. This species is also used for

inflammations and rheumatism?®.

Studies demonstrate the chemical composition of H. martiana, with the presence of some
flavonoids, such as astilbin, eucrifin, engelitin, taxifolin and phenolic compounds. These flavonoids
are being related to the pharmacological activities>®’. Despite some flavonoids were already isolated
from this species, some isomers were not purified yet, and some in vitro activities of these flavonoids

were not investigated.
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Then, probably based on the chemical composition of H. martiana described in the literature,

this species could present antioxidant, antimicrobial and photoprotective activity, and the flavonoids
could justify these activities. The correlation between the phenolic compound content and the

antioxidant activity could also emphasize the medicinal and pharmaceutical potential of this species.

In this context, the aim of the study was to develop a phytochemical study and in vitro activities

of the barks of H. martiana, including the isolation and characterization of the main flavonoids.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The barks of H. martiana were collected in the city of Petrolina, Pernambuco, Brazil, in July
2015, and were identified by the Federal University of Sdo Francisco Valley Herbarium (HVASF),
in the Federal University of Sdo Francisco Valley, with voucher specimen n° 6444, coordinates
09°°11°04.30° S, 040°°18°05.40° W, 357 m high. The barks were dried at 40°C for 72 h in air

circulation oven (ETHIKTECHNO®, Model TD 420), and pulverized using a mill (QUIMIS®).

Extract preparation

For the preparation of the crude extract, 300 g of the barks were submitted to extraction in the
National Institute of Semiarid (INSA, Campina Grande, Paraiba, Brazil), using the Accelerated
Solvent Extraction (ASE) Thermo Scientific Dionex® ASE 350, equipped with a stainless steel cell
extractor hermetic sealed. For this, the vegetable powder had its granulometry homogenized using
sieves of mesh 14 and 35, then this material together with diatomaceous earth (2:1) was distributed
in 15 extracellular cells of 100 mL with capacity for 20 g of vegetal material each. The extraction
occurred with 99.5% ethanol, with a temperature of 40°C, for 15 minutes, flow of 5 mL/min and

average pressure of 1500 psi., with two extractions per cell.
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After the extraction process, the solvent extraction was concentrated in a Thermo Scientific
Rocket Evaporator at 40°C. The residual solvent was eliminated in an oven (Ethiktechno®) at 45°C

for 24 hours, obtaining 67 g of the crude ethanolic extract.

The crude ethanolic extract (10 g) was solubilized in a mixture of methanol and water (3:7 v/v),
which was submitted to a liquid-liquid partition in a separation flask, with manual shake, extensively,
with hexane, chloroform and ethyl acetate. After this process, the solutions were concentrated for
solvent evaporation under vacuum at 50°C, obtaining the 1.24 g of the hexane fraction, 0.18 g of the

chloroform fraction, and 7.90 g of the ethyl acetate fraction.

Determination of total phenolic compounds

The total phenolic compounds content was measured by Folin-Ciocalteu method®. The 200 pL
of diluted extract and fractions (1 mg/mL) were added to 1 mL of 1:10 diluted Folin-Ciocalteu reagent
After 4 min, 0.8 mL of saturated sodium carbonate solution (75 g/L). After 120 minutes of incubation
at room temperature, protected from light, absorbance was measured at 765 nm. Gallic acid (50 - 500
ug/L) was used for calibration of standard curve (R? = 0.9923). The results were expressed as
milligram of gallic acid equivalent (mg GAE)/g of dry weight of plant extract. All assays were

developed in triplicate.

Determination of total flavonoids

The total flavonoid content was measured for the samples with significant values for the total
phenolic compounds, by the colorimetric method by the metallic complexation®. A standard solution
and the extract and fractions solutions (1 mg/mL) in ethanol 99% were prepared, and 0.2 mL of
aluminum chloride 2.5% alcoholic solution and 3.80 mL of ethanol. The solutions could stand at
room temperature for 30 minutes. The absorbance of each solution was obtained at 408 nm in a

spectrophotometer (Quimis®) against the blank (all solvents except the sample). The total flavonoids
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were expressed as mg of equivalents of catechin per gram of sample (mg EC/g), using a standard
curve with catechin as reference (2.5 — 20 ug/mL, R? = 0.9987). All assays were carried out in

triplicate.

Antioxidant in vitro activity

Determination of Total Antioxidant Capacity (TAC). Total Antioxidant Capacity was determined
by phosphomolybdenum method®°. A volume of 0.1 mL of fraction solutions (1 mg/mL) were added
to 1 mL of reagent solution (sulfuric acid 600 mM, sodium phosphate 28 mM and ammonium
molybdate 4 mM). The tubes were incubated at 95°C for 90 min, and then the absorbance was
measured at 695 nm against the blank. Ascorbic acid was used as reference and the Total Antioxidant
Capacity was expressed as equivalent of ascorbic acid. The TAC (%) was calculated using the
following formula: TAC (%) = [(absorbance of the sample — absorbance of the blank)/(absorbance of

ascorbic acid — absorbance of the blank) x 100]. All assays were carried out in triplicate.

Inhibition of 2,2-Azino-Bis-(3 Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid (ABTS*) radical. The
inhibition of ABTS* radical (Sigma®) of the samples was developed according to method previously
described!!. The ABTS" solution 7mM was prepared adding potassium persulfate 140 mM and the
mixture was allowed to stand protected from light at room temperature for 12 — 16 hours (time
required for radical formation) before its use. The ABTS" solution was standardized with the dilution
with ethanol to an absorbance of 0.7 (+ 0.02) at 732 nm. The absorbance of the samples was measured
using 30 pL of the sample solutions (1 mg/mL), added to 3 mL of the standardized ABTS* solution
7 mM, in different periods of time (6, 15, 30, 45, 60 and 120 min) at 734 nm. The inhibition of the
oxidation was calculated and plotted as a function of reference antioxidant concentration (Trolox)

and expressed as Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC, uM).
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DPPH free radical scavenging assay. The free radical scavenging activity was measured using the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) assay'?, with adaptations. A DPPH stock solution was
prepared (20 mg/mL) with methanol. Sample solutions were diluted in methanol to final
concentrations of 0.31, 0.62, 0.12, 0.25, 0.5, and 1 mg/mL. Standard solution was prepared with
ascorbic acid (1 mg/mL) as positive control and negative control was prepared with 40uL of
methanolic diluted with 250uL of DPPH solution. Methanol (200 L) plus plant extracts solutions
(200 wL) were used as a blank. Then, 250uL of DPPH solution was added to 40uL of each sample
solution. The absorbance each sample was measured at 517 nm with the aid of an ELX 800 universal
reader (Biotek Instruments, Inc., Winooski, USA), 25 minutes after the addition of DPPH solution to
the sample solutions. The Antioxidant Activity (AA) was calculated using the following formula: AA%
= [(absorbance of the control — absorbance of the sample)/absorbance of the control] x 100. All

assays were carried out in triplicate.

Antimicrobial activity

The crude extract and the ethyl acetate fraction were tested against the following
microorganisms: Staphylococcus aureus (ATCC - UFPEDA 02; ATCC - UFPEDA 4212; Clinically
isolated - UFPEDA 705; Clinically isolated - UFPEDA 659); Enterococcus faecalis (UFPEDA 138);
Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396); Candida albicans (UFPEDA 1007); C. tropicalis (UFPEDA
1011) e C. krusei (UFPEDA 1002). The strains were obtained from the Department of Antibiotics

(Federal University of Pernambuco, Brazil).

Values for Minimal Inhibitory Concentration (MIC) for the bacteria were determined by the
microdilution method*®. Measures were developed in microplates reader at 600 nm, before and after

incubation at 37°C for 24 hours.

MIC values for yeasts were determined by the microdilution method*. Measures were

developed in microplates reader at 492 nm, before and after incubation at 35°C for 48 hours. Tested
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sample concentrations against the different species and microorganism’s lineages ranged from 0.09

to 5.0 mg/mL.

Minimal Bactericidal Concentration (MBC) were determined, according to the MIC’s values.
From the wells of MIC, 5 pL were transferred to plates with Mueller Hington Agar and incubated at
37°C for 24 hours. The MBC were referred as the minimal sample concentration with non-viable

bacteria.

The Minimal Fungicidal Concentration was determined, according to the MICs values. From
the wells of MIC, 5 pL were transferred to plates with Sabouraud Dextrose Agar and incubated at
35°C for 24 hours. The MFC were referred as the minimal sample concentration with non-viable

yeasts.

Sun Protection Factor (SPF) in vitro Determination

The photoprotective activity was evaluated by spectrophotometric method of diluted
solutions®®. Samples were dried in oven at 40°C for 60 minutes, and then dilutions were prepared (5,
25, 50 e 100 mg/L). A spectrophotometer (Quimis®) was used, with quartz cuvettes with 1 cm optical
path for the acquisition of the spectra. Calculations of the Sun Protection Factor (SPF) were made
considering the intervals A determined using the following formula: SPF = Correction Factor x
Amount of absorbance 290-320 nm x Erythemogenic Effect of radiation () x Spectrophotometric

reading of sample absorbance (1.).

HPLC-DAD chromatographic fingerprint of the ethyl acetate fraction

A HPLC-DAD fingerprint of the ethyl acetate fraction was developed. A sample solution was
prepared at the concentration of 5 mg/mL, with a step of ultrassound-assisted solubilization. The

chromatograph profile was developed in an Agilent 1260 Infinity equipment, with a quaternary pump
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and degasser (G1311D), automatic injector (G1329B), column oven (G1316A), and DAD detector
(G4212B). The column used was a Zorbax® (Agilent), SB-C18 5um; 4.6 x 250mm with pre-column
Zorbax ® (Agilent) SB-C18 5um and 4.6 x 12.5mm. The mobile phase was compound by water (A)
and accetonitrile (B) (LiChrosolv®, Merck), in a flow rate of 2.4 mL/min and linear gradient as
follows: 92% (A) - 65% (A) (0-15min). The column temperature was 30°C, detection in full scan at
190-400nm. Integration: Chromatogram 256 nm; Threshold 4e + 006 (0-15min); Width 0.2 (0 - 15

min) (for reproducibility of analyzes).

Isolation, purification and structural identification of flavonoids of the ethyl acetate fraction

To isolate the flavonoids from the ethyl acetate fraction, an adsorption column
chromatography (CC) was used, consisting of a vertical glass column, 42 cm long, 2.5 cm in diameter.
The process was developed at room temperature under atmospheric pressure, and 420 mg of the
sample, previously solubilized with methanol, was inserted and eluted with the mobile phase (100%
methanol). Twenty-seven fractions were obtained, which were evaluated and pooled according to
analytical thin-layer chromatography (TLC) analysis, yielding 6 distinct groups of fractions (GF1-

GF6).

These fractions were evaluated for photoprotective and antioxidant activities, and analyzed by
NMR. 1D ( *H and C{*H}) and 2D ( *H-'H COSY, H-3*C HSQC and H-3C HMBC) NMR data
were acquired at 296 K in DMSO-ds on a Bruker™ ASCEND III 400 NMR operating at 9.4 T,
observing *H and **C at 400 and 100 MHz, respectively. The NMR spectrometer was equipped with
a 5-mm multinuclear direct detection probe (BBO probe) with z-gradient. One-bond (HSQC) and
long-range (HMBC) H-*C NMR correlation experiments were optimized for average coupling
constant Jcny and RJc ) of 140 and 8 Hz, respectively. All *H and *C NMR chemical shifts (5)
are given in ppm related to the TMS signal at 0.00 ppm as an internal reference, and the coupling

constants (J) in Hz.
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Statistical analysis

All determinations were performed in triplicate and the results are shown as mean * standard
deviation. Values were considered significantly different when p < 0.05. For the correlation analysis,

the software GraphPad Prism® 5.0 and Microsoft Excel® 2017 were used.

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of total phenolic compounds and total flavonoids
The content of total phenolic compounds and total flavonoids of the crude ethanolic extract and

fractions obtained with the barks of Hymenaea martiana are presented in Table 1.

Table 1

According to the data obtained, the highest content of phenolic compounds was found in the
crude extract, followed by ethyl acetate fraction, and these values correspond to that found in another
study with the bark of this species, but at lower values®®. This may be justified by the extraction
method used, and the volumes and dilutions used in the methods for the determination of phenolic
compounds used. The polarity and solubility of the solvent used in this fraction may also justify the
higher concentration of phenolic compounds from the crude ethanolic extract®1®.

The total flavonoid content in crude ethanolic extract and ethyl acetate fraction demonstrates
that these are the major compounds of these samples, and can be strong candidates for the chemical
markers of the species. In the hexane and chloroform fractions, no total flavonoid content was
detected. Therefore, ethyl acetate fraction is the sample that best represents the compounds of the

crude extract, with the highest yield (7.90 g) and the highest content of total flavonoids (Table 1).
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This fraction was then chosen for a more in-depth phytochemical study, for the in vitro activities and

the flavonoid isolation.

