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RESUMO

Hymenaea martiana, conhecida popularmente como “atoba”, é uma espécie
utilizada na medicina tradicional no tratamento de inflamacdes e reumatismo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes métodos extrativos das
cascas, folhas, frutos e sementes na producdo de compostos fendlicos de
Hymenaea martiana Hayne (Fabaceae). As cascas, folhas, frutos e sementes foram
coletados em Petrolina-PE (exsicata n°® 6444). Foi realizada extracao para estudo
preliminar das drogas vegetais por maceracéo, percolagédo e ultrassom, utilizando
etanol 95% como solvente. Os extratos obtidos foram avaliados quanto ao
rendimento, aspectos visuais, triagem fitoquimica, desreplicacdo, deteccdo de
astilbina ou seus isdémeros por CLAE-EM, determinacdo de compostos fendlicos e
flavonoides totais, e da atividade fotoprotetora in vitro. As cascas foram escolhidas
como a droga vegetal mais adequada e suas caracteristicas fisico-quimicas foram
determinadas. Um planejamento fatorial 22 foi desenvolvido, com trés pontos
centrais, e os fatores escolhidos foram a porcentagem de &lcool e a relacéo
droga:solvente, pelos métodos de maceracdo e turbdlise. O rendimento e a
determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais foram as respostas
utilizadas. A avaliacdo preliminar mostrou que 0s maiores rendimentos foram
obtidos por maceracédo, e que cada parte vegetal influenciou nos aspectos visuais
dos extratos. Os extratos apresentaram perfil fitoquimico semelhante a outras
espécies do género, e a desreplicacdo revelou a presenca de flavonoides
importantes, como a astilbina. Adicionalmente, os valores de FPS e o teor de
compostos fendlicos e flavonoides totais evidenciaram a influéncia dos métodos na
determinacdo destes compostos. A droga vegetal escolhida, através de analise
estatistica, foi a casca do caule, que foi caracterizada fisico-quimicamente, com
resultados dentro do especificado na Farmacopeia Brasileira. O método de turbdlise
preparado com etanol a 50% e proporcdo 1:30 apresentou melhores resultados no
planejamento fatorial e foi escolhido como a melhor condigdo extrativa. Os
resultados deste estudo, obtidos de maneira racional e baseada em evidéncias
cientificas, fornecem informac¢des importantes para o futuro desenvolvimento de

produtos a partir de Hymenaea martiana.

Palavras-chave: Hymenaea martiana. Compostos Fenolicos. Métodos de extragao.



ABSTRACT

Hymenaea martiana, popularly known as "jatob&", is a species used in traditional
medicine to treat inflammation and rheumatism. The aim of this study was to evaluate
the influence of different extractive methods of bark, leaves, fruits and seeds in the
production of phenolic compounds in Hymenaea martiana Hayne (Fabaceae). The
bark, leaves, fruits and seeds were collected in Petrolina-PE (voucher specimen No.
6444). Extraction was performed for preliminary study of herbal drugs by maceration,
percolation and ultrasound, using 95% ethanol as solvent. The extracts obtained
were evaluated for yield, visual aspects, phytochemical screening, dereplication,
astilbin or isomers detection by CLAE-EM, determination of phenolic compounds and
total flavonoids, and photoprotective activity in vitro. The barks were chosen as the
most suitable plant drug and its physicochemical characteristics were determined. A
factorial design 22 was developed with three central points, and the factors chosen
were the percentage of alcohol and relationship drug:solvent, by the methods of
maceration and turbolysis. The yield and the determination of total flavonoids and
phenolic compounds used were the responses. The preliminary evaluation showed
that the highest yields were obtained by maceration, and each vegetable part
influences the visual aspects of the extracts. The extracts showed phytochemical
profile similar to other species of the genus, and the dereplication revealed the
presence of important flavonoids, as astilbin. In addition, SPF values and the content
of phenolic and total flavonoid compounds showed the influence of methods for the
determination of these compounds. The chosen plant drug, through statistical
analysis, was the stem bark, which was characterized for physicochemical aspects,
with results within specified in the Brazilian Pharmacopoeia. The turbolysis method
prepared with 50% ethanol and 1:30 ratio showed better results in experimental
design and was chosen as the best extraction condition. The results, obtained in a
rational and scientifically based way, provide important information for future product

development from Hymenaea martiana.

Key-words: Hymenaea martiana. Phenolic compounds. Extraction methods.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém tido papel importante na terapéutica desde a
antiguidade, porém, seu valor como alternativa clinica vem ganhando destaque em
politicas publicas de varios paises ao redor do mundo, inclusive no Brasil, que vem
se normatizando, especialmente em relagdo a alguns critérios, como seguranca,
eficicia e qualidade de medicamentos com matérias-primas ativas vegetais.

Hymenaea é um género da familia Fabaceae, altamente distribuido da
Ameérica Central a América do Sul, principalmente na bacia amazbnica, com cerca
de 25 espécies descritas nas Américas (PETTIT et al., 2003).

O género, caracterizado por sua distribuicdo neotropical, também inclui uma
espécie de ocorréncia no leste da Africa (MARTIN et al., 1974). Plantas do género
Hymenaea s&o conhecidas no Brasil como “jatoba”, “jetai”, “jatai-uva”, “jetaiba”
(OLIVEIRA et al.,, 2012), e sdo comumente utilizadas na mecidina tradicional
brasileira para o tratamento de inflamagdes, infec¢cdes bacterianas, reumatismo e
anemia (GAZZANEO et al., 2005; AGRA et al., 2007). Das cascas, uma resina é
exudada e esta é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de ferimentos,
disturbios géastricos e bronquite (MARSAIOLI et al., 1975). A caracteristica principal
das espécies de Hymenaea € a sua composicdo essencial de diterpenos nos
extratos e resina das cascas do caule (DOMENECH-CARBO et al., 2009). Uma
classe de diterpenos, enantio-labdanoicos, foram isolados, assim como diterpenos
da classe clerodano (NOGUEIRA et al., 2001).

Dentre as plantas medicinais do género Hymenaea, destaca-se a Hymenaea
martiana Hayne, conhecida popularmente no Nordeste brasileiro como “jatoba”.
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 € nativa
da Africa, podendo ser encontrada no México, Cuba e América do Sul, apresentando
grande distribui¢cdo no territorio brasileiro (SOUZA, 2008).

Os flavonoides destacam-se dentre as principais classes de produtos
naturais, pertencendo a classe dos polifenéis. Sdo compostos formados por um
nacleo benzopirano ou cromano, ligado a um anel aromatico, formando o ndcleo
fundamental “fenil-benzopirano”. Dentre as principais atividades farmacolégicas

associadas aos flavonoides, podem ser citadas a atividade antioxidante (ALMEIDA
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et al., 2012), antifungica (SOUZA et al., 2009), imunomoduladora, anti-inflamatoria,
bactericida, antiviral, hepatoprotetora e gastroprotetora (GUARDIA et al., 2001).

O uso tradicional do jatoba tem sido relatado, e o extrato alcodlico de H.
martiana tem sido usado no tratamento de inflamacdes e de reumatismo, e ainda
como antinociceptiva e analgésica (NEVES et al., 1993; GAZZANEO et al., 2005).
Algumas substancias que tém sido relacionadas as atividades farmacologicas séao
flavonoides (CARNEIRO et al., 1993; CLOSA et al., 1997; ALMEIDA et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucdo
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 26 de 13/05/2014, define que fitoterapicos séo os
medicamentos produzidos com o emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais, com eficacia e seguranca baseada em evidéncias clinicas e que
apresentam constancia na sua qualidade. Portanto, para que uma planta medicinal
possa ser utilizada como medicamento fitoterapico de forma segura, torna-se
necessaria a sua padronizacao, ou seja, a autenticidade da droga vegetal e seu teor
de principios ativos devem ser estabelecidos dentro dos critérios de qualidade
(BRASIL, 2014).

O emprego de plantas medicinais, em paises como o Brasil, possui grande
importancia, principalmente para a populacéo de baixa renda, ja que séo eficientes e
de baixo custo, além de possuir um aspecto cultural. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) vem recomendando internacionalmente a fitoterapia como um apoio
terapéutico em politicas de satde publica (OLIVEIRA; ARAUJO, 2007).

Para a producdo desta classe de medicamentos, a preparacdo do insumo
farmacéutico ativo constitui etapa critica, devido a influéncia de varios fatores, como
a variacdo na producdo dos principios ativos pelo vegetal, condicdes extrativas,
propriedades dos diversos solventes, bem como as variadas técnicas de extracao
disponiveis (BRASIL, 2011). A padronizacdo e controle destes fatores na producéo
das drogas e derivados vegetais torna-se, entéo, imprescindivel para a qualidade do
produto fitoterapico. Neste caso, a elaboracdo do extrato vegetal seco apresenta
inUmeras vantagens para a sua aplicacdo, como maior estabilidade quimica,
facilidade de armazenamento, transporte e manuseio, podendo ser utilizado como
matéria-prima ativa para produtos nas mais diversas formas farmacéuticas
(FONSECA, 2009).

De acordo com um levantamento bibliogréafico, ainda néao foi encontrado estudo

fitoquimico com as folhas, frutos e sementes de Hymenaea martiana.
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Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo a avaliacao da influéncia de
diferentes métodos extrativos em diferentes partes da espécie Hymenaea martiana,
através da determinacdo de constituintes quimicos dos extratos, caracterizacao
fisico-quimica, e da otimizacdo da extracdo desta classe de compostos, atraves de
planejamento fatorial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a influéncia de diferentes métodos extrativos das cascas, folhas, frutos

e sementes na producdo de compostos fenolicos em Hymenaea martiana Hayne

(Fabaceae).

2.2 Especificos

Realizar uma revisado bibliogréfica, levando em consideracdo os aspectos
fitoquimicos e farmacolégicos do género Hymenaea nos principais bancos de
dados disponiveis na area de produtos naturais;

Preparar extratos a partir dos materiais vegetais (cascas, folhas, frutos e
sementes) de Hymenaea martiana, utilizando métodos extrativos diversos,
como maceracao, percolacdo e ultrassom;

Calcular o rendimento de cada extrato, bem como realizar uma avaliacdo de
seus aspectos visuais;

Realizar a triagem fitoquimica qualitativa dos extratos;

Realizar a identificacdo de astilbina e outros flavonoides, através da analise em
CLAE-EM;

Avaliacdo do teor de metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos totais
e flavonoides totais;

Realizar o controle de qualidade fisico-quimico da droga vegetal com melhores
resultados nas avaliacées;

Realizar a otimizacdo da extracdo, através da elaboracdo de planejamento
fatorial 22 para a droga vegetal escolhida, e utilizando como fatores as
concentracfes da solucdo extrativa (porcentagem de alcool) e relacao
droga:solvente;

Avaliar o teor de metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos totais e

flavonoides totais, e escolher o método extrativo mais eficiente.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Plantas medicinais no Brasil: legislacdo brasileira para o registro de
medicamentos fitoterapicos

O uso de plantas medicinais esteve presente durante toda a historia da
humanidade, ndo apenas para o uso alimentar, mas também para uso ritualistico e
terapéutico. Durante longo periodo, as plantas medicinais constituiram o principal
recurso terapéutico disponivel, mas os avancos tecnolégicos trouxeram as drogas
sintéticas para o tratamento de enfermidades. Atualmente, a sociedade vem
valorizando a utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas,
provavelmente devido a busca por habitos saudaveis, além de problemas com o
tratamento eficiente de certas enfermidades, como a resisténcia bacteriana e efeitos
colaterais dos medicamentos alopaticos (SOUZA, 2008).

Para o registro de medicamentos, € necesséria a realizacdo de testes que
visam garantir a pureza e integridade da droga vegetal, além da avaliacdo de
solventes e excipientes utilizados na extracdo do derivado, relacdo aproximada droga
vegetal: derivado vegetal e testes de pureza e integridade do derivado vegetal. Para
extratos secos, é exigida a determinacdo de agua, densidade aparente, além da
determinacdo de contaminantes, analise quantitativa de marcadores e perfil
cromatografico (BRASIL, 2014).

A ANVISA ainda define que marcador é a substancia ou classe de substancias
que sao utilizadas como referéncia no controle da qualidade da matéria-prima vegetal
e do medicamento fitoterapico, que preferencialmente deve ter correlacdo com o
efeito terapéutico (BRASIL, 2014). O doseamento e identificacdo dos marcadores
quimicos, com a devida rastreabilidade e confiabilidade, deve ser realizada com a
utilizacdo de métodos precisos e desenvolvidos com qualidade.

A grande biodiversidade brasileira, aliada a legislacdo atualizada para o registro
de medicamentos fitoterapicos, consolida o uso de plantas como primeiro recurso
utilizado no tratamento de diversas enfermidades, sendo muitas vezes, este uso feito
de forma empirica, sem suas propriedades farmacoldgicas comprovadas (SILVA et al.,
2012).

3.2 O género Hymenaea
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3.2.1 Etnobotanica e farmacologia do género

Muitas pesquisas objetivaram o estudo das espécies de Hymenaea em todo o
mundo, devido ao seu uso tradicional destas plantas como uma alternativa
terapéutica. 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, duas espécies foram citadas - Hymenaea gaertneriana e Hymenaea
verrucosa, e a sua utilizacdo séo relacionadas a resina como matéria-prima para a
producéo de vernizes (JOST et al., 1989). No Brasil, este género € citado em muitos
estudos, principalmente na regido Nordeste e Central. No Nordeste, ha estudos
etnofarmacoldgicos interessantes sobre as espécies de Hymeaea, que descrevem o
seu uso na forma de decocc¢Bes ou xaropes para tosse, anemia, (AGRA et al., 2007,
CUNHA; BORTOLOTTO, 2011), bronquite, inflamacdo, antioxidante (CHAVES,;
BARROS, 2012; OLIVEIRA et al., 2012), sinusite, espasmos abdominais, problemas
na prostata, asma, gripe comum e para problemas pulmonares, e a resina em forma
de patch para cicatrizacao de ferimentos (CHAVES; BARROS, 2012).

Varios estudos farmacolégicos descrevem as atividades de Hymenaea (Tabela
1). O género foi analisado quanto & sua atividade anticancer e os resultados foram
positivos (SAMPAIO et al., 1984). As plantas do género séo utilizadas como chéas e
xaropes (LEITAO et al., 2013), e os frutos e a farinha das sementes s&o utilizados
(OLIVEIRA et al., 2012). Em alguns artigos, o género foi um dos mais citados em
estudos etnofarmacolégicos (CHAVES; BARROS, 2012; CUNHA; BORTOLOTTO,
2011; ALBUQUERQUE et al., 2007a; MENDES; CARLINI, 2007), nas duas regifes
mencionadas e no sudeste (LEITAO et al., 2013). As partes citadas da planta sdo as
cascas, resina, galhos e epicarpo (AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007b).
A resina de Hymenaea é encontrada na composicdo de ambar (HEINRICHS et al.,
2013). Uma publicacao do século 19, escrita por um naturalista europeu, cita espécies
de Hymenaea utilizadas no Brasil, o qual cita a utilizacdo de frutos e sementes
(OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

Como uma espécie neotropical, Hymenaea courbaril apresenta essencialmente
a distribuicdo do género na América, mas ocupa a maior parte dos habitats, e esta
espécie é relada por ser tipicamente diferenciada. Existe uma hipotese de que um
antecedente de Hymenaea da floresta tropical derivou nesta espécie, durante os
periodos secos de meados da era Terciaria. Subsequentemente, esta espécie irradiou

em sua enorme variedade de habitats que ocupa hoje. Hymenaea courbaril é
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considerada a principal espécie do género, ocorrendo em algumas areas da América
do Sul, principalmente no norte da Amazonia. Apresenta uma distribuicdo uniforme, e
aproximadamente cinco variedades tém sido descritas nestas areas (MARTIN et al.,
1974).

Hymenaea courbaril é a planta mais estudada do género, com um grande
namero de artigos cientificos relatando seu uso tradicional. Esta espécie € conhecida
como “jatoba”, e tem sido citada como planta medicinal por varias comunidades, como
tratamento para tosse, bronquite, gripe, fraqueza, anemia, doencgas da prostata e
gastrite (ALBUQUERQUE et al., 2007b), dores, febre, problemas respiratérios,
diarreia (HEINRICH et al., 1992), partos e gravidez (COE; ANDERSON, 1996a). A
planta ainda é relatada para cicatrizacéo de ferimentos e anti-inflamatéria (ARAUJO
et al., 2008), anti-reumatismo e uricostrico (CACERES et al., 1987), leucorreia,
vaginite (CACERES et al., 1991), como ténico durante a gestac¢éo (COE; ANDERSON,
1996b), malaria (MILLIKEN, 1997), ténico em geral, fortificante, energizante, age
restaurando a forca organica e para melhorar a producdo sanguinea, combatendo a
fraqueza em criangas e em geral (MENDES; CARLINI, 2007; BARRET, 1994). Os
frutos sdo comestiveis (CRUZ et al, 2013; DIAS et al, 2013). Todas as partes da planta
sdo citadas, principalmente as cascas, folhas, galhos, resina, seiva e frutos
(ALBUQUERQUE et al, 2007b; ARAUJO et al, 2008; MENDES; CARLINI, 2007;
BARRET, 1994; CHAVES; BARROS, 2012; CARTAXO et al., 2010).

Muitos estudos farmacologicos foram desenvolvidos utilizando amostras de
Hymenaea courbaril, visando comprovar seu uso medicinal. Em 1970, Barros et al.
desenvolveram uma prospeccao farmacolégica incluindo esta planta, e descobriram
um alto grau de toxicidade em testes com ratos; efeito depressor na pressao
sanguinea e respiracdo em gatos; efeito depressor em coracdo de tartarugas; efeito
estimulante no tdnus e motilidade em duodeno de coelhos; efeito inibidor em
espasmos uterinos em ratos.

Em 1999, Antoun et al. conduziram um estudo que mostrou que esta espécie
apresenta atividade contra o virus HIV, com concentracao inibitéria de 21 pg/mL e em
outro estudo em 2001, H. courbaril mostrou atividade antiplasmodial parcial (ANTOUN
et al., 2001). Cecilio et al. (2012) também realizou uma prospeccao para atividade
antiviral contra rotavirus, e a espécie exibiu um dos maiores valores para atividade in

vitro, dentre 14 plantas. A resina das folhas de H. courbaril inibiu o crescimento de
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fungos in vitro, o que provavelmente pode ser relacionado a composicdo de
sesquiterpenos (ARRHENIUS; LANGENHEIM, 1983).

Estudos recentes revelaram o forte poder de sequestro do radical DPPH,
atividade miorrelaxante em traqueia de ratos, utilizando o extrato etandlico bruto e
fracOes, sendo a fracdo acetato de etila a fracdo mais eficiente. O mesmo estudo
relatou a atividade miorrelaxante da astilbina, isolada da fracdo bioativa acetato de
etila, indicando que este flavonoide pode ser responsavel pela atividade desta fracao.
A referida fracdo também reduziu contracdes de canais de Ca?* dependentes do fluxo
de cétion divalente operados por voltagem (VOCCs) ou canais de Ca?* operados por
receptores (ROCCs), mas foi mais potente na inibicdo dos canais VOCC- do que as
contracdes dependentes dos canais ROCC- induzidos por adicdo de Ca?* em meio
livre de Ca?* enriquecido por ACh. Pré-tratamento oral com a fragdo acetato de etila
em animais sensibilizados com antigenos preveniu a hiperresposta de vias aereas em
contracdo induzidas por KCI, e reduziu o numero total de células brancas,
particularmente eosindfilos e neutrofilos em lavado broncoalveolar (BEZERRA et al.,
2013).

A atividade inibitoria da 5-lipoxigenase de Hymenaea courbaril foi testada,
utilizando a resina desidratada das cascas e leucdécitos de porcos. Esta planta
apresentou 100% de inibicdo, em uma concentracdo de 19 pug/mL, e foi a espécie mais
ativa no estudo (BRAGA et al., 2000a). H. courbaril ndo inibiu a enzima conversora de
angiotensina-l (BRAGA et al., 2000b).

A composi¢do quimica dos tegumentos de sementes e folhas de H. courbaril
foi analizada, utilizando etanol e acetona 70% como solventes. ApGs a particdo, varias
fracOes exibiram atividade antifingica e anticolinesterasica, e a partir das folhas foram
encontrados &cido isocitrico, acido isopimarico, acido oleico, 4cido protocatecuico e
guercetina. No tegumento das sementes, acido galico e acido protocatecuico foram
encontrados (TORRES et al., 2012).

Estudos tém demonstrado a atividade antifingica de H. courbaril contra
Candida albicans (CACERES et al., 1991), especialmente o extrato cloroférmico das
cascas (RAHALISON et al.,, 1993), e o extrato cloroféormico de partes aéreas
mostraram atividade contra C. albicans e Cladosporium cucumerinum, e atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (VERPOORTE; DIHAL, 1987).
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Os frutos de H. courbaril apresentam coloracdo escura com vagens rigidas, po
adocicado amarelado cobrindo as sementes rigidas e escuras, de coloracao que varia
de marrom claro a escuro, mas sementes alaranjadas ja foram encontradas. As
sementes séo levemente achatadas, com formato elipsoide, oblonga e arredondado.
Os frutos de H. courbaril foram considerados maiores, com um numero maior de
sementes por frutos e significantemente mais pesados do que os frutos de H. martiana
(CUNHA-SILVA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2011a). Em um estudo que avaliou o
efeito inibitério da cicloxigenase e peroxidacao lipidica dos frutos desta espécie,
alguns compostos foram isolados e apresentaram inibicdo seletiva para estas
enzimas. Ambas as atividades foram relacionadas aos terpenoides isolados
(JAYAPRAKASAM et al., 2007). Estes resultados confirmam a utilizacdo desta
espécie como anti-inflamatéria e fonte de antioxidantes.

Outro estudo promoveu o isolamento de terpenoides, que exibiram fraca
atividade citotoxica frente a cepas mutantes de leveduras e linhagens celulares de
cancer humano (KADER et al., 2002). Dados importantes sao apresentados em uma
prospeccao para atividade anticancer de plantas do Nordeste brasileiro, na qual H.
courbaril apresentou 48% de inibicdo para tumores de Ehrlich, em uma dose diaria de
73 mg/Kg, e foi caracterizada pelos autores como uma inibigcao significativa (MORAES
et al, 1997). Nenhuma atividade contra Biomphalaria glabrata e Biomphalaria
straminea foi encontrada em um estudo realizado em 1974, seguindo os protocolos
da OMS de 1961, aplicando extracdo a quente das cascas de H. courbaril com agua
e alcool (1g de peso seco / L) (SOUZA; ROUQUAYROL, 1974). Adicionalmente, a
atividade moluscicida da planta foi testada contra B. glabrata, nas diluicdes 1:2, 1.5 e
1:20 do O6leo essencial, extraido por co-destilacdo, mas nenhuma resposta foi
encontrada (ROUQUAYROL et al., 1980). Entretanto, em uma prospeccao de plantas
do Panama para a atividade moluscicida, Hymenaea courbaril foi uma das plantas
mais potentes dentre 15 extratos ativos das cascas e folhas contra B. glabrata. O
extrato ativo foi preparado com metanol a temperatura ambiente, e a atividade
moluscicida foi realizada em intervalos de 24 horas, em uma concentracao de 100
ppm para as cascas e 400 mg para as folnas (MARSTON et al., 1996). Esta diferenca
nas respostas mostrou que a temperatura elevada de extracao prejudicou a atividade
moluscicida.

Utilizando varios extratos vegetais, a atividade leishmanicida foi avaliada

(RIBEIRO et al., 2014) e Hymenaea courbaril foi uma das plantas mais potentes, com
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0s extratos etanolicos e hexanicos exibindo resultados de 1Cso = 44,10 pg/mL e 35,84
pug/mL, respectivamente. A atividade contra Aedes aegypt também foi avaliada, e a
planta foi considerada ativa, utilizando a casca de frutos maduros e imaturos (AGUIAR
et al., 2010).

