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RESUMO: Espécies de Jatoba (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne) s&o tradicionalmente
utilizadas para o tratamento de diversas doengas. Estudos quimiotaxonémicos tém relacionado
0 género Hymenaea como fonte potencial de compostos fendlicos, taninos, flavonoides, os
quais apresentam atividade antioxidante, sendo assim substancias potencialmente inibidoras
da tirosinase, enzima responsavel por defeitos da pigmentagéo da pele. Existem cerca de 15
espécies no género Hymenaea, das quais 13 ocorrem no Brasil. Assim, este trabalho foi realizado
para avaliar os fendis, a atividade antioxidante, a capacidade de quelagéo dos ions cobre, e a
capacidade de inibigéo da tirosinase do extrato das folhas da espécie H. Stigonocarpa. O material
boténico (folhas), foi colhido nas arvores da area de cerrado de preservacdo ambiental do
campus universitario FESURV — Universidade de Rio Verde — GO, seco em estufa de circulagao
forcada a 42°C por 2 dias, seguindo para a obtencdo dos extratos hexénico e etandlico. A
determinacao do conteudo fendlico realizada através do reativo Folin Ciocalteau demonstrou
ser o extrato bruto etandlico (EBE) o que apresentou a maior concentragao dessa classe (235,7
mg equivalente de acido galico por grama de EBE). Na avaliagéo da atividade captadora de
radical, empregando o radical livre DPPH, novamente o extrato etandlico demonstrou atividade
antioxidante mais elevada (IC50 = 19 + 0,1 ppm). Para o procedimento de quelagéo de ions
cobre, o extrato bruto etandlico ndo demonstrou tal capacidade. Quanto a inibicdo da enzima
tirosinase, o extrato bruto etandlico, apdés 30 e 60 minutos, apresentou inibicdo de 38 e 48%,
respectivamente.
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ABSTRACT: Determination of total phenol, antioxidant activity and inhibition by tyrosinase
extract of jatoba (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne) leaves. The jatoba species,
also known as Brazilian cherry, are traditionally used for the treatment of various diseases.
Chemotaxonomic studies have described the Hymenaea genus as a potential source of phenolic
compounds, tannins and flavonoids, which have antioxidant activity, thus being potential
inhibitors of tyrosinase, which is the enzyme responsible for skin pigmentation defects. There
are approximately 15 species in the genus Hymenaea of which 13 are found in Brazil. This
study was conducted to evaluate the phenols, the antioxidant activity, the ability to chelate
copper ions and the ability to inhibit tyrosinase of the extract of the H. Stigonocarpa leaves.
The plant material (leaves) was harvested from trees in the savannah (Brazilian Cerrado)
area of environmental preservation of the FESURV campus - University of Rio Verde - state
of Goias, dried in a forced circulation oven at 42° C for 2 days and subjected to extraction with
hexane (hexane crude extract) and extraction with absolute ethanol (ethanol crude extract).
When determining the phenolic content performed with the Folin-Ciocalteu reagent, we found
that the crude ethanol extract (CEE) presented the highest concentration (235.7 mg gallic acid
equivalent per gram of CEE). In the evaluation of radical scavenging activity, using the DPPH
free radical, the ethanol extract again showed higher antioxidant activity (IC50 = 19 £ 0.1 ppm).
For the procedure for chelation of copper ions, the crude ethanol extract tested showed no such
ability. For the process of inhibiting the tyrosinase enzyme, the crude ethanol extract tested
after 30 and 60 minutes presented inhibition of 38 and 48%, respectively.
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INTRODUGAO

Os radicais livres e outros oxidantes
possuem papel importante no envelhecimento
e em doencgas degenerativas que acometem
toda a populagdo. Um radical livre pode ser um
agrupamento atébmico, ion ou molécula livre, que
contém um ou mais elétrons desemparelhados em
seu orbital mais energético. Alguns exemplos de
espécies de radicais livres sdo: o oxigénio singlete,
o radical superoxido, o radical hidroxila, o 6xido
nitrico, o peroxinitrito, e o radical semiquinona.
Essas moléculas séo instaveis e altamente reativas.
A sua ativagédo pode causar processos traumaticos
nos tecidos pelo desencadeamento de diversas
cadeias de reacdes (Cérdova & Navas, 2000).