Antimicrobial activity

The antibacterial activity of the crude extract and ethyl acetate fraction was evaluated and the
results are presented in Table 2. The data show that the crude extract inhibited the growth of three
strains of Staphylococcus aureus, being a strain clinically isolated. The crude extract and the ethyl
acetate fraction also showed a bactericidal action against one of the strains of Staphylococcus aureus,
a bacterial species that, despite being part of the normal microbiota of the skin, can be a cause of
pathologies and represents great importance in hospital infections and food. The pathologies caused
by this bacterium can occur from a simple skin infection (acne, furunculosis and cellulitis), to
infections of greater severity (pneumonia, endocarditis, septicemia, meningitis, etc.). This species can

still cause local injury if the natural skin barriers are compromised by trauma or surgical procedures?’.

Table 2

The fungicidal activity of crude extract and ethyl acetate fraction is also presented in Table 3.
This activity was tested previously against some yeasts, and the crude extracts and hydroalcoholic
fractions of H. martiana showed a high activity against Cryptococcus neoformans, the methanolic
and butanoic fractions were the most active against Trichopyton rubrum, Trichopyton
mentagrophytes and Microsporum canis’. Complementing these previous studies found in the
literature, in this study the crude extract and fraction showed inhibitory activity for the species
Candida tropicalis and Candida krusei, and the analyzed samples presented fungicidal activity for
species C. tropicalis. None of the samples showed inhibitory activity or fungicidal activity against
Candida albicans, the main species that causes candidiasis. However, Candida non-C. albicans

species (referred to in the NCAC literature as "non-C. albicans Candida"), such as Candida glabrata
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and Candida tropicalis are often identified as pathogens in humans. The increase in the occurrence
of these pathogens has been related to the improvement in the methods of identification and drug
resistance used*®,

Regarding antibacterial drugs, the development of new antifungal drugs has been limited,
probably this attributed to the difficulty in the identification of effective agents against the fungal
cells without presenting toxic effects for the normal cells of the host8, Thus, the fungicidal activity
of the samples analyzed in this study emphasizes the importance of the species as an alternative source

for the development of new drugs.

HPLC-DAD fingerprint of the ethyl acetate fraction

The chromatographic fingerprint obtained from the ethyl acetate fraction is shown in Figure 1.
Three compounds can be observed at retention time (Rt) of 9.9, 10.2 and 11.1 minutes, respectively.
The relative intensity of the three peaks shown in the 3D chromatogram (Figure 1-B) confirms that

these compounds are the major detectable compounds.

Figure 1

The DAD-UV spectrum of these compounds are shown in Figure 2. These substances present
the typical UV spectrum for flavonoids, which is characterized by two peaks of maximum
absorbance, one between 240-280 nm and another at 280-550 nm*°. The peak 1 showed maximum
absorbances at 234 and 288 nm, the peak 2 at 236 and 288 nm, and the peak 3 at 232 and 294 nm.
These UV bands can suggest these substances are dihydroflavonols derivatives, like astilbin, a
compound previously found in H. martiana that shows maximum absorbance in 290 nm?°. This
flavonoid was found to be the major constituent of the ethyl acetate extract of this species, and other

flavonoids were identified: taxifolin, engelitin and eucryphin®’.
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Figure 2

Similar fingerprints were found with the HPLC-DAD analysis of the hydroalcoholic and
ethanolic extract of Hymenaea stigonocarpa. These extracts were compared to the hydroalcoholic
extract added to astilbin standard, and it was possible to identify the peak 2 as this flavonol, and the
other peaks as astilbin derivatives?!. Another study that aimed the qualitative analysis by HPLC-DAD
of the phenolic compounds in the ethanolic extract of H. martiana, presented four peaks with DAD
spectra characteristic of flavonoids with maximum absorbance around 290 nm?, in a similar way to
that found in the ethanolic extract of H. stigonocarpa?! and in the present study (Figure 1).

The DAD spectra presented in Figure 2 show the similarity between the substances. For this
reason, aiming at the isolation and structural identification of these major compounds of H. martiana
ethanolic extract, the ethyl acetate fraction was submitted to the chromatographic column separation.
It was used Sephadex as stationary phase, because the compounds presented in the chromatogram
showed similar polarity, maximum absorbances and retention time to each other. This can be due the
fact that the analysis was developed in reverse phase and the four major peaks were detected within
15 minutes of analysis, so it is evident that the compounds have a high polarity. So, the separation
strategy should contemplate other differences between the molecules rather than polarity, and for this

reason, the molecular exclusion was chosen.

Isolation, purification and structural identification / elucidation of flavonoids of the ethyl

acetate fraction

The groups of fractions obtained by chromatographic separation of the ethyl acetate fraction in
column chromatography with Sephadex LH20® were evaluated for antioxidant and photoprotective
activity, and the results obtained are presented in Table 3. The data obtained show the high
sequestering activity of the DPPH radical, with the highest results for GF2, GF3 and GF4. For the

ABTS" radical inhibition assay, only GF1 did not present significant values, while the GF4, GF5 and
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GF6 inhibited 100% of the radical. On the other hand, GF4, GF5 and GF6 presented the highest
values of total antioxidant capacity, in addition to revealed the highest FPS values, with values
ranging from 16.62 to 23.77, thus emphasizing the important antioxidant and photoprotective action
of the chemical compounds that make up the ethyl acetate fraction. According to the results, GF4 and

GFb5 obtained better results of antioxidant and photoprotective activity.

Table 3

The NMR analysis of ethyl acetate fraction and their groups of fractions showed the presence
of three compounds identified as diastereomers of astilbin (2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxy}-3,4-dihydro-2H-1-
benzopyran-4-one) (Table 4). The chirality of compounds 1, 2 and 3 was proposed by comparison of

the spectral data with the literature?22324,

Table 4

Compounds 1, 2 and 3 showed similar *H and **C NMR spectra, indicating three isomers
(Table 4). They could be identified as dihydroflavonoids isomers, substituted in position 3 with a
rhamnosyl moiety through 1D and 2D analysis and comparison with literature data®2. In this way,
compound 1 was as neoastilbin or (2S,3S)-taxifolin-3-O-a-L-rhamnoside??2?%, compound 2 as astilbin
or (2R,3R)-taxifolin-3-0-a-L-rhamnoside?*?3, and compound 3 as isoastilbin or (2R,3S)-taxifolin-3-
O-a-L-rhamnoside?* (Figure 3). The main difference lies in the change in stereochemistry in the C-
ring of these compounds, specifically in the chemical shift of the hydrogens located at C-2 and C-3

(Table 4). Besides of the chemical shift differences between hydrogens H-2 and H-3 these
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compounds, the large coupling constant theses hydrogens for neoastilbin (J = 11.1 Hz) and astilbin
(J = 9.9 Hz) suggest the trans-configuration of the heterocyclic ring, while the small coupling for
isoastilbin (J = 2.7 Hz) indicate the cis-configuration (Figure 3, Table 4). The stereochemistry of the

compounds was deduced by comparison with previous report?22,

These compounds were found in the GF4 and GF5 (Figure 3), and the samples showed best
results for antioxidant and photoprotective activity (Table 3). This can evidence the bioactivity of the

compounds identified in the NMR analysis.

Astilbin is a bioactive flavonoid, with several pharmacological activities already reported, as
anti-inflammatory®2>2%, anti-ischemic?’, for the treatment of autoimmune diseases?, antinociceptive
and antioxidant?. Astilbin and isoastilbin were isolated from Vitis vinifera, and their antioxidant
mechanism at cellular level was demonstrated. Interesting results were found, because, among other
substances isolated, astilbin was found to have the greatest results for antioxidant activity, while

isoastilbin was the weakest one?*,

Astilbin was previously identified as the major component of Hymenaea martiana and its
antinociceptive and antidematogenic activities were evidenced’. Additionally, the hepatoprotective
effect of astilbin isolated from the barks of H. martiana was also evaluated, and the actions presented
were greater than vitamin E. Astilbin was also able to restore lipoperoxides and prostanoids from
tissue to basal levels®. However, no study with the identification and isolation of astilbin isomers

was found in the species, evidencing the novelty of this study.
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Table 1. Content of total phenolic compounds and total flavonoids.

S | Total Phenolic Compounds Total Flavonoids
ample

(mg GAE/g) £ S.D. (mg CE/g) £ S.D.
Crude extract 402.08 £7.23 311.41 +0.05
Ethyl acetate fraction 323.75+1.34 353.83+0.01
Hexane fraction 78.84 + 13.45 N.D.
Chloroform fraction 58.28 + 3.95 N.D.

S.D.= Standard Deviation. N.D.= Non-detected. EAG= Gallic Acid Equivalent. CE= Catechin

Equivalent.
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Table 2. MIC and MBC of the crude extract and ethyl acetate fraction of H. martiana.

MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)

Crude Ethyl acetate Crude Ethyl acetate

extract fraction extract fraction
Staphylococcus aureus (02) 0.15 0.62 5.0 5.0
Staphylococcus aureus (4212) 5.0 - - -
Staphylococcus aureus (705) - 1.25 - -
Staphylococcus aureus (659) 1.25 - - -
Enterococcus faecalis 0.62 0.15 - -
Klebsiella pneumoniae - - - -
Candida albicans - - - -
Candida tropicalis 0.62 2.5 2.5 5.0

Candida krusei 1.25 0.31 - -
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Table 3. Antioxidant and photoprotective activity of the fraction obtained from the Sephadex-LH20®
columun of ethyl acetate fraction.

Sample DPPH (%) + ABTS* (%) +  Phosphomolibdenum  FPS +S.D.
S.D. S.D. (%TAA) +S.D.

GF1 70.52 + 0.022 52.82 + 2.30? 50.52 + 2.00? 9.13+£0.012
GF2 87.02+0.04°  95.72+2.30 21.17 + 1.67° 11.27 +0.01°
GF3 87.02 + 0.05° 99.71 + 0.20° 60.73 £ 1.85° 14.77 £ 0.02°
GF4 80.21 + 0.03¢ 100.00 + 0.00°¢ 76.32 + 1.95¢ 23.77 £0.01¢
GF5 71.23 +0.03¢ 100.00 + 0.00°¢ 103.45 + 6.41° 23.49 +0.03°
GF6 75.30 £ 0.02° 100.00 + 0.00° 76.60 + 2.69¢ 16.62 + 0.01f

S.D. = Standard deviation. Equal letters in the same column indicate no statistical difference
according to ANOVA (followed by Tukey), p < 0.05.
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Table 4. NMR data (400 and 100 MHz for H and *C, respectively) for the flavonoids identified

from barks of Hymenaea martiana.

Positi Neoastilbin Astilbin Isoastilbin
osition 6y mult. (J in Hz)2 Sc mult.ab O mult. (J in Hz)? Sc¢ mult.ab S mult. (J in Hz)2 Sc¢ mult.ab
2 5.10d(11.1) 81.4 5.21d(9.9) 81.3 5.55d(2.7) 79.8
3 4.73d(11.1) 74.7 4.63d(9.9) 75.4 4.22d(2.7) 73.3
4 196.2 193.9 192.9
5 11.73s 163.2 11.86s 1624 11.76s 163.8
6 591d(2.1) 96.0 5.89d(2.1) 95.7 5.92d(2.2) 96.1
7 167.1 168.3 166.9
8 5.86d(2.1) 94.9 5.84d(2.1) 96.6 5.95d (2.2) 95.2
9 162.3 162.0 162.1
10 100.4 99.6 100.2
1 127.4 126.9 126.3
2’ 6.91s 114.5 6.89 brs 114.6 6.85d (1.6) 114.0
3 145.1 145.7 145.8
4 145.9 145.0 145.0
5 6.71s 114.8 6.73s 115.2 6.71s 116.0
6 6.71s 119.4 6.73s 118.7 6.73 dd (8.3 and 1.6) 117.6
1” 494d(1.4) 101.1 4.06 brs 100.6 4.76d (1.5) 98.8
27 3.77 dd (3.2 and 69.9 333 brs 70.1 3.29m 72.2
1.4)
3” 3.15dd (9.4 and 70.0 3.41 dd (9.4 and 3.0) 70.4 3.12m 71.5
3.2)
4” 3.03m 71.1 3.15 dd (9.4 and 3.0) 71.7 3.40m 72.4
5” 2.26 dq (6.2) 68.8 3.90m 68.8 3.77m 69.9
6” 0.79 d (6.2) 17.5 1.05d (6.2) 17.6 0.84 d (6.2) 17.5

ANMR experiments were acquired at 296 K with TMS as internal reference at 0.00 ppm in DMSO-ds. "Multiplicities
determined by DEPT 135, HSQC and HMBC experiments. Multiplicity: s = singlet, br s = broad singlet, d = doublet, dd
= doublet of doublets, t = triplet, g = quartet, dq = doublet of quartets.