Outra atividade interessante de Hymenaea courbaril foi avaliada em 1999, no
Japdo. O pericarpo do jatoba foi extraido com acetona aquosa 70% apos o
desengorduramento, e o extrato foi separado em coluna cromatografica com
sephadex LH-70, utilizando eluentes com gradiente de polaridade. As fracdes
metandlica e acetona aquosa 70% exibiram alto efeito inibitério da tirosinase in vitro,
e suprimiu a formacéo de melanina em crescimento de células de melanona em ratos
B-16 (TAKAGI et al., 1999). O efeito anti-inflamatoério e inibicdo da pigmentacao
também foi testado com o pericarpo desta planta, e a fracdo etandlica separada em
coluna de sephadex dos extratos cetonicos e aquosos inibiram edema induzido por
carragenina e a pigmentacdo induzida por UVB, sugerindo que o pericarpo de
Hymenaea courbaril € um potente agente anti-inflamatério e clareador (TAKAGI et al.,
2002).

Um polissacarideo de Hymenaea courbaril tem sido estudado, a xiloglucana,
gue tem sido extraida dos cotilédones (BUCKERIDGE et al., 1997), sementes (LIMA
et al.,, 1993; LIMA et al., 1995) e folhas (BUSATO et al., 2001). Como um dos
principais polissacarideos hemicelulosidicos, a xiloglucana esta presente em paredes
celulares priméarias em dicotiledéneas (MCNEIL et al., 1984; FRY, 1989; CARPITA,
GIBEAUT, 1993), mas também foi encontrada em gimnosperma (KAKEGAWA et al.,
1998). Este carboidrato esta relacionado a importantes funcées, como o controle da
expansao celular, efeitos no crescimento e como carboidrato de reserva em sementes
(FRY, 1989; HAYASHI, 1989).

A xiloglucana extraida de Hymenaea courbaril foi analizada biologicamente, e
apresentou uma interessante atividade imunomoduladora em macrofagos peritoniais.
O maior aumento no numero de macrofagos, de maneira dose-dependente, foi
encontrado com a xiloglucana desta espécie, com 567% de aumento, com uma dose
de 200 mg/Kg. O carboidrato também apresentou efeito na producéo de Oz, entdo os
autores relacionaram a sua atividade imunomoduladora (ROSARIO et al., 2008).

Em 2011, autores descobriram que a xiloglucana afetou a producgéo de varias
citocinas por macréfagos, em diferentes proporcdes, e que esta promoveu um efeito

significativo na producéo de todas as citocinas testadas (ROSARIO et al., 2011).
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Estudos recentes nos efeitos genéticos de Hymenaea courbaril analizaram
seus efeitos toxicos, genotoxicos, recombinogénicos e antigenotoxicos, utilizando o
teste do microndcleo em medula de ratos, e o teste de mutacdo e recombinacéo
somatica (SMART) em Drosophila melanogaster. Resultados interessantes foram
encontrados, e a seiva de H. courbaril ndo exibiu efeitos toxicos, clastrogénicos ou
aneugénicos. Também exibiu efeitos anticitotoxicos, anticlastogénicos e
antineugénico, e nenhum efeito mutagénico ou recombinogénico foi encontrado.
Também conclui-se que a planta apresentou-se como antimutagénico e
antirecombinogénico (VALE et al., 2013). Todos esses dados mostram as importantes
atividades farmacologicas da espécie.

Hymenaea stignocarpa é outra importante planta do género Hymenaea.
Conhecida como uma arvore indigena, com nome popular “jatoba”, e “jatoba-do-
campo”, esta espécie é tradicionalmente utilizada para dores estomacais, adstringente
e expectorante. A resina das cascas € utilizada como tratamento anti-Ulcera
(HIRSCHMANN; ARIAS, 1990). O fruto comestivel de H. stignocarpa é consumido na
culinaria regional do Cerrado, e a farinha é utilizada na preparacéo de bolos, pées,
biscoitos e cereais quentes (SILVA et al., 2001).

Em uma prospeccdo etnofarmacoldgica, realizada na cidade de Alto do
Paraiso, Goias, Brasil, na regido do Cerrado, Hymenaea stignocarpa foi uma das 10
espécies mais citadas dentre 103 espécies, e sua utilizacdo na medicina popular foi
descrita como depurativa, anti-inflamatéria, estimulante do apetite e fortificante rico
em ferro (SOUZA et al.,, 2006). Em um estudo desenvolvido no estado do Mato
Grosso, Brazil, dentre 138 espécies, H. stignocarpa foi uma das plantas mais citadas
pela populagcéo (PASA et al., 2005).

Nos livros de campo, escritos pelo naturalista francés Auguste de Saint-Hilaire,
no século 19, Hymenaea stignocarpa foi citada como uma planta brasileira utilizada.
O nome original foi descrito como “jatoba”, e a resina foi citada por sua utilizacao
interna para o tratamento de gonorreia, e juntamente com o 6leo de copaiba, para o
tramento de fraturas (BRANDAO et al., 2012).

Leishmania amazonensis foi exposto a 44 extratos e fragcoes de plantas, em um
estudo farmacolégico controlado, e H. stignocarpa foi uma das plantas mais potentes,
com o extrato etandlicos apresentando ICso = 4,69 pg/mL (RIBEIRO et al., 2014).

Uma analise farmacologica de Hymenaea stignocarpa para avaliacdo dos

efeitos antiulcerativos e diarreicos gastricos e duodenais em um modelo experimental
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em roedores mostrou que a administragédo oral de 5.000 mg/Kg do extrato metandlico
das cascas da planta ndo produziu nenhum efeito significativo de toxicidade aguda.
Este extrato, na dose de 200 mg/Kg exibiu efeito antidiarreico e foi capaz de proteger
a mucosa gastrica contra etanol absoluto, com resultado de 68% de protecéo, e
também contra o efeito irritativo de drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais, com 86%
de protecdo. Este extrato também protegeu a mucosa duodenal contra irritacdes
causados por cisteamina, com resultados de 98% de protecao, e contra ulceracao
gastrica induzida por reperfusdo isquémica induzida preveniu a diminuicdo da
glutationa na mucosa gastrica. Oxido nitrico parece estar envolvido no efeito
gastroprotetor. O extrato metandlico das cascas e a dieta com a polpa do fruto
claramente demonstraram acfGes de cicatrizacdo gastrica apos tratamento por 7
(extrato apresentou 53% de inibicdo) ou 14 dias (extrato apresentou 60% de inibicao
e polpa dos frutos, 61%). O tratamento com a dieta com a polpa do fruto por 7 dias
demonstrou uma significante cicatrizacdo duodenal, com 71% de inibicdo, sem
nenhum sinal de toxicidade (ORSI et al., 2012).

Os mesmos autores também avaliaram a atividade anti-inflamatoria intestinal
do extrato metandlico das cascas de H. stignocarpa e a dieta com a polpa do fruto,
utilizando o modelo TNBS de inflamacgéo intestinal em ratos. O efeito protetor foi
detectado no tratamento com 100, 200 e 400 mg/Kg do extrato das cascas e com a
farinha da polpa do fruto a 10%. Estes resultados foram acompanhados do efeito
inibitério da peroxidacdo lipidica em membranas cerebrais de ratos (ORSI et al.,
2014).

A atividade antimicrobiana de Hymenaea stignocarpa foi avaliada e diferentes
extratos obtidos das cascas foram ativos contra Staphylococcus aureus. A prospeccao
fitoquimica apresentou terpenos e cumarinas no extrato ciclohexanico, flavonoides e
taninos condensados no extrato etandlico e hidroalcodlico e fracdes aquosas. Os
extratos e fracbes com as maiores concentracdes de taninos exibiram as melhores
atividades. Perfis cromatograficos foram preparados, e sugerem a presenca de
astilbina e outros flavonoides nos extratos etanolicos e hidroalcodlicos. Neste estudo,
os efeitos citologicos observados por microscopia eletronica em diferentes
concentracdes do extrato hidroalcodlico evidenciou a atividade antibacteriana contra
S. aureus (DIMECH et al., 2013).
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A atividade antibacteriana também foi avaliada para extrato cloroférmico das
folhas de H. stignocarpa, e o mesmo foi ativo contra Staphylococcus aureus, mas nao
apresentou atividade contra Escherichia coli (NOVAIS et al., 2003).

Seis flavonoides isolados das folhas de Hymenaea palustris apresentaram
atividade de inibicdo do crescimento de células cancerigenas, em um ensaio
biomonitorado (linhagem de células de leucemia linfocitica P388 e linhagem de células
de cancer humano). Flavonas encontradas no estudo apresentaram atividade
antibacteriana contra Enterococcus faecalis e Neisseria gonorrhoeae (PETTIT et al.,
2003).

Hymenaea intermedia ocorre nas areas secas da Amazonia central e do leste,
e pode crescer até 39 metros de altura (LANGENHEIM; STUBBLEBLINE, 1983).
Alguns autores estudaram os aspectos morfolégicos de suas sementes e germinacgao
desta espécie (MELO et al., 2004). As caracteristicas biométricas dos frutos e
sementes também foram estudadas, e o tamanho dos frutos varia 26,3 a 54,8 mm,
com comprimento de 19,1 a 43,8 mm e espessura de 17,7 a 29,6 mm. Os frutos
apresentam entre 1 a 3 sementes. O tamanho das sementes varia de 18,7 a 27,4 mm,
comprimento entre 12,2 a 16,1 mm e espessura de 10,9 a 15,6 mm. H. intermedia
apresenta as menores medicoes, se comparada com H. courbaril e H. martiana (CRUZ
et al., 2001; CUNHA-SILVA et al., 2012).

Hymenaea intermedia é popularmente utilizada como decocto ou xarope, para
o tratamento de tosse e anemia (AGRA et al., 2007). A seiva e cascas foram testadas
contra Mycobacterium tuberculosis, porém foram inativas (OLIVEIRA et al., 2011).

A Tabela 1 apresenta as atividades bioldgicas relatadas na literatura cientifica

em plantas do género Hymenaea.
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Tabela 1 - Atividades bioldgicas de Hymenaea.

Origem
Espécies (Parte Atividade Extrato Resultado Referéncias
utilizada)
H. courbaril Brasil Antitumoral EtOH-H20 Inativo MORAES et al.,
(cascas) 50% 1997
Guatemala Diurético Decocgéo Ativo CACERES et al.,
(cascas) 1987
Panama Antifiingico CHCIls/ H20/ Inativo RAHALISON et
(cascas) MeOH al., 1993
Moluscicida MeOH Ativo MARSTON et al.,
1996
Suriname Antibacteriana EtOH 95% Ativo VERPOORTE;
(cascas) DIHAL, 1987
Antifangico EtOH 95% Inativo VERPOORTE;
DIHAL, 1987
Brasil Moluscicida Oleo Inativo ROUQUAYROL
(cascas) Essencial etal., 1980
México Antifungico Resina Ativo ARRHENIUS;
(folhas) LANGENHEIM,
1983
Porto Rico Antimicobacteriana EtOH 95% Parcialmen  ANTOUN et al.,
(folhas) Antiplasmodial te ativo 2001
Ativo
Panama Antifingico CHCls/ MeOH Ativo RAHALISON et
(folhas) al., 1993
H20 Inativo RAHALISON et
al., 1993
Suriname Citotoxica EtOAC Parcialmen KADER et al.,
(folhas) te ativo 2002
Nao Inibicdo da 70% Acetona Ativo TAKAGI et al.,
especificado tirosinase aquosa 1999
(pericarpo)
Citotdxica Ativo
N&o Anti-inflamatéria EtOH 100% Ativo TAKAGI et al.,
especificado 2002
(pericarpo)
Despigmentacao EtOH 100% Ativo TAKAGI et al.,
2002
Nao Alergénico Resina Parcialmen JOST et al., 1989
especificado te ativo
(resina)
Brasil Inibic&o da 5- Resina Ativo BRAGA et al.,
(resina) lipoxigenase 2000a
Brasil Inibicdo de enzima Resina Parcialmen BRAGA et al.,
(resina) conversora de te ativo 2000b
angiotensina
Suriname Antibacteriana EtOH 95% Inativo VERPOORTE;
(resina) DIHAL, 1987
Antifingica EtOH 95% Ativo VERPOORTE;
DIHAL, 1987
México Hemaglutinina H20 Inativo GIRAL et al.,
(sementes) 1978
Inibic&o de tripsina H20 Ativo GIRAL et al.,
1978
Porto Rico Antiviral Fragao Ativo ANTOUN et al.,
Aquosa 1999

(peciolos)
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Citotéxica Fracao Inativo ANTOUN et al.,
Aquosa 1999
Brasil Antiviral EtOH 95% Ativo CECIiLIO et al.,
(folhas) 2012
Brasil Estimulante uterino H20 Inativo BARROS et al.,
(cascas) 1970
Guatemala Antifingico EtOH 60% Inativo CACERES et al.,
(cascas) 1991
Brasil Moluscicida EtOH 95% Inativo SOUZA,;
(cascas) ROUQUAYROL,
1974
H20 Inativo SOUZA;
ROUQUAYROL,
1974
Brasil Antioxidante EtOH Ativo BEZERRA et al.,
(cascas) Miorelaxante de EtOH Ativo 2013
traqueia de ratos
Brasil (folhas Anticolinesterase 70% EtOH / Ativo TORRES et al.,
e sementes 70% Acetona 2012
Antifangica
Antioxidante
Jamaica Inibic&o de ciclo- n-Hexano / Ativo JAYAPRAKASAM
(frutos) oxigenase e EtOAc / et al., 2007
peroxidacao lipidica MeOH
Brasil Antileishmania Hexano / Ativo RIBEIRO et al.,
(folhas) EtOH 2014.
N&o Inseticida (Aedes Oleos Ativo AGUIAR et al.,
especificado argypt) essenciais 2010
(frutos)
Brasil Imunomodulador MeOH:H20 Ativo ROSARIO et al.,
(sementes) 2008
Ativador de Aquoso Ativo ROSARIO et al.,
macréfagos 2011
Brasil (resina Anticitotdxica, Resina Ativo VALE et al., 2013
do caule) Anticlastogénica
Antineugénica
Antimutagénica
Antirecombinogénic
a
H. courbaril Brasil Antifungica Resina Ativo ARRHENIUS;
var. (folhas) LANGENHEIM,
stilbocarpa 1983
H. martiana Brasil Analgésica EtOH-H20 Ativo NEVES et al.,
(cascas) 50% 1993
Anti-inflamatdria EtOH-H20 Ativo NEVES et al.,
50% 1993
Espasmolitica Hidroalcodlic Ativo CALIXTO et al.,
o} 1992a
EtOH-H20 Ativo CALIXTO etal.,
(1:1) 1992b
Aumento da EtOH-H20 Ativo NEVES et al.,
permeabilidade 50% 1993
vascular
N&o Antinociceptiva N&o Ativo CECHINEL-
especificado Anti- especificado FILHO et al.,
edematogénica 2000
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N&o Hepatoprotetora N&o Ativo CLOSA et al.,
especificado especificado 1997
Brasil Antimicrobiana EtOH / H20 Ativo SOUZA et al.,
(cascas) 2009
H. palustris  Peru (folhas) Antitumoral 1:1 CH2Cl2- Ativo PETTIT et al,,
MeOH 2003
H. species Brasil (Nao Citotdxica H20 Inativo SAMPAIO et al.,
especificado) 1984
H. Brasil Antiulcerogénica MeOH Ativo ORSl et al., 2012
stignocarpa (cascas e
frutos)
Brasil Antidiarreica MeOH Ativo ORSl et al., 2012
(cascas e
frutos)
Anti-inflamatério ORSl et al., 2014
Intestinal
Brasil Antileishmania Hexano / Ativo RIBEIRO et al.,
(folhas) EtOH 2014
Brasil (folhas Fitotoxica Aquoso / Ativo OLIVEIRA et al.,
e frutos) EtOH 2002
Brasil Antimicrobiana Ciclohexano / Ativo DIMECH et al.,
(cascas) EtOAc / EtOH 2013
/ H20
Brasil Antimicrobiana CHCI3 Ativo NOVAIS et al.,
2003

(cascas)
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3.2.2 Fitoquimica do género

A composicdo quimica do género Hymenaea tem sido descrita por varios
estudos importantes (Anexo A). E considerado um género produtor de resina, e
guando derivada de folhas e sementes, € composta principalmente por diterpenos. O
extrato e a resina das cascas apresentam diterpenos do tipo enantio-labdanoico
(CUNNINGHAM et al., 1973; CUNNINGHAM et al., 1974; MARSAIOLI et al., 1975;
IMAMURA et al., 1977), e diterpenos do tipo ent-halimano sdo encontradas na resina
das cascas das sementes (KHOO et al., 1973).

Pesquisas com Hymenaea courbaril mostram que esta espécie é composta
principalmente por sesquiterpenos e diterpenoides. Xiloglucanas, flavonoides e
biscumarinas também foram encontradas. A resina das folhas de H. courbaril
(MARTIN et al.,, 1972) é constituida por sesquiterpenos e podem estar presentes
sesquiterpenoides oxigenados. Esta resina apresentou propriedades antifingicas
contra o género Pestalotia, e o cariofileno presente pode ser convertido em epéxidos
antifangicos por oxidacéo in vitro (ARREHNIUS; LANGERHEIM, 1983).

Em 1976, Lopez e Schiff isolaram o flavonoide astilbina e o esteroide sitosterol
dos galhos e folhas de H. courbaril. A variagdo da composi¢cdo da resina foi
investigada, utilizando diferentes tecidos e diferentes populacdes de H. courbaril e H.
verrucosa. A resina de folhas, peciolos e galhos foi analisada, e os peciolos e galhos
apresentaram resina com composicdo quimica similar, porém significantemente
diferentes da composicao total das folhas. Os componentes majoritarios, cariofileno,
a e B-selineno e B-copaeno apresentaram variagdes dentre os tecidos estudados.
Entretanto, todas as composi¢cées demonstraram variagées mais significativas dentre
as diferentes popula¢cbes estudadas (LANGENHEIM et al., 1978).

Sesquiterpenos constituem 0s componentes majoritarios em resinas de
Hymenaea courbaril. Trés compostos, cariofileno e os a- and B-isbmeros de selineno,
selina-3,11-dieno e selina-4(14),11-dieno respectivamente, juntos constituem
aproximadamente 60% ou mais dos sesquiterpenos da resina das folhas, virtualmente
em toda populagéo de Hymenaea estudada (MARTIN et al., 1974). A resina do caule
também foi analisada, e o a&cido labd-13-en-8-o0l-15-oico foi isolado como o
componente majoritario (CUNNINGHAM et al., 1974).

A resina das cascas das sementes de Hymenaea courbaril também foram

estudadas, e quatro novos diterpenos bicarbociclicos foram isolados, com rearranjos
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de esqueletos (-) labdano. Sesquiterpenos também foram identificados como
componentes majoritarios, como o ciclosativeno, cariofileno, a-himachaleno, selina-
4(14),7(11)-dieno, enquanto que B-bourboneno, calareno, selina4(14)-7-dieno, -
cadineno, a-calacoreno e a-muuroleno foram 0s componentes em menor proporgao
(KHOO et al., 1973).

O p6 adocicado amarelado dos frutos de H. courbaril foi submetido a analise
quimica e foram encontrados sucrose e &cido linolénico como componentes
majoritarios. As cascas dos frutos resultaram em diterpenoides labdanos, como
crotomachlin, &cido labd-13E-en-8-ol-15-oico, &cido labdandlico, acido (13E)-labda 7,
13 dien-15-oico e acido labd-8(17),13E-dien-15-0ico, e um sesquiterpeno foi
encontrado, espatulenol. O conteddo total de terpenoides nos frutos secos foi de
aproximadamente 0,1%. Alguns destes terpenoides apresentaram atividade anti-
inflamatdria, utilizando as enzimas COX-1 e COX-2, e o metil éster do acido labd-13E-
en-8-ol-15-oico e o acido labdanoico apresentaram seletividade para a inibicdo da
enzima COX-2. Os compostos crotomachlin, acido labd-13E-en-8-0l-15-0ico, e o0 acido
(13E)-labda-7,13-dien-15-oico inibiram a peroxidacao lipidica (JAYAPRAKASAM et
al., 2007).

Das cascas de frutos maduros e imaturos, o 6leo essencial foi extraido. Os
componentes majoritarios dos frutos maduros foram o a-copaeno (11%), espatulenol
(10,1%) e os componentes principais do 6leo dos frutos imaturos foram B-selineno
(8,2%), e o germacreno-D (31,9%), B-cariofileno (27,1%) e biciclogermacreno (6,5%)
(AGUIAR et al., 2010).

Trés novos diterpenos foram encontrados em fragdes do extrato metandlico de
H. courbaril, o &cido (13R)-13-hydroxy-1(10),14-ent-halimadien-18-oico; o &cido
(2S,13R)-2,13,dihydroxy-1(10),-14-ent-halimadien-18-oico, e o &cido (13R)-2-0x0-13-
hydroxy-1(10),14-ent-halimadien-18-oico. Os compostos foram avaliados quanto a
citotoxicidade frente a cepa mutante de levedura 1138 e a linhagem celular de cancer
ovariano humano A2780, porém apenas o acido (13R)-13-hydroxy-1(10),14-ent-
halimadien-18-oico apresentou uma fraca atividade (KADER et al., 2002).

Algumas populagdes de Hymenaea courbaril difundidas geograficamente fora
analizadas a respeito da sua variagdo quantitativa dos sesquiterpenos contidos na
resina das folhas, e foi encontrada uma estabilidade quantitativa na composi¢ao das

populacdes meso-americanas, contrastando com a alta variabilidade das populagbes
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da América do Sul. Os principais sesquiterpenos encontrados neste estudo foram a-
cubebeno, a-copaeno, -copaeno, cariofileno, -humuleno, y-muuroleno, a-selineno,
B-selineno, &-cadineno, y-cadineno (MARTIN et al., 1974).

Na mesma linha de estudo, sementes oriundas de cinco populagcdes de H.
courbaril difundidas geograficamente foram submetidas & germinacao e crescimento
durante um ano, submetidas a duas condi¢des extremas de fotoperiodo. Entretanto,
estas condi¢des ndo obtiveram efeitos significativos na composigao quimica da resina
das folhas, mas o fotoperiodo mais longo promoveu o maior crescimento do vegetal.
Este estudo também apresentou diferencas entre 0 crescimento vegetativo e a
composicdo quimica dentre as populagbes. Nas cinco populacdes estudadas,
aproximadamente 60-75% do total de sesquiterpenos da resina das folhas sao
constituidos de trés componentes: cariofileno e a- e B- isbmeros de selineno
(STUBBLEBINE et al., 1975).

O tipo clerodano, outra classe de diterpenos, também foi encontrada em
Hymenaea courbaril, nas cascas das suas sementes. Foram encontrados trés
compostos conhecidos, o acido (-)-6zico, acido (-)-isodzico e o acido (-)-covalénico, e
dois novos diterpenos: acido (5R*8S*9S* 10R*)-cleroda-3,13E-dien-15-0ico e
(5S*,8S*,9S5*,10R*)-cleroda-3,13E-dien-15-oato de metila (NOGUEIRA et al., 2001).

Substancia isoladas de Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocaropa foram
elucidadas por andlise espectroscépica por RMN de 3C, resultando em terpenoides
da classe ent-labdano (IMAMURA et al., 1977).

Um novo diterpeno da classe ent-clerodano também foi identificado nas cascas
do caule e das cascas da semente de Hymenara courbaril var. altissima: (-)-
(5R,8S,9S,10R)-clerod-3-en-15-0ato de metila. Dois diterpenos conhecidos foram
identificados como (-)-copalato de metila and (-)-eperuato de metila. No mesmo
estudo, a partir do extrato das cascas das sementes obtido com acetato de etila, foi
também isolado um diterpeno conhecido, o (-)-zanzibarato de metila (NOGUEIRA et
al., 2002a; NOGUEIRA et al., 2002b).

Foram isoladas duas biscumarinas a partir das sementes de Hymenaea
courbaril. Uma nova biscumarina, hymenaina, (éter 7-hidroxi-6,6-dimetoxi-3,7’-
dicumarinil), e a ipomosina, uma biscumarina conhecida. Estas duas substancias
apresentaram efeito sequestrante do radical DPPH, com ICso de 100 e 300 mM,
respectivamente (SIMOES et al., 2009).
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Flavandis constituiram a classe majoritaria de fracfes ativas de Hymenaea
courbaril e foram relacionadas a atividade inibitoria da tirosinase in vitro e supressora
de melanina em células de melanoma (TAKAGI et al., 1999).