A acéo dos compostos antioxidantes esta
relacionada a diminuigdo de eventos oxidativos
através da ingestdo de antioxidantes presentes em
diferentes quantidades em varias frutas e vegetais.
Dentre os compostos antioxidantes, destacam-
se os compostos fendlicos presentes nas formas
livres ou complexadas (Rockenbach et al, 2008),
que atuam como sequestradores de radicais livres
e como quelantes de metais, alertando assim para
a importancia desses compostos, que podem ser
utilizados em diversas patologias (Haslam, 1998).

Umadessas patologias € a hiperpigmentagao
da pele, que pode ser dependente tanto de um
aumento do numero de melandécitos quanto da
atividade melanogénica de enzimas, como a
tirosinase (Okombi et al, 2006). A melanina é o
pigmento responsavel pela coloragdo da pele,
possui alto peso molecular, é de coloragao castanha
e sua concentragdo determina a intensidade da
coloracédo da pele. A tirosina € um aminoacido
importante no processo biossintético da melanina.
A tirosina sofre atuagédo enzimatica da tirosinase
(enzima que contém cobre, amplamente presente
em mamiferos, plantas e fungos, reconhecendo
muito compostos fendlicos como substrato),
formando um complexo enzimatico cuprico-proteico
sintetizado nos ribossomos e transferido através
do reticulo endoplasmatico para o aparelho de
Golgi, sendo aglomerado em unidades envoltas por
melanossomas (Miot et al, 2009).

Atualmente os pesquisadores estdo em
busca de novos agentes clareadores a fim de
melhorar a estética e auto-estima das pessoas.
Os agentes clareadores podem agir por diferentes
mecanismos de agao, porém todos ligados a
producgao ou transferéncia de pigmentos, ou seja:
destruicao seletiva dos melandcitos; inibicdo da
formacdo de melanossomas e alteragdo de sua
estrutura; inibicdo da biossintese de tirosinase e
da atividade catalitica; inibicdo da formagéo de
melanina; interferéncia no transporte dos granulos
de melanina; alteragdo quimica da melanina;

degradacdo de melanossomas e querotindécitos
(Gonchoroski & Correa, 2005).

O Brasil possui cinco areas de grande
abundancia de plantas nativas, estando entre
elas o bioma Cerrado (Guarim Neto & Morais,
2003), que é considerado um hotspot mundial,
ou seja, area prioritaria de conservagao da
biodiversidade (Aguiar et al, 2004). Devido a grande
biodiversidade do cerrado brasileiro, os agentes
podem ser encontrados e, eventualmente, usados
em cosméticos e produtos farmacéuticos (Macrini
et al, 2009).

O jatoba-do-cerrado (Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne), muito comum no
cerrado e cerradao brasileiro € uma leguminosa
arbérea pertencente a familia Leguminosae e
subfamilia Caesalpinioideae (Macfie & Thomson,
1988). Sua madeira pode ser utilizada na construgéo
civil, a polpa dos frutos é farinacea, adocicada,
comestivel e de sabor e cheiro muito caracteristicos,
apreciada pela populagéo nativa, apresenta elevado
teor de fibra e agucares, baixo contetudo de lipidios,
proteinas e amido (Silva et al, 1998).

Levando-se em conta a importancia dos
antioxidantes presentes em plantas, na prevencgéao
de danos oxidativos causados pelos radicais livres
e sua relagdo com a inibicdo da enzima tirosinase,
prevenindo hiperpigmentagdes de pele, este
trabalho visa determinar os fenois totais, a atividade
antioxidante, a capacidade de quelagcédo dos ions
cobre e a capacidade de inibicdo da tirosinase
pelos compostos presentes na espécie Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne.

MATERIAL E METODOS

Folhas de H. Stigonocarpa foram coletadas
em Rio Verde, entre os meses de novembro a
fevereiro de 2011. O material foi localizado pelo
Ecologista ambiental Claudio Costa Barbosa,
professor da Universidade de Rio Verde — GO,
onde se encontra a area de cerrado de preservagao
ambiental, com as coordenadas 17°47°17.85”S, 50°
57°'57.65"0, elevacao 785m. As folhas de Jatoba
foram identificadas no Herbario Jataiense (HJ2852).

Preparo dos extratos brutos vegetais

Apods a secagem em estufa de circulagao
forcada a 42°C por dois dias, as folhas foram
trituradas, dando inicio a extragdo, onde cerca
de 40 g do po resultante foram colocados em um
erlenmayer, e adicionado um volume de cerca de
400 mL de hexano, permanecendo em maceragao
por 48h, a temperatura ambiente e protegida
da luz. Apds este periodo, foi feito a filtracéo e
concentragéo por destilacdo sob pressao reduzida.
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O procedimento foi repetido por mais duas vezes
com o solvente hexano, obtendo-se desta forma o
extrato bruto hexanico (EBH) das folhas.