Figure 1. Chromatograms obtained from ethyl acetate fraction of H. martiana.
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Figure 2. DAD-UV espectrum of the three major compounds from the ethyl acetate fraction. 1:
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Compound 1, Aaméx: 234 and 288 nm; Rt=9.9 min. 2: Compound 2, Améax: 236 and 288 nm; Rt=

10.2 min. 3: Compound 3, Améax: 232 and 294 nm; Rt=11.1 min.
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Figure 3. Dihydroflavonoids identified in the ethyl acetate fraction of H. martiana.
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Photoprotective activity and HPLC-ESI-IT-MS profile of flavonoids from the barks of
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hydroalcoholic extract

Fernanda Granja da Silva Oliveira 2; Ana Paula Sant’Anna da Silva °; Bruno de Oliveira Veras ;
Amanda Dias de Aradjo °; Deyzi Caroline da Silva Barbosa ; Tayane de Cassia Mendes Silva ®;
Chyrlayne Marinho Silva Melo ®; Elisabete Regina Fernandes Ramos Ribeiro ¢; Alexandre Gomes
da Silva®; Sarah Raquel Gomes de Lima-Saraiva ¢; Silvio Alan Silvio Gongalves Bonfim Reis ¢;
Vera Lucia de Menezes Lima ?; Marcia Vanusa da Silva ®; Norberto Peporine Lopes f; Larissa
Araujo Rolim 9; Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida &

aPost-graduation on Biotechnology, State University of Feira de Santana, 44036-900, Feira de Santana, Bahia, Brazil.
b Department of Biochemistry, Federal University of Pernambuco, 50670-901, Recife, Pernambuco, Brazil.
¢ Department of Antibiotics, Federal University of Pernambuco, 50670-901, Recife, Pernambuco, Brazil..
d Federal Institute of Education, Science and Technology of Sertdo Pernambucano, 56302-320, Petrolina, Pernambuco,
Brazil.
¢ Center for Studies and Research of Medicinal Plants, Federal University of San Francisco Valley, 56304-917,
Petrolina, Pernambuco, Brazil. E-mail: jackson.guedes@univasf.edu.br
fResearch Center for Natural and Synthetic Products, University of Sdo Paulo, 14040-903, Ribeirdo Preto, S&o Paulo,
Brazil.
9 Analytical Center of Drugs, Medicine and Food, Federal University of S&o Francisco Valley, 56304-917, Petrolina,
Pernambuco, Brazil.

Abstract

The development and production of photoprotective products has been highly focused on natural
ingredients, and in addition to sunburn and skin cancer, exposure to UV radiation is also related to
early cutaneous aging, which can be related to the production of reactive oxygen species (ROS),
which are extremely damaging to tissues. Hymenaea martiana Hayne, popularly known in the
Brazilian Northeast as "jatoba", had the flavonoids been related to its pharmacological activities, and
astilbin was pointed as the major component of the bark’s extract. A flavonoid profile of this specie
was not developed yet. In this context, this work aimed to perform a phytochemical study, with the
characterization of HPLC-MS-ESI-IT flavonoids from Hymenaea martiana bark extract, and to
develop a cosmetic formulation with photoprotective action. The dried and pulverized barks were
submitted to extraction with absolute ethanol, concentrated and fractionated. Total phenolic
compounds, total flavonoids, sun protection factor (SPF) and antioxidant activity were determined.
A HPLC-ESI-IT profile of flavonoids was developed. Photoprotective gel formulations were
developed with the extract of H. martiana. The highest content of phenolic compounds was found
in crude extract, followed by the ethyl acetate fraction. The total flavonoid content in the samples
demonstrate that these are the major phenolic compounds. The crude extract showed significant
antioxidant and photoprotective activity, with a strong correlation between the activities and the
content of phenolic compounds. A flavonoid profile was developed, and bioactive flavonoids
reported for the first time in the species were identified. In the development of the formulations, it
was evidenced that the addition of the crude extract to the chemical filter increased the antioxidant
activity and FPS, suggesting a synergistic effect in the photoprotection. Formulation F4 was
considered a promising product. These results show the cosmetic potential of Hymenaea martiana,
thus justifying the development of a cosmetic formulation with photoprotective activity.

Keywords: Hymenaea martiana; HPLC-ESI-IT-MS; Flavonoids; Sun Protection Factor;
Photoprotetive activity.
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INTRODUCTION

Medicinal plants have played an important role in therapeutics since antiquity, but their value
as a clinical alternative has been gaining prominence in public policies in several countries around
the world, including in Brazil, which has become standardized, especially in relation to some criteria,
such as safety, efficacy and quality of pharmaceuticals and cosmetics with active plant raw materials.

The development and production of photoprotective products has been highly focused on natural
active ingredients, and consumers have shown preference in using natural raw material, mainly
vegetable derivatives [1]. Natural products with antioxidant activity have been highlighted, due to
the decrease of the undesirable effects in relation to the synthetic additives [2].

Following this trend, the development of photoprotectors currently aims at the inclusion of
natural products and plant extracts in the formulations [3], mainly raw materials with antioxidant
activity [4].

Ultraviolet (UV) radiation is a range of the electromagnetic spectrum that lies between 100-400
nm and is divided into UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) and UVC (100-290 nm) [5]. In
addition to sunburn and skin cancer, exposure to UV radiation is also related to early cutaneous
aging, which can be related to the production of Reactive Oxygen Species (ROS), which are
extremely damaging to tissues [6].

As a result, natural chemical compounds with antioxidant and photoprotective activities, such
as phenolic compounds and flavonoids, have shown important pharmaceutical and cosmetic
potential, due to their biological actions already reported. Flavonoids stand out among the main
classes of natural products, being characterized as polyphenols, and are composed of a benzopyran
or chroman nucleus, attached to an aromatic ring, forming the fundamental nucleus "phenyl
benzopyran”. Among the main pharmacological activities associated with flavonoids, antioxidant
activity may be mentioned [7], immunomodulatory, anti-inflammatory, bactericidal, antiviral,
hepatoprotective, gastroprotective [8]. Another activity that has been studied is the antimicrobial
activity [9] and photoprotective of flavonoids [10].

Among the medicinal plants found in the Caatinga biome, stands out the Hymenaea martiana
Hayne, popularly known in the Brazilian Northeast as "jatoba". Jatoba has traditionally been used in
the form of food, building material and traditional medicine, being used in the form of alcoholic
extract, for the treatment of anemia, gastritis, inflammations, rheumatism, and also as antinociceptive
and analgesic [11, 12, 13]. Some substances that have been related to the pharmacological activities

are flavonoids, being astilbin the major component of the bark extract [7, 11, 14, 15, 16, 17].
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Due to the presence of these chemical compounds whose absorption spectrum presents with
two peaks maximum between 240-280 nm and another at 300-550 nm, Hymenaea martiana could
then be associated with the development of photoprotective preparations [18].

In this context, this work aimed to perform a phytochemical study, with the characterization of
HPLC-MS-ESI-IT flavonoids from Hymenaea martiana bark extract, and to develop a cosmetic
formulation with photoprotective action.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The barks of H. martiana were collected in the city of Petrolina, Pernambuco, Brazil, in
July 2015, and were identified by the Federal University of Sdo Francisco Valley Herbarium
(HVASF), in the Federal University of Sdo Francisco Valley, with voucher specimen n°® 6444,
coordinates 09°°11°04.30° S, 040°°18°05.40° W, 357 m high. The barks were dried at 40°C for
72 h in air circulation oven (ETHIKTECHNO®, Model TD 420), and pulverized using a mill
(QUIMIS®).

Extract preparation

For the preparation of the crude extract, 300 g of the barks were submitted to extraction in the
National Institute of Semiarid (INSA, Campina Grande, Paraiba, Brazil), using the Accelerated
Solvent Extraction (ASE) Thermo Scientific Dionex® ASE 350, equipped with a stainless steel cell
extractor hermetic sealed. For this, the vegetable powder had its granulometry homogenized using
sieves of mesh 14 and 35, then this material together with diatomaceous earth (2:1) was distributed
in 15 extracellular cells of 100mL with capacity for 20g of vegetal material each. The extraction
occurred with 99.5% ethanol, with a temperature of 40°C, for 15 minutes, flow of 5SmL / min and
average pressure of 1500 psi., with two extractions per cell.

After the extraction process, the solvent extraction was concentrated in a Thermo Scientific
Rocket Evaporator at 40°C. The residual solvent was eliminated in an oven (Ethiktechno®) at 45°C
for 24 hours, obtaining 67 g of the crude ethanolic extract (Hm-CEE).

The crude ethanolic extract (10 g) was solubilized in a mixture of methanol and water (3:7 v/v),
which was submitted to a liquid-liquid partition in a separation flask, with manual shake, extensively,
with hexane, chloroform and ethyl acetate. After this process, the solutions were concentrated for
solvent evaporation under vacuum at 50 °C, obtaining the 1.24 g of the hexane fraction, 0.18 g of the

chloroform fraction, and 7.90 g of the ethyl acetate fraction.

Determination of total phenolic compounds
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The total phenol content was measured by the colorimetric method using Folin-Ciocalteu
reagent (SIGMA®) and gallic acid (SIGMA®) as standard, based on the method described by [19].
For this, an aliquot (40 pL) of the diluted extract and fractions was added to 3.16 mL of distilled water
and 200 pL of the Folin-Ciocalteu reagent, and mixed immediately. The mixture was allowed to stand
for 6 minutes and then 600 pL of stock solution of Na2COz (200 g/L) were added and mixed. The
final solutions were allowed to stand at 20°C for 2 hours. At the end of the process, the absorbance
of each solution was determined in a spectrophotometer (QUIMIS®) at 756 nm against the blank (all
components except the sample under analysis) and the results were plotted on a plot correlating the
absorbance of the sample with concentration. The results were expressed as milligram of gallic acid
equivalent (mg GAE)/g of dry weight of plant extract. The standard curve was obtained using gallic
acid as reference (50 - 1000 mg/L, R? = 0.9923). All assays were developed in triplicate.

Determination of total flavonoids

The total flavonoid content was measured for the samples with significant values for the total
phenolic compounds, by the colorimetric method by the metallic complexation [20]. A standard
solution and the extract and fractions solutions (1 mg/mL) in ethanol 99% were prepared, and 0.2 mL
of aluminum chloride 2.5% alcoholic solution and 3.80 mL of ethanol. The solutions could stand at
room temperature for 30 minutes. The absorbance of each solution was obtained at 408 nm in a
spectrophotometer (Quimis®) against the blank (all solvents except the sample). The total flavonoids
were expressed as mg of equivalents of catechin per gram of sample (mg EC/g), using a standard
curve with catechin as reference (2.5 — 20 ug/mL, R? = 0.9937). All assays were carried out in

triplicate.

Antioxidant and Photoprotective in vitro activity
Determination of Total Antioxidant Capacity (TAC)

Total Antioxidant Capacity was determined by phosphomolybdenum method [21]. A volume
of 0,1 mL of sample solutions (1 mg/mL) were added to 1 mL of reagent solution (sulfuric acid 600
mM, sodium phosphate 28 mM and ammonium molybdate 4 mM). The tubes were incubated at 95
°C for 90 min, and then the absorbance was measured at 695 nm against the blank. Ascorbic acid was
used as reference and the Total Antioxidant Capacity was expressed as equivalent of ascorbic acid.
The TAC (%) was calculated using the following formula: TAC (%) = [(absorbance of the sample —
absorbance of the blank)/(absorbance of ascorbic acid — absorbance of the blank) x 100]. All assays

were carried out in triplicate.

Inhibition of 2,2-Azino-Bis-(3 Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid (ABTS™) radical
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The inhibition of ABTS" radical (Sigma®) of the samples was developed according to method
previously described [22]. The ABTS* solution 7mM was prepared adding potassium persulfate 140
mM and the mixture was allowed to stand protected from light at room temperature for 12 — 16 hours
(time required for radical formation) before its use. The ABTS" solution was standardized with the
dilution with ethanol to an absorbance of 0.7 (x 0.02) at 732 nm. The absorbance of the samples was
measured using 30 pL of the sample solutions (1 mg/mL), added to 3 mL of the standardized ABTS"
solution 7 mM, in different periods of time (6, 15, 30, 45, 60 and 120 min) at 734 nm. The inhibition
of the oxidation was calculated and plotted as a function of reference antioxidant concentration

(Trolox) and expressed as Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC, uM).

DPPH Free Radical Scavenging Assay

The free radical scavenging activity was measured using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH)
assay with adaptations [23]. Samples were diluted in methanol to an initial concentration of 5 mg/mL,
followed by serial dilution to 0.078 mg/mL. 40 ul of each dilution was transferred to the 96 well plate
and 250 pl of the 0.008% DPPH methanolic solution was added. The absorbance of each sample was
measured at 517 nm in spectrophotometer, 25 minutos after the addition of DPPH solution to the
sample solutions. The Antioxidant Activity (AA) was calculated using the following formula: AA%
= [(absorbance of the control — absorbance of the sample)/absorbance of the control] x 100. All assays

were carried out in triplicate.