Buckeridge et al. em 1997, utilizaram um processo enzimatico de hidrolise acida
em Xxiloglucana de H. courbaril e sequenciaram os dois polissacarideos principais
detectados por CCD e HPAEC (do inglés “High-Performance Anion-Exchange
Chromatography”, em portugués “Cromatografia de Troca Anibnica de Alta
Performance”). As estruturas destas substancias foram confirmadas RMN de H' como
XXXG (encontrado anteriormente em Tamarindus indica e Copaifera langsdorffii), e
um novo oligossacarideo XXXXG. As proporcdes relativas de XXXG e XXXXG
indicam que aproximadamente metade das subunidades na xiloglucana de Hymenaea
sdo baseadas no oligossacarideo.Este fato sugere que a estrutura Unica da
xiloglucana de H. courbaril pode ser relacionada as diferencas nas propriedades
moleculares deste carboidrato e na sua conformacgéao estrutural.

Outros pesquisadores isolaram e caracterizaram seis oligossacarideos de
xiloglucana extraida das sementes de Hymenaea courbaril var. stilbocarpa. O extrato
aguoso obtido por refluxo por 10 minutos e submetido a extracbes aquosas
sequenciais resultou em uma fragdo de polissacarideos, chamada B1, e foi
hidrolisado, e seus produtos analisados foram glicose, xilose, galactose e arabinose,
na proporcao 50:35:13:2. Apos fracionamento em coluna de DEAE-celulose, que foi
eluida com agua, uma fracdo B2 foi obtida. Esta segunda fracdo foi incubada com
celulase comercial derivada de Tricoderma sp., e originou seis oligossacarideos, 0s
quais foram isolados por cromatografia preparativa em papel, e suas estruturas
determinadas por cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometro de massas a
partir de seus derivados parciais de acetatos de aditol O-metilados. As estruturas da
xiloglucana puderam ser definidas com um esqueleto celulosidico -D-glucana (1,4)
ligado, parcialmente substituido com cadeias laterais em O6 por a-D-xilopiranose, nhos
quais alguns foram substituidos em O2 por unidades de 3-D-galactopiranose (LIMA et
al., 1993; LIMA et al., 1995).

Busato et al. em 2001, isolaram uma xiloglucana fucosilada a partir das folhas
de Hymenaea courbaril, utilizando extracdo alcalina, precipitagdo em etanol e

cromatografia de troca ibnica. Analises confirmadas por RMN apresentaram um
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esqueleto de glucana altamente substituido por unidades D-xilopiranosil, e o
polissacarideo isolado apresentou a estrutura Glc:Xyl:Gal:Fuc.

As propriedades reologicas da xiloglucana de H. courbaril foram investigadas
antes e apd6s a remocao hidrolitica de galactose, e a gelatinizacao foi detectada
quando 51% da galactose foi removida por [-galactosidase. As propriedades
reoldgicas da xiloglucana antes da remocéo de galactose foi caracterizada como uma
solucao viscoelastica, e apds a remocgdo, a solucao foi caracterizada como um gel
verdadeiro (BUSATO et al., 2009).

A xiloglucana das sementes de H. courbaril foi oxidada na posicdo C-6,
utilizando diferentes gradientes de oxidacéo, e rendimento alto. As propriedades foram
analisadas, e diferentes estados de agregacéo foram encontrados, o que dependeu
do grau de oxidacgéo aplicado (LUCYSZYN et al., 2009).

Apbs extracdo aquosa de galactoxiloglucana de Hymenaea courbaril, as
propriedades reoldgicas foram analisadas ap0s a substituicdo com ions tetraborato, o
que aumentou a viscosidade e os valores G’, mas a solu¢do ndo formou gel (MARTIN
et al., 2003).

A estrutura do referido carboidrato de reserva foi analizado por espectrometria
de massas em eletrospray, e foi encontrado um esqueleto com unidades de
xilocelulopantosil (XXXXG) e xilocelulohexaosil (XXXXXG), em adicdo a unidade mais
comum de xilocelotetraosil (TINE et al., 2006).

A goma presente nas sementes de Hymenaea courbaril também foi estudada,
e sua estrutura foi caracterizada. Esta goma apresentou solubilidade em &agua, e
menos viscosidade do que a goma guar. O polissacarideo isolado a partir desta goma
continha galactose, glicose, xilose e arabinose, conforme descrito em outros estudos.
O esqueleto estrutural apresentou-se como uma xilogalactana, com residuos de 3-D-
galactose and B-D-xilose. Xilose, arabinose e galactose constituem as ramificacdes.
Foram também observados residuos de galactose 4,6-di-O substituidos (OMAIRA et
al., 2007).

Para uma outra analise da xiloglucana presente em H. courbaril, uma analise
SEC-MALLS foi realizada e sua viscosidade instrinseca apresentou um valor Ce
maior, quando comparado a Tamarindus indica, e foi justificado pela sua estrutura
Unica do oligossacarideo (XXXXG) (FREITAS et al., 2005).
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A analise da influéncia das condigcbes de extracdo nas propriedades da
xiloglucana apresentou que o aumento do tempo de extragéo levou ao aumento do
teor de arabinose, contaminacéo protéica, além de aumentar a massa molar média e
maior viscosidade em extracdes de tempo prolongado, possivelmente devido a
agregacao da xiloglucana (KAI; PETKOWICZ, 2010).

Xiloglucana de H. courbaril foi adicionada a emulsées cosméticas, e a adicao
do polissacarideo aumentou as propriedades viscoelasticas, e levou a melhor
estabilidade apos armazenamento por 20 dias. Este estudo demonstrou as aplicacées
da xiloglucana, visando a melhoria na estabilidade de emulsées O/A (VIANNA et al.,
2013).

Alguns autores analisaram a xiloglucana a partir de trés fontes, incluindo
Hymenaea courbaril, através de método ESI e espectrometria de massas, e
oligbmeros desprotonados foram fragmentados pela perda das unidades de acucar
(VINUEZA et al., 2013).

Utilizando a extragdo por fluido supercritico, compostos fendlicos foram obtidos
a partir das cascas de H. courbaril. Utilizando CO2 e agua (9:1 v/v), a 323 K e 35 Mpa,
os melhores resultados foram obtidos, com rendimento de 24% e a maior atividade
antioxidante, com ICso = 0,2 mg/mL, teor de compostos fendlicos totais 335,0 mg
TAE/g e taninos totais 1,8 g/100 g. O maior teor de compostos fendlicos foi relacionado
com o mario teor de protocianidinas (VEGGI et al., 2014).

As folhas, cascas, sementes e polpa do fruto de Hymenaea courbaril e
Hymenaea stignocarpa foram estudadas e suas atividades antioxidantes foram
analisadas, além do teor de fendlicos e flavonoides totais nos extratos metandlicos e
hidroalcodlicos. O extrato hidroalcodlico das sementes de H. courbaril apresentou os
maiores teores de compostos fendlicos e flavonoides totais, com 464,34 mg GAE/g e
442,25 mg RE/g do extrato seco, respectivamente. Este extrato também promoveu a
maior atividade de sequestro do radical DPPH, com ICso = 149,43 pug/mL (MELLO-
PEIXOTO et al., 2013).

Alguns autores estudaram a composi¢do quimica da polpa de frutos e o 6leo
de sementes de Hymenaea courbaril. O teor de lipideos de ambos os materiais foi
abaixo de 6%, porém, quantidades significantes de minerais foram encontradas,
principalmente sodio, potassio e fésforo. O 6leo da semente foi considerado de boa

qualidade, e os compostos bioativos encontrados em ambos os materiais foram a and
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y-tocoferol, B-sitosterol, campesterol, estigmasterol and estigmastanol. Acido oleico e
linolénico foram os acidos graxos insaturados encontrados na polpa dos frutos. Os
principais macronutrientes encontrados foram fibras e uma quantidade consideravel
de acido ascérbico (vitamina C) foi encontrada em ambos os materiais, revelando a
importancia nutricional desta planta (DIAS et al., 2013).

As atividades antioxidante, antibacteriana e anticolinesterasica foram avaliadas
em extratos de Hymenaea courbaril. A atividade antioxidante foi encontrada, porém
nenhuma atividade antibacteriana ou anticolinesterasica (FARIAS et al., 2013a).

A atividade antioxidante também foi avaliada por diferentes métodos dentre
varias espécies medicinais do Cerrado, e Hymenaea stignocarpa foi uma das espécies
que apresentaram maiores valores (FARIAS et al., 2013b).

Em um estudo, quatro flavonoides foram isolados e identificados como os
componentes majoritarios das cascas do caule de H. stignocarpa: hultenina, taxifolina,
quercetina e 7-metoxicatequina. O extrato acetato de etila e os flavonoides
apresentaram atividade antioxidante e antitérmica (MARANHAO et al., 2013).

Em um estudo recente com Hymenaea stignocarpa, Orsi et al. (2012)
apresentou um perfil fitoquimico do extrato metandlico obtido com as cascas e polpa
dos frutos, ambos apresentando a presenca de compostos fendlicos (principalmente
flavonoides e taninos condensados). Estes compostos foram relacionados as
atividades anti-inflamatorias e efeitos antioxidantes (ORSI et al., 2014). A composicao
nutricional e quimica foi determinada em 2013 (CARDOSO et al.,, 2013), e H.
stignocarpa foi considerada fonte de vitaminas C e E, folatos e fibras dietéticas.

Um estudo analisou sete frutos nativos do Brasil, e o extrato bruto obtido com
a casca dos frutos de H. stignocarpa obteve um dos maiores resultados para atividade
antioxidante. Foi detectado que este extrato apresentou apenas rutina, mas nao
apresentou quercetina (PERES et al., 2013).

Em um estudo analitico utilizando a resina das cascas do caule de H.
stignocarpa, foi estudada a caracterizagcdo das principais mudancas quimicas na
resina, em sua preparacdo como um filme fino, exposto a efeitos atmosféricos. O
estudo mostou que 0s componentes majoritarios foram o acido eperuico seus
isdmeros A7 e A8, além do acido copalico. Outros compostos encontrados foram o
acido covalénico, &cido iso6zico e acido epipinifolico, caracterizados como

componentes minoritarios. Esta composi¢ao contrasta com dados obtidos com outras
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plantas do género, coletadas na regido amazonica. A presencga de um novo isémero
do &cido epertico foi relatada apds aplicagdo de envelhecimento com luz UV, na
resina preparada como um filme fino. Apds o envelhecimento, foram também
observadas mudancas relavidas a composicdo dos componentes majoritarios
(DOMENECH-CARBO et al., 2009).

Um extrato preparado com as folhas de Hymenaea palustris foi analisado, e
seis novos flavonoides foram encontrados, e uma nova flavolignana, chamada
“palstatina” foi elucidada (PETTIT et al., 2003).

A variacao na resina das folhas de Hymenaea intermedia foi analisada, e foram
encontrados quatro tipos de composicdo. Os componentes majoritarios foram
cariofileno e a e B selineno, similar a outras espécies do género (LANGENHEIM,;
STUBBLEBINE, 1983).

Amostras de Hymenaea oblongifolia infectadas por fungos foram analisadas, e
alguns componentes foram encontrados, (3R)-8-hidroxi-3-metil-3,4-
dihidroisocumarinas, 6-formil-7-hidroxi-5-metoxi-4metil-ftalida, acidos graxos e
ésteres, bem como sitosterol, estigmasterol, e sitostenona (ALVARENGA et al., 1978).

Em uma pesquisa para a identificacdo e quantificacdo de acUcares livres e
polidis no pericarpo de frutos de H. oblongifolia, D-frutose, D-glicose, acido D-
glicurénico e L-sorbose e sacarose foram encontrados (CHUNG et al., 1997).

Dois constituintes majoritarios foram encontrados em H. oblongifolia através do
método de cromatografia gasosa utilizando a resina das cascas: o acido enantio-
pinifélico (acido enantio-labd-8(20)-en-15,18-dioico), que havia sido isolado
anteriormente das cascas de Trachylobium verrucosum. Foi também isolado o acido
guamadico (acido enantio-labd-8(20),13-dien-15,18dioico) (CUNNINGHAM et al.,
1973).

Em um ambar de 55 milh6es de anos de Hymenaea oblongifolia, da regido do
Rio Oise em Paris, Franca, o diterpeno quesnoina foi isolado, o qual apresenta um
esqueleto tetraciclico desconhecido, quesnano (JOSSANG et al., 2008).

O &cido enantio-13-epilabdandlico foi isolado como componente majoritario da
resina das cascas de Hymenaea parvifolia, representando 62% do total de acidos da
resina, por cromatografia gas-liquido (CUNNINGHAM et al.,, 1973). Astilbina e

neoastilbina foram isoladas a partir da fragdo acetato de etila do extrato etandlico,
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obtido com as cascas H. parvifolia. Estes dois flavonoides apresentaram efeito
inibitério da caseina quinase Il, assim como a catequina (ISHIBASHI et al., 1999).

O género monotipico Trachylobium, com a espécie Trachylobium verrucosa,
retornou para o género Hymenaea, como Hymenaea verrucosa, devido a algumas
evidéncias (LANGENHEIM; LEE, 1974). A resina das cascas desta espécie foi
analisada em 1977, e foram isolados polimeros, e os resultados sugeriram a presenca
de um sistema quinona-hidroquinona na por¢do ndo polimérica da resina.
(CUNNINGHAM et al, 1977). Ambares da Republica Dominicana e México foram
analisados por RMN de 3C e infravermelho, e uma estrutura de polilabdano, além de
modificagcdes apos envelhecimento foram encontradas, sugerindo uma relacao entre
as duas populagdes (CUNNINGHAM et al., 1983).

Ambares de H. verrucosa oriundos da Colémbia, México, Republica
Dominicana e Polbnia foram analisadas, utilizando extracdo em fase sélida, RMN de
13C, e similaridades foram encontradas entre o ambar colombiano e de outras
espécies (MARTINEZ-RICHA et al., 2000).

Ambares de varias plantas foram analisadas, incluindo H. verrucosa, e uma
classificacdo foi proposta, baseada em seus perfis de andlise térmica (RAGAZZI et
al., 2003).

Sesquiterpenos foram quantificados de folhas de H. verrucosa. Populaces
oriundas do Quénia e Madagascar foram qualitativamente idénticas, porém diferiram
guantitativamente. Os sesquiterpenos encontrados foram a-cubebeno, a-copaeno,
copacafeno, cariofileno, B-humuleno, y-muuruleno, a e B-selineno and &-cadineno
(MARTIN; LANGENHEIM, 1973).

Hugel et al. em 1966, isolaram sete novos diterpenos de Hymenaea verrucosa:
(-)-18-hidroxi-13-epimanool, dimetil éster de enantio-labd-8(20)-en-18-ol-15-0ato de
metila, enantio-labd-8(20)-en-15,18-diol, enantio-18-acetoxi-18(20),13-dien-15-0ato
de metila, enantio-labd-8(20)-en-18-0l-15-0ato de metila, enantio-labd-8-beta-ol-15-
oato de metila, enantio-labd-I3-en-8-beta-ol-15-oato de metila. Em 1974, o acido
enantio-8(17),13(16),14-labdatrien-18-oico foi isolado da resina das cascas H.
verrucosa (MARTIN; LANGENHEIM, 1974).

Ambares de Hymenaea mexicana, oriundas de Chiapa, México, foram
analisadas e pétalas vistosas com base fixa e sem pelos foram utilizadas para

identificar a espécie. A espécie existente mais proxima de H. mexicana é H. verrucosa.
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Estes resultados desafiam visGes anteriores de que os ambares mexicanos seriam
produzidos pelas espécies sul-americanas H. courbaril e H. intermedia, as quais
pertencem a espécies mais atuais do género (POINAR-JR; BROWN, 2002).

Hymenaea protera € considerada uma espécie fossil e um ambar oriundo da
Republica Dominicana ja foi descrito como originado desta espécie. Esta espécie foi
considerada similiar a existente Hymenaea verrucosa, a qual ocorre no leste africano
e ilhas adjacentes (POINAR-JR, 1991).

3.3 Hymenaea martiana
3.3.1 Etnobotanica e farmacologia da espécie

Hymenaea martiana € uma arvore nativa da regido Nordeste, conhecida
popularmente como “jatobd”, utilizada na medicina tradicional para o tratamento de
anemia e gastrite. Estudos etnobotanicos de plantas medicinais comercializadas em
uma cidade da Paraiba, Brasil, mostraram que esta arvore foi uma das mais citadas
(ANSELMO et al., 2012). Em outro estudo interessante, desenvolvido em 2005, esta
espécie apresentou o terceiro maior valor de uso, que € calculado através de um
método quantitativo que demonstra a importancia relativa das espécies conhecidas
localmente. Esta planta foi citada para o tratamento dos fluidos biol6gicos, inflamacdes
e reumatismo, e foi destacada como a espécie de maior importancia representativa
de um grupo de plantas utilizadas para tratamentos de tecidos esqueléticos, musculos
e conectivos. A planta é preparada principalmente como um extrato alcodlico,
utilizando bebida destilada (“cachaga”), ou vinho (GAZZANEO et al., 2005).
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Figura 1 - Hymenaea martiana, localidade Nova Descoberta, Petrolina, Pernambuco,

Brasil. Fonte: Proprio autor.

Figura 2 - Frutos de Hymenaea martiana. Fonte: Préprio autor.
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Figura 3 - Flores de Hymenaea martiana. Fonte: HVASF, 2014.

Outro estudo desenvolvido em Pernambuco, Brasil, mostrou que as
comunidades utilizam a planta como alimentos, material de constru¢do e como planta
medicinal (SILVA; ANDRADE, 2005).

Um estudo anatdbmico mostra a anatomia e histoquimica de &rgaos
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., 2012). Os frutos de H. martiana apresentam coloracdo marrom escura quando
maduros, contendo sementes marrom avermelhadas, com por¢des mais claras. As
sementes sdo levemente achatadas, com formato eliptico arredondado. Os frutos de
H. martiana exibiram maiores valores em uma biometria de sementes (comprimento,
largura e espessura). As sementes foram marioes e mais robustas. A distin¢cao entre
as espécies H. courbaril e H. martiana é realizada também pela diferenca entre os
frutos (CUNHA-SILVA et al., 2012).

Algumas atividades bioldgicas tém sido avaliadas utilizando Hymenaea
martiana. Em 1993, a atividade analgésica e anti-inflamatoria 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, foi a inibicdo da geracdo dos produtos da via do &cido araquidénico, via
lipoxigenase e/ou cicloxigenase (NEVES et al., 1993).

Calixo e colaboradores (1992a) estudaram os efeitos de Hymenaea martiana
sob o musculo liso. O extrato hidroalcodlico causou deslocamento dependente de

concentracdo na curva de resposta de varios neurotransmissores. Em Gtero de ratas,
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0 extrato causou contragdo em modelos induzidos por bradicinina, lisil-bradicinina e
acetilcolina, em intervalos de concentragdo de 50 a 200 mg/mL. Ao contrério, nas
mesmas condi¢des, o0 extrato antagonizou as contracfes induzidas por angiotensina
II, de maneira concentracdo-dependente, mas de modo ndo competitivo. Em uma
concentracdo maior (200 mg/mL), o extrato inibiu contracbes induzidas por
prostaglandina F2a e ocitocina, mas ndo afetou as contracdes induzidas por
serotonina. Em ileo de cobaias, o extrato, em concentragfes de 50 a 100 mg/mL,
causou discreto desclocamento da curva resposta obtida com bradicinina e
acetilcolina. Depresséo destes transmissores foi obtida por maiores concentracdes do
extrato, em concentracdes de 200 mg/mL. Estes dados mostram a atividade potencial
da planta contra contragfes induzidas por alguns neurotransmissores nao-vasculares
em musculo liso (CALIXTO et al., 1992a).

Os efeitos do extrato hidroalcodlico de Hymenaea martiana também foram
investigados através de respostas de relaxamento endotélio-dependente e
independente, induzidos por alguns transmissores, como acetilcolina, histamina,
ionéforo de calcio e nitroprussiato de sodio, em anéis de aorta isolada de ratos e
coelhos pré-contraidos. O extrato, em concentracbes de 0,25 a 0,5 mg/mL, inibiu a
resposta relaxante induzida por acetilcolina, de maneira concentragdo-dependente,
em aorta de coelhos, e por histamina em aorta de ratos. Na aorta de ratos, mas nao
em coelhos, o relaxamento em resposta ao ionéforo de calcio foi inibido. Em contraste,
o extrato foi completamente inefetivo contra relaxamento independente do endotélio
causado por nitroprussiato de s6dio em aorta de coelhos. A acdo do extrato sobre
contracdes induzidas por noradrenalina, angiotensina | e angiotensina Il em aorta de
coelhos foi também avaliada e concentracdes de 0,5 a 1,0 mg/mL aumentaram
significantemente a contracdo maxima induzida por noradrenalina em aorta de
coelhos. Os dados obtidos no estudo exibem a seletividade na inibicdo de respostas
vasorrelaxantes endotélio-dependendes, 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 investigou as propriedades
antinociceptiva e anti-edematogénica da astilbina, componente majoritario isolado de
Hymenaea martiana, e alguns derivados obtidos por modificagdo estrutural, como

taxifolina e compostos relacionados. A avaliacdo foi desenvolvida por varios métodos,
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como contor¢do induzido por &cido acético e teste de formalina, edema de pata
induzido por carragenina, dextrana e bradicinina em ratos. Taxifolina e seus derivados
tetrametilados exibiram potente atividade antinociceptiva dose-dependente no teste
de contorcdo abdominais induzidor por acido acético (i.p.). Estas duas substancias
também foram potentes em atenuar a segunda fase do teste da formalina. Ambos os
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 pentaacetilada, outro composto, inibiu 0 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 contracdes
induzidas por bradicinina em uteros isolados de rata, porém, a engelitina nao
apresentou efeitos. Eucrifina e engelitina, em contra¢gdes induzidas por acetilcolina em
Utero de ratas, causaram um discreto deslocamento, mas isso néo foi observado com
a astibina.

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

A atividade antimicrobiana de Hymenaea martiana foi testada contra fungos
patogénicos. O extrato bruto e a fracao hidroalcodlica apresentou alta atividade contra
Cryptococcus neoformans, e as fracdes metandlicas e butandlicas foram mais ativas
contra Trichopyton rubrum, Trichopyton mentagrophytes e Microsporum canis
(SOUZA et al., 2009).

3.3.2 Fitoquimica da espécie

Alguns estudos tém demonstrado a composicdo quimica de Hymenaea
martiana. Carneiro et al. (1993) realizou estudo com as cascas de Hymenaea
martiana, e verificou a presenca de compostos glicosidicos, como astilbina, eucrifina
e engelitina, que foram capazes de antagonizar respostas da bradicinina. Este efeito

pode explicar as acdes analgésica e anti-inflamatoria desta planta. Astilbina € um
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flavonoide originalmente identificado como um ingrediente ativo presente no extrato
bruto de cascas desta espécie, com atividade antioxidante.

O teor de compostos fendlicos totais de Hymenaea martiana foi determinado
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo de arranjo diodo
(DAD) e teores consideraveis foram obtidos, com 428,50 + 5,91 de equivalentes de
acido galico/g do extrato etandlico, e 705,50 + 7.22 mg de equivalentes de &cido gélico
no extrato acetato de etila. O teor de flavonoides totais foi de 394,90 + 8,43 e 479,60
+ 10,38 para os dois extratos, respectivamente. O extrato etandlico apresentou maior
atividade antioxidante em relagéo 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).

Hymenaea martiana é uma arvore nativa na regido Nordeste do Brasil, também
conhecida como “jatoba”, pertencente ao género Hymenaea, que € um género que
tem sido analisado, e sua composicdo quimica descrita por muitos estudos
importantes. Este género é considerado um produtor de resina, e alguns estudos tém
objetivado o estudo da sua composicdo. Investigacdes mostram que a resina de
folhas, caule e extratos das cascas sao compostas principalmente por diterpenos do
tipo enantio-labdanoico (CUNNINGHAM et al., 1973; CUNNINGHAM et al., 1974;
MARSAIOLI et al., 1975; IMAMURA et al., 1977), e diterpenos do tipo ent-halimano
na resina de sementes (KHOO et al., 1973).

Algumas atividades biol6gicas da espécie tém sido estudadas, evidenciando a
atividade anti-inflamatdria, analgésica (NEVES et al., 1993), antinociceptiva, anti-
edematogénica (CECHINEL-FILHO et al., in 2000), atividade no musculo liso
(CALIXTO et al.,, 1992a; CALIXTO et al, 1992b; CARNEIRO et al., 1993),
hepatoprotetora (CLOSA et al., 1997) e antimicrobiana (SOUZA, 2008; SOUZA et al.,
2009; SILVA-JUNIOR, 2014), com extratos brutos, fracdes e substancias isoladas de
Hymenaea martiana.