Em seguida, o mesmo procedimento
foi repetido, utilizando-se etanol como solvente,
obtendo-se o extrato bruto etandlico (EBE) das
folhas. O rendimento dos extratos foi calculado pela
expressao: Rendimento (%) = (massa do extrato/
massa do material vegetal) x 100.

Determinacgao do contetiido de compostos
fendlicos

Adeterminagao do conteudo de compostos
fendlicos nos extratos etandlico e hexanico foi
realizada baseada no método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau (Meda et al., 2005), com
algumas modificagdes.

Foi preparada uma solugao de 17,5 mg de
acido galico em 50mL de etanol absoluto e diluida
a seguir nas concentragbes de 9/10; 8/10; 7;10;
6/10; 5/10; 4/10; 3/10; 2/10; 1/10. Em cada diluigao
foi adicionado 0,5ml do reagente de Folin, 2mL de
solucao de bicarbonato de sédio a 15%, com um
periodo de 2 horas de incubacédo a temperatura
ambiente e leitura em espectrofotdmetro a 750 nm,
para a elaboragao da curva de concentragéo padrao,
sendo todas as leituras em triplicatas, usando o
etanol absoluto como branco. Amostras de 0,1g dos
extratos bruto etandlico e hexanico, foram diluidas
para 100 mL de etanol absoluto, em seguida uma
segunda diluicdo para 5 vezes no mesmo solvente,

Abs(Controle) —[ Abs(amostra) — Abs(compensag¢do) A
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utilizando-se 0,1ml das respectivas amostras para
a reagdo com o reativo de Folin e leitura depois
de incubagao de 2 horas em espectrofotdbmetro a
750nm.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado
através da curva de concentragao padrao e expresso
como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por
g de extrato.

Avaliagéo da atividade antioxidante
A acéo antioxidante da H. Stigonocarpa
foi analisada pela capacidade dos antioxidantes
presentes na amostra captarem o radical livre
DPPH (2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazina), conforme a
metodologia descrita por Melo et al. (2006), e controle
com BHT (ButilHidroxiTolueno). Para a avaliagéo da
atividade captadora do radical livre DPPH, aliquotas
de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL dos extratos brutos
etandlicos e hexanicos, na concentragdo de 20
mg.L", reagiram com 4mL de DPPH na concentragéo
de 2 mg.L", tendo como solvente etanol absoluto.
Em seguida foi feito a leitura no espectrofotémetro a
517nm em triplicata, com 30 minutos de incubacéo.
O desconto da coloragéo do extrato bruto etandlico
e extrato bruto hexanico (compensagao), foi feito
com a diluicdo das respectivas aliquotas em etanol
absoluto, perfazendo um volume total de 5ml, com
leitura em espectrofotdmetro a 517nm.
Para avaliar a atividade captadora
de radical, foi obtida a porcentagem de inibicao,
conforme a equacgéo:

00

%DPPHseq =

Abs(Controle)

Os dados obtidos foram usados para
construir curvas de DPPH sequestrado versus a
concentragdo da amostra, de modo a determinar
a Concentracao Efetiva 50 (CE50), ou seja, a
concentragao necessaria para sequestrar metade do
teor inicial de DPPH através da analise de regressao
linear e interpolagdo dos mesmos.

Todas as medidas foram realizadas em trés
experimentos independentes, cada um em triplicata,
e 0s resultados foram expressos em mg.L-1 como
média e desvio padrao.

Procedimento para quelagdao de ions
cuprico cuz
Conforme descrito por Khatib (2005)
com adaptagbes em nosso laboratério, para o
procedimento de quelagdo de ions cobre (Cu),
preparou-se as seguintes solugdes: padrao
de acido Kojico (1000 ppm), solucéo de acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) (1000 ppm),