Photoprotective activity in vitro

The photoprotective activity was evaluated by spectrophotometric method of diluted solutions.
Samples were dried in oven at 40°C for 60 minutes, and then dilutions were prepared (100 mg/L). A
spectrophotometer (Quimis®) was used, with quartz cuvettes with 1 cm optical path for the acquisition
of the spectra and ethanol as blank. For maximum absorption wavelength (Amax) determination,
spectrophotometric scanning of the crude extract was performed at wavelengths between 260 and 400
nm, with intervals of 5 nm. Calculations of the Sun Protection Factor (SPF) were made considering
the intervals A determined using the following formula: SPF = Correction Factor x Amount of
absorbance 290-320 nm x Erythemogenic Effect of radiation (L) x Spectrophotometric reading of
sample absorbance (1). The values of EExI are constant and previously determined. The synthetic
filter benzophenone-3 (10 mg/L) and the standard flavonoid quercetin (10 mg/L) were used as

positive control.

Characterization of Flavonoids by HPLC-ESI-IT-MS
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The HPLC-ESI-IT-MS analysis was developed in NPPNS- Ribeirdo Preto, with the ethyl
acetate fraction of the Hm-CEE. This analysis was developed in a HPLC (Shimadzu Prominence®),
equipped with two binary pumps (LC-20AD), degassing unit (DGU-20A), automatic sampler (SIL-
20AHT), oven (CTO-20A), communication module (CBM-20A), -M20A) and a Luna-Phenomenex
reverse phase column, 250 mm x 4.6 mm, 5 um). The mobile phase was composed of a mixture of
solvent A (0.1% formic acid in ultra-purified water) and solvent B (0.1% formic acid in methanol),
following a concentration gradient, flow rate of 1 mL/min.

The chromatograph was coupled to an Amazon SL ion trap mass spectrometer (Bruker
Daltonics®), equipped with an electrospray ionizer and ion trap analyzer, under the following
conditions: 3500 V capillary; 500 V end plate; nebulizer 60 psi; gas flow 10.0 L/min and gas
temperature 330°C.

The results were analyzed using the GNPS website on-line database (Global Natural Product
Social Molecular Networking) (GNPS, 2017). The data obtained in the chromatograph coupled to the
mass spectrometer were converted to the mzXML format directly into the software DataAnalysis 4.2
(Bruker Daltonics®), and submitted to dereplication analysis at GNPS website, and the substances
were considered as identified in the sample if the mass spectra obtained at least six combining ions
and cosine score above 0.5 [26].

Molecular formulas and classifications of substances were obtained from PubChem [27].

Preparation of Photoprotective Formulations

The base gel used was composed of Carbopol® 940 (Table 1). This base was prepared by
dispersing the gelling agent (Carbopol®) in water with methylparaben preservative, along with an
humidifying agent (propylene glycol). Thereafter, it could stand for 24 hours to facilitate preparation
of the gel in the dispersion of Carbopol® in water. Subsequently, the alkalizing agent

(triethanolamine) was added and mixed until a pH range of 5.0-5.5 was obtained obtaining a clear

gel.

Table 1: General composition of the Carbopol® gel base used in the development of photoprotective

formulations.

Component Concentration (%)
Carbopol® 940 1,00
Methylparaben 0,10
Propylene glycol 7,00
EDTA 0,10

Triethanolamine g.s.p. (pH=5,0a5,5)
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Purified Water g.s.p.

From the prepared gel base, the chemical filter and Hm-CEE were incorporated in different
concentrations (Table 2). The chemical filter used was a water-soluble UVA/B filter composed of
benzophenone-3 (Fagron®). The formulations were evaluated for photoprotective activities with
adaptations in the concentration of the sample solution to 1 mg/mL, using the gel base as white, and
antioxidant activity.

The SPF of the prepared formulations was determined using the previously described

methodology, with adjustments in concentration of the sample solution to 1 mg/mL [24].

Table 2: Photoprotective formulations containing benzophenone-3 and/or crude extract in different

percentages.
Components F1 F2 F3 F4
Benzophenone-3 5% 0% 5% 10%
Hm-CEE 0% 5% 5% 10%
Gel base s.g. s.g. s.g. s.g.

The formulations were submitted to the physicochemical quality control tests, as appearance,
color, odor, pH, consistency by extensibility and centrifugation resistance test.

The appearance, homogeneity, and organoleptic characteristics were evaluated by macroscopic
analyses. The pH value (MS Tecnopon, model mPA-210, Brazil) was determined by inserting the
electrode directly into the aqueous dilution 1:10 (w/v) of the samples. The determination of
consistency by extensibility was performed as proposed by [28], using 0.3 g of the sample placed
between two glass plates, 10 x 20 cm and 0.5 cm thick, laid on a graph paper. The diameters of the
formulations were measured after the addition of weights, every three minutes, on the top plate. The
average extensibility was calculated in cm? by multiplying the square of the diameter by n/4.
Centrifugation test was performed on 24 h after preparation of the formulations at 3000 rpm (Fanen,
model 206 BL, Brazil) for 30 min at room temperature.

For the preliminary stability study, the freezing/defrosting cycle method was used [29]. The
formulations were submitted to physicochemical tests (appearance, color, odor, pH, consistency by
extensibility and centrifugation resistance test), before (TO) and after six freezing/defrosting cycles
(12th day, T12). Each cycle corresponds to alternate 24 hours at high temperatures of - 5°C + 2°C
and 24 hours at low temperatures of 45°C + 2°C [30].
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Statistical Analysis

All determinations were performed in triplicate and the results are shown as mean + standard
deviation. Values were considered significantly different when p < 0.05. For the correlation analysis,
ANOVA one way, followed by the Tukey’s test and the Student’s t test, the softwares Statistica®
version 10.0 (StatSoft ®, EUA), and Microsoft Excel® 2017 were used.

RESULTS AND DISCUSSION
Total phenolic compounds, antioxidant in vitro activity and SPF in vitro determination

The total phenolic content of the crude extract and fractions is presented in Table 3. The highest
content of phenolic compounds was found in Hm-CEE, followed by the ethyl acetate fraction and the
values found in the present study is lower to that found in another study with the bark of this species
[31]. The content of flavonoid compounds found were significant in this study, and this results can
evidence that the flavonoids are the major phenolic compounds present in the extract and ethyl acetate
fraction of H. martiana. The difference between the results found in this study and the previous values
reported in the literature can be justified by the different extractive methods, and the volumes and
dilutions in the methods for the determination of phenolic compounds and flavonoids used [31].

Flavonoids were described as the major compounds of the crude extract and the ethyl acetate
fraction of H. martiana previously [14, 32]. Flavonoids have, among other biological activities, a
characteristic antioxidant activity, which is related to its capacity to eliminate free radicals donating
electrons or hydrogen atoms or cations of metal chelate compounds [33]. The complex chemical
structure of flavonoids, as well as the diversity of their molecules, makes the structure-activity
relationship more complicated than phenolic acids. Some of the structural characteristics and nature
of the substitutions in rings B and C can determine the antioxidant and photoprotective activity of
flavonoids. The degree of hydroxylation and the positions of the hydroxyl groups on ring B, in
particular a ring B ortho-dihydroxy structure in the positions 3” and 4’ (known as the "catechol”
group), results in increased activity as greater radical stability is conferred by relocation [33].
Dihydroxyflavonoids that present the catechol group in ring B have already been described in H.
martiana. Astilbin and taxifolin were previously described in the literature, substances related to the
bioactivities of the species [7, 14, 32]. Other important compounds found in the species can be cited,

as engelitin, eucrifin, daucosterol [14].

Table 3: Total phenolic compounds content of the crude extract and fractions obtained from the barks

of H. martiana.

Sample Total Phenolic Compounds (%) £ S.D.  Total Flavonoids (%) £ S.D.
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Crude ethanolic extract 420.125 +0.05 317.73+£0.33
Ethyl acetate fraction 393.04 £ 0.03 307.78 £ 6.20
Hexane fraction 78.84 £13.45 N.D.
Chloroform fraction 58.28 +3.95 N.D.

GAE = Gallic Acid Equivalent. S.D. = Standard Deviation.

Table 4 presents the antioxidant activity of the crude extract and fractions of H. martiana. These
data demonstrate the high antioxidant capacity (TEAC), analyzed by the ABTS" radical inhibition
method, with 83.75 £ 11.96% and 98.98 £+ 1.06% for crude extract and the ethyl acetate fraction,
respectively. The ethyl acetate fraction had the highest total antioxidant capacity
(phosphomolybdenum method), with 85.97 + 6.30%. The crude extract showed the highest
sequestering activity of the DPPH radical, with 91.4%. It was observed that the fractionation
potentiated the antioxidant power by the ABTS* and phosphomolybdenum methods and maintained
by the DPPH. The significant antioxidant activity of the crude extract and the ethyl acetate fraction

points to the great antioxidant potential of the species being studied.

Table 4: Antioxidant activity of the crude extract and fractions obtained from the barks of H.

martiana.
Phosphomolybdenum
Sample DPPH (%) £S.D. ABTS*(% TEAC) £ S.D.
(%TAA) £S.D.

Crude ethanolic extract 91.47 £0.03 83.75+1.96 46.97 £0.04
Ethyl acetate fraction 90.77 £0,02 98.98 +1.06 85.97 +0.30
Hexane fraction 21.94 +0.06 9.54 + 3.83 23.99+1.94
Chloroform fraction 31.29+1.07 23.56 £0.52 33.93+3.19

TPC = Total Phenolic Compounds. GAE = Gallic Acid Equivalent. S.D. = Standard Deviation. TEAC =
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity. TAA = Total Antioxidant Capacity.

The in vitro photoprotective effect of crude extract was determined by Mansur method [24] and
a significant absorption in the UVB/UV A regions were observed, in the spectrophotometric scanning
for the crude extract and the positive controls, quercetin and the synthetic filter, suggesting a possible

photoprotective activity (Figure 1).
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Figure 1 - Spectrophotometric absorption spectra (a) and determination of the Sun Protection Factor
(SPF) spectrophotometric (b) of Hm-CEE (100 mg/L) and standards (quercetin and benzophenone-3
at 10 mg/L). Results are expressed as mean + standard deviation (n = 3) and equal letters indicate no
statistical difference according to ANOVA (followed by Tukey), p < 0.05.
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Aiming the total protection of the skin, which is not taken care by several photoprotective
formulations, containing only chemical synthetic sunscreens, vegetal extracts rich in antioxidant
compounds are being widely used. This can be explained by the presence of phenolic compounds,
which can provide protection against UV rays and neutralize free radicals after sun exposure. For this
reason, studies have investigated antioxidant substances that absorb ultraviolet radiation in the UVA
range (320-400 nm) and UVB (290-320 nm), and thus can be used as natural sunscreen. The
application of the photoprotective of natural products in sunscreens formulations is a trend [3].

Due to its photochemical properties, phenolic compounds such as flavonoids are therefore great
candidates for natural photoprotective and antioxidant substances. As Figure 1 presents, the
photoprotective potential of the H. martiana showed relevant values. When compared to the positive
controls quercetin and benzophenone-3, the UV spectra of the crude extract of H. martiana evidenced
an important absorption in the UVB/UVA regions, suggesting a possible photoprotective activity.

Probably due to the high concentrations of phenolic compounds and expressive antioxidant
capacity, the crude extract presented significant values for SPF, with 12.43 *+ 1.25 in the
concentration of 100 mg/L, value similar to the SPF presented for the flavonoid standard quercetin,
which showed an SPF of 12,12 + 0.02 in the concentration of 10 mg/L, while the synthetic filter
benzophenone-3 obtained 8,45 + 0,06. This values can show the photochemical potential for the
extract, and these results were above the levels required for sunscreens in Brazil, according to the
Brazilian National Health Surveillance Agency [34], which requires that the minimum SPF value of
a photoprotective formulation should be 6.0. These values were also higher than that recommended
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by the US Food and Drug Administration (FDA), which considers as a sunscreen, a formulation with
FPS value greater than 2.0 [35]. Therefore, these samples presented adequate values for the future
development of photoprotectors, with an important antioxidant activity.

The content of phenolic compounds was correlated to antioxidant activity (DPPH radical
sequestration) and SPF, and the Pearson (p) and R? coefficients were calculated. The results indicate
the strong correlation between the antioxidant activity and the total phenolic compounds content of
the analyzed samples (R? = 0,995; p = 0,997). Several studies point to a strong relationship between
the presence of phenolic compounds and antioxidant activity in medicinal plants and fruits [36, 37].
A strong correlation between the phenolic compounds content and the photoprotective activity (SPF)
was also presented in the analyzed samples (R?= 0,954; p = 0,977), an important data for the future
development of photoprotectors from plant extracts that present phenolic compounds as chemical
markers, as is the case of the species in study.