Varios estudos demonstram a composi¢cdo quimica de Hymenaea martiana.
Alguns flavonoides glicosidicos foram isolados e identificados a partir da espécie:
astilbina, eucrifina e engelitina (CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al.,
2000). Carneiro et al. (1993) demonstrou a presenca de destes compostos nas cascas
de H. martiana, e estes foram capazes de antagonizar as respostas da bradicinina.

Este efeito pode explicar as a¢cbes anti-inflamatoria e analgésica desta espécie.
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A astilbina é um flavonoide originalmente identificado como o composto ativo
presente no extrato bruto das cascas desta espécie, apresentando atividade
antioxidante (CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000). O teor de
compostos fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante e caracterizacao
qualitiva por HPLC foi desenvolvido com o extrato etandlico de Hymenaea martiana,
e os resultados mostraram teores consideraveis de fendlicos e flavonoides totais,
principalmente na fracdo AcOEt. O extrato etandlicos demonstrou atividade
antioxidante mais eficiente do que o acido ascorbico e BHA, através do método de
sequestro do radical DPPH (ALMEIDA et al., 2012).

Estes compostos flavonoidicos tém sido relacionados como as substancias
ativas principais nas cascas desta espécie, e sua ocorréncia tem sido relacionada com
o seu uso medicinal (CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000).

OH
OH
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. OH
HO OH
Astilbina Engeletina
OH
0OH
HO O
T
HO 0]
o
OH O OH
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Eucrifina Taxifolina

Figura 4 — Substancias ja identificadas em Hymenaea martiana (CARNEIRO et
al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000; ALMEIDA et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1Levantamento bibliografico

O levantamento bibliogréfico foi realizado de forma constante durante toda a
execucao do trabalho, levando em consideracdo o0s aspectos fitoquimicos e
farmacolégicos do género Hymenaea, utilizando-se o Chemical Abstracts, Web of
Science, portal de periddicos da CAPES e o banco de dados NAPRALERT (Natural
Products ALERT), bem como através de pesquisas na internet e em anais de

eventos nacionais e internacionais na area de produtos naturais.

4.20btencao das drogas vegetais

Os materiais vegetais de Hymenaea martiana (cascas, folhas, frutos e
sementes) foram coletados na cidade de Petrolina, Pernambuco, Brasil, no periodo
entre maio e julho de 2015, e foram identificados pelo Herbéario da Universidade
Federal do Vale do Sdo Francisco (HVASF), com exsicata n°® 6444, coordenadas
09”11°04.30° S, 040”18°05.40° W, 357 m de altura.

Os materiais vegetais foram secos em temperatura média de 40 °C em estufa
de circulagdo de ar (ETHIKTECHNO®, modelo 420 TD), por um periodo de 72 horas.
Apéds a secagem e completa estabilizacdo, o material foi pulverizado em moinho de
facas QUIMIS®,
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Figura 5 - Identificacéo botanica de Hymenaea martiana: Exsicata n® 6444. Fonte:
Préprio autor / HYASF/CRAD.

4.3Avaliacao preliminar do método extrativo para diferentes drogas vegetais de
Hymenaea martiana
As drogas vegetais (cascas, folhas, frutos e sementes) foram submetidas a
trés métodos extrativos:

4.3.1 Maceracéo

Para a extracéo por maceracao, 100 g de cada droga vegetal foram inseridos
em recipientes ambar com quantidade suficiente de etanol 95% para a extracdo dos
metabolitos secundarios. Cada recipiente foi reservado em lugar pouco iluminado, por
trés dias consecutivos, a temperatura ambiente (x 25 °C) e com agitacao diaria. Apos
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o tempo de maceracao, o residuo foi filtrado. O procedimento foi repetido trés vezes.
Apbés o processo, a solucdo extrativa foi concentrada em evaporador rotativo
FISATOM® a 50 °C (ALMEIDA et al., 2012; BRASIL, 2011).

4.3.2 Percolacéo

Para a extracdo por percolagdo, 100 g de cada droga vegetal foram
umedecidos com etanol 95% e deixados repousar por duas horas em recipiente
fechado. As drogas umedecidas foram transferidas para o percolador, em camadas
superpostas, aplicando leve e uniforme presséo sobre cada camada com o auxilio de
um pistilo. A superficie foi forrada com camada de algodéo. O liquido extrator (etanol
95%) foi colocado lentamente até que fosse eliminado o ar entre as particulas da droga
e permaneca uma camada sobre a droga. O percolador foi reservado por 24 h. A
percolacdo foi iniciada, adicionando o liquido extrator constantemente, tomando o
cuidado de ndo deixa-lo desaparecer da superficie da droga antes de nova adicéo,
até a extracdo maxima da droga. ApGs o processo, a solucao extrativa foi concentrada
em evaporador rotativo FISATOM® a 50 °C (BRASIL, 2011).

4.3.3 Ultrassom

Para a extracao por ultrassom, 10 g de cada droga vegetal foram adicionados
a 100 mL de etanol 95% e inserido no equipamento de ultrassom LOGEN® modelo
SB120DTN, durante 30 minutos a 25 °C. A solucéo extrativa foi filtrada, e o processo
repetido trés vezes. ApOs 0 processo, a solucdo extrativa foi concentrada em
evaporador rotativo FISATOM® a 50 °C (CELEGHINI et al., 2007; VEGGI, 2013).

4.3.4 Caélculo do rendimento de extracao

O rendimento de extracao foi expresso em percentagem e calculado como o
peso do extrato obtido e concentrado, dividido pelo peso de droga vegetal utilizado,
multiplicado por 100.

4.3.5 Avaliagédo dos aspectos visuais
Os aspectos visuais foram avaliados em relagcdo a cor, textura e coloracao
apresentada pelos extratos obtidos.

4.3.6 Triagem fitoquimica qualitativa
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Uma aliquota dos extratos de cada material vegetal foi solubilizada em
cloroférmio, e foi submetida as analises em cromatografia em camada delgada com
silica gel 60 F254, com suporte de aluminio, aplicados com micropipeta e eluidos com
diferentes sistemas de solventes, conforme descrito por Wagner & Bladt (1996),

procurando destacar os principais grupos de metabdlitos secundarios (Tabela 2).

Tabela 2 - Sistemas de eluicdo e reveladores utilizados na triagem fitoquimica de

Hymenaea martiana por CCD.

Metabdlitos ] L
. Sistemas de eluicdo Reveladores
Secundérios
B ) o Reagente de
Alcal6ides Tolueno: acetato de etila: dietilamina (70:20:10, v/v)
Dragendorff
Derivados ) i Reagente KOH
. Acetato de etila: metanol: agua (100:13.5:10, v/v) -
antracénicos etandlico 10%
) Tolueno: etil éter (1:1 saturado com &cido acético Reagente KOH
Cumarinas ]
10%, viv) etandlico 10%
Flavonoides e Acetato de etila: &cido formico: &acido acético
] o Reagente NP + PEG
taninos glacial: agua (100:11:11:26, v/v)
. o i Reagente Vanilina
Lignanas Cloroférmio: metanol: agua (70:30:4, v/v) .
Fosforico
] ) Reagente Vanilina
Mono e diterpenos  Tolueno: acetato de etila (93:7, v/v) .
Sulfurico
] . o Reagente KOH
Naftoquinonas Tolueno: &cido férmico (99:1, v/v) o
etandlico 10%
Triterpenos e o Reagente de
. Tolueno: cloroférmio : etanol (40:40:10, v/v) )
esterbides Lieberman-Burchard

Fonte: (Wagner; Bladt, 1996)

4.3.7 Desreplicacéo e deteccdo do flavonoide astilbina e seus isbmeros, através de
analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM).
As andlises foram realizadas no NPPS-Ribeirdo Preto, utilizando um
equipamento de cromatografia liquida Shimadzu® modelo LC-20A com coluna (C-18)
Shimadzu® modelo Shimpoek ODS (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fluxo de 1,0 mL/mine
temperatura de 25 °C, acoplado a um espectrdbmetro de massas com ionizagao por
eletrospray Bruker®, com analisador do tipo ion-trap e software de controle Class-VP

versao 6.14.
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As amostras e o padrdo primario astilbina (AKTIN CHEMICALS®) foram
dissolvidas em metanol grau HPLC, na concentragdo de 1 mg/mL e as misturas de
agua e acido aceético na proporcao de (99:1) como solvente A e a mistura de
acetonitrila e acido acético na proporcao de (99:1) como solvente B, foram utilizadas
como eluente com gradiente descrito na tabela 3.

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro de massas Bruker Daltonics, modelo micrOTOF Il - ESI-TOF Mass
Spectrometer. Condi¢cdes do experimento: bomba de infusédo: fluxo 300 ul/h; fase
movel para a solubilizagéo: H20:ACN ou H20:MeOH; modo de detecc¢éo: positivo e
negativo; calibracdo interna com solugcdo de NA-TFA a 10 mg/mL (TOF); voltagem do
capilar: 3500 Volts; saida do capilar: 94.1 Volts; skimmer 1: 40.7 Volts; skimmer 2: 23
Volts; temperatura 220 °C; fluxo do gas de secagem 10 mL/min; pressao do gas de

nebulizacédo 6,0 Bar; gas: nitrogénio.

Tabela 3 - Condi¢des cromatograficas nos experimentos de CLAE-EM.

TEMPO (MIN) PROPORCAO DE B (%)
0,01 10
5,0 10
50,0 15
55,0 15
65,0 20
75,0 20
80,0 100
85,0 100
90,0 10
90,01 Fim da analise
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4.3.8 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de fendis totais foi mensurado através do método colorimétrico que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu (SIGMA®) e acido galico (SIGMA®) como padréo,
baseado no método descrito por Slinkard & Singleton (1977), apenas os volumes
foram ajustados (ALMEIDA et al., 2011b). Para isso, uma aliquota (40 pL) dos
extratos e fases diluidos foi adicionada a 3,16 mL de agua destilada e 200 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu, sendo misturados logo em seguida. A mistura foi
deixada em repouso por 6 minutos e posteriormente foram adicionados 600 pL de
uma solugéo estoque de Na2COs (200 g/L) e homogeneizados. As solugdes finais
foram deixadas em repouso a 20 °C por 2 horas. Ao final do processo, a absorbancia
de cada solucéo foi determinada em espectrofotometro (QUIMIS®) em 756 nm contra
o branco (todos os componentes, exceto a amostra em analise) e os resultados foram
plotados em um gréafico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua
concentracdo. Assim, o teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi expresso
como mg de equivalentes de &cido galico por grama de amostra (mg EqAG/Qg),
através da curva de calibracdo do acido gélico. A curva de calibracdo foi obtida em
concentragées que variaram de 50 a 1000 mg/L, R?=0,9975. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.3.9 Determinagéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado através do método colorimétrico
por complexacdo metalica descrito anteriormente (MARQUES et al., 2012), utilizando
a quercetina como padréao. Foi preparada uma solucdo padrdo de quercetina de 5
mg/mL em etanol absoluto, e foi adicionado 0,2 mL de solucédo de AICIs 2,5% alcodlico
e 3,80 mL de EtOH absoluto. As solucdes foram deixadas em repouso por 30 minutos
a temperatura ambiente. Ao final do processo, a absorbancia de cada solugéo foi
determinada em espectrofotometro (QUIMIS®) em 408 nm contra o branco (todos os
componentes, exceto a amostra em analise) e os resultados foram plotados em um
grafico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua concentragdo. Assim, 0
teor de flavonoides totais dos extratos foi expresso como mg de equivalentes de
quercetina por grama de amostra (mg EqQ/g), através da curva de calibracdo da
guercetina. A curva de calibracdo foi obtida em concentragdes que variaram de 2,5 a

20 pg/mL, com R? = 0,9930. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.3.10 Determinacao da atividade fotoprotetora UVB in vitro

A atividade fotoprotetora foi avaliada utilizando a leitura espectrofotométrica de
solucdes diluidas, de acordo com o Método de Mansur et al. (1986). Os extratos foram
previamente secos em estufa a 40 °C por 60 minutos. Foram preparadas diluicbes
com as concentracdes de 5, 25, 50 e 100 mg/L. Varreduras de 260 a 400 nm, com
intervalos de 5 nm foram realizadas. Foi utilizado um espectrofotometro (QUIMIS®),
com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico para aquisicado dos espectros.

Os calculos foram realizados considerando os intervalos de A determinados por
MANSUR et al. (1986), com base na equacéo:

FPS = FC.Y3%0 .EE(1). abs () (@)
Os valores de EE (A) e I(A) utilizados para o célculo do FPS (Fator de Protecdo
Solar) foram os mesmos usados da literatura. Aplicou-se o fator de diluicdo (Fd) para
corregcdo de equivaléncia dos FPS dos extratos com os valores de referéncia, onde
FC = fator de corregdo (10), EE(A) = efeito eritemogénico da radiagao; I(A) =
intensidade do sol; abs (A) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solucéo do

filtro solar.

4.3.11 Escolha da droga vegetal com melhores resultados
A droga vegetal com maiores teores de compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e atividade fotoprotetora foi escolhida para uma avaliagdo mais aprofundada
em relacdo a extracdo de compostos fendlicos e flavonoides em Hymenaea martiana.
Todas as determinagbes foram realizadas em triplicata. Valores foram
considerados significantemente diferentes quando p < 0,05. Foi utilizado o software
GraphPad Prism® 5.0.
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4.4 Caracterizacéo fisico-quimica da droga vegetal escolhida

Com as cascas de Hymenaea martiana, foram realizados os ensaios fisico-
quimicos de determinacéo do indice de espuma, determinacéo da granulometria dos
pos, determinacdo da perda por dessecacdo, determinacdo de cinzas sulfatadas,
ensaio limite para metais pesados, realizados conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira 52 Edicao (BRASIL, 2010). Adicionalmente, foram realizados os ensaios
densidade aparente ndo compactada e determinacdo de pH em solucdo aquosa,

segundo estudos encontrados na literatura (FONSECA, 2009).

4.4.1 Determinacao da granulometria dos pos

Para a determinacgdo da granulometria, foram utilizados tamises com abertura
de malha de 250, 300, 425, 500 um e 1,70 mm, em um tamisador Bertel®. Foram
pesados 25,0 g da droga vegetal, e a amostra foi transferida para o tamis superior,
distribuindo uniformemente o pé. O conjunto foi tampado, e o aparelho foi acionado,
com vibracado 4, durante 15 minutos. Apds o término desse tempo, a amostra retida
na superficie superior de cada malha foi pesada, inclusive do coletor. O percentual

retido em cada tamis foi obtido, utilizando o seguinte calculo:

% Retida notamis=P1/P2x 100 (2)

Onde: P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas); P2 = Soma dos

pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas); 100 = Fator de porcentagem.

4.4.2 Determinacao do indice de espuma

Foi pesado 1 g do material vegetal reduzido a pé fino (malha de 180 um) e foi
transferido para erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente. A solucdo foi mantida
sob fervura moderada durante 30 minutos. A solucgéo foi entdo resfriada e filtrada para
baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado através do filtro até 100 mL.
O decocto obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio com tampa (16 mm de
diametro por 16 cm de altura), em série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL, e o volume
do liquido em cada tubo foi ajustado para 10 mL com agua destilada. Os tubos foram
tampados e agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com duas

agitacoes por segundo. Os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos e a
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altura da espuma foi medida.

Se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1,0 cm, o indice de
espuma é menor do que 100. Se, em qualquer um dos tubos, a altura da espuma
medida for 1,0 cm, a diluicdo do material vegetal nesse tubo (A) é o indice observado.
Se esse tubo for o primeiro ou segundo na série, € necessario fazer uma diluicao
intermediaria, pelo mesmo método descrito anteriormente, para obter um resultado
mais preciso.

Se a altura da espuma for maior do que 1,0 cm em todos os tubos, o indice de
espuma é maior do que 1000. Nesse caso, a determinacéo precisa ser feita com uma
nova seérie de diluicbes do decocto para obter um resultado preciso.

O indice de espuma é calculado segundo a equacao

indice de Espuma = 1000/A  (3)

Onde: A = o volume, em mililitros, do decocto usado para preparagéao da diluicdo no

tubo onde a espuma foi observada.

4.4.3 Determinacao da perda por dessecacéao

Foram pesados 2,0 g da droga vegetal e foi transferida para pesa-filtro chato
previamente dessecado durante 30 minutos em estufa a 105 °C. Apoés resfriamento
em dessecador, o pesa-filtro tampado foi pesado, contendo a amostra. A amostra foi
distribuida da maneira mais uniforme possivel. O pesa-filtro foi inserido na estufa com
a tampa retirada, deixando-a também na estufa. A amostra foi seca a 105 °C por 2
horas, o pesa-filtro foi resfriado até temperatura ambiente em dessecador, e foi
pesado. A operacdo foi repetida até peso constante. A perda por dessecacao foi

obtida, utilizando o seguinte calculo:

Perda por dessecagéo (%) = Pu—-Ps/Pax100 (4)

Onde: Pa = peso da amostra; Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da
dessecacao; Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a dessecacao.

4.4.4 Determinagéo de cinzas totais e sulfatadas
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Para a determinagao de cinzas totais, em um cadinho previamente tarado, 3,0
g da droga vegetal foi adicionada, distribuida uniformemente, e foi incinerada,
aumentando gradativamente a temperatura até o maximo de 600 + 25 ° C, até que
todo o carbono tivesse sido removido. A amostra foi resfriada em dessecador e
pesada. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relacédo ao peso da droga
vegetal.

J& para a determinacdo de cinzas sulfatadas, um cadinho de porcelana foi
aguecido ao rubro por 10 minutos, em seguida foi resfriado em um dessecador e foi
pesado. No cadinho previamente tarado, foi adicionado 1,0 g da droga, que foi
umedecida com &cido sulfdrico concentrado e carbonizada em bico de Bunsen. A
amostra foi umedecida novamente com &cido sulfurico concentrado, carbonizada e
incinerada com aquecimento gradativo até 800 °C. A amostra foi resfriada, pesada
novamente, e incinerada por mais 15 minutos. O procedimento foi repetido até que a
diferenca entre duas pesagens sucessivas ndo fosse maior que 0,5 mg. A
determinacao de cinzas sulfatadas foi obtida utilizando o célculo:

% Cinzas Sulfatadas = Pr— Pv/Pax 100 (5)

Onde: Pr = peso do cadinho + residuo da amostra; Pv = peso do cadinho vazio; Pa =

peso da amostra.

4.4.5 Ensaio limite para metais pesados (método semi-quantitativo)

O ensaio limite para metais pesados foi realizado com a colaboracdo do
Laboratério Hebron, localizado na cidade de Caruaru — PE, e foi seguido o Método |
da Farmacopeia Brasileira 52 Edicdo (BRASIL, 2010). Os reagentes especiais foram
preparados conforme descrito no compéndio citado.

A solucdo amostra foi realizada transferindo para tubo adequado 4 mg da
droga vegetal e foi diluida com agua para 25 mL.

O pH da solucao foi ajustado entre 3,0 e 4,0 com &cido acético 1 M ou hidréxido
de amonio 6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. A
solucéo foi diluida com agua para aproximadamente 40 mL e foi homogeneizada.

A solugcao padrdo foi realizada transferindo para tubo adequado 2 mL de

solucdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb) e diluida para 25 mL com agua. O pH foi
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ajustado entre 3,0 e 4,0 com &cido acético 1 M ou hidroxido de aménio 6 M utilizando
papel indicador de faixa estreita como indicador externo. A solucgéo foi diluida com
agua destilada para aproximadamente 40 mL e foi homogeneizada.

A solucéo controle foi preparada transferindo para um terceiro tubo 2 mL
solucdo da amostra preparada e foram adicionados 2 mL de solucdo padrdo de
chumbo (10 ppm Pb). O pH foi ajustado entre 3,0 e 4,0 com &acido acético 1 M ou
hidréxido de aménio 6 M, utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador
externo. A solucao foi diluida com agua destilada para aproximadamente 40 mL e foi
homogeneizada.

A cada uma das solucdes, foram adicionados 2 mL de tampéao acetato pH 3,5
e 1,2 mL de tioacetamida. A solucdo foi diluida com agua destilada para 50 mL,
homogeneizada e deixada em repouso por 2 minutos. Apos 2 minutos, desenvolveu-
se tonalidade que varia do amarelo ao preto. As preparacdes foram observadas de
cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre fundo branco.

Para a aprovagcao do teste, qualquer coloragdo desenvolvida na solucéo
amostra ndo deve ser mais intensa do que a coloracdo apresentada pela solucéo

padrao.

4.4.6 Ensaio limite para metais pesados (ICP)

O ensaio limite para metais pesados foi desenvolvido através de equipamento
ICP-OES marca Perkin Elmer®, modelo OPTIMA 2100DV, e foi realizado com a
colaboracédo do Laboratério Cifarma, localizado na cidade de Goiania — GO, e foi
seguido o Método de Espectrometria Atbmica, descrito nos métodos gerais da
Farmacopeia Brasileira 52 Edicdo (BRASIL, 2010).

4.4.7 Determinacdo de pH em solucdo aquosa

Uma solucdo aquosa a 10% foi preparada com a droga vegetal. Foram
pesados 2,0 g do pd, e foram adicionados 20 mL de agua destilada. A solucao foi
inserida em equipamento de ultrassom a 25 °C por 10 minutos para homogeneizacéo,
e filtrada em filtro de papel. As leituras de pH foram realizadas em equipamento da
MS Tecnopon®. O eletrodo foi calibrado com solucdo tampéo, e as leituras foram

realizadas em triplicata.
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4.4.8 Densidade aparente ndo compactada

Para a determinacdo da densidade aparente ndo compactada, foi utilizado o
meétodo descrito por Fonseca, em 2009. Em uma proveta de 10 mL, previamente
pesada, adicionou-se 1,0 g da droga vegetal, de modo que a relagéo entre o volume
e a massa de poO constituiu a densidade aparente ndo compactada, descrita pelo

calculo:

Densidade aparente (g/mL) = Massa (g) / Volume ocupado (mL)  (6)

4.5 Avaliacdo do método extrativo para cascas de Hymenaea martiana

Com as cascas de Hymenaea martiana devidamente caracterizada fisico-
guimicamente, foram realizadas extracdes utilizando dois métodos extrativos, atravées
de planejamento fatorial 22, com trés pontos centrais, com variacdes nas condi¢ées

de extracao (porcentagem de &lcool e relacao droga : solvente).

Tabela 4 - Niveis para o desenho experimental para o estudo de métodos de extracéo

com as cascas de Hymenaea martiana

Nivel
Fatores
Q) (0) (+)
Solucéo Hidroalcodlica (%) 50 60 70
Relacao droga : solvente
1:10 2:10 3:10

(g:mL)
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Tabela 5 - Planejamento fatorial 22 com trés repetices no ponto central, para cada

meétodo extrativo realizado com as cascas de Hymenaea martiana.

Amostra | Relacdo droga : solvente (g:mL) | Solucdo Hidroalcodlica (%)
1 -1 (1:10) -1 (50)
2 -1 (1:10) +1 (70)
3 +1 (3:10) -1 (50)
4 +1 (3:10) +1(70)
5 0 (2:10) 0 (60)
6 0 (2:10) 0 (60)
7 0 (2:10) 0 (60)

4.5.1 Maceracédo

Foi transferida quantidade suficiente (de acordo com o planejamento fatorial
realizado) das cascas de Hymenaea martiana secas e pulverizadas para um recipiente
ambar, bem fechado. A droga vegetal foi mantida em contato com alcool etilico na
quantidade e concentracdes previstas em planejamento fatorial, com agitacdo diaria,
por no minimo, trés dias consecutivos, em lugar pouco iluminado, a temperatura
ambiente. ApGs o tempo de maceracado, a mistura foi vertida num filtro e armazenada
em recipiente ambar (ALMEIDA et al., 2012; BRASIL, 2011), para posterior
evaporacao do solvente em estufa de circulacdo de ar (ETHIKTECHNO®, modelo 420
TD).