solugao tampao fostato (pH 6,8), solugéo de sulfato
cuprico pentahidratado (1000 ppm) e solugdo do
extrato bruto etandlico (EEB) das folhas de jatoba
(1000 ppm). O espectrofotdbmetro foi ajustado para
leituras de absorbancia na faixa entre 260 a 500
nm, com varredura de 5 em 5 nm, em ftriplicatas
utilizando-se cubetas de quartzo. Inicialmente
500 uL da solugao do extrato etandlico, 500 L da
solugdo padrao de acido kojico e 2 mL da solugéo
tampao fosfato (pH 6,8), foram incubadas. Em
seguida realizou-se a leitura em espectrofotdmetro
na faixa entre 260 a 500 nm. Apds essa leitura
adicionou-se 100 pL da solugao de sulfato cuprico
pentahidratado, e realizou-se novamente a leitura na
mesma faixa de absorbancia e por fim adicionou-se
100 pL da solugao do complexante EDTA e, entdo
novamente fez-se a leitura também na mesma
faixa de absorbancia, dessa forma sendo possivel
verificar a formagéo ou ndo de quelatos através das
medidas de absorbancia.
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Procedimento para ensaio de inibigcao de
tirosinase
A enzima tirosinase de cogumelo e o
substrato L-tirosina foram adquiridos da Sigma
Chemical e Vetec respectivamente. A atividade da
tirosinase foi determinada por espectrofotometria
conforme descrito por Khatib (2005), com adaptagbes
em nosso laboratério. A enzima tirosinase foi
diluida em agua destilada para 100 mL de solugéo,
resultando em uma concentragao de 200U/mL. As
demais solugdes foram: solugdo padrdo de acido
Kojico 1000 ppm, solugao de extrato etandlico (EEB)
da folha de jatoba a 1000 ppm, solugao tampéao
fosfato pH 6,8 e solugédo de L-tirosina e 2 mM. De
forma geral 500 pL de tampéao fosfato pH 6,8, 2
mL da enzima tirosinase e 50 uL da amostra da
solucao do extrato etandlico (EEB) ou sem (etanol
no lugar do extrato da folha) e outra com o padrao
acido kojico, foram misturadas, obtendo-se assim 3
solugdes testes separadas em triplicata. Depois de
5 minutos, adicionou-se 2 mL da solugéo 2 mM de
L-tirosina. A absorcéo a 475 nm foi monitorada em
funcéo do tempo, realizando-se duas leituras, uma
em 30 minutos e outra apds 60 minutos. A variagéo
da densidade otica foi comparada na presencga e
auséncia dos extratos para verificar a inibigdo da
tirosinase.

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Hymenaea é reconhecido como
fonte de compostos fendlicos (Silva, 2010; Silva,
2011), sendo que a espécie objeto deste estudo, H.
stigonocarpa apresentou consideravel quantidade
destes compostos. A determinagéo dos conteudos
fendlicos presentes nas amostras de extrato bruto
hexanico e extrato bruto etandlico, foram feitas por
meio de espectrofotometria no comprimento de onda
a 750 nm, utilizando o método de Folin-Ciocalteu
com modificagdes. O teor de fendis totais foi
determinado por interpolagdes da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragédo construida
com padrdes de acido galico e expressos como mg
de EAG (equivalentes de acido galico) por gramas
de extrato, cuja concentragdo de Abs = 0,0012 x
(Conc Acido Galico, ppm) — 0,0007, R = 0,9995.

A Tabela 1 demonstra que o extrato
etandlico apresentou maior quantidade de contetdos
fendlicos em relagéo ao extrato hexanico.

TABELA 1. Teor de Fenodis Totais expressos em
equivalentes de Acido Galico (EAG).

Fendis totais
(mg EAG g "ms)
2357+19a

Amostra

Extrato etandlico

Extrato hexanico 166,9+4,2Db

*ms: massa seca

Letras minusculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo
SISVAR.

Ambos ao nivel 5% de significancia.

Para que houvesse decréscimo de 50%
na concentragéo inicial de DPPH (CE50), foi
necessario 19,1 + 0,1 ppm do extrato etandlico
bruto, 60,7 + 0,6 ppm do extrato hexanico bruto
e 181 + 6 ppm de BHT, conforme representado
na tabela 2. Isso mostra que os compostos com
atividade antioxidante concentram-se no extrato
bruto etandlico, ou seja, o extrato mais polar.
Estudos sugerem que os melhores resultados
obtidos para a atividade antioxidante pelo método
do sequestro do radical livre DPPH concentram-se
preferencialmente nos extratos polares (etandlico e
aquoso), provavelmente tendo como constituintes
polifendis e flavonoides (Ribeiro et al, 2007). Em
comparagao com estudos feitos por Sousa et al.
(2007), o extrato bruto etandlico das folhas de
jatoba (Tabela 2), apresentou maior capacidade
de sequestro do radical livre DPPH do que os
extratos brutos etandlicos de folhas das plantas
T. brasiliensis, C. macrophyllum, T. fagifolia e Q.
grandiflora.