For a more in-depth study on the chemical composition of H. martiana, a metabolomic study
by an HPLC-MS-ESI-IT analysis was performed to identify the main flavonoids of the species.
Metabolomic studies are characterized by the separation of complex matrix components, using
chromatographic and spectroscopic methods, as well as bioactivity studies. Hyphenated techniques
stand out for this type of study, based on the comparison of the information obtained with databases,
resulting in the detection of compounds already known or even in the structural elucidation of new
compounds. Several natural compounds have been identified using the metabolomic study as
flavonoid glycosides, isoflavonoids and flavonoid derivatives [26, 38, 39].

The flavonoid profiling was developed by HPLC-MS method using the GNPS website as an
online database, and 18 known flavonoids were detected (Figure 2, Table 5), among two flavanonols,

six flavonols, four isoflavones, five flavones and one flavan-3-ol.

Figure 2 - UV Chromatogram (190 - 700 nm) obtained with HPLC-MS-ESI-IT analysis of the ethyl
acetate fraction
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Table 5. Flavonoids detected by HPLC-ESI-IT-MS from the ethyl acetate fraction, obtained from the

barks of Hymenaea martiana.
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) m/z Main
Flavonoid ) _ Molecular
Metabolite Rt (min) observed fragments
Class formula
(ESI) [M-H]~
- 485,00;
Flavanonol  Astilbin 36,5 C21H22011 449
512,00
ey 284,96;
Taxifolin 16,1 CisH1207 303
124,90
) 300,02;
Flavonol Isoquercetin 36,9 C21H20012 463
301,03
Quercetin-3-O-alfa-
) 37,8 C21H20011 447 301,03
rhamnopyranoside
Quercetin-7-O- 300,97;
o 42,25 C21H20011 449
rhaminoside 322,94
Kaempferol-7-O-a-L-
. 41,8 C21H20010 431 285,97
rhamnoside
) 150,92;
Quercetin 13,0 C15H1007 301
178,91
Quercitrin 40,4 C21H20011 447 300,94
Isoflavones  Ononin 36,3 C22H2209 431 269,00
283,00;
Glycitin 41,8 C22H22010 447 300,97,
375,00
6”-0O-Acetyl-Glycitin 41,9 C24H24011 488 285,66
Sissotrin 40,5 C22H22010 447 300,94
377,06;
Flavones Amentoflavone 21,8 CsoH18010 539 403,04;
404,04
253,05;
Baicalin 34,3 C21H18011 445 272,06;

271,06
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283,07;

Isovitexin 44,1 C21H20010 415 311,07;

341,08

C-Hexosyl-apigenin 42,1 C21H19010 433 268,96

388,11;

Nobiletin 46,2 C21H2208 403 373,09;

403,13

Flavan-3-ol Isoxanthoflavan-3-ol 114 C20H2205 369 287,00

Rt= Retention time; ESI'= electrospray ionization in negative mode.

All compounds identified showed biological activities in the literature, including antioxidant,
photoprotective activities. The dihydroflavonoid astilbin was previously detected, which was
previously identified as the major component of Hymenaea martiana [14]. This flavonoid has several
pharmacological activities already reported, as anti-inflammatory [14], anti-ischemic [40],
antinociceptive and antiedematogenic [32], and antioxidant [33].

Among the flavonoids identified in the ethyl acetate fraction, only quercetin has
photoprotective activity reported in the literature [10]. It also has antioxidant activity and anti-
inflammatory activity reported [42]. This flavonoid was tested in this study, and presented a important
absorption in the UVA/UVB region, and an significant photoprotection (SPF of 12,12 £ 0.02) in a
low concentration (10 mg/L). This data shows the importance of the identification of this flavonoid
in H. martiana.

The antioxidant activity has already been reported among the other identified flavonoids, such
as taxifolin [43], isoquercetin [44], quercetin-7-O-rhamnoside [45], kaempferol-7-O-a-rhamnoside
[46], quercitrin [47], ononin [48], glycitin [49], sissotrin [50], amentoflavone [51], baicalin [44],
isovitexin [52], C-hexosyl-apigenin [53], nobiletin [54]. Thus, the identified flavonoids demonstrate
the bioactive potential of bioactive extract from the barks of Hymenaea martiana.

In addition, only astilbin and taxifolin have been previously described in the species [14, 32].
Therefore, this is the first report of the identification of all other flavonoids described in Table 5,
evidencing the novelty for the phytochemical study of the species under study.

Given the significance of these results, it is evident the great antioxidant and photoprotective
potential of the Hymenaea martiana species, as well as the originality of the present work, since no
patents were found with photoprotective formulations with the genus Hymenaea or with the species
studied in the available data, thus justifying the development of a formulation with photoprotective

action with the barks of Hymenaea martiana.
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Four test formulations were obtained using the Carbopol® gel base, the UVAB chemical filter
and the Hm-EEB. It was possible to observe that the formulations presented visual aspects and
homogeneity suitable for cosmetic formulations before and after the freezing / defrosting cycles.

The formulations had pH values between 5,5 and 6,0 (Figure 3) after the manipulation and after
the thermal stress, values compatible with cutaneous pH (Isaac et al. 2008). In addition, the
formulations did not presented any changes or phase separations after the centrifugation test over the
entire period of this study (TO and T12). The extensibility of the formulations were calculated (Figure
3) and this data can show important informations about the efficacy and sensory aspects. A
photoprotective gel should have a suitable extensibility, contributing for the formation of a film on
the skin. In this way, the formulation can guarantee the Sun Protection Factor (SPF) informed. The
results presented by the proposed formulations are above values found for emollients used in
commercial emulsions [28], demonstrating that the gels developed with the extract of H. martiana
obtained an adequate extensibility for photoprotective formulations.

So, the results for the quality control and premilinary stability suggest the formulations showed

adequate quality control properties, even after thermal stress.
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Figure 3: Evaluation of pH (a) and extensibility (b) of the photoprotective formulations (F1-F4)
before (TO) and after (T12) the preliminary stability study. Results are expressed as mean + standard
deviation, where * (p < 0.05 TO versus T12) and B (p < 0.05 TO versus T12), according to Student’s
t-test.
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The antioxidant and photoprotective activities of the formulations were evaluated (Table 6).
The results show that the formulation F1, which contains only the chemical UVAB filter, did not
present significant antioxidant activity. The formulation F2, composed of 5% of Hm-BSE, presented
77.55 £ 0.02% AS (DPPH method), 26.60 + 1.90% TEAC (ABTS method) and 15.00 + 0.55% TAA
(Phosphomolybdenum method), demonstrating that the replacement of the chemical filter by crude
extract interfered with the antioxidant activity, causing a significant increase. The F3 formulation,
composed of 5% of the UVAB chemical filter and 5% of the Hm-BSE, presented 29.52 £ 0.11 % AS,
4.60 £ 0.10 % TEAC and 6.55 + 0.09 % TAA , demonstrating a decrease in the values found in
relation to the formulation containing only the crude extract. The F4 formulation, composed of 10%
of the UVAB chemical filter and 10% of the crude extract, presented 57.88 £ 0.10% AS, 34.60 + 1.20
% TEAC and 12.92 £ 0.12% TAA, evidencing that the increase in the concentration of the sunscreens
increased the antioxidant activity of the formulation F4 in relation to the formulation F3. The results
show that the gel with photoprotective activity containing only the chemical filter UVAB
(formulation F1), which is already commercialized, did not present antioxidant activity in the tested
methods, and that the addition of the crude extract under study greatly increased this activity. The

addition of the crude extract, therefore, may provide an advantage for the formulations.

Table 6: Antioxidant activity of formulations prepared with H. martiana extract.

Formulations DPPH (%) £ S.D. ABTS* (% TEAC) £ S.D. Phosphomolybdenum (%TAA)
+S.D.
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F1 00,00 + 0,00 0,40 +2,50 5,42 +0,08
F2 77,55 +0,02 26,60+ 1,90 15,00 £ 0,55
F3 29,52+0,11 4,60+0,10 6,55+ 0,09
F4 57,88 £0,10 34,60 £ 1,20 12,92 +0,12

S.D. Standard Deviation.

However, it can be observed that the addition of the UVAB chemical filters and the crude
extract at 5% concentration (F3 formulation) caused a drop in antioxidant activity. This result may
suggest a chemical interaction between the chemical filter and the crude extract, which could be
justified by the pH of the crude extract of Hymenaea martiana bark, which was considered mildly
acid in a previous study [55]. The acidic pH could interfere in the electrons in the chemical structure
of the solar filters, passing the product to absorb UV radiation at different wavelengths [56]. It is
noteworthy that this interference was not found in photoprotective activity.

On the other hand, increasing the amount of the crude extract to 10% resulted in an increase in
both antioxidant activity and photoprotective activity, indicating that this concentration positively
affected the activities evaluated. Thus, pH monitoring in preliminary stability studies is more
important for monitoring this possible interaction [30].

Therefore, the results presented for the antioxidant activity of the formulations tested may add
greater value to the development of the photoprotective formulation, since it may provide a decrease
in the use of synthetic additives with antioxidant action in the formulation, which could bring less
undesirable effects [2].

The evaluation of the photoprotective activity of the formulations tested is shown in Figure 4.
The formulation containing only the crude extract presented a FPS value greater than 6.0,
demonstrating the photoprotective potential of the species under study. The formulations containing
the chemical filter and the crude extract (formulations F3 and F4) showed a considerable increase in
the FPS values, in relation to the formulations containing the filters tested alone (formulations F1 and
F2), which may suggest a synergistic effect between the chemical filter and crude extract in

photoprotective activity.
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formulations containing the extract of Hymenaea martiana.

The formulation F4 presented the best result for the photoprotective activity, with significant
antioxidant activity, and it can be considered a promising product, since the addition of natural
sunscreens to the chemical filters is considered an alternative to increase the safety and efficacy of
photoprotectors [2].

Conclusions

The results presented in this study showed that the crude extract of H. martiana is composed
by the phenolic compounds, mainly the flavonoids, major class of the chemical composition of the
extract. Several flavonoids were identified for the first time in the species, and the flavonoids astilbin
and taxifolin were identified in the extract, corroborating previous studies.

The knowledge about the antioxidant and photoprotective activity of the species can add
therapeutic and cosmetic value to the study species, with a strongly positive correlation between the
phenolic compounds and the evaluated activities.

Formulations containing the crude extract were prepared, presenting relevant antioxidant and
photoprotective activity. The results showed a synergistic effect between the crude extract and
benzophenone-3, bringing promising results for the development of a formulation with
photoprotective action.
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The results obtained in this study up to the present moment show the relevant antioxidant and
photoprotective activity of the crude extract, demonstrating the cosmetic potential of Hymenaea
martiana, thus justifying the development of medicinal or cosmetic formulations associated with

oxidative stress and skin care.
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Resumo

O género Hymenaea apresenta cerca de 25 espécies descritas, que apresentam valor econémico por
fornecerem madeira, resina, frutos, e uso medicinal das cascas do caule e dos frutos. Foi realizada
uma prospeccdo, buscando os pedidos de patentes depositados no banco de dados nacional e
internacionais. Foram encontrados 102 depdsitos de patentes. A base de patentes americana
apresentou maior numero de depdsitos, o Japdo foi o pais de origem com o maior numero de
depositos. Foi observada uma evolugéo anual, que demonstrou que o género apresentou patentes em
todos os anos, a partir de 1995. A pesquisa mostrou o valor medicinal, cosmético e alimenticio do
género, além de apresentar patentes nas areas de construcdo civil e edificacfes. A necessidade do
incentivo a pesquisa e inovacgao tecnoldgica nacional destas plantas torna-se evidente, o que pode
contribuir para uma melhor conservacgao da biodiversidade e aumento do perfil competitivo de paises
como o Brasil.

Palavras-chave: prospeccao tecnoldgica, Hymenaea, patentes.

Abstract

The genus Hymenaea presents about 25 species described, which present economic value for
providing wood, resin, fruits, and medicinal use of stem bark and fruit. A survey was carried out,
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searching for patent applications deposited in the national and international database and 102 patent
deposits were found. The US patent base had the largest number of deposits, Japan was the country
of origin with the largest number of deposits. An annual evolution was observed, which demonstrated
that the genus presented patents in every year, from 1995. The research showed the medicinal,
cosmetic and food value of the genus, and presenting patents in the areas of civil construction and
buildings. The need to encourage national research and technological innovation of these plants
becomes evident, which may contribute to better conservation of biodiversity and increase the
competitive profile of countries such as Brazil.

Key-words: technological forecasting, Hymenaea, patent.