4.5.2 Turbodlise

Foi transferida quantidade prevista das cascas de H. martiana secas e
pulverizadas para um recipiente adequado e foi adicionada quantidade prevista de
alcool na quantidade e concentracdes previstas em planejamento fatorial. A mistura
foi submetida a agitacdo mecanica, em Ultraturrax IKA® modelo T25 digital, por 15
minutos, a uma rotacdo de 4.000 rpm. A solucéo extrativa foi filtrada, para posterior
evaporacédo do solvente em estufa de circulacéo de ar (ETHIKTECHNO®, modelo 420
TD).
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4.5.3 Calculo do rendimento de extracao

Conforme item 4.3.4.

4.5.4 Doseamento do teor de compostos fendlicos totais

Conforme item 4.3.8.

455 Doseamento do teor de flavonoides totais

Conforme item 4.3.9.

4.5.6 Andlise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. Valores foram
considerados significantemente diferentes quando p<0,05. Para a caracterizacéo da
droga vegetal, foram utilizados os softwares GraphPad Prism® 5.0, Microsoft Excel®
2013, e a avaliacdo estatistica para o planejamento fatorial foi realizada no software
Statistica® 10.0, através de andlise do médulo DOE (Design Of Experiments).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacdo preliminar do método extrativo para diferentes drogas vegetais
de Hymenaea martiana

Para a avaliacdo preliminar do método extrativo para diferentes drogas vegetais de
Hymenaea martiana, foram obtidos os seguintes pesos dos materiais vegetais secos
e pulverizados: 3,0 kg das cascas, 300 g de folhas, 1,5 kg de frutos e 1,0 kg de

sementes de Hymenaea martiana.
5.1.1 Célculo do rendimento de extracdo
Os extratos foram obtidos com os seguintes rendimentos (% do peso da planta

seca), conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Rendimentos dos extratos obtidos de Hymenaea martiana.

Material Vegetal Maceragéo Percolacéo Ultrassom
Cascas 17,51% 17,94% 13,52%
Folhas 39,34% 37,39% 38,32%
Frutos 24,63% 15,15% 22,53%

Sementes 26,27% 14,18% 29,67%

Os métodos extrativos ndo apresentaram diferencas estatisticas nos
rendimentos dos extratos realizados com diferentes partes de Hymenaea martiana,
portanto, ndo foi observada influéncia estatistica. Por outro lado, diferencas
estatisticas foram consideradas significantes para as diferentes partes vegetais
(p<0,05, ANOVA two-way, Bonferroni, post hoc).

Os rendimentos obtidos mostram a influéncia dos 6rgdos vegetativos neste
parametro. De acordo com os dados brutos e de forma descritiva, 0s maiores
rendimentos foram observados com os extratos preparados a partir das maceragoes
das folhas de H. martiana. O método de maceracao € bastante utilizado, e o maior
tempo de contato da droga vegetal com o solvente pode favorecer a extracdo de
metabolitos secundarios. Ja o método de ultrassom apresentou rendimentos
interessantes, pois este método é rapido e simples, com duragéo de 30 minutos, o que
pode ser uma vantagem. Ja a percolagdo, procedimento previsto na Farmacopeia

Brasileira, apresentou 0os menores rendimentos para os materiais vegetais folhas,
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frutos e sementes de H. martiana, exceto para as cascas. Isto pode ser relacionado
ao tempo de contato entre a droga vegetal e o solvente, que € maior ha maceracao,
engquanto na percolacdo o contato da droga vegetal com o solvente € relativamente

menor.

5.1.2 Avaliacdo dos aspectos visuais

Os extratos obtidos com os materiais vegetais de H. martiana pelos diferentes
meétodos foram analisados em relacdo aos aspectos visuais (Tabela 7). Em relacdo as
cascas, a maceracao apresentou-se como um material cristalizado, com consisténcia
rigida, de coloragdo marrom escura a avermelhada, enquanto que os outros métodos
apresentaram-se com consisténcia maleavel. Ja em relacdo as folhas, os métodos
apresentaram-se de aspecto semelhante, como um material liquido, com consisténcia
oleosa, de coloracao verde escura, exceto para a percolacéo, que apresentou-se com
aspecto gelatinizado e oleoso. Os extratos obtidos através da maceracao dos frutos,
por sua vez, apresentaram-se como um material granulado e gelatinizado, de
consisténcia endurecida, de coloracdo marrom escura e de cheiro adocicado,
enguanto que a percolacao apresentou-se como um material liquido caramelizado, de
coloracdo amarela e de cheiro adocicado, indicando diferencas nos aspectos dos
extratos obtidos pelos diferentes métodos para este material vegetal. Em relacdo as
sementes, 0s extratos obtiveram aspecto semelhante, apresentando-se como um
material gelatinizado, de consisténcia endurecida, de coloragdo marrom escura.

Os aspectos visuais dos extratos obtidos se apresentaram com algumas
diferencas entre os métodos extrativos (Figuras 6, 7 e 8), porém alguns materiais
vegetais como as folhas e as sementes apresentaram aspectos visuais semelhantes,
0 que indica que cada parte vegetal se comporta de maneira diferente ao ser

submetida aos diferentes métodos extrativos.

Tabela 7 - Aspectos visuais dos extratos obtidos de Hymenaea martiana.
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Material Vegetal Maceragéo Percolacao Ultrassom
Cascas Material Material pastoso, Material pastoso,
cristalizado de de coloracéo de coloracéo
coloracdo marrom marrom a marrom a
a avermelhada. avermelhada. avermelhada.
Folhas Material liquido e Material Material liquido,
oleoso, de gelatinizado, oleoso, de
coloracéo verde oleoso, de coloracéo verde
escura. coloracéo verde escura.
escura.
Frutos Material granulado, Material liquido Material
de coloracéo caramelizado, de gelatinizado, de
marrom escura. coloragéo amarela coloragdo marrom
escura. escura.
Sementes Material Material Material
gelatinizado, gelatinizado, gelatinizado,

enrigecido, de
coloragcdo marrom

escura.

enrigecido, de
coloragcdo marrom

escura.

enrigecido, de
coloragcdo marrom

escura.

66
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Figura 6 — Aspectos visuais dos extratos obtidos por maceragcdo. Legenda: (A)
maceragcdo das cascas; (B) maceracao das folhas; (C) maceracdo dos frutos; (D)
maceracao das sementes.
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Figura 7 — Aspectos visuais dos extratos obtidos por percolagdo. Legenda: (A)

percolacdo das cascas; (B) percolacdo das folhas; (C) percolacdo dos frutos; (D)
percolacao das sementes.
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Figura 8 — Aspectos visuais dos extratos obtidos por ultrassom. Legenda: (A)

ultrassom das cascas; (B) ultrassom das folhas; (C) ultrassom dos frutos; (D)

ultrassom das sementes.

5.1.3 Triagem fitoquimica qualitativa

Foi realizada a triagem fitoquimica com os extratos obtidos, e as placas de
cromatografia em camada delgada foram analisadas. A analise dos extratos obtidos
pelo método de maceracdo das cascas de H. martiana indicou a presenca de
derivados antracénicos, flavonoides, monoterpenos, diterpenos, naftoquinonas,
saponinas, triterpenos e esteroides. Ja a maceracao das folhas da planta indicou
presenca de antracenos, flavonoides, naftoquinonas e saponinas. A maceragdo dos
frutos indicou presenca de antracenos, flavonoides, monoterpenos, diterpenos e
naftoquinonas, saponinas, e a maceracdo das sementes indicou presenca de
antracenos e flavonoides (Tabela 8).
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Tabela 8 - Triagem fitoquimica qualitativa dos materiais vegetais de Hymenaea

martiana submetidos a extracdo por maceracao.

Metabdlitos Extrato Extrato Extrato Extrato

secundéarios Cascas Folhas Frutos Sementes
Alcaloides - - - -
Derivados +++ ++ + +

antracénicos

Cumarinas - - - -
Flavonoides +++ +++ +++ +
Lignanas - - - -
Monoterpenos e + - o+ -
Diterpenos
Naftoquinonas +++ + + -
Saponinas + + + -
Triterpenos e + - - ,
esteroides

Legenda: (-): Nao detectado; (+): Fracamente positivo; (++): Moderadamente positivo;

(+++) Fortemente positivo.

A analise dos extratos obtidos pelo método de percolacdo das cascas de H.
martiana indicou a presenca de derivados antracénicos, flavonoides, monoterpenos,
diterpenos, naftoquinonas e saponinas, nédo indicando a presenca de triterpenos e
esteroides como na maceracdo. JA a percolacdo das folhas da planta indicou
presenca de derivados antracénicos, flavonoides, monoterpenos e diterpenos
(compostos ndo apresentados na maceracdo) e naftoquinonas, ndo indicando a
presenca de saponinas, como na maceracdo. A percolacdo dos frutos indicou
presenca de flavonoides, monoterpenos, diterpenos, naftoquinonas, saponinas e
triterpenos e esteroides (compostos nédo apresentados na maceracao), nao indicando
a presenca de derivados antracénicos como na maceracdo. Ja a percolacdo das
sementes indicou presenca de derivados antracénicos, flavonoides e saponinas

(composto nao apresentado na maceragao) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Triagem fitoquimica qualitativa dos materiais vegetais de Hymenaea

martiana submetidos a extracéo por percolacao.

Metabdlitos Extrato Extrato Extrato Extrato

secundéarios Cascas Folhas Frutos Sementes
Alcaloides - - - -
Derivados +++ ++ - +

antracénicos

Cumarinas - - - -
Flavonoides +++ +++ +++ +
Lignanas - - - -
Monoterpenos e ++ ++ o+ -
Diterpenos
Naftoquinonas +++ ++ + -
Saponinas + - +++ ++
Triterpenos e - - ++ -
esteroides

Legenda: (-): Nao detectado; (+): Fracamente positivo; (++): Moderadamente positivo;

(+++) Fortemente positivo.

Ja a analise dos extratos obtidos pelo método de ultrassom das cascas de H.
martiana indicou a presenca de derivados antracénicos, flavonoides, monoterpenos,
diterpenos, naftoquinonas e saponinas, conforme observado na maceragédo. Ja a
percolacdo das folhas da planta indicou presenca de flavonoides, monoterpenos e
diterpenos (compostos nao apresentados na maceracdo) e naftoquinonas, nao
indicando a presenca de derivados antracénicos e saponinas, CoOmo na maceragao. A
percolacdo dos frutos indicou presenca de flavonoides, monoterpenos, diterpenos,
naftoquinonas e saponinas, ndo indicando a presenca de derivados antracénicos
como na maceragao, e triterpenos e esteroides, como na percolagdo. Ja a percolacao
das sementes indicou presenca de derivados antracénicos, flavonoides e saponinas

(composto ndo apresentado na maceracgao) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Triagem fitoquimica qualitativa dos materiais vegetais de Hymenaea

martiana submetidos a extracao por ultrassom.

Metabdlitos Extrato Extrato Extrato Extrato
secundarios Cascas Folhas Frutos Sementes
Alcaloides - - -
Derivados +++ - - +

antracénicos

Cumarinas - - - -
Flavonoides +++ +++ +++ +
Lignanas - - - -
Monoterpenos e ++ + + -
Diterpenos
Naftoquinonas +++ + + -
Saponinas ++ - ++ +

Triterpenos e - - - -

esteroides

Legenda: (-): Nao detectado; (+): Fracamente positivo; (++): Moderadamente positivo;

(+++) Fortemente positivo.

A triagem fitoquimica foi realizada conforme descrito por Wagner e Bladt
(1996), e foram observadas diferencas nos resultados dos extratos obtidos, sendo
entdo importante a escolha do método de acordo com as substancias de interesse. A
analise dos extratos das cascas indicou a presenca de naftoquinonas, derivados
antracénicos, terpenoides, esteroides, saponinas e flavonoides, o que esta de acordo
com outros estudos realizados com Hymenaea martiana e outras espécies do género
(MARSAIOLI et al., 1975; CARNEIRO et al, 1993; NOGUEIRA et al., 2002). Ja a
analise dos extratos das folhas mostrou resultado positivo para derivados
antracénicos, naftoguinonas, flavonoides, monoterpenos, diterpenos e saponinas.
Outras espécies do género apresentaram flavonoides, diterpenos, esteroides e
sesquiterpenos nas folhas (KADER et al., 2002; LOPEZ e SCHIFF-JR, 1976; PETTIT
et al., 2003; MARTIN et al., 1972). A andlise dos extratos dos frutos indicou presenca
de derivados antracénicos, flavonoides, monoterpenos, diterpenos, naftoquinonas,

saponinas, triterpenos e esteroides. Apesar de ndo haver estudos com os frutos de H.
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martiana, em estudos anteriores em frutos de outras espécies do género, foram
encontrados os carboidratos D-frutose, D-glicose, acido D-glicurénico, L-sorbose e
sacarose, além de diterpenos nas vagens secas (acido (5R-8S-10R)-cleroda-3-trans-
13-dien-15-oico, acido (-)-kovalénico, acido (-)-0zico, acido (-)iso-0zico) (CHUNG et
al., 1997; NOGUEIRA et al., 2001). A analise dos extratos das sementes indicou
presenca de derivados antracénicos, flavonoides, saponinas, porém foram
encontrados estudos em outras espécies do género que indicaram apenas a presenca
de cumarinas (ipomopsina e himenaina) (SIMOES et al., 2009), e xiloglucanas (LIMA
et al., 1993; BUCKERIDGE et al., 1997).

Figura 9 — Placas de cromatografia em camada delgada dos extratos brutos dos
materiais vegetais submetidos a extracdo por maceracao (da esquerda para a direita:
alcaloides, derivados antracénicos, cumarinas, flavonoides, lignanas, monoterpenos

e diterpenos, naftoquinonas, saponinas e triterpenos) — cascas, folhas e frutos.
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Figura 10 — Placas de cromatografia em camada delgada dos extratos brutos dos

materiais vegetais submetidos a extracdo por maceracdo, apos a aplicacdo dos

reveladores — cascas, folhas e frutos.

Figura 11 - Visualizacdo das placas apés a aplicacdo dos reveladores em camara de
luz UV, dos extratos brutos dos materiais vegetais submetidos a extracdo por

maceragao — cascas, folhas e frutos.
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Figura 12 - Visualizacdo das placas ap0s a aplicacao dos reveladores em camara de
luz UV (365 nm), dos extratos brutos dos materiais vegetais submetidos a extragédo
por maceracdo (sementes), percolacdo e ultrassom (cascas, folhas, frutos e

sementes).

5.1.4 Desreplicacdo e deteccdo do flavonoide astilbina e seus isbmeros, através de
analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM).

Com o objetivo de evitar o re-isolamento e a determinacdo estrutural de
substancia ja conhecida, a “desreplicacao” (do inglés, dereplication) é caracterizada
como uma etapa crucial no processo de triagem de extratos brutos (NG et al., 2009).
Além de minimizar o consumo de droga vegetal e solvente, a desreplicacdo impede a
repeticdo de trabalhos, otimizando o tempo necessario ao estudo de novos produtos
naturais com atividade biologica (LANG et al., 2008).

Como os extratos vegetais s&0 compostos por matrizes complexas, 0 processo
de desreplicacdo envolve a separacdo dos componentes, com a utilizacdo de métodos
cromatograficos, além da obtencdo de dados espectroscépicos e de bioatividade.
Para isso, sdo utilizadas as chamadas técnicas hifenadas, constituidas pelo
acoplamento (hifenac&o) de diferentes técnicas e/ou diferentes detectores. A analise
€ entdo baseada na comparacdo das informacdes obtidas em bases de dados,
resultando na deteccdo de substancias conhecidas ou elucidacéo estrutural de novos
compostos (LANG et al., 2008).

O método de desreplicacao ja foi utilizado para a deteccao de produtos naturais
em diversos trabalhos, como flavonoides glicosilados (WARIDEL et al.,, 2001),
derivados do acido cafeico (PAULI et al., 1999), flavonoides e derivados de
flavonoides (WOLFENDER et al., 2000) e isoflavonoides (LAMBERT et al., 2005).
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A astilbina apresenta dois isbmeros principais: neoastilbina e isoastilbina. A
neoastilbina ja foi isolada de outra planta do género, como das cascas de Hymenaea
parvifolia (ISHIBASHI et al., 1999), além das raizes de Heteropteris afrodisiaca, da
familia Malpighiaceae (MARQUES et al., 2007), planta que também apresentou
isoastilbina. Este isdbmero também foi identificado nas raizes de Smilax glabra (DU et
al., 2005).

Em relagéo a diferenciagéo entre os isbmeros, Marques et al. (2007), relataram,
em analise por HPLC, em condi¢cBes cromatograficas semelhantes as executadas
neste estudo, que a neoastilbina apresentou o menor tempo de retencéo, seguido da
astilbina, e tendo a isoastilbina 0 maior tempo de retencdo. Ja Du et al. (2005), em
condi¢cdes também semelhantes, detectou primeiramente a astilbina, em seguida a
isoastilbina, porém néo foi encontrada neoastilbina. Apesar do fato de que técnicas
mais especificas para a determinacdo das estruturas quimicas seriam mais
apropriadas, bem como a utilizacdo de padrées analiticos especificos, estes estudos
demonstram a diferenca nos tempos de retencdo entre os isbmeros, podendo servir

de base para estudos preliminares.

OH
OH

HO OH

Figura 13 — Estrutura quimica da astilbina.
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Hg OH

Figura 14 — Estrutura quimica da isoastilbina.

OH

HO OH

Figura 15 — Estrutura quimica da neoastilbina.

Na fragmentacdo do padrdo astilbina, o ion atribuido a este flavonoide
apresentou um fragmento principal com m/z 449,1157 no modo negativo. Este modo
foi escolhido por conta da estrutura quimica e ionizacéo dos flavonoides.O espectro
de massas da fragmentacdo do padrdo astilbina estdo mostrados na figura 16. A
proposta dos padrées de fragmentacdo pode ser justificada pela perda da ramnose, e
o aparecimento do fragmento [M-H]: m/z 303,0660, referente a taxifolina (304,0582
Da), conhecido como a aglicona da astilbina (ZHANG et al., 2013a).



OLIVEIRA, F.G.S. Influéncia do método extrativo sobre a produgao de compostos fenolicos em 78
Hymenaea martiana (Fabaceae) e controle de qualidade da droga vegetal.

Intens. ] -MS, 26.5min #1621
x1077

1 (a)
2.5 4491157

2.0
1.5

1.0
] 899.2567
05] (® 487.1118
] 303.0660 T 561.13221.2392 \
| L

100 200 300 400 500 600 700 800 900 "miz

0.0

Figura 16 — Fragmentacao da astilbina (a) em taxifolina (tf) no modo negativo.

Tabela 11 — Deteccéo do padrao astilbina em ensaio de CLAE-EM, no modo negativo
[M-H].

Modo m/z tr (Minutos)
Positivo [M+H]* 451,1411 26,2
Negativo [M-H] 449,1157 26,5
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OH

C21H5:044: astilbina
Massa média: 450.393 Da Massa média: 304.252 Da

C4sH4205: taxifolina

CgHy20< ramnose
Massa média: 164.156 Da

Figura 17 — Padrao de fragmentacéo proposto de astilbina em taxifolina.

5.1.4.1 Maceracao das cascas

Intens,
x108

™ Tume (min]
I
Figura 18 — Cromatograma do extrato obtido por macerac¢éo das cascas de Hymenaea
martiana no modo negativo.

| TIC -All MS

fons observados [M-H]: m/z 449,1126, tr= 24,4 min.
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No extrato obtido através da maceragdo das cascas, foi observado um ion no
modo negativo, com m/z 449,1126 (Figura 19). Este ion foi atribuido a astilbina, pois
o tempo de retencédo foi semelhante ao encontrado na fragmentacéo do padréao (figura
16 e tabela 11).

No modo negativo foi observado um ion com m/z 303,0704, o que pode sugerir

a presenca de taxifolina.

Intuns?.- -MS, 24 Amin #3066
ol (A)
3 (a)
4491126
1.54
1.04
£99.3010
0.54
(t)
1 303.0704 BAG 2185
0.0 i il L |
100 200 300 400 500 600 FO0 200 00 miz

Figura 19 — Espectros de massas, com deteccdo de astilbina (a) e taxifolina (t), no
extrato obtido através de maceracdo das cascas de Hymenaea martiana, no modo

negativo.

5.1.4.2 Maceracéao das folhas
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Figura 20 — Cromatograma do extrato obtido por maceracao das folhas de Hymenaea

martiana no modo negativo.
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fons observados [M-H]: m/z 449,2625, tr= 21,9 min; [M-H]: 449,1544, tr= 8,5
min; [M-H]: 449,0969, tr= 29,2 min.

Ja para a maceracéao das folhas, um ion foi observado no modo negativo, com
m/z 449,2625, que pode ser atribuido a astilbina, pois o tempo de retencéo foi proximo
ao encontrado na andlise do padréo (figura 16 e tabela 11). Os espectros de massas
para este extrato obtido através da maceracéo das folhas sdo apresentados na figura
21.

No espectro de massas no modo negativo, outro ion observado com m/z
449,1544 pode ser relacionado a neoastilbina, visto que este apresentou tempo de
retencdo inferior ao relacionado a astilbina. Ainda no modo negativo, pode ser
visualizado um ion com m/z 449,0969, com tempo de retencdo de 29,2 minutos, que
pode ser relacionado a isoastilbina, pois em outros estudos esta substancia teria
tempo de retencdo maior que a astilbina (MARQUES et al., 2007).

Até o presente momento, e conforme revisdo bibliogréfica, ainda n&o foi
relatado nenhum estudo fitoquimico com as folhas de H. martiana, sendo este
resultado importante para o estudo desta espécie. A astilbina ja foi isolada das folhas
de outra planta do género, Hymenaea courbaril (LOPEZ; SCHIFF, 1976). As folhas,
como parte importante no uso tradicional de plantas medicinais, constituem entdo uma
droga vegetal da espécie em estudo de relevante aspecto para futuros estudos

fitoquimicos e farmacolégicos.
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Figura 21 — Espectros de massas, com deteccdo de neoastilbina (n), astilbina (a) e

isoastilbina (i) no extrato obtido através de maceragdo das folhas de Hymenaea

martiana, no modo negativo.
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5.1.4.3 Maceracao dos frutos
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Figura 22 — Cromatograma do extrato obtido por maceracao dos frutos de Hymenaea

martiana no modo negativo.

ions observados [M-H]: m/z 449,1392, tr= 26,2 min; [M-H]: m/z 449,1766, tr=
31,6 min.

Os extratos obtidos por maceracdo dos frutos de Hymenaea martiana
apresentou um ion no modo negativo, com m/z 449,1392. Este ion no modo negativo,
com tempo de retencdo de 26,4 minutos, pode ser atribuido a astilbina, baseado na
fragmentacao do padrao (figura 16).

No modo negativo, com tempo de retencdo de 31,6 minutos, um ion pode ser
observado com m/z 449,1766, o que pode ser relacionado a isoastilbina, conforme
relatado em estudos anteriores (MARQUES et al., 2007).

De acordo com espectro de massas no modo negativo, com tempo de retencao
de 31,6 minutos (Figura 23), ainda pode ser observado um ion com m/z 304,9293, que
pode ser relacionado a taxifolina, conforme fragmentagéo do padréo astilbina (figura
16).

Em um dos espectros de massas, no modo negativo, pode ser observado um
ion com m/z 301,2274, que pode ser relacionado a quercetina, substancia que ainda

nao havia sido relatada para a espécie.
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Figura 23 — Espectros de massas, com deteccdo de astilbina (a) e isoastilbina (i),

taxifolina (t) e quercetina (q), no extrato obtido através de maceracéo dos frutos de

Hymenaea martiana no modo negativo.
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5.1.4.4 Maceracao das sementes
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Figura 24 — Cromatograma do extrato obtido por maceracdo das sementes de
Hymenaea martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: m/z 449,0604, tr= 38,9 min.

Na maceracao das sementes, foi observado um ion no modo negativo com m/z
449,0604, e tempo de retencéo de 38,9 minutos (Figura 25).

De forma semelhante ao encontrado na maceracdo dos frutos, o tempo de
retencdo apresentado para este ion mostrou-se diferente do apresentado nos
espectros de fragmentacdo do padrao astilbina (figura 16). De acordo com Marques
et al. (2007), este ion poderia ser atribuido a isoastilbina, tomando apenas como base
o tempo de retencao do estudo.