Os compostos fendlicos possuem atividade
antioxidante relacionada principalmente com suas
propriedades redutoras e estrutura quimica, que
contém anel benzénico com grupos hidroxilas
associado diretamente a estrutura ciclica (Mamede &
Pastore, 2004), agindo através da doagao de atomos
de hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os
radicais em substancias estaveis (Silva et al, 2010).
Tais caracteristicas desempenham papel importante
na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres
e quelagao de metais de transicdo, podendo agir
no inicio ou na propagagao do processo oxidativo
(Sousa et al, 2007).

Ambos ao nivel 5% de significancia.
Diversos estudos tem identificado a
presencga de compostos fendlicos em varias espécies
de plantas, como por exemplo, no vinho (Mamede
& Pastore, 2004), na canola (Naczk et al, 1998), no
girassol (Kubicka et al, 1999), na primula (Balasinska
& Troszynska, 1998; Wettasinghe & Shahidi, 1999),
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TABELA 2. Atividade Antioxidante dos Extratos Etandlico e Hexanico.

Amostra

Quantidade de extrato (ppm) necessaria para decrescer

a concentracao inicial de DPPH em 50% (CES50).

Extrato etandlico

Extrato hexanico

BHT

19,1+0,1a

60,7+0,6b

181+6¢C

Letras minusculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.

TABELA 3. Percentagem de ativacao e inibicdo da enzima tirosinase.

Enzima pura
(Ativagao)

Enzima + extrato etandlico
bruto folha (inibigao)

Enzima + acido kéjico
(inibigao)

Apds 60 minutos 100 % a

48 % b -2%c

Letras minusculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.

Ambos ao nivel 5% de significancia.

na linhaga (Oomah et al, 1995) e no tremocgo (Tsaliki
et al, 1999), além de outros trabalhos que mostram
que muitos compostos fendlicos presentes em
plantas apresentam atividade inibitéria da tirosinase
(Sugumaran, 2002; Boissy & Manga, 2004; Victor
et al, 2004); sendo assim, o extrato escolhido para
o teste de inibigdo da tirosinase foi o etandlico, que
apresentou maiores teores de compostos fendlicos.

A tabela 3 mostra a porcentagem de
ativacao/inibicao da tirosinase, onde a enzima pura
obteve 100% de ativagdo apds uma hora, o extrato
etandlico inibiu 48% apds uma hora, e o acido
kdjico inibiu completamente a enzima, chegando a
apresentar valores negativos.

A capacidade de quelagéo dos ions cobre
nao mostrou resultados significativos no extrato
etandlico, ndo apresentando deslocamento dos
picos maximos de absor¢do, enquanto que na
solugéo de acido kojico observou-se o descolamento
do pico maximo de 270 nm para 310 nm, mostrando
sua capacidade de quelagao de ions. O acido kéjico
(5hidroxi-2hidroximetil-4 pirona) é uma substancia
natural produzida por fungos e bactérias, de
propriedades antimicrobianas. Seu poder inibitério
é do tipo incompetitivo (CHANG, 2009), ou seja,
age como quelante de cobre, provocando assim
a inativacdo da enzima tirosinase, tendo como
consequéncia a inibigdo da formagao da melanina.
Isso mostra que a inibicdo da enzima apresentada
no extrato etandlico das folhas ndo ocorre por agao
de inibidores incompetitivos por quelagéo de cobre.

Os estudos realizados com os
extratos brutos etandlico e hexanico, obtidos das
folhas de jatoba do cerrado, demonstraram que os
compostos fendlicos concentram-se principalmente
no extrato bruto etandlico, o que explicaria a maior

acgao supressora do radical livre DPPH. Por se tratar
de um extrato bruto etandlico, existem inUmeras
substancias que podem ser responsaveis por tal
capacidade; por isso, os resultados descritos neste
trabalho estimulam a continuidade dos estudos
dos compostos presentes no extrato etanélico com
a intengdo de isolar e identificar as substancias
responsaveis pela agao antioxidante e inibidora da
tirosinase presentes no jatoba.

Os dados presentes servem como
referéncia para as futuras investigagbes sobre
a utilizagcdo de extratos vegetais de plantas do
cerrado para o tratamento de doencas relacionadas
a hiperpigmentacao da pele, que substituam
os produtos sintéticos que estdo disponiveis no
mercado, os quais trazem muitos efeitos colaterais.

O bioma cerrado, com biodiversidade
riquissima em fauna e flora, vem sendo
descaracterizado a passos largos, correndo-se o
risco de alguma espécie vegetal ser extinta sem
ao menos se conhecer o seu verdadeiro potencial
fitoquimico com potencial de cura de doengas.
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