1. Introducéo

Os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles produzidos com matérias primas ativas vegetais,
e 0 uso destes vem crescendo mundialmente, por ser uma alternativa mais saudavel ou menos
agressiva do que os medicamentos sintéticos. Nos paises em desenvolvimento, as plantas medicinais
podem representar inclusive uma alternativa a dificuldade de acesso aos medicamentos alopaticos
(BRASIL, 2014).

Desta forma, os medicamentos a base de plantas medicinais movimentam o mercado mundial
em torno de US$ 8,5 bilhdes nos Estados Unidos e US$ 6,3 bilhdes na Europa (SIMOES:
SCHENCKEL, 2002). Adicionalmente, os produtos naturais tém representado importante papel no
desenvolvimento de farmacos sintéticos, sendo as fontes naturais ainda detentoras das melhores
possibilidades para encontrar moléculas bioativas (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Estima-se que
mais de uma centena de compostos bioativos derivados de produtos naturais ja estejam sob
investigacdo clinica (HARVEY, 2008).

Pertencente a familia Fabaceae e com grande importancia terapéutica, o género Hymenaea
apresenta cerca de 25 espécies descritas, com distribuicdo da América Central a América do Sul
(PETTIT et al.,, 2003). Conhecidas no Brasil como “jatoba” (OLIVEIRA et al., 2012), séo
popularmente utilizadas na medicina tradicional para diversas enfermidades, como inflamacGes,
reumatismo, infecgdes, ferimentos, anemia, distarbios gastricos e bronquite (GAZZANEO et al.,
2005; AGRA et al., 2007; MARSAIOLI et al., 1975).

Muitas espécies deste género apresentam valor econdmico por fornecerem madeira de alta
qualidade, resina e frutos comestiveis, além do uso medicinal das cascas do caule e dos frutos
(BEZERRA et al., 2013). Vérias substancias bioativas ja foram isoladas de Hymenaea, como
compostos fenolicos, mais especificamente flavonoides (CARNEIRO et al., 1993; ALMEIDA et al.,
2012), diterpenos (NOGUEIRA et al., 2001; DOMENECH-CARBO et al., 2009), dentre outros.

Por conta do seu potencial terapéutico e econémico, o objetivo deste estudo foi realizar uma
prospeccao tecnoldgica do género Hymenaea, analisando suas aplicagdes e a participagcdo dos paises
nos depositos de pedido de patente em bases nacionais e internacionais até 0 momento.

2. Metodologia

Foi realizada uma pesquisa do tipo prospeccdo, buscando os pedidos de patentes depositados
no banco de dados nacional e internacionais. Foram utilizados os bancos European Patent Office
(EPO), World Intellectual Property Organization (WIPQO), United States Patent and Trademark
Office (USPTO) e o banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil
(INPI).

A pesquisa foi realizada em janeiro de 2017 e foram utilizadas como palavras-chave os
termos “Hymenaea” e “jatoba” (para a base de dados brasileira) e “Hymenaea” (para as bases de
dados internacionais), sendo considerados validos os documentos que apresentassem esses termos
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no titulo e/ou resumo. Foram analisados todos os pedidos de patente existentes até o presente

momento.
Os dados foram analisados e os graficos foram elaborados no software Microsoft Excel®

2017.
3. Resultados e Discussao

A prospeccéo realizada resultou num total de 102 depositos de patentes nos bancos de dados
consultados, sendo 0 USPTO o banco com maior nimero de patentes encontradas, com 44 patentes,
seguido pelo WIPO, com 28 patentes, o EPO com 19, e o INPI, banco de dados brasileiro, onde foram
encontrados 10 depdsitos de patentes envolvendo o género Hymenaea (Figura 1).

Figura 1 — Numero de dos pedidos de patentes depositados por base de dados com o género Hymenaea.
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Fonte: Autoria prépria (2017)

De acordo com a Figura 2, o Japdo lidera com o maior nimero de patentes depositadas com o
género em estudo, com 35 patentes, seguido pelos Estados Unidos, com 32 patentes depositadas. O
Brasil aparece em terceiro lugar, com 21 patentes depositadas até o presente momento.
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Figura 2 - Distribuicéo de dos pedidos de patentes depositados nas bases de dados com o género Hymenaea. Legenda:
DE (Alemanha), BE (Bélgica), BR (Brasil), CN (China), US (Estados Unidos da América), FR (Franca), GR (Greécia),
NL (Holanda), IT (Italia), JP (Japdo), GB (Reino Unido) e SE (Suécia).
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Fonte: Autoria prépria (2017)

As figuras 1 e 2 mostram resultados controversos em relacdo as regiGes de ocorréncia do
género e de deposito de patentes. O Brasil é o Gnico pais encontrado nesta pesquisa que é localizado
na distribuicdo geografica do género, que é encontrado naturalmente da América Central a América
do Sul (PETTIT et al., 2003). A grande quantidade de patentes oriundas do Japdo e Estados Unidos
mostra que o género possui potencial econémico em regides onde ndo ocorre naturalmente nem
apresenta condicGes climaticas favoraveis ao cultivo. Resultados semelhantes foram encontrados em
outras prospeccdes, como em um estudo em que os Estados Unidos lideraram o ranking com patentes
com a planta Ananas comosus (OLIVEIRA-JUNIOR; ALMEIDA, 2012), pais que nio apresenta
condi¢des climaticas favoravel para o cultivo desta planta. Estes dados mostram a necessidade de
maiores incentivos a pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico visando melhor exploracdo economica
e sustentavel da flora nativa dos paises da América Central e do Sul.

Na Figura 3 é apresentada uma evolugdo anual no nimero de patentes depositadas nos ultimos
22 anos nas bases de dados consultadas. O maior nimero de patentes foi depositado no ano de 2003,
com uma queda no numero de depositos até 2007, com aumento até 0 ano de 2011. Um aumento pode
ser percebido em 2015, e até 0 momento uma patente ja foi depositada em 2017. Estes dados mostram
que a partir de 1995, todos os anos apresentaram pelo menos 1 patente depositada, o que enfatiza o
potencial econdmico do género em estudo.

Figura 3 — Evolucdo anual dos pedidos de patentes depositados nos Gltimos 22 anos com o género Hymenaea.
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Dentre os 102 depositos de patentes, 18,73% foram classificados no codigo IPC A61K, que que
contempla prepara¢des com finalidades medicas, odontoldgicas ou higiénicas. Outras subclasses que
apresentaram ocorréncia relativamente alta, foram A61Q (uso especifico de cosméticos ou produtos
de higiene) e AG61P (atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparagdes
medicinais), evidenciando a aplicacdo medicinal e cosmético do género Hymenaea, em conformidade
com as propriedades farmacoldgicas ja evidenciadas em estudos cientificos (GAZZANEO et al.,
2005; AGRA et al., 2007; MARSAIOLI et al., 1975).

Outras subclasses apresentadas englobam compostos moleculares e orgénicos (CO08),
alimentos e produtos alimenticios (A23 e A23L), polissacarideos e seus derivados (C08B),
microrganismos ou enzimas (C12N), conservacdo de alimentos ou produtos alimenticios (AO1N) e
composicao de compostos macromoleculares (CO8L) (vide Tabela 1).

Um dado importante encontrado nesta pesquisa mostra que o género Hymenaea apresenta um
potencial econdmico relacionado a seu valor madeireiro, com patentes nas subclasses relacionadas a
construgdo civil e edificagdes, inseridos na Tabela 1 como “Outros”. Este fato é de grande relevancia,
visto que atualmente esta em discussao a problematica da conservacao da diversidade biologica e da
utilizacdo sustentavel de seus componentes, com o desenvolvimento de novos materiais renovaveis e
diminuicao da utilizacdo de madeira em edifica¢6es. Investimentos na pesquisa cientifica do potencial
terapéutico de plantas medicinais pode contribuir para um melhor aproveitamento e estimular a sua
utilizacdo sustentavel, implicando uma maior pressdo para a conservacdo das espécies (BRASIL,
2011).

Tabela 1 — Distribuicdo por CIP dos pedidos de patentes depositados com o género Hymenaea.

CIP Frequéncia (%)
A61K 18,73
A610Q 10,86
AB1P 7,87

Co08 7,49

A23 6,37
A23L 3,75
Cco8B 3,75
CI12N 3,00
AO01N 3,00
Co8L 3,00
Outros 32,21

Fonte: Autoria prépria (2017)



160

4. Conclustes

O estudo apresentou dados importantes relacionados ao potencial econdémico e terapéutico do
género Hymeneae. A base de patentes americana apresentou 0 maior nimero de patentes depositadas,
e 0 Japdo foi o pais de origem com o maior nimero de depositos. Foi observada uma evolucdo anual,
que demonstrou que o género apresentou patentes em todos os anos, a partir de 1995. A pesquisa
mostrou o valor medicinal, cosmético e alimenticio do género, além de apresentar patentes nas areas
de construcéo civil e edificagoes.

Prospeccdes tecnoldgicas tornam-se importantes, pois apresentam um panorama internacional
do perfil de exploragdo econémica, 0 que pode trazer discussdes em relacdo a sustentabilidade e ao
valor agregado de espécies vegetais nativas. Desta forma, a necessidade do incentivo & pesquisa e
inovacdo tecnolodgica nacional destas plantas torna-se evidente, o que pode contribuir para uma
melhor conservacdo da biodiversidade e aumento do perfil competitivo de paises como o Brasil.
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Resumo — Hymenaea martiana é uma espécie nativa do Nordeste, conhecida como “jatoba”. Varios
estudos identificaram compostos fenolicos e atividade antioxidante, entretanto, o estudo com o
extrato obtido por extracdo acelerada por solvente (ASE) com a espécie ainda nao foi relatado. Diante
deste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o teor de fendlicos, atividade antioxidante e
fotoprotetora do extrato obtido por ASE a partir das cascas de Hymenaea martiana, que foram
coletadas em Petrolina-PE e extraidas por ASE com etanol 99%. O extrato etanolico bruto (EEB) foi
particionado nas fracGes hexanica, cloroférmica e acetato de etila. O teor de fendlicos totais foi
determinado segundo Li et al., (2008), a capacidade antioxidante segundo Re et al. (1999) e Prieto et
al. (1999) e a atividade fotoprotetora, de acordo com Mansur et al. (1986), para todas as particdes. O
maior teor de fenolicos foi encontrado na fragdo acetato de etila, seguido pelo EEB, que também
demonstram alta capacidade antioxidante pelos métodos testados e valores de FPS adequados para o
desenvolvimento futuro de fotoprotetores. Estes dados servirdo de subsidios para futuros estudos
fitoquimicos, espectroscopicos e farmacotécnicos e para uma melhor discussdo em relacdo aos
compostos fenolicos e o potencial biotecnoldgico da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos Fenolicos; Cascas; Hymenaea martiana.
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INTRODUCAO

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

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

A incidéncia de cancer de pele e o fotoenvelhecimento induzido pela radiacéo solar crescem
significativamente em todo o mundo, sendo o tipo de cancer mais frequente, considerado um grande
problema de salde publica. Caracterizada como um fator genotdxico e potencialmente lesivo a pele,
a radiacdo ultravioleta é dividida em trés faixas de comprimento de onda, designadas como UVA
(320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (290-100 nm), porém a importancia clinica deve-se ao
comprimento de onda UVA e UVB, visto que a radiagdo UVC é bloqueada pela camada de 0zdnio
(Pereira, 2007).

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

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

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o teor de compostos
fenolicos, além da avaliacdo da atividade antioxidante e fotoprotetora do extrato obtido por ASE a

partir das cascas de Hymenaea martiana.
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MATERIAIS E METODOS
Coleta do Material Vegetal

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

estabilizacdo, o material foi pulverizado em moinho de facas Quimis®.

Obtencéao do extrato e fracoes

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

Ap0s o processo, a solucdo extrativa foi concentrada em evaporador Thermo Scientific Rocket
Evaporator®, na temperatura de 45 °C. O solvente residual foi retirado em estufa de ar circulante
Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C por 24 horas, obtendo o Extrato Etanolico Bruto (EEB).

O EEB foi solubilizado numa mistura MeOH : H.O (3:7 v/v) para obtencdo da solucgdo
hidroalcodlica I. Esta foi submetida a particdao liquido-liquido, em funil de separacdo, sob agitacao
manual, de forma exaustiva com hexano, cloroférmio e acetato de etila. Apos esse procedimento, 0s
solventes foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °C, fornecendo a

fracdo hexanica, fracdo cloroférmica e fracdo acetato de etila.

Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

O teor de fendis totais foi mensurado através do método colorimétrico que utiliza o reagente de
Folin-Ciocalteu (SIGMA) e acido galico como padrdo, baseado no método descrito por Li et al.,
(2008). Para isso, uma aliquota (200 pL) dos extratos e parti¢cdes foram diluidos e adicionados 1 mL
do reagente de Folin-Ciocalteu previamente diluido (1:10) em &gua destilada, sendo misturados logo
em seguida. A mistura foi deixada em repouso por 3 minutos, mantidos na auséncia da luz, e
posteriormente foram adicionados 800 pL de uma solucgéo estoque de Na>COs 7,5% e misturados
bem. As solucges finais foram deixadas em repouso mantidos na auséncia da luz, por 120 minutos.