No modo negativo, pode ser observado um ion com m/z 301,2468, que pode
ser atribuido a quercetina, descrita anteriormente em cascas de Hymenaea
stignocarpa (MARANHAO et al., 2013).
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Figura 25 — Espectros de massas, com deteccéo de isoastilbina (i) e quercetina (q),

no extrato obtido através de maceracdo das sementes de Hymenaea martiana no

modo negativo.
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5.1.4.5 Percolacéo das cascas
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Figura 26 — Cromatograma do extrato obtido por percolacéo das cascas de Hymenaea

martiana no modo negativo.

ions observados [M-H]: m/z 449,1442, tr= 24,4 min.

No extrato obtido por percolacdo com as cascas de Hymenaea martiana, o ion
observado no modo negativo pode ser atribuidos a astilbina (Figura 27).

A identificacdo da astilbina neste extrato confirma que a mudanca no método
extrativo para percolagcédo nao apresentou mudanca na presenca deste composto na
amostra, reafirmando a sua potencial utilizacdo como marcador quimico da espécie.
Com igual importancia, a determinacdo da taxifolina pode corroborar estudos
anteriores, visto esta substancia foi encontrada em estudos anteriores em H. martiana
(CECHINEL-FILHO et al., 2000).
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Figura 27 — Espectro de massas, com deteccédo de astilbina (a) no extrato obtido

através de percolacdo das cascas de Hymenaea martiana no modo negativo.

5.1.4.6 Percolacao das folhas
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Figura 28 — Cromatograma do extrato obtido por percolagcao das folhas de Hymenaea

martiana no modo negativo.

ions observados [M-H]: m/z 449,1592, tr= 8,3 min; [M-H]: m/z 449,1840, tr=
24,3 min (Figura 29).

De forma semelhante que na percolacao das cascas, a extracédo das folhas de
Hymenaea martiana por este método apresentou ions no espectro de massas que

puderam ser atribuidos a astilbina, conforme fragmentacg&o do padréo (Figura 16).
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No modo negativo, um ion pode ser observado com m/z 449,1592 e tempo de
retencdo de 8,3 minutos, que pode ser atribuido a neoastilbina, conforme referéncia
consultada (MARQUES et al., 2007).
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Figura 29 — Espectros de massas, com deteccdo de neoastilbina (n), astilbina (a), no
extrato obtido através de percolacdo das folhas de Hymenaea martiana no modo

negativo.
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5.1.4.7 Percolacao dos frutos
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Figura 30 — Cromatograma do extrato obtido por percolacao dos frutos de Hymenaea

martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: m/z 449,0094, tr= 32,7 min.

Com os espectros de massas obtidos com a percolacdo dos frutos de
Hymenaea martiana, o ion observado com m/z 449,0094, no modo negativo, o tempo
de retengdo apresentou-se maior do que o encontrado com o padrdo (figura 31),
apresentado na figura 16, e pode ser atribuido a isoastilbina (MARQUES et al., 2007).

No modo negativo, um ion com m/z 301,2691 pode ser observado, podendo

ser relacionado com a quercetina, substancia também encontrada na maceracédo dos

frutos.
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Figura 31 — Espectros de massas, com deteccdo de neoastilbina (n), isoastilbina (i) no
extrato obtido através de percolacdo dos frutos de Hymenaea martiana no modo
negativo.

5.1.4.8 Percolacao das sementes
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Figura 32 — Cromatograma do extrato obtido por percolagdo das sementes de
Hymenaea martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: 449,0743 m/z, tr= 38,8 min.

Os ions observados com os espectros de massas dos extratos obtidos com a
percolacdo das sementes de Hymenaea martiana estao exibidos na figura 33. O ion
com m/z de 449,0743 no modo negativo, apresenta tempo de retencdo de 38,8
minutos, maior do que o tempo de retencdo apresentado para a fragmentacdo do
padréao, podendo ser relacionado a isoastilbina (MARQUES et al., 2007).
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Figura 33 — Espectros de massas, com deteccdo de isoastilbina (i) no extrato obtido

através de percolacdo das sementes de Hymenaea martiana no modo negativo.

5.1.4.9 Ultrassom das cascas

Intens.
x108

64

o L A

0

o o =2 3 4 5  Time[min]

[——TIC -AlMS |

Figura 34 — Cromatograma do extrato obtido por ultrassom das cascas de Hymenaea

martiana no modo negativo.

fon observado [M-HJ: 449,1138 m/z, tr= 24,6 min.
Para a ultrassom das cascas, o tempo de retencao do ion observado encontra-
se de acordo com os espectros de fragmentacéao do padrédo (figura 35). Desta forma,

este ion pode ser atribuido a astilbina.
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Estes dados demonstram que n&o houve influéncia na extragéo da astilbina, e
que todos os métodos testados foram eficientes em apresentar, pelo menos
qualitativamente, este composto, que em estudos anteriores foi considerado um
componente majoritario (MARQUES et al., 2007; CARNEIRO et al., 1993).
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Figura 35 — Espectros de massas, com deteccao de astilbina (a) no extrato obtido

através de ultrassom das cascas de Hymenaea martiana ho modo negativo.

5.1.4.10 Ultrassom das folhas
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Figura 36 — Cromatograma do extrato obtido por ultrassom das folhas de Hymenaea

martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: 449,1956 m/z, tr= 8,3 min.
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A figura 37 apresenta os espectos de massas obtidos com o0s extratos
preparados atraves do método de ultrassom com folhas de Hymenaea martiana.
O ion observado no modo negativo apresentou tempo de retencédo que pode

ser atribuido a neoastilbina, conforme Marques et al. (2007).
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Figura 37 — Espectros de massas, com deteccdo de neoastilbina (n) no extrato obtido

atraves de ultrassom das folhas de Hymenaea martiana no modo negativo.

5.1.4.11 Ultrassom dos frutos
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Figura 38 — Cromatograma do extrato obtido por ultrassom dos frutos de Hymenaea

martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: 449,1635 m/z, tr= 26,2 min.
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Os espectros de massas obtidos com o0s extratos preparados através do
meétodo de ultrassom com os frutos de Hymenaea martiana sdo apresentados na
figura 39.

O ion observado no modo positivo, apresentou tempo de retencédo semelhante
ao exibido no espectro de fragmentacdo do padrao astilbina, podendo ser atribuido a
este composto.

Adicionalmente, no espectro de massas obtido no modo negativo, apresentado
na figura 25, com tempo de retencdo de 26,2 minutos, h4 um ion com m/z 301,1727,
gue pode ser sugerida a relacdo com quercetina, que apresenta massa molecular de
302,2360 Da. Esta informagéo apresenta relevancia, visto que este flavonoide ainda
ndo tinha sido relatado na espécie, e estudos anteriores com plantas do género
relataram a deteccdo de quercetina apenas em cascas de Hymenaea stignocarpa
(MARANHAO et al., 2013).
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Figura 39 — Espectros de massas, com deteccdo de astilbina (a) e quercetina (q) no
extrato obtido através de ultrassom dos frutos de Hymenaea martiana no modo

negativo.
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5.1.4.12 Ultrassom das sementes
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Figura 40 — Cromatograma do extrato obtido por ultrassom das sementes de

Hymenaea martiana no modo negativo.

fon observado [M-H]: 449,1459 m/z, tr= 24,4 min.

No extrato obtido por ultrassom com as sementes de Hymenaea martiana, 0s
ions observados nos espectros de massas (Figura 41) no modo negativo, 0 ion
observado apresentou tempo de retencdo semelhante ao apresentado na

fragmentacao do padrao, podendo ser relacionado a astilbina.
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Figura 41 — Espectros de massas, com deteccao de astilbina (a) no extrato obtido

através de ultrassom das sementes de Hymenaea martiana no modo negativo.



OLIVEIRA, F.G.S. Influéncia do método extrativo sobre a produgao de compostos fenolicos em 97
Hymenaea martiana (Fabaceae) e controle de qualidade da droga vegetal.

A desreplicacdo desenvolvida com os extratos obtidos através de varios
métodos extrativos, utilizando diferentes partes (cascas, folhas, frutos e sementes) de
Hymenaea martiana, possibilitou evidenciar a influéncia dos métodos na presenca de
constituintes quimicos importantes. A tabela 12 mostra os dados obtidos por
desreplicacdo de forma resumida.

Flavonoides importantes tiveram sua presengca propostas nos extratos
estudados. A taxifolina, flavonoide relacionado estruturalmente a astilbina, se mostrou
presente nos extratos por maceracao, percolacdo e ultrassom das cascas da espécie
estudada. Ja em relacdo as folhas, frutos e sementes de H. martiana, apenas o
método de maceracdo apresentou taxifolina como um possivel composto. Este fato
pode residir em propriedades técnicas especificas do método, como o tempo de
contato entre a droga e o solvente ser maior para a maceracao, em relagdo aos
demais métodos.

A quercetina, flavonoide de importancia terapéutica ja conhecida, ja foi
identificada previamente no género Hymenaea, em cascas de Hymenaea stignocarpa
(MARANHAO et al., 2013), porém até o momento, n&o foi relatada sua ocorréncia na
espécie em estudo. A presenca deste composto foi proposta para a maceracao das
cascas e das folhas de H. martiana. Todos os métodos extrativos utilizados nos frutos
apresentaram quercetina como um possivel componente quimico, e para as
sementes, apenas o método de ultrassom ndo demonstrou a presenca deste
composto.

A presenca deste composto, bem como a sua devida padronizacdo nos
derivados vegetais, pode entdo servir como base para a sua utilizagdo como um
marcador quimico da espécie, ou pelo menos da parte vegetal a ser utilizada. Este
fato, juntamente com a identificacdo da taxifolina, corrobora os dados da literatura, e
ainda mostra a presenca deste flavonoide, que apesar da variacdo do meétodo
extrativo, 0 mesmo encontra-se presente nas cascas desta espécie, evidenciando o
seu potencial uso como marcador quimiotaxonémico.

Estes efeitos na presenca destes compostos nos diversos extratos de
Hymenaea martiana corroboram a importancia de estudos mais aprofundados para a
determinacdo estrutural destes flavonoides, visando evidenciar de maneira mais
apropriada, com a utilizacdo de técnicas complementares para maior seguranga no

estudo fitoquimico da espécie, como a ressonancia magnética nuclear, por exemplo.
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Tabela 12 - Deteccéo de astilbina em diversas partes vegetais, no modo negativo [M-
HJ-.

Método Extrativo Droga m/z tr (Min)

Maceracéo Casca 449,1126 22,4
Folhas 449,2625 21,9

Frutos 449,1392 26,4

Sementes 449,0604 38,9

Percolacdo Casca 449,1442 24,4
Folhas 449,1840 24,3

Frutos 449,0094 32,7

Sementes 449,0743 38,8

Ultrassom Casca 449,1138 24,6
Folhas 449,1956 8,3

Frutos 449,1635 26,2

Sementes 449,1459 24,4

5.1.5 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada de maneira a
complementar a caracterizacdo quimica dos extratos obtidos. Compostos fendlicos
sdo metabdlitos secundarios originados de plantas e fungos, sendo constituidos de
pelo menos um anel aromatico substituido por pelo menos um grupamento hidroxila
(SIMOES et al., 2007). Apresentam diversas atividades bioldgicas ja relatadas, como
adstringente, atividade  anti-inflamatéria, antineoplasica, bacteriostatica,
antimelanogénica, e atividade antioxidante (HELENO et al., 2015).

A influéncia do método extrativo no teor de compostos fendlicos esta descrita
na Tabela 13. Tanto a parte vegetal quanto os diferentes métodos extrativos
influenciaram significativamente nos teores (p<0,05, ANOVA, Bonferroni, post hoc).
N&o foram detectados teores de compostos fendlicos totais nos extratos dos frutos
nem das sementes.

De acordo com os dados, o maior teor de compostos fendlicos foi encontrado
na maceracao das cascas, com 586,50 mg EAG/g de extrato, teor ainda maior do que
encontrado anteriormente em extrato etandlico bruto obtido através do mesmo método

nas cascas (ALMEIDA et al., 2012).
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A maceracao ja € um método bastante utilizado para a extracdo de compostos
fendlicos (FONSECA, 2009; SILVA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2012; VIOLANTE et
al., 2009), e se mostrou eficiente para as cascas de Hymenaea martiana. As cascas
desta planta s&o utilizadas para fins medicinais por comunidades tradicionais, e o teor
de compostos fendlicos poderia justificar grande parte das atividades relatadas
(NEVES et al, 1993; CECHINEL-FILHO et al, in 2000; CARNEIRO et al, 1993; CLOSA
et al, 1997; SOUZA et al., 2009; SILVA-JUNIOR, 2014).

Tabela 13 — Teor de compostos fendlicos totais em extratos de diferentes partes de

Hymenaea martiana.

Teor de compostos fendlicos (mg EAG/g de extrato)
Droga vegetal

Maceracéo Percolacéo Ultrassom
Cascas 586,50 £ 9,61 359,28 + 5,09 327,89 + 16,84
Folhas 180,25+ 7,74 151,08 + 5,09 116,50 + 24,88
Frutos N.D. N.D. N.D.
Sementes N.D. N.D. N.D.

Legenda: EAG = Equivalentes de Acido Galico. N.D. = N&o detectado.

5.1.6 Determinagéo do teor de flavonoides totais

Polifendis, especialmente os flavonoides, sdo metabdlitos secundarios de
plantas biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides (SIMOES et al., 2007) e
definidos quimicamente como substancias compostas por um nudcleo comum de
fenilcromanona com substituicio em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados
ligados a acucares (BIRT et al., 2001).

A interacdo entre o método extrativo e as partes vegetais no teor de flavonoides
totais estdo apresentadas na Tabela 14. Nao foram significativas as diferencas entre
os teores (p<0,05, ANOVA, Bonferroni, post hoc). A maior concentracdo de
flavonoides totais foi encontrada no método por ultrassom das cascas, com 107,29
mg EQ/g de extrato, seguida da maceracao das cascas. Ja o método por percolacao
apresentou os menores resultados. Nao foram detectados teores de flavonoides totais
nos extratos dos frutos nem das sementes.

O método de extracdo por ultrassom, conforme descrito anteriormente, € uma

técnica rapida e € baseada na formacao de ondas ultrassénicas de alta frequéncia,
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gue provocam a ruptura na parede celular da matriz vegetal, o que propicia a
penetracdo do solvente e a transferéncia de massa, podendo entdo favorecer a
extracdo de determinados compostos.

O teor de flavonoides totais encontrados nos extratos estudados esta abaixo
do encontrado em estudos anteriores, com teor de 394,90 + 8,43 mg EC/g (ALMEIDA
et al.,, 2012). Desta forma, pode-se verificar que a diferenca entre os métodos de
determinacao de flavonoides apresentou diferencas no resultado, visto que o estudo
anterior foi realizado utilizando a catequina como padrao.

De toda forma, os teores de flavonoides totais encontrados em Hymenaea
martiana ainda sdo considerados relevantes, visto que o teor de 107,29 mg EQ/g de

extrato equivale a aproximadamente 10,73% da amostra.

Tabela 14 - Flavonoides totais em extratos de diferentes partes de Hymenaea

martiana

Teor de flavonoides totais (mg EQ/g de extrato)
Droga vegetal

Maceracéo Percolacéo Ultrassom
Cascas 106,20 £ 0,37 103,85+ 1,98 107,29 £ 0,86
Folhas 100,02 £1,95 99,97 + 2,82 92,48 + 3,44

Legenda: EQ = Equivalentes de Quercetina.

5.1.7 Determinacao da atividade fotoprotetora in vitro

As varreduras exibiram curvas para cada material vegetal (Figura 42 a 45). Na
andlise das varreduras realizadas com as cascas de H. martiana observou-se
absorbancia maxima em 285 nm para todos os métodos extrativos, em todas as
concentragfes. Ja na analise das varreduras realizadas com as folhas, observou-se
absorbancia maxima em 280 nm para os extratos obtidos com os meétodos de
percolacdo e ultrassom para todas as concentragfes, porém com 0s extratos obtidos
por maceracao com este material vegetal, obteve-se absorbancia maxima em 280 nm
para as concentracbes de 5 e 100 mg/L, e as concentracdes de 25 e 50 mg/L
obtiveram absorbancia maxima entre 260 e 285 nm.

Na andlise das varreduras realizadas com os frutos, observaram-se
absorbancias méaximas entre 260 e 285 nm, demonstrando diferencas entre as

absorbancias maximas dos extratos realizados pelos diferentes métodos. Da mesma
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forma, as varreduras realizadas com as sementes demonstraram absorbancias
méaximas entre 270 e 285 nm.

As varreduras obtidas com os extratos realizados com todos 0os materiais
vegetais obtiveram absorbancias maximas entre 260 e 285 nm, comprimentos de
onda caracteristicos dos raios UVC. Em dados da literatura (BOBIN et al., 1994), o
espectro de absorgcdo dos flavonoides quando dispersos em etanol apresenta-se
tipicamente com dois picos, sendo um entre 240 a 280 nm e 0 outro nos comprimentos
de 300 a 550 nm. Ao observar os espectros obtidos dos extratos etandlicos de
Hymenaea martiana, apenas 0s extratos obtidos por percolacdo e ultrassom das
sementes apresentou os dois picos caracteristicos. Porém, de acordo com os valores
de FPS calculados, os maiores valores encontrados foram nos extratos da casca, na
concentracdo de 100 mg/L, com 22,52 + 3,72 para a extracao por percolacdo, seguido
de 20,27 + 5,21 para a maceracao e 16,46 + 2,08 para ultrassom, seguidos pela
maceragdo das sementes, na concentragcdo de 50 mg/L, com valor 10,44 + 0,72.
Alguns autores mostram que as plantas que absorvem na regido ultravioleta
apresentaram uma complexidade de substancias, destacando-se metabdlitos
secundarios como compostos fendlicos (VIOLANTE et al., 2009), o que esta de acordo

com a triagem fitoquimica realizada com os extratos obtidos.
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Figura 42 — Varreduras de 260 a 400 nm, dos extratos etandlicos das cascas de
Hymenaea martiana.
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Figura 43 — Varredura de 260 a 400 nm, dos extratos etandlicos brutos de folhas de

Hymenaea martiana.
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Figura 44 — Varredura de 260 a 400 nm, dos extratos etandlicos brutos de frutos de

Hymenaea martiana.
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Figura 45 — Varredura de 260 a 400 nm, dos extratos etandlicos brutos de sementes

de Hymenaea martiana.

Os valores de FPS foram calculados de acordo com Mansur et al. (1986) e sao
exibidos na Tabela 15. Os extratos realizados com as cascas de H. martiana
mostraram 0s maiores valores de FPS dos extratos obtidos com diferentes partes da
planta, nas concentracdes de 100 mg/L, sendo 22,52 + 3,72 para o extrato realizado
pelo método de percolacao, 20,27 + 5,21 para o método de maceracéo e 16,46 + 2,08
para o extrasto obtido por ultrassom. Para os extratos preparados com as folhas, o
valor de FPS encontrado obteve valores de 8,50 + 3,75 com o extrato obtido por
maceracao, seguido pelo extrato obtido por ultrassom, com valor de 5,72 + 1,25. Nos
extratos obtidos a partir dos frutos, o maior valor obtido foi para a percolagdo, com
1,98 + 0,70. Ja os extratos obtidos com as sementes de H. martiana obtiveram o0s
maiores valores de FPS com os extratos preparados pelo método de maceracao, com
valores de 4,54 + 0,11. Segundo a ANVISA (BRASIL, 2012b), o valor minimo para
FPS é de 6,0, portanto, os extratos obtidos com as cascas e folhas apresentaram

valores adequados para o desenvolvimento futuro de fotoprotetores.
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Tabela 15 - Valores de FPS na faixa de UVA (290-320 nm) dos extratos de diferentes

partes de Hymenaea martiana, na concentracao de 100 mg/L.

Drogas vegetais Maceracéao Percolacéo Ultrassom
Cascas 20,27 £5,21 22,52 £ 3,72 16,46 + 2,08
Folhas 8,50 = 3,75 3,87 +£0,28 572+1,25
Frutos 0,66 +0,41 1,98 £ 0,70 1,51+£0,63

Sementes 4,54 +0,11 0,41 +0,15 0,41 +0,20

5.1.8 Escolha da droga vegetal com melhores resultados

De acordo com os resultados, da mesma forma que na determinagédo de
compostos fendlicos, as cascas de Hymenaea martiana apresentaram 0s maiores
teores de flavonoides totais, bem como os resultados para os valores de FPS obtidos.
Estes dados indicam esta parte vegetal como a droga vegetal mais apropriada para a
extracao destas classes de compostos quimicos, bem como o futuro desenvolvimento

de produtos farmacéuticos e cosméticos.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal escolhida

Para o registro de medicamentos no Brasil, a ANVISA exige a realizacdo de
testes que visam garantir a pureza e integridade da droga vegetal, acrescidos da
avaliacdo de solventes e excipientes utilizados na extracdo do derivado vegetal,
relacdo aproximada da droga : derivado vegetal, além da pureza e integridade do
extrato (BRASIL, 2014a).

5.2.1 Determinacao da granulometria dos pés

Os resultados obtidos com a determinacao da granulometria das cascas de H.
martiana (Figura 46) demonstram que a droga vegetal ndo apresenta uma distribuicéo
homogénea, e que apresentaram didametro médio de 538 pm (Figura 47),
representando 43,12% de todo o material.
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Figura 46 — Histograma de distribuicdo da granulometria de cascas de Hymenaea
martiana.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), o pé das cascas
pode ser caracterizado como p6 grosso. Devido ao fato de que o tamanho médio das
particulas de uma droga vegetal pode influenciar de forma direta a eficiéncia da
extracdo de metabdlitos secundarios. P0s grossos ou moderadamente grossos sao
considerados apropriados, pois particulas muito finas podem aderir a particulas
maiores, aumentando a viscosidade do meio e bloqueando a penetracdo do solvente
(MARQUES et al., 2012).
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Figura 47 — Curva de retencdo e passagem com as cascas de Hymenaea
martiana.

5.2.2 Determinacéo do indice de espuma

Com o intuito de estimar a presenca de saponina na droga vegetal, o indice de
espuma (IE) foi avaliado, visando verificar a maior diluicdo em agua que possibilita a
formacao de espuma com 1 cm. O IE obtido com as cascas foi de 333,33, e este valor
foi considerado baixo quando comparados a outras plantas utilizadas como controle
positivo em alguns estudos (OLIVEIRA et al., 2011). Apesar de ser um importante
teste farmacopéico utilizado para a determinagcdo de saponinas em drogas vegetais,
este parametro ainda nao tinha sido avaliado na planta em estudo, o que traz mais um

dado relevante para o controle de qualidade da droga estudada.

5.2.3 Determinacao da perda por dessecacao

Os resultados para perda por dessecacao, cinzas totais e sulfatadas, pH em
solucédo aquosa e densidade aparente ndo compactada estdo mostrados na Tabela
16.

A determinacéo do parametro perda por dessecacéao constitui importante passo
para avaliar a qualidade de matérias-primas vegetais, pois teor de umidade acima do
especificado possibilitaram o desenvolvimento de microrganismos, bem como
atividade enzimatica e hidrélise, com a possibilidade de deteriorizacdo dos compostos
quimicos (BARNI et al., 2009).

Tabela 16 - Analise fisico-quimica das cascas de Hymenaea martiana.

Parametros Resultados
Didmetro médio (um) 538 £ 1,00
Perda por dessecacéao (%) 8,50+1,16
Cinzas totais (%) 6,58 =+ 0,03
Cinzas sulfatadas (%) 9,16 £ 0,05

pH em solucéo aquosa 5,66 =+ 0,33
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Densidade aparente ndo compactada (mg/mL) 0,45 = 0,005

5.2.4 Determinacao de cinzas totais e sulfatadas

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 0 teor de cinzas totais e sulfadas
consiste no residuo nao volatil obtido por incineracéo, na presenca e auséncia de
acido sulfarico. Esta avaliagdo visa determinar o teor de impurezas inorganicas e
constituintes contidos em substancias organicas. O tratamento prévio da amosta com
acido sulfarico é recomendado para promover maior reprodutibilidade do método
(HARTKE, 1986). As cascas de Hymenaea martiana apresentaram teor de cinzas
totais e sulfatadas abaixo do especificado no compéndio para outras drogas vegetais
(8 - 14%).

5.2.5 Determinacao do pH em solucdo aquosa

A determinacdo de pH em drogas vegetais consiste em uma informacao
importante sobre a natureza das moléculas presentes na solucdo, bem como traz
informacdes relevantes relacionadas a estabilidade dos constituintes quimicos. Neste
estudo, o pH em solugcéo aquosa das cascas de Hymenaea martiana estao de acordo
com o esperado, sendo a solucdo aquosa caracterizada como &cida, e seus
compostos terapéuticos ja relatados relacionados as suas atividades farmacéuticas
sdo compostos fendlicos, especificamente da classe dos flavonoides. Esta classe de
metabdlitos secundarios apresenta carater de acidos fracos, o que esta de acordo
com o resultado obtido (BARREIROS et al., 2006).

5.2.6 Determinacao da densidade aparente ndo compactada

A densidade aparente ndo compactada consiste em importante parametro para
0 controle do processo de extracdo em matérias-primas vegetais, 0 que pode ser
utilizado como base para predicbes sobre as propriedades de compactacdo e
enchimento, assim como pode revelar informacdes importantes sobre o processo de
secagem de extratos vegetais (FONSECA, 2009). De acordo com Prista et al. (1996),
os valores de densidade aparente para certas preparacdes vegetais pode variar entre

0,87 e 0,98 mg/mL, podendo este valor apresentar-se de forma diferente, dependendo
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do material e da espécie estudada. Enquanto ndo ha parametros oficiais para a
espécie em estudo, os valores encontrados podem ser considerados adequados.

5.2.7 Ensaio limite para metais pesados

A determinacdo de metais pesdos em drogas vegetais constitui exigéncia
sanitaria presente na legislacao brasileira (BRASIL, 2014a). Os limites estabelecidos
para metais pesados, bem como os resultados das andlises estdo expressos na tabela
16.

A andlise de metais pesados, através do método semi-quantitativo, consiste na
formacao de particulas sélidas de sulfetos de metais pesados em suspenséo, e a
comparacao visual da intensidade da coloracdo das solucdes padrdao e amostra,
representando a soma de contaminantes na amostra. Para as cascas de Hymenaea
martiana, o teste semi-quantitativo foi satisfatorio, sendo aprovado no teste de metais
pesados (resultado abaixo de 10 ppm).

Entretanto, na andlise de metais pesados realizada em equipamento de
espectrometria atbmica (ICP), a concentracdo de mercurio nas cascas da espécie em
estudo foi acima do limite especificado para uso oral (Tabela 17), descrito pela
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). A contaminagdo de plantas por metais
pesados pode ter diversas origens, como acidental, proposital, contaminacé&o do solo
com materiais de origem natural ou mineral, ou durante a manufatura (VEIGA-JUNIOR
et al., 2005). A proximidade de rodovias, bem como a qualidade da agua que pode ser
alterada por poluentes, e consequentemente conduzidas pela chuva, também podem
afetar as plantas (FREIRE, 2005). O compéndio brasileiro apresenta especificacdes
de metais pesados para uso oral e parenteral. O limite especificado para mercurio em
produtos topicos € relatado na Farmacopeia Americana (United States
Pharmacopoeia), sendo recomendados 15 ppm. Desta forma, a droga vegetal
preparada com as cascas de Hymenaea martiana poderia ser utilizada em produtos
tépicos, como cremes, pomadas e cosméticos (EUA, 2013).

A analise obtida por espectrometria atbmica também determinou a
concentracéo de ferro contido nas cascas da espécie em estudo, com 32,280 + 0,402
ppm. Este dado pode, adicionalmente, justificar o uso farmacolégico das cascas desta
e de outras espécies do género, citada para o tratamento de anemia, tendo em vista

gue as cascas de espécies de Hymenaea também séo utilizadas na medicina popular
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como tonificante, fortificante, energizante, restaurador da forca organica e da
producdo de sangue, e no combate de fraqueza em criangas (MENDES; CARLINI,
2007; BARRET, 1994; ANSELMO et al., 2012; AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE
et al., 2007).

Tabela 17 - Analise de metais pesados em cascas de Hymenaea martiana.

Elementos Limite maximo para uso oral Droga vegetal
(ppm)* (Cascas)

As 15 0,600 % 0,0255
Cd 0,5 N.D.
Cu 250 1,649 £ 0,0197
Hg 1,5 7,654 +0,3389
Mg 250 45,610 + 0,535
Mo 25 N.D.
Pb 1,0 0,470 + 0,0399

Legenda: N.D.: Nao detectado. *Fonte: BRASIL, 2010.

5.3 Avaliacdo do método extrativo para as cascas de Hymenaea martiana

Com o intuito de avaliar a influéncia de alguns fatores na extracado de
compostos fendlicos das cascas de Hymenaea martiana, um planejamento fatorial 22
foi elaborado, elegendo dois fatores que foram considerados relevantes na extracéo
de compostos fendlicos na droga vegetal escolhida. O planejamento fatorial facilita a
organizacdo e execucdo de experimentos, podendo ainda diminuir o nimero de
amostras, viabilizando a analise (FONSECA, 2009).

Os fatores escolhidos foram a relagdo droga:solvente e a concentragédo da
solucéo hidroalcodlica. A resposta consistiu no rendimento de extracdo, calculado com
a relacdo entre o peso da droga vegetal a ser extraida e o peso do derivado vegetal
obtido; no teor de compostos fendlicos totais, expressos em mg de EAG/g de extrato
e no teor de flavonoides totais, expressos em mg de EQ/g de extrato.

A solubilidade dos constituintes quimicos de interesse na planta medicinal é

fator importante para a deciséao a respeito do solvente ou mistura de solventes a serem
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utilizados na extragcédo (PRISTA et al., 2003). Compostos fendlicos apresentam carater
polar, e os solventes que foram mais eficientes para a extracdo destes compostos
foram misturas hidroalcodlicas, preparadas com metanol e etanol, sendo este ultimo
preferido, pois é considerado mais seguro e de baixa toxicidade (RODRIGUEZ-ROJO
et al., 2012; SPAGOLLA et al., 2009; CAVALHEIRO, 2013). Diante desse contexto, a
concentracdo da solucdo hidroalcodlica foi utilizada como fator a ser analisados pelo
planejamento fatorial, e foi considerada como ponto superior & concentracao de 70%,
como ponto central a concentracdo de 60% e como ponto inferior a concentragéo de
50%.

Os resultados para as analises realizadas de acordo com o planejamento
fatorial para 0 método extrativo maceracdo estdo apresentados na Tabela 18. De
acordo com a tabela, o tratamento com melhor rendimento € o ensaio 1, utilizando
relacdo droga:solvente 1:10 e solucdo hidroalcodlica a 50%, com rendimento de
12,55%. Ja o ensaio 2 apresentou o melhor teor de compostos fendlicos, com 732,33
mg de EAG/g de extrato, com proporcdo 3:10 e solucdo hidroalcodlica a 50%. O
ensaio 4 apresentou maior teor de flavonoides totais, com 378,44 mg de EQ/g de

extrato, com proporcao 3:10 e solucado hidroalcodlica a 70%.

5.3.1 Maceracao
5.3.1.1 Célculo do rendimento de extracao

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA), para o resultado de
rendimento, foi verificada influéncia apenas da concentragédo da solucéo hidroalcodlica
nos resultados (p<0,05) (Tabela 19). Tanto para o teor de compostos fendlicos quanto
o teor de flavonoides totais, a variancia entre os resultados para os fatores analisados

nao foi significativa, de acordo com a analise estatistica (Tabela 20 e 21).

Tabela 18 — Resultados das andlises com os extratos obtidos com as cascas, através

do método maceracéao.

Condicoes
_ T.CFT
_ Relacéo Solucgéo Rendimento T.F.T (mg
Ensaio _ _ (mg
droga: hidroalcodlica (%) EQ/g)
EAG/g)

solvente (%)
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1 1:10 50 12,55 700,38 307,73

2 3:10 50 11,19 732,33 324,83

3 1:10 70 2,96 652,88 337,95

4 3:10 70 3,20 495,94 378,44

5 2:10 60 9,19 372,88 332,81

6 2:10 60 10,26 400,11 317,73

7 2:10 60 9,52 494,00 310,24

Legenda: T.C.F.T = Teor de compostos fendlicos totais; T.F.T = Teor de flavonoides

totais; EAG = Equivalentes de &cido galico; EQ = Equivalentes de Quercetina.

Tabela 19 — Analise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método

extrativo maceracao no rendimento dos extratos.

Fontes de variacao SQ GL MS p-valor
Solucao hidroalcodlica (%) 77,26410 1 77,26410 26,46061 0,014237*
Relacao droga: solvente 0,31360 1 0,31360 0,10740 0,764664
Solucdo hidroalcodlica x

. 0,64000 1 0,64000 0,21918 0,671580
Relacdo droga: solvente
Erro 8,75990 3 2,91997 - -
Total 86,97760 6 - - -

Legenda: *p<0,05; SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado
meédio; F: Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.

Tabela 20 — Anélise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método

extrativo maceragdo no teor de compostos fendlicos dos extratos.

Fontes de variacao

SQ GL

MS F

p-valor
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Solucéo hidroalcodlica (%) 20148,4
Relacao droga: solvente 3905,6
Solucéo hidroalcodlica x

8919,9
Relacéo droga: solvente
Erro 93365,5
Total 126339,3

1
1

1

3
6

20148,38 0,647404 0,479900
3905,63 0,125495 0,746587

8919,86 0,286611 0,629543

31121,83 -

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado médio; F:

Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.

Tabela 21 — Analise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método

extrativo maceracao no teor de flavonoides dos extratos.

Fontes de variacao SQ GL MS F p-valor
Solugdo hidroalcodlica
%) 1756,867 1 1756,867 6,94943315 0,077911

0
Relacdo droga: solvente 829,1520 1 829,152 3,27977919 0,167820
Solucao hidroalcodlica x

136,7730 1 136,7730 0,541016977 0,515299

Relacao droga: solvente
Erro 758,4218 3 252,807 - -
Total 3481,214 6 - - -

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado médio; F:

Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.

Os dados apresentados na analise estatistica sdo corroborados pelo grafico de

superficie de resposta para o resultado de rendimento (Figura 48). O grafico mostra

que ao diminuir os niveis dos fatores empregados, ha aumento no rendimento. Isto
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quer dizer que a correlagao é positiva para os niveis inferiores dos fatores empregados
(proporc¢éo droga:solvente 1:10 e concentracdo da solucéo hidroalcodlica 50%).

Na aplicacdo do método extrativo maceracao, o solvente entra em contato com
a droga vegetal, viabilizando a dissolu¢do dos compostos no solvente empregado.
Como néo ha renovacéao do solvente de forma continua, a solucao torna-se saturada
(PRISTA et al., 2003). Devido a este fato, a utilizagdo das menores propor¢coes, bem
as menores concentragbes de alcool viabilizam uma melhor dissolu¢cdo e melhor
contato entre o solvente e a droga vegetal, provocando um aumento no rendimento

encontrado.

" ERL
<13
B <1
[ 1<9
/=<7
Bl <5
<3

Figura 48 — Superficie de resposta para o rendimento do processo extrativo

maceracao.

5.3.1.2 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

Ja os teores de compostos fendlicos apresentaram maiores valores com a
proporcao 3:10 e solucéo hidroalcoodlica a 50% (Figura 49). Os gréaficos de superficie
de resposta mostram que o melhor resultado foi encontrado com o nivel inferior da
solucéo hidroalcodlica e o nivel superior da proporcdo droga:solvente. Os compostos
fendlicos, como ja citados, apresentam carater polar, e uma maior quantidade de agua
favorece a sua devida extracdo. Este fato ressalta a importancia do conhecimento a
respeito das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos componentes de interesse,

visto que o futuro emprego dos extratos obtidos depende da solubilizacdo do derivado
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e sua aplicacdo nas diversas formas farmacéuticas, sobretudo orais ou tépicas
(FONSECA, 2009).
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Figura 49 — Superficie de resposta para o teor de compostos fendlicos do processo
extrativo maceracao.

5.3.1.3 Determinacao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais apresentou melhores resultados nos niveis
superiores dos fatores analisados (Figura 50). Os graficos de superficie de resposta
mostram que a correlacao foi positiva para os niveis superiores, o que significa dizer
que quanto maior a concentracdo da solucdo hidroalcodlica e proporgcéao
droga:solvente, maiores os teores de flavonoides totais. Esta classe de substancias
apresenta polaridade variando de alta a intermédiaria, e seu carater quimico como
acido ou fracamente acido, conforme citado anteriormente. Desta forma, uma maior
presenca de alcool na solucao extrativa favorece sua dissolucdo, provocando um

aumento no teor de flavonoides totais durante a extragdo (BARREIROS et al., 2006).
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Figura 50 — Superficie de resposta para o teor de flavonoides totais do processo
extrativo maceracao.

Tomando como base os gréficos apresentados bem como a andlise estatistica
realizada, para definicdo do melhor tratamento para o método extrativo maceracao,
visto que o fator proporcao droga:solvente ndo apresentou influéncia nos resultados,
e a concentracdo de 50% (nivel inferior) da solucdo hidroalcodlica apresentou os
maiores resultados para rendimento e teor de compostos fendlicos, o tratamento
sugerido para este método extrativo foi 0 ensaio 1 (proporcao 1:10 e concentracdo da
solucéo extrativa de 50%). O nivel inferior, além dos argumentos descritos, poderia
ainda proporcionar reducdo nas quantidades de droga vegetal utilizada, além da

reducao da utilizacdo de etanol, reduzindo, consequentemente, 0s custos da producao
dos extratos (FONSECA, 2009).

5.3.2 Turbdlise

Os resultados para as analises realizadas de acordo com o planejamento
fatorial para o método extrativo TURBOLISE estdo apresentados na Tabela 22. De
acordo com a tabela, o tratamento com melhor rendimento é o ensaio 1, utilizando
relacdo droga:solvente 1:10 e solug&o hidroalcodlica a 50%, com rendimento de
43,56%. Este ensaio também foi o melhor em rendimento no método extrativo
maeragdo, porém a turbodlise apresentou rendimento bem maior. Ja o ensaio 4

apresentou o melhor teor de compostos fendlicos, com 692,33 mg de EAG/g de
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extrato, com propor¢éo 3:10 e solugéo hidroalcodlica a 70%, o que diferiu do método
por maceragao. O ensaio 2 apresentou maior teor de flavonoides totais, com 323,25

mg de EQ/g de extrato, com proporcado 3:10 e solucdo hidroalcodlica a 50%.

5.3.2.1 Calculo do rendimento de extracao
De acordo com a andlise de variancia (ANOVA), para o resultado de
rendimento, foi verificada influéncia para ambos os fatores estudados apenas nos

resultados de teor de compostos fenodlicos (p<0,05) (Tabela 23, 24 e 25).

Tabela 22 — Resultados das analises com os extratos obtidos com as cascas, através
do método turbodlise.

CondicoOes
) T.CFT
_ Relagao Solucéao Rendimento T.F.T (mg
Ensaio _ o (mg

droga: hidroalcodlica (%) EQ/Q)

EAG/Q)

solvente (%)

1 1:10 50 43,56 409,83 304,12
2 3:10 50 31,49 617,33 323,25
3 1:10 70 22,88 630,66 320,19
4 3:10 70 27,61 692,33 293,41
5 2:10 60 23,57 653,16 271,50
6 2:10 60 26,58 569,83 307,78
7 2:10 60 25,64 604,83 274,56

Legenda: T.C.F.T = Teor de compostos fendlicos totais; T.F.T = Teor de flavonoides

totais; EAG = Equivalentes de acido galico; EQ = Equivalentes de quercetina



OLIVEIRA, F.G.S. Influéncia do método extrativo sobre a producao de compostos fenodlicos em 117
Hymenaea martiana (Fabaceae) e controle de qualidade da droga vegetal.

Tabela 23 — Analise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método

extrativo turbélise no rendimento dos extratos.

Fontes de variacao SQ GL MS F p-valor
Solucao hidroalcodlica (%) 150,7984 1 150,7984 6,557841 0,083154
Relacao droga: solvente 13,4689 1 13,4689 0,585728 0,499775
Soluc¢édo hidroalcoolica x

70,5600 1 70,5600 3,068476 0,178119
Relacéo droga: solvente
Erro 68,9854 3 22,9951 - -
Total 303,8127 6 - - -

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado médio; F:
Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.

Tabela 24 — Analise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método
extrativo turbodlise no teor de compostos fendlicos dos extratos.

Fontes de variacao SQ GL MS F p-valor
Solugéo hidroalcodlica (%) 21878,85 1 21878,85 15,22371 0,029886*
Relacao droga: solvente 18113,12 1 18113,12 12,60345 0,038087*

Solucao hidroalcodlica x

5316,60 1 5316,60 3,69939 0,150139
Relacdo droga: solvente

Erro 4311,47 3 1437,16 - -
Total 49620,03 6 - - -
Legenda: *p<0,05; SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado
médio; F: Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.
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Tabela 25 — Analise de variancia (ANOVA) da influéncia das condi¢cdes do método
extrativo turbolise no teor de flavonoides totais dos extratos.

Fontes de variacao SQ GL MS F p-valor
Solucéo hidroalcodlica (%) 47,403 47,4032 0,07515 0,801773

Relacao droga: solvente 14,631 1 14,6306 0,023194 0,888619
Solucao hidroalcodlica x

[EnN

526,932 1 526,9320 0,835364 0,428120
Relacéo droga: solvente

Erro 1892,345 3 630,7816 - -
Total 2481,311 6 - - -

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Grau de liberdade; MS: Quadrado médio; F:
Estatistica F; p-valor: probabilidade exata.

As superficies de resposta (Figura 51) mostram que ao diminuir os niveis dos
fatores empregados, hd aumento no rendimento na extragéo por turbdlise (proporgcéo
droga:solvente 1:10 e concentracdo da solucdo hidroalcodlica 50%). Este método
extrativo emprega o0 uso de agitacdo mecanica, e ao utilizar os menores niveis dos
fatores escolhidos, proporciona maior homogeneizacdo da solucdo extrativa.
Conforme visto para 0 método maceracdo, uma maior quantidade de agua na solucéo
hidroalcodlica aumenta o rendimento dos extratos, provavelmente devido ao carater

das substancias majoritarias da planta em estudo.
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Figura 51 — Superficie de resposta para o rendimento do processo extrativo
turbolise.
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5.3.2.2 Determinacao de compostos fendlicos totais

Os dados apresentados na analise estatistica, que afirmam que os fatores
empregados apresentam influéncia sobre o teor de compostos fendlicos sé&o
corroborados pela superficie de resposta para o método extrativo turbélise (Figura 52).
O gréfico mostra que ao aumentar os niveis dos fatores empregados, ha aumento no
teor desta classe de compostos. Apesar de que grandes proporcbes em muitas
situagcdes ndo provoca 0 aumento no teor de compostos quimicos especificos
(FONSECA, 2009), o método de turbodlise pareceu propiciar a retirada de compostos
fendlicos das cascas de Hymenaea martiana, provavelmente devido a aplicacédo de
agitacdo mecanica, que favorece a homogeneizagéo e maior eficiéncia na dissolugao
de compostos e sua consequente extracao.
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Figura 52 — Superficie de resposta para o teor de compostos fendlicos do processo
extrativo turbolise.

5.3.2.3 Determinacao de flavonoides totais
Da mesma forma que para os compostos fendlicos, o teor de flavonoides totais
aumentou a medida que foi aumentada a proporgéo droga : solvente (Figura 53).
Como os flavonoides constituem uma classe pertencente a classe dos compostos
fendlicos, a agitacdo mecanica favoreceu a dissolugcéo e consequente extracéo de

ambas as classes. De forma diferente do método maceracao, na turbolise o maior
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teor de flavonoides foi observado com o menor nivel de etanol na solucéo
hidroalcodlica, provavelmente devido a diferencas nas técnicas extrativas,

justificando as diferencas nas respostas encontradas.

A

a

2

B - 310

2 Bl < 306
[ ]<296
I < 286
Bl <276

Figura 53 — Superficie de resposta para o teor de flavonoides totais do processo
extrativo turbolise.

De acordo com os graficos apresentados, bem como a analise estatistica
realizada, o melhor tratamento foi 0 método extrativo turbdlise, visto que os fatores
escolhidos apresentaram influéncia apenas na extracdo de compostos fendlicos, e a
concentracdo de 70% (nivel superior) da solucdo hidroalcodlica apresentou 0s
maiores resultados para rendimento, e a proporc¢éo droga:solvente de 3:10 apresentou
0s maiores teores de compostos fendlicos. O tratamento sugerido para este método
extrativo foi 0 ensaio 4 (proporcéo 3:10 e concentracao da solucéo extrativa de 70%).
O nivel superior da concentracdo da solucdo hidroalcodlica poderia propiciar um
melhor rendimento. Ja a proporcédo 3:10, com a aplicacdo da agitacdo mecancia e
uma melhor homogeneizagédo, favoreceria uma melhor extracdo de compostos
fendlicos.

Diante dos resultados apresentados por este estudo, o método de turbodlise
apresentou melhores resultados no planejamento fatorial e foi escolhido como a

melhor condicéo extrativa, preparado com etanol a 70% e proporcéo 3:10.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos evidenciaram a influéncia exercida pelos diferentes métodos
extrativos na producé@o de compostos fendlicos em Hymenaea martiana.

Uma avaliacdo preliminar foi executada visando a escolha da parte vegetal
mais apropriada para a obtencdo de compostos fendlicos, especialmente os
flavonoides.

A triagem fitoquimica desenvolvida evidenciou que os diferentes extratos
apresentaram perfil fitoquimico semelhante a outras plantas do género.

Os maiores rendimentos foram obtidos por maceracéo, e cada parte vegetal
influenciou nos aspectos visuais dos extratos.

A desreplicagao por CLAE-EM revelou a presenca de flavonoides importantes,
como astilbina, isoastilbina, neoastilbina, quercetina e taxifolina.

Adicionalmente, os valores de FPS, os teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais evidenciaram a influéncia dos métodos na determinacdo destes
compostos.

A droga vegetal escolhida, através de andlise estatistica, foi a casca do caule
da espécie em estudo.

Como forma de padronizar a droga vegetal, caracterizagfes fisico-quimicas
foram desenvolvidas com resultados dentro do especificado na Farmacopeia
Brasileira.

Apos o controle de qualidade das drogas vegetais, as condicbes extrativas
foram submetidas a um processo de otimizacdo. A avaliagdo do planejamento fatorial
mostrou que os fatores influenciaram de maneira diferente para cada resposta e
método extrativo analisado.

Como resultado final deste estudo, o método de turbdlise apresentou melhores
resultados no planejamento fatorial e foi escolhido como a melhor condic&o extrativa,
preparado com etanol a 70% e proporc¢ao 3:10.

Os principais beneficios deste estudo residem na escolha racional das cascas
como a parte vegetal mais apropriada para a extracdo de compostos fendélicos. Além
disso, foram escolhidas condi¢cdes otimizadas para o processo de extracdo. Este
estudo também trouxe dados inéditos na literatura cientifica, com os primeiros relatos
de estudos fitoquimicos com as folhas, frutos e sementes de Hymenaea martiana,

bem como a padronizacéo da droga vegetal escolhida. A presenca de flavonoides
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glicosidicos com atividade biologica ja relatada enfatiza sua relevancia para futuros
estudos com esta planta medicinal.

Os resultados deste estudo fornecem informag6es importantes para o futuro
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos utilizando como matéria-
prima um derivado vegetal de Hymenaea martiana obtido de maneira racional e
baseada em evidéncias cientificas. Estes dados servirdo de subsidios para futuros
estudos fitoquimicos, espectroscopicos e farmacotécnicos mais aprofundados, para
uma melhor discussdo em relacdo aos parametros farmacéuticos desta planta, que

pode ser caracterizada como um enorme potencial biotecnoldgico e terapéutico.
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ANEXO A - Constituintes quimicos de Hymenaea.

Substéancia (estrutura) Espécie Localidade Referéncias
(parte
utilizada)
Astilbina Hymenaea N&o LOPEZ;
courbaril especificado | SCHIFF, 1976
(Folhas +
galhos)
Costa Rica | ARTAVIA et al.,
(Folhas) 1995
Hymenaea Brasil CARNEIRO et
martiana (Cascas) al., 1993
Brasil CECHINEL-
(Cascas) FILHO et al.,
2000
Hymenaea Brasil ISHIBASHI et
parvifolia (Cascas) al., 1999
Hymenaea Brasil ISHIBASHI et
OH parvifolia (Cascas) al., 1999
D-(+)-Catequina Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
OH courbaril var. (Cascas) 2014
stilbocarpa
HO o_ ..
T
OH
Hymenaea Costa Rica | ARTAVIA et al.,
(-) epi-Catequina parvifolia (Folhas) 1995
OH Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
courbaril var. (Cascas) 2014

HO O o
OH

stilbocarpa
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7-metoxi-catequina Hymenaea Brasil MARANHAO et
OH stignocarpa (Cascas) al., 2013
' OH
OH
Engeletina Hymenaea Brasil CARNEIRO et
OH martiana (Cascas) al., 1993
o OH
OH

(x)-Hidnocarpina D Hymenaea Peru PETTIT et al.,

OH O palustris (Folhas) 2003
5’-metoxi-hidnocarpina D Hymenaea Peru PETTIT et al.,

OH o OCH,4 palustris (Folhas) 2003

| oH

® .
HO 0 ;
OH
0
OCH;,
Palstatina Hymenaea Peru PETTIT et al.,

OH palustris (Folhas) 2003

—O

HO 0]
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Dihidrokaempferol glucosideo Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
courbaril var. (Cascas) 2014
OH stilbocarpa
HO o] /@/ OH
@—égj}«w
RS
OH O
HO OH
Taxifolina Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
OH courbaril var. (Cascas) 2014
oH stilbocarpa
Hymenaea Brasil MARANHAO et
stignocarpa (Cascas) al., 2013
HO, O .- Hymenaea Brasil CECHINEL-
martiana (Cascas) FILHO et al.,
2000.
| OH
OH o
Quercetina Hymenaea Brasil MARANHAO et
OH stignocarpa (Cascas) al., 2013
HO
O, OH
HO
o} OH
Rutina Hymenaea Brasil PERES et al.,
OH stignocarpa (Frutos) 2013
OH
HO
O
OH O .
H :
g°0
SR o_ _O_ _Me
HO =
OH R R
HO R OH
OH
Crisoeriol Hymenaea Peru PETTIT et al.,
palustris (Folhas) 2003
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OCH,4
OH
HO. )
OH )
Luteolina Peru PETTIT et al.,
OH (Folhas) 2003
OH
HO. @)
OH 0
Tricina Peru PETTIT et al.,
OCH; (Folhas) 2003
OH
HO )
OCH;
OH @)
Hultenina Hymenaea Brasil MARANHAO et
OH stignocarpa (Cascas) al., 2013
OH
OH @)
(#)- Acido malico Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
O courbaril var. (Cascas) 2014
\\ OH stilbocarpa
HO 0]
/
OH
a-tocoferol Hymenaea Brasil (Polpa DIAS et al.,
courbaril e 6leo da 2013

semente)
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Me
Me O R _(CHa3 R _(CHy3 R _(CHp)s
CHM
mw T e
Me Me
HO
Me
B-tocoferol Hymenaea DIAS et al.,
Me courbaril 2013
O R _(CHy3 R _(CH2z R _(CHy)3
CHM
@w e
Me Me
HO
Me
Acido oléico Hymenaea Brasil MARANHAO et
(CHy)7 2 (CH,); stignocarpa (Cascas) al., 2013
HO,C” — SMe
Acido palmitico Hymenaea Brasil MARANHAO et
HO,C— (CH,),,—Me stignocarpa (Cascas) al., 2013
Acido linoleico Hymenaea Brasil MARANHAO et
/(CH2)7 \é/é/ (CH2)4\ stignocarpa (Cascas) al., 2013
HO,C Me
Acido esteérico Hymenaea Brasil MARANHAO et
HO,C— (CHy)15—Me stignocarpa (Cascas) al., 2013
Hymenaina Hymenaea Brasil SIMOES et al.,
HO o) 6] courbaril var. | (Sementes) 2009
- stilbocarpa
O /O
MeO =
MeO =
Ipomopsina Brasil SIMOES et al.,
MeO OH (Sementes) 2009
HO

MeO

153
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Cariolano-1,9beta-diol
CH;
OH

H3C

CHs

N&o
especificado
(Oleo
essencial de
frutos
maduros)

AGUIAR et al.,
2010.

Biciclogermacreno (1S,2E,10R)-3,7,11,11-
Tetrametilbiciclo-undeca-2,6-dieno)

HsC
_—
CHy
cHy CHs

N&ao
especificado
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)

AGUIAR et al.,
2010.

Germacreno-D

CH,
H3C—i CHs
CH,

N&ao
especificado
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)

AGUIAR et al.,
2010.

Espatulenol

\

Hymenaea
courbaril

Jamaica
(Frutos)

JAYAPRAKAS
AM et al., 2007

N&ao
especificado
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)

AGUIAR et al.,
2010.

0-Cadineno

H
NS
=

Hymenaea
courbaril

México
(Folhas)

MARTIN et al.,
1972

N&o
especificado
(Folhas)

STUBBLEBINE
etal., 1975

Guadeloupe
(Resina de
sementes)

KHOO et al.,
1973

México,
Costa Rica,
Brasil
(Folhas,

LANGENHEIM
etal., 1978
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peciolos,
galhos)
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Venezuela LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1976
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
intermedia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
parvifolia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
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Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM,;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina das LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resinade | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina das | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
v-Cadineno Hymenaea N&o STUBBLEBINE
courbaril especificado etal., 1975
(Folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
México, LANGENHEIM
Costa Rica, etal, 1978
Brasil
(Folhas,
peciolo,
galhos)
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
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Cariofileno Hymenaea México MARTIN et al.,
H courbaril (Folhas) 1972
N&o STUBBLEBINE
especificado etal., 1975
(Folhas)
Guadelupe KHOO et al.,
H (Resina de 1973
sementes)
México, LANGENHEIM
Costa Rica, etal., 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Puerto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brazil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1976
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
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Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
intermedia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM,;
parvifolia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM,;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM,;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
(-)-B-cariofileno Hymenaea Nao AGUIAR et al.,
HsC H courbaril especificado 2010.
CHs ess(ecrzlcﬁgl de
FsC < frutos
B imaturos)
HZC/
Copacanfeno Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril (Folhas) 1972
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
courbaril var. (Resina de LEE, 1974
courbaril folhas)
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
courbaril var. (Resina de LEE, 1974
subssesilis folhas)
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
a-Copaeno Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril (Folhas) 1972
Nao STUBBLEBINE
especificado et al., 1975

(Folhas)
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México, LANGENHEIM
Costa Rica, etal, 1978
o Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
: Non AGUIAR et al.,
H specified 2010.
- Non
specified
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
courbaril var. (Resina de LEE, 1974
courbaril folhas)
Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
courbaril var. (Folhas) LANGENHEIM,
stilbocarpa 1983
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
courbaril var. (Folhas) LANGENHEIM,
subsessilis 1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
intermedia (Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
parvifolia (Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resinade | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resinade | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
-Copaeno Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril (Folhas) 1972
Nao STUBBLEBINE
especificado et al., 1975

(Folhas)
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México, LANGENHEIM
H H Costa Rica, etal, 1978
Brasil
o (Folhas,
peciolos,
galhos)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
a-Cubebeno Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril (Folhas) 1972
Néao STUBBLEBINE
especificado etal., 1975
(Folhas)
México, LANGENHEIM
Costa Rica, et al., 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
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Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resina das LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina das LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM,;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
B-Cubebeno Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
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Ciclosativeno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973
sementes)
-Bourboneno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973
sementes)
a-Himachaleno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973
H sementes)
/
H
Humuleno ou a-Humuleno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973
sementes)
/ = México MARTIN et al.,
\\/% (Folhas) 1972
RN
B-Humuleno Hymenaea N&ao STUBBLEBINE
courbaril especificado et al., 1975
/ (Folhas)
México MARTIN et al.,
(Folhas) 1972
\ México, LANGENHEIM
Costa Rica, etal., 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974

altissima
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Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina das | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
a-Muuroleno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973
sementes)
H
\
X
H
Hymenaea México MARTIN et al.,
v-Muuroleno courbaril (Folhas) 1972
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México, LANGENHEIM
Costa Rica, etal, 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil Resina | LANGENHEIM;
de folhas) LEE, 1974
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1976
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983.
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Selina-4(14)-7(11)-dieno Hymenaea Guadelupe KHOO et al.,
courbaril (Resina de 1973

sementes)
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Selina-4(14)-7-dieno Guadelupe KHOO et al.,
(Resina de 1973
H H sementes)
a-Selineno Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril (Folhas) 1972
N&o STUBBLEBINE
especificado etal., 1975
(Folhas)
México, LANGENHEIM
Costa Rica, et al, 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
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Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983.
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1976
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
Subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
intermedia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
parvifolia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM,;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resina de LANGENHEIM,
folhas) 1973.
B-Selineno Hymenaea N&ao STUBBLEBINE
z courbaril especificado et al., 1975
: (Folhas)
México MARTIN et al.,
(Folhas) 1972
. México, LANGENHEIM
h Costa Rica, etal, 1978
Brasil
(Folhas,
peciolos,
galhos)
Nao AGUIAR et al.,
especificado 2010.
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
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Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
altissima
Hymenaea México MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
courbaril
Honduras MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Costa Rica MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Porto Rico MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Venezuela MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1974
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
stilbocarpa
Brasil ARRHENIUS;
(Folhas) LANGENHEIM,
1983.
Brasil MARTIN et al.,
(Folhas) 1976
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil MARTIN et al.,
courbaril var. (Folhas) 1974
subsessilis
Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Brasil LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Costa Rica MARTIN et al.,
sp. (Folhas) 1974
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
intermedia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
parvifolia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
oblongifolia (Resina de LEE, 1974
folhas)
Hymenaea Quénia LANGENHEIM;
verrucosa (Resina de LEE, 1974
folhas)
Madagascar | LANGENHEIM;
(Resina de LEE, 1974

folhas)
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Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa (Resinade | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Madagascar MARTIN;
(Resinade | LANGENHEIM,
folhas) 1973.
Cypereno Hymenaea Brasil LANGENHEIM,;
Me courbaril (Resinade | STUBBLEBINE
H folhas) , 1983
Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
R .‘ courbarilvar. |  (Folhas) | LANGENHEIM,
stilbocarpa 1983.
Me~ R Brasil LANGENHEIM;
(Resinade | STUBBLEBINE
}\/Ie Me folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
courbaril var. (Resinade | STUBBLEBINE
subsessilis folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
intermedia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Hymenaea Brasil LANGENHEIM;
parvifolia (Resinade | STUBBLEBINE
folhas) , 1983
Oxido de (-)-Cariofileno Hymenaea Brasil ARRHENIUS;
Me H Me 0 courbaril var. (Folhas) LANGENHEIM,
! stilbocarpa 1983.
Me R "R
S
! /
H HX
B-Sitosterol Hymenaea N&ao LOPEZ;
courbaril especificado | SCHIFF, 1976
(Folhas e
galhos)
Brasil (Polpa DIAS et al.,
de frutos e 2013
oleo de
sementes)
Hymenaea Brasil ALVARENGA
oblongifolia (Cascas de et al., 1978
caule
infectado por
fungo)
Daucosterol Hymenaea Brasil CARNEIRO et
martiana (Cascas) al., 1993
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Estigmasterol Hymenaea Brasil ALVARENGA
oblongifolia (Cascas de etal, 1978
caule
infectado por
fungo)
Hymenaea Brasil (Polpa DIAS et al.,
courbaril de frutos e 2013
Oleo de
sementes)
Colesterol Hymenaea Brasil (Polpa DIAS et al.,
H4C.,, CHs courbaril de frutos e 2013
6leo de
,,,,, sementes)
HO
Campesterol Hymenaea Brasil (Polpa DIAS et al.,
CHs courbaril de frutos e 2013
oleo de
HsC... CHs sementes)
HO
Estigmastanol Hymenaea Brasil (Polpa DIAS et al.,
courbaril de frutos e 2013
Oleo de

sementes)
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Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
courbaril var. (Cascas) 2014
stilbocarpa
Hymenaea Peru CHUNG et al.,
courbaril var. (Pericarpo) 1997
palustris
D-glicose Hymenaea Brasil BUSATO et al.,
OH OH courbaril (Folhas) 2001
Brasil BUSATO et al.,
(Sementes) 2009
Brasil MARTIN et al.,
(Sementes) 2003
Brasil OMAIRA et al.,
(Sementes) 2007
Brasil KA,
(Sementes) PETKOWICZ,
2010.
Hymenaea Peru CHUNG et al.,
courbaril var. (Pericarpo) 1997
palustris
Hymenaea Brasil LIMA et al.,
courbaril var. | (Sementes) 1993.
stilbocarpa
Brasil VEGGI et al.,
(Cascas) 2014
Acido D-glicurénico Hymenaea Peru CHUNG et al.,
OH OH courbaril var. | (Pericarpo) 1997
palustris
OH OH @]
L-sorbose Hymenaea Peru CHUNG et al.,
courbaril var. (Pericarpo) 1997

palustris
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OH O
OH
HO
OH OH
Sacarose Hymenaea Peru CHUNG et al.,
courbaril var. (Pericarpo) 1997
palustris
Hymenaea Brasil VEGGI et al.,
courbaril var. (Cascas) 2014
stilbocarpa
OH
Galactose Hymenaea Brasil BUSATO et al.,
¢] OH courbaril (Folhas) 2001
HO Brasil BUSATO et al,,
(Sementes) 2009
" OH Brasil MARTIN et al.,
(Sementes) 2003
OH Brasil OMAIRA et al.,
(Sementes) 2007
Brasil KA,
(Sementes) PETKOWICZ,
2010.
Hymenaea Brasil LIMA et al.,
courbaril var. | (Sementes) 1993
stilbocarpa
Xilose Hymenaea Brasil BUSATO et al.,
@) OH courbaril (Folhas) 2001
Brasil BUSATO et al.,
(Sementes) 2009
HO™" T OH Brasil MARTIN et al.,
(Sementes) 2003
OH Brasil OMAIRA et al.,
(Sementes) 2007
Brasil KA,
(Sementes) PETKOWICZ,
2010.
Hymenaea Brasil LIMA et al.,
courbaril (Sementes) 1993
var.stilbocarp
a
Arabinose Hymenaea Brasil OMAIRA et al.,
H OH courbaril (Sementes) 2007
Brasil KAI,
(Sementes) PETKOWICZ,
2010.
Hymenaea Brasil LIMA et al.,
courbaril var. | (Sementes) 1993
stilbocarpa
Fucose Hymenaea Brasil BUSATO et al.,
courbaril (Folhas) 2001
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HO

| i>oH
OH H
6-formil-7-hidroxi-5-metoxi-4metil-phthalide Hymenaea Brasil ALVARENGA
OH 0 oblongifolia (Cascas etal., 1978
// infectadas
CHO por fungos)
0
MeO
Me
Eucrifina Hymenaea Brasil CARNEIRO et
martiana (Cascas) al., 1993
HO. @)
J
I
OH 0 OH
Acido labd-13E-en-8-ol-15-0ico Hymenaea Jamaica JAYAPRAKAS
courbaril (Frutos) AM et al., 2007
Z S CO,H
OH
Acido epipinifélico Hymenaea Brasil DOMENECH-
stignocarpa (Resina de CARBO et al.,
: cascas) 2009
COOCH;4
Acido labdandlico Hymenaea Jamaica JAYAPRAKAS
COH courbaril (Frutos) AM et al., 2007
OH
Acido (13E)-labda7,13—dien-15-oico Hymenaea Jamaica JAYAPRAKAS
courbaril (Frutos) AM et al., 2007
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Z~ "NCO,H

OH

Acido labd-8(17),13E-dien-15-oico Hymenaea Jamaica JAYAPRAKAS
courbaril (Frutos) AM et al., 2007
Z~ "SCO,H
7
Acido eperua-7-13-dien-15-oico Brasil MARSAIOLI et
(Cascas) al., 1975
Brasil IMAMURA et
(Cascas) al., 1977.
Acido 13(R)-hidroxi-1(10)-14-ent-halimadien-18- Suriname KADER et al.,
oico (Folhas, 2002
galhos e
peciolos)
Acido 2(S)-13(R)-dihidroxi-1(10)-(14)-ent- Suriname KADER et al.,
halimadien-18-oico (Folhas, 2002
galhos e
peciolos)
Acido 2-0x0-13(R)-hidroxi-1(10)-14-ent- Suriname KADER et al.,
halimadien-18-oico (Folhas, 2002
galhos e

peciolos)
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Brasil MARSAIOLI et
(Cascas) al., 1975
Acido labd-13-en-8B-0l-15-oico Brasil CUNNINGHAM
HO 0 (Resina) etal., 1974
\(
X
Acido ent-labdan-8-B-ol-15-oico Brasil MARSAIOLI et
(Cascas) al., 1975
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Acido ent-labd-13-en-8B-oico Brasil IMAMURA et
(Cascas) al., 1977
COOH
Crotomachlin Hymenaea Jamaica JAYAPRAKAS
courbaril (Frutos) AM et al., 2007.
Acido (-)-copalico Hymenaea Brasil NOGUEIRA et
courbaril var. (Cascas) al., 2002a
: Z~ ~COOCH; altissima
: Hymenaea Brasil DOMENECH-
P / stignocarpa (Resina) CARBO et al.,
2009
Hymenaea Brasil NOGUEIRA et
courbaril var. (Cascas) al., 2002a
altissima
Hymenaea Brasil DOMENECH-
stignocarpa (Resina das CARBO et al.,
cascas) 2009
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Hymenaea Brasil NOGUEIRA et
stignocarpa (Sementes) al., 2002a
Hymenaea Nao AGUIAR et al.,
courbaril especificado 2010
(Oleo
essencial de
frutos
imaturos)
Acido (55*,85*,9S*,10R*)-cleroda-3,13E-dien-15- Hymenaea Brasil NOGUEIRA et
oico courbaril var. | (Sementes) al., 2001
stilbocarpa
Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al, 2002b
Acido (-)- (5R*, 85*,9S* 10R*)-cleroda-3,13E-dien- Brasil NOGUEIRA et
15-oico (Sementes) al., 2001
Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al., 2002b
Acido (-) covalénico Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al., 2001
Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al., 2002b
Hymenaea Brasil DOMENECH-
stignocarpa (Resina das CARBO et al.,
cascas) 2009
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Acido (-) 6zico Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al., 2001
Brasil NOGUEIRA et
(Sementes) al., 2001
Hymenaea Nao AGUIAR et al.,
courbaril especificado 2010
(Oleos
essenciais
de frutos
imaturos)
Hymenaea Brasil DOMENECH-
stignocarpa (Resina das CARBO et al.,
cascas) 2009
Quesnoina Hymenaea Franca JOSSANG et
oblongifolia (Resina de al., 2008
H H ambar)
H
HOOC OH
Me e
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Acido enantio-13-epilabdandlico Hymenaea Brasil CUNNINGHAM
* parvifolia (Resina das etal., 1973
cascas)
Acido enantio-pinifélico Hymenaea Brasil CUNNINGHAM
oblongifolia (Resina das etal., 1973
cascas)
< "COOH
Acido guamaico Hymenaea Brasil CUNNINGHAM
oblongifolia (Resina das etal., 1973
cascas)
Me COOH
Acido enantio-8(17),13(16),14-labdatrien-18-oico Hymenaea Quénia MARTIN;
verrucosa esina das ,
/ Resina d LANGENHEIM
/W/ cascas) 1974
e AN
s "COOoH
(-) 18-hidroxi-13-epimanool Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
Me verrucosa (Resina das 1966
cascas)
" CH,OH
Dimetil ester do enantio-labd- 8(20)-en-18-ol-15- Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
oato de metila verrucosa (Resina das 1966

cascas)
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Me
COOMe '
" CH,OMe
Enantio-labd-8(20)-en-15, 18-diol Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
Me verrucosa (Resina das 1966
CH,OH ’ cascas)
" CH,0H
Enantio-18-acetoxy-18(20), 13-dien-15-oato de Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
metila verrucosa (Resina das 1966
Me cascas)
CH,0A '
" COOMe
Enantio-labd- 8(20)-en-18-ol-15-0ato de metila Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
Me verrucosa (Resina das 1966
CH,OH : cascas)
" COOMe
Enantio-labd-8-3-ol-15-0ato de metila Hymenaea Borneo HUGEL et al.,
verrucosa (Resina das 1966

cascas)




OLIVEIRA, F.G.S. Influéncia do método extrativo sobre a producao de compostos fenélicos em 180
Hymenaea martiana (Fabaceae) e controle de qualidade da droga vegetal.

Enantio-labd-I3-en-8-B-ol-15-0ato de metila

Mecoo/ﬁ

Me-~

Hymenaea
verrucosa

Borneo
(Resina das
cascas)

HUGEL et al.,
1966
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APENDICE A - TRABALHOS PUBLICADOS

sp. (autor: J.A. Sigueira-Fifho)
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) 18 a 21 de Setembro de 2013, Juazeiro-BA
TRIAGEM FITOQUIMICA COMPARATIVA DE EXTRATOS OBTIDOS DE
DIFERENTES PARTES DE HYMENAEA MARTIANA HAYNE (FABACEAE)

FERNANDA GRANJA DA SILVA OLIVEIRAY; ANA PAULA DE OLIVEIRAL; AMANDA
LEITE GUIMARAES!; SUZANA VIEIRA RABELO?; XIRLEY PEREIRA NUNESY;
JACKSON ROBERTO GUEDES DA SILVA ALMEIDA!

INEPLAME, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco.

Introducdo: Hymenaea martiana é uma espécie pertencente a familia Fabaceae,
conhecida popularmente como “jatoba”, cujo uso tradicional tem sido relatado no
tratamento de inflamacdes, reumatismo, e com atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoéria. Objetivos: Realizar uma triagem fitoquimica comparativa entre o0s
extratos etanodlicos obtidos de diferentes partes de H. martiana. Metodologia: O
material vegetal (cascas, folhas e frutos) foi coletado na cidade de Petrolina-PE, e a
exsicata da espécie foi depositada no HVASF (niumero 6444). Foi realizada extracao
por maceragao utilizando etanol 95%, e os extratos obtidos foram avaliados em placas
de cromatografia em camada delgada para verificagcdo da presenca das principais
classes de metabdlitos secundarios de plantas. Resultados: A andlise do extrato das
cascas indicou a presenca de naftoquinonas, derivados antracénicos, terpenoides,
esteroides, saponinas e flavonoides, o que esta de acordo com outros estudos
realizados com outras espécies do género. Ja a analise do extrato das folhas mostrou
resultado positivo para antracenos, naftoquinonas, flavonoides e saponinas. Outras
espécies do género apresentaram diterpenos e esteroides nas folhas, o0 que contrasta
com os resultados do nosso trabalho. A andlise do extrato dos frutos indicou forte
presenca de monoterpenos, diterpenos, antracenos, flavonoides, naftoquinonas e
saponinas, resultado compativel com estudos anteriores de outras espécies do
género, e reacdo negativa para cumarinas. Em estudos anteriores é relatada a
presenca de cumarinas em sementes de outras espécies de Hymenaea. Conclusdes:
Os resultados deste estudo demonstram que 0s materiais vegetais de Hymenaea
martiana coletados em Petrolina-PE possuem um perfil fitoquimico semelhante a
outras espécies do género Hymenaea. Um estudo fitoquimico mais aprofundado
torna-se necessario para uma melhor discussdo em relacdo aos constituintes
guimicos desta planta, por fazer parte da cultura da regido e apresentar um enorme
potencial terapéutico.

Palavras-chave: Fitoquimica; Hymenaea martiana; Jatoba.

Apoio Financeiro: CNPQ/FACEPE/CAPES
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TRIAGEM FITOQUIMICA E ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE EXTRATOS
OBTIDOS DE DIFERENTES PARTES DE HYMENAEA MARTIANA HAYNE
(FABACEAE)

10liveira, F.G.S.; 'Rabélo, S. V.; INunes, X.P.; 1Almeida, J.R.G.S. INEPLAME,
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Petrolina/PE.

Introducdo: Hymenaea martiana, conhecida popularmente como “jatoba”, € uma
espécie utilizada na medicina tradicional no tratamento de inflamacdes, reumatismo,
e com atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria.

Objetivos: O objetivo desta pesquisa foi realizar uma triagem fitoquimica e estudar o
potencial fotoprotetor dos extratos etandlicos obtidos de diferentes partes de H.
martiana.

Metodologia: O material vegetal (cascas, folhas, frutos e sementes) foi