Ao final do processo, a absorbancia de cada solucéo foi determinada em espectrofotdmetro (Quimis®)
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em 735 nm contra o branco (todos os componentes, exceto a amostra em analise) e os resultados
foram plotados em um gréfico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua concentracao.
Assim, o teor de compostos fenolicos totais dos extratos foi expresso em mg de equivalentes de acido
galico por grama de amostra (mg EQAG/g), através da curva de calibracdo do acido galico. A curva
de calibracdo foi obtida em concentragdes que variaram de 50 a 1000 mg/L, R? = 0,9923. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliacéo da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC)

Para a determinacao da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC), foi utilizado
foi o método descrito por Re et al. (1999), que utiliza o radical ABTS-+, que é formado por uma
reacdo quimica com persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez
formado o radical ABTS-+, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia
de 0,70 (x 0,02) em um comprimento de onda de 754 nm, a uma temperatura de equilibrio de 30 °C.
Aliquotas de 20 pL do extrato e fracdes foram adicionados em 2 mL do reagente ABTS. Prepararam-
se curvas com solugdes-padrao de Trolox, na concentragdo de 10 - 100pg/mL, com R? = 0,9918. Os
resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em umol TEACg-1 de amostra.

Avaliacéo da Capacidade Antioxidante Total (TAC)

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

de acido ascorbico, de acordo com a Equacdo 1:

(Abs amostra - Abs branco)

Capacidade Antioxidante Total (%) = x 100 (1)

(Abs acido ascoérbico—Abs branco)
Avaliacéo da atividade fotoprotetora

A atividade fotoprotetora foi avaliada utilizando a leitura espectrofotométrica de solucdes
diluidas, de acordo com o Método de Mansur et al. (1986). O extrato e fracdes foram previamente
secos em estufa a 40 °C por 60 minutos. Foram preparadas diluicbes com as concentragdes de 5, 25,

50 e 100 mg/L. Varreduras de 290 a 320 nm, com intervalos de 5 nm foram realizadas. Foi utilizado
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um espectrofotdmetro (Quimis®), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico para aquisi¢io
dos espectros.

Os célculos foram realizados considerando os intervalos de A determinados (Equagdo 2).

FPS = FC .Y320 .EE(A). abs (1) @)

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

RESULTADOS E DISCUSSAO
O teor de compostos fenolicos totais, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox,

capacidade antioxidante total e fator de protecdo solar (FPS) s@o apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox,

capacidade antioxidante total e fator de protecdo solar no extrato e fragdes

Fendlicos totais ] ]
_ ABTS-TEAC | Fosfomolibdénio-
Amostra (mg EQ &cido FPS
- (%) TAC (%)
galico/g de extrato
EEB 123,75 £ 7,23 83,75+ 11,96 46,97 £ 0,04 12,43 £ 1,25
Fracdo Hexano 78,84 + 13,45 9,54 + 3,83 23,99 +£1,94 0,95+ 0,63
Fracéo
o 58,28 + 3,95 23,56 £ 0,52 33,93+3,19 3,36 £ 0,20
Cloroférmio
Fracdo Acetato de
Eti 202,08 £ 13,41 98,98 + 1,06 85,97 £ 6,30 12,35+ 0,70
ila

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

Apresentando estruturas simples e complexas, sendo constituidos de pelo menos um anel
aromatico substituido por pelo menos um grupamento hidroxila (Simdes et al., 2007), compostos
fenolicos sdo metabolitos secundarios originados de plantas e fungos. Sdo produzidos para protecédo
contra raios UV, insetos, virus e bactérias, e algumas espécies produzem compostos fenolicos para

inibir o crescimento de outras plantas (alelopatia). Apresentam diversas atividades bioldgicas ja
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relatadas, como adstringente, atividade anti-inflamatoria, antineoplésica, bacteriostatica e atividade
antioxidante (Heleno et al., 2015).

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

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

Além das queimaduras solares e cancer de pele, a exposicdo as radiacdes UV (ultravioleta)
também esta relacionada ao envelhecimento cutaneo precoce, que esta relacionado a acdo da reducéo
das espécies reativas de oxigénio (EROs), extremamente danosas aos tecidos (Velasco et al., 2008).
Visando a protecédo total da pele ndo atendida por diversas formulagdes fotoprotetoras, contendo
apenas filtros solares quimicos, os extratos vegetais ricos em compostos antioxidantes estdo sendo
amplamente empregados, pois podem proporcionar a protecdo contra os raios UV e neutralizar os
radicais livres apds exposicdo solar (Nascimento et al., 2009). Por conta disso, estudos tém
pesquisado substancias antioxidantes que absorvam radiagdes ultravioleta nas faixas UVA (320-400
nm) e UVB (290-320 nm), e que assim possam ser empregadas como fotoprotetores naturais. Os
compostos fendlicos, como os flavonoides, portanto, sdo grandes candidatos (Carneiro et al., 2014).
Com esta razdo, foi avaliado o potencial fotoprotetor das cascas de jatoba (H. martiana), e valores
relevantes foram encontrados. Provavelmente devido as altas concentracfes de compostos fenolicos
e expressiva capacidade antioxidante, o extrato etandlico bruto e a fragdo acetato de etila
apresentaram maiores valores, com 12,43 + 1,25 e 12,35 = 0,70, respectivamente. Segundo a
ANVISA (Brasil, 2012), o valor minimo para FPS é de 6,0, portanto, estas amostras apresentaram
valores adequados para o desenvolvimento futuro de fotoprotetores, com uma importante atividade

antioxidante.



168

CONCLUSOES

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

Estes dados servirdo de subsidios para futuros estudos fitoquimicos, espectroscépicos e
farmacotécnicos mais aprofundados, para uma melhor discussao em relacdo aos compostos fenolicos
e o potencial biotecnoldgico da espécie.
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Anexo V- Resumo expandido publicado nos Anais do V Encontro Anual 2018 de Biofisica da
UFPE.
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INTRODU(;AO ALMEIDA et al., 2012).

O uso de plantas medicinais esta presente Diante deste contexto, o presente estudo
por toda a historia da humanidade, ndo teve como objetivo realizar uma

apenas para o uso alimentar, como desreph_cagao para |dent|f|_car 0s
também no uso terap@utico. Durante flavonoides no extrato obtido partir das
longo periodo, as plantas medicinais cascas de Hymenaea martiana.

constituiram o principal recurso
terapéutico disponivel, mas o0s avangos
tecnoldgicos trouxeram as drogas
sintéticas para o tratamento de

enfermidades. Atualmente, a sociedade MATERIAIS E METODOS

vem valorizando a utilizagdo de produtos As cascas de H. martiana foram coletados na
naturais com propriedades terapéuticas, cidade de Petrolina, Pernambuco, Brasil, em
devido a busca por habitos saudaveis, julho de 2015, e foram identificados no

além de problemas com o tratamento Herbario da Universidade Federal do Vale do
eficiente de certas enfermidades (SOUZA, Sdo Francisco

2008). (HVASF), com exsicata n° 6444,

Hymenaea martiana € uma arvore coordenadas 09°’11°04.30° S, 040"’

nativa da regiao Nordeste, conhecida 18°05.40° W, 357 m de altura. O material
popularmente como “jatoba”, utilizada na foi seco em temperatura média de 40 °C
medicina tradicional para o tratamento de em estufa de circulagio de ar

anemia e gastrite (ANSELMO et al., (Ethiktechno®, modelo 420 TD), por um
2012). Varios estudos demonstram a periodo de 72 horas. Apds a secagem e
composicdo quimica de H. martiana, completa estabilizacdo, o material foi

com a presenca de alguns flavonoides pulverizado em moinho de facas Quimis®.
glicosidicos, como astilbina, eucrifina, As cascas foram submetidas & extrag&o no
enggl_ltlna, taxifolina e compostos Instituto Nacional do Semiéarido (INSA)
fenolicos (CARNEIRO et al., 1993; em Campina Grande-PB, utilizando o

equipamento de Extracdo Acelerada por



Solventes (ASE) Thermo Scientific
Dionex® ASE 350, equipado com célula
extratora de aco inoxidavel com

fechamento hermético e cartucho de papel
22 x 50 mm, um frasco de lavagem (rinse)

e frascos coletores (vidro transparente)

com capacidade de 250 mL. Foi utilizado
etanol 99% como solvente extrator,
temperatura de extragdo 50 °C, tempo
estatico 15 minutos, fluxo 5 mL/min, com
duas extrac@es por célula.

Ap0s o processo, a solucdo extrativa foi
concentrada em evaporador Thermo
Scientific Rocket Evaporator®, na
temperatura de 45 °C. O solvente residual
foi retirado em estufa de ar circulante
Ethiktechno®, modelo 420 TD, a 45 °C

por 24 horas, obtendo o Extrato Etandlico
Bruto (EEB-Hm).

O EEB-Hm foi solubilizado numa mistura
MeOH : H20 (3:7 v/v), que foi submetida a
parti¢do liquido-liquido, em funil de
separacao, sob agitacdo manual, de forma
exaustiva com hexano, cloroférmio e acetato
de etila. Ap0s esse procedimento, os solventes
foram evaporados em rotaevaporador a uma
temperatura média de 50 ° C, fornecendo a
fracdo hexano (Hm-Fr.Hx), fracéo
cloroférmio (Hm-Fr.CHCls)e fracdo acetato
de etila (Hm-Fr.AcOEt). A anélise em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada ao espectrometro de massas (LC-
MS/MS) foi desenvolvida NPPNSRibeirdo
Preto, com a fragcdo Hm-Fr.AcOEt, pois foi a
fracdo com melhores resultados no teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides
totais. Esta andlise foi realizada utilizando um
equipamento de CLAE (Shimadzu
Prominence®), equipada com duas bombas
binarias (LC-20AD), unidade de
desgaseificacdo (DGU-20A), amostrador
automatico (SIL-20AHT), forno (CTO-20A),
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modulo de comunicacdo (CBM-20A), detector
de arranjo diodo (SPD-M20A) e uma coluna
de fase reversa Luna - Phenomenex®, 250 mm
X 4.6 mm, 5 um). A fase mével foi composta
por uma mistura de solvente A (0,1% &cido
férmico em agua ultrapurificada) e solvente B
(0,1% de &cido formico em metanol),
seguindo um gradiente de concentracdo, com
fluxo de 1 mL/min.

O cromatografo foi acoplado a um
espectrometro de massas Amazon SL ion trap
(Bruker Daltonics®), equipado com ionizador
eletrospray e analizador ion trap, nas seguintes
condicdes: capilaridade 3500 V; placa final
500 V; nebulizador 60 psi; fluxo de gas 10,0
L.min-1 e temperatura do gas 330 °C.

Os resultados foram analisados utilizando o
banco de dados on-line do website GNPS
(Global Natural Product Social Molecular
Networking) (GNPS, 2017; WANG et al.,
2016). Os dados obtidos no cromatografo
acoplado ao espectrometro de massas foram
convertidos para o formato mzXML
diretamente no software DataAnalysis 4.2
(Bruker Daltonics®), e submetidos a analise de
desreplicacdo no site do GNPS, e as
substancias foram consideradas identificadas
na amostra se 0s espectros de massa
obtivessem pelo menos seis ions que
combinam e pontuacdo de cosseno (cosine
score) acima de 0,5 (OLIVEIRA et al., 2017).
As formulas moleculares e nomenclaturas das
substancias foram obtidas no PubChem
(PUBCHEM, 2017) e ChemSpider
(CHEMSPIDER, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos de desreplicagéo sao
caracterizados pela separacdo de componentes
de matrizes complexas, com a utilizagdo de
métodos
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cromatograficos e espectroscopicos, além de estudos de bioatividade. Técnicas hifenadas destacam-
se para este tipo de estudo, baseando-se na comparacédo das informacdes obtidas com bancos de
dados, resultando na deteccdo de compostos ja conhecidos ou até na elucidacdo estrutural de novos
compostos (LANG et al., 2008). Varios compostos naturais ja foram identificados utilizando o
método de desreplicacdo, como flavonoides glicosilados (WARIDEL et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2017), derivados do acido cafeico (PAULI et al., 1999), flavonoides e derivados de flavonoides
(WOLFENDER et al., 2000) e isoflavonoides (LAMBERT et al., 2005). A Figura 1 apresenta o de i
ons totais (TI1C) da fragdo Hm-Fr.AcOEt.

T T T T T
0 35 40 45 50 &5 Time [min]

Figura 1. Cromatograma de fons Totais (TIC) obtido com a analise em LC-MS/MS da fragdo HmFr.ActOEt (Fonte: Autoria propria).

Na desreplicacdo e deteccédo de flavonoides por LC-MS/MS, utilizando como banco de dados on-
line 0 website GNPS, 18 flavonoides conhecidos foram detectados (Tabela 1), dentre dois
flavanondis, seis flavondis, quatro isoflavonas, cinco flavonas e um flavan-3-ol.

O flavanonol astilbina foi detectado, flavonoide previamente identificado como o componente
majoritario de Hymenaea martiana (CECHINEL et al., 2000). A astilbina é um flavonoide
bioativo, com varias atividades farmacologicas ja relatadas, como anti-inflamatoria (CARNEIRO et
al., 1993; LU et al., 2014; DING et al., 2014), anti-isquémico (DIAO et al., 2014), tratamento de
doeng as auto-imunes (GUO et al., 2015), antinociceptivo e antiedematogénico (CECHINEL et al.,
2000) e antioxidante (ZHANG et |., 2009; BAKOTA et al., 2015).

Dentre os flavonoides identificados na fracdo Hm-Fr.AcOEt, apenas a quercetina apresenta
atividade fotoprotetora relatada na literatura (STEVANATO et al., 2014; CHOQUENET et al.,
2008; EVANS-JOHNSON et al., 2013; VICENTINI et al., 2011). Também apresenta atividade
antioxidante (BOOTS et al., 2008; GARDI et al., 2015; RAVICHANDRAN et al., 2014) e atividade
anti-inflamato ria relatada (GARDI et al., 2015).

A atividade antioxidante j& foi relatada dentre os demais flavonoides identificados, como a
taxifolina (CHOBOT et al., 2016), isoquercetina (JIN et al., 2007; VONGSAK et al., 2015),
quercetina7-O-ramnosideo (LIU et al., 2010), kaempferol-7-O-a-ramnosideo (CHUA et al., 2008),
quercitrina (ZHU et al., 2017), ononina (YU et al., 2005), glicitina (GENOVESE et al., 2005),
sissotrina (ABDELHADY et al., 2015), amentoflavona (KIM et al., 1998; TARALLO et al., 2011),
baicalina (JIN et al., 2007), isovitexina (HE et al., 2016), C-hexosil-apigenina (FERRERES et al.,
2009), nobiletina (CHEN et al., 2017). Os flavonoides identificados demonstram o potencial
bioativo do extrato das cascas de

Hymenaea martiana.
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A Tabela 1 apresenta os flavonoides detectados por LC-MS/MS na fracdo Hm-AcOEt.

Tabela 1 — Flavonoides detectados por desreplicacdo (LC-MS/MS) a partir da fragdo Hm-Fr. AcOEt, obtida a partir do
extrato bruto das cascas de Hymenaea martiana.

m/z
fCI;?/?:o?doe Metabélito Rt (min) Allr\glr;?:l:ll:r observada
(ESI")
Flavanonol Astilbina 36,5 C21H22011 449
Taxifolina 16,1 C15H1207 303
Flavonois Isoquercetina 36,9 C21H20012 463
Quercetina-3-0O-
alfaramnopiranosideo 37,8 C21H20011 447
Quercetina-7-O-raminosi deo 42.25 C21H20011 449
Kaempferol-7-O-a-Lramnosideo
41,8 C21H20010 431
Quercetina 13,0 C15H1007 301
Quercitrina 40,4 C21H20011 447
Isoflavonas Ononina 36,3 C22H2209 431
Glicitina 41,8 C22H22010 447
6”-O-Acetil-Glicitina 41,9 C24H24011 489
Sissotrina 40,5 C22H22010 447
Flavonas Amentoflavona 21,8 C30H18010 539
Baicalina 34,3 C21H18011 445
Isovitexina 44,1 C21H20010 415
C-Hexosil-apigenina 42,1 C21H19010 433
Nobiletina 46,2 C21H2208 403
Flavan-3-ol Isoxantoflavan-3-ol 11,4 C20H2205 369

Legenda: Rt= Tempo de retencdo; m/z= relagdo massa/carga; ESI= ionizacdo por eletrospray no modo negativo.

Estudos utilizando a estratégia de biomonitoramento que visam o isolamento e purificacdo para a
identificacdo ou elucidacéo destes e de flavonoides desconhecidos / ndo identificados estéo sendo
desenvolvidos. Métodos cromatograficos analiticos e preparativos (cromatografia em coluna, CLAE
e cromatografia em camada delgada) e espectroscopicos (espectrometria de massas e ressona ncia
magnética nuclear) estdo sendo utilizados para tal fim.

CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato bruto das cascas de Hymenaea martiana demonstra que 0s
compostos fenolicos, principalmente os flavonoides, constituem a classe majoritaria da composigédo
qui mica do extrato. Flavonoides foram identificados na espécie pela primeira vez, e os flavonoides
astilbina e taxifolina foram identificados no extrato, corroborando estudos anteriores. O
desenvolvimento de estudos mais aprofundados torna-se necessa rio para a identificagdo dos
compostos desconhecidos ou nao identificados, visando o estudo fitoquimico aprofundado da
espécie em estudo.
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Hm-Fr.AcOEt

Espectros de RMN para a fracéo

Anexo VI
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Figura 1. Espectro de RMN de

Fr.ACOEt(400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 4. Mapa de correlagdo HSQC (*H, 400 MHz; 3C, 100 MHz, DMSO-ds) de Hm-Fr.AcOEt.
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Anexo VII — Espectros de RMN para a fragéo GFr.4

B0\

vee
S¢'e
0S¢
Hm.NW

S0E—m

£8'S
v8's
cg's
98'
/8°
68's
1291
1291
29
68'9-
16'9-

9

10

11

12

Figura 6. Espectro de RMN de ‘H de GFr-4 (400 MHz, DMSO-dg).

ppm

7 6 5 4

8

ON~NS O ®MND
QMO QWMo M
LWL SN~ GO
S EFITTNNN
Ao Ao oA

190

200
Figura 7. Espectro de RMN de *C{*H} de GFr-4 (100 MHz, DMSO-ds).

10 ppm

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

180



182

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

180

Figura 8. Espectro de RMN de DEPT 135 de GFr-4 (100 MHz, DMSO-ds).

[wdd] L4 2 14

8 ol

[

FZ [ppm]

Figura 9. Mapa de correlacdo COSY (400 MHz, DMSO-ds) de GFr-4.



‘ O
L}L M T o A ik
" }E
] ' _g
— e ¥
| <+ [
0
. P '
- L L
3 = =" -8
: a.:a:Wn |
. o
e
3 o
K
a e
| I T I I I I 1 T T T | I
8 8 FZ [ppm]

Figura 10. Mapa de correlagdo HSQC (*H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, DMSO-ds) de GFr-4.

[

183

=

oo ol

-

—r— —
100 50 F1 [ppm]

T
150

4

M_A M
[ L]
m @O
" a L
o-t o 4 o
] “B
] Ll ®n Wyt
& W
ofe
]
LY G-
1 T T 1 1 1 1 Tr | T 11
6 5

|
1

kol
F2 [ppm]

Figura 11. Mapa de correlagdo HMBC (*H, 400 MHz; 3C, 100 MHz, DMSO-ds) de GFr-4.



10°0-
100
6.0
080
€80
780
§8°0
S0'T
90T
0Tt
€T
Se'e
9¢'¢
lze
8¢
0S¢
05°¢
15¢
10€
€0t
90°¢
1423
142>
9T'e
AR
Te
e
€5'€
AR
69°€
LLe
6’y
Ly
Sy
LLY
6’y
60'G
[4%°1
98'S
18'S
16'S
16'G
a6'S
199
1.9
[ZA°)
S.'9
LL9
989

68'9
16'9
€0'6
LTI

184

s N 2l

Anexo VIII - Espectros de RMN para a fracdo GFr.5
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Figura 12. Espectro de RMN de H de GFr-5 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 13. Espectro de RMN de *C{*H} de GFr-5 (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura 14. Espectro de RMN de DEPT 135 de GFr-5 (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura 15. Mapa de correlagdo COSY (400 MHz, DMSO-ds) de GFr-4.
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Figura 16. Mapa de correlagdo HSQC (*H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, DMSO-ds) de GFr-5.
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Figura 17. Mapa de correlagdo HMBC (*H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, DMSO-ds) de GFr-5.
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Anexo IX — Cadastro SisGen

Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? A3E4538

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A3E4538

Usuério: UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
CPF/CNPJ: 05.440.725/0001-14

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica I:’ Bioprospecgao D Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie
Hymenaea martiana
Titulo da Atividade: Estudo fitoquimico, avaliagdo do potencial antibacteriano, citotéxico,

antioxidante, fotoprotetor, antinociceptivo, anti-inflamatério e toxicologia
pré-clinica de Hymenaea martiana (Fabaceae)

Equipe

Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISC
FERNANDA GRANJA DA SILVA OLIVEIRA UNIVASF

SARAH RAQUEL GOMES DE LIMA-SARAIVA UNIVASF

ANA PAULA DE OLIVEIRA UNIVASF

SUZANA VIEIRA RABELO UNIVASF

LARISSA ARAUJO ROLIM UNIVASF



RODOLFO DE MORAES PEIXOTO

RENATA DE MORAES PEIXOTO ARAUJO
LUCIANA JATOBA E SILVA PEIXOTO
SILVIO ALAN GONGALVES BOMFIM REIS
TELMA MARIA GUEDES DA SILVA

TANIA MARIA SARMENTO DA SILVA
RINALDO APARECIDO MOTA

MATEUS MATIUZZI DA COSTA

MARIA EDUARDA GOMES DA CRUZ SILVA
AMANDA LEITE GUIMARAES

JOSE ALVES DE SIQUEIRA FILHO

ANDRE PAVIOTTI FONTANA

CARLA RODRIGUES CARDOSO BRANCO
ALEXSANDRO BRANCO

ALESSANDRA GOMES MARQUES PACHECO
CELSO DE AMORIM CAMARA

GIBSON GOMES DE OLIVEIRA
NORBERTO PEPORINE LOPES

JULLYANA DE SOUZA SIQUEIRA QUINTANS
LUCINDO JOSE QUINTANS-JUNIOR

IRWIN ROSE ALENCAR DE MENEZES
HENRIQUE DOUGLAS MELO COUTINHO
CLAUDIA DO O PESSOA

Parceiras Nacionais

IF-Sertao
UNIVASF
IF-Sertao
UNIVASF
UFRPE
UFRPE
UFRPE
UNIVASF
UNIVASF
UNIVASF
UNIVASF
UNIVASF
UEFS
UEFS
UEFS
UFRPE
USP

USP

UFS

UFS
URCA
URCA
UFC

14.045.546/0001-73 / UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificacdo do meio onde foi Influence of the extractive method on the recov

divulgado:

Identificagéo do meio onde foi Treatment of goat mastitis experimentally induc

divulgado:
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Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagéo do meio onde foi
divulgado:

Identificagéo do meio onde foi
divulgado:
Identificagéo do meio onde foi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificacdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi
divulgado:
Identificagédo do meio onde foi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagéo do meio onde foi
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagcdo do meio onde foi
divulgado:
Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

Identificagéo do meio onde foi
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi
divulgado:

HPLC-DAD analysis and antioxidant activity of

Desreplicagao de flavonoides de Hymenaea ma

Estudo fitoquimico das folhas de Hymenaea m:

Quantificagao e determinacgao estrutural de con

Potencial antioxidante e fotoprotetor de Hymen

Physicochemical and phytochemical characteri

Caracterizagdao molecular, producéao de biofilm«

TRIAGEM FITOQUIMICA E ATIVIDADE FOTOPR

Triagem fitoquimica comparativa de extratos ol

Avaliagao das atividades antioxidante e citotox

Analise por HPLC-DAD e atividade antioxidante

Fenois totais e atividade antioxidante in vitro d

Atividade antinociceptiva do extrato etandlico t

Prospecgao de moléculas antioxidantes em ext

Atividade antinociceptiva das fases obtidas poi

Fernanda Granja da Silva Oliveira. Influéncia dc

Alessandra Gomes Marques Pacheco. Estudo ¢

Juliane Maria dos Santos Silva. Estudo fitoquin
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Identificagdo do meio onde foi Juliane Maria dos Santos Silva. Estudo fitoquin
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Fernanda Granja da Silva Oliveira. Estudo biofz
divulgado:

Identificagéo do meio onde foi Juliane Maria dos Santos Silva. Avaliacao da at
divulgado:

Identificagdo do meio onde foi Maria Eduarda Gomes da Cruz Silva. Estudo qu
divulgado:

Situagédo do Cadastro: Concluido ﬂ

Data do Cadastro: 21/10/2018 08:50:04 E = E
T

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 17:28 de 01/08/2019.
NS SISTEMA NAGIONAL DE GESTAO

4"’ "" __{'I’ DO PATRIMONIO GENETICO
E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

AA ASSOCIADO - SISGEN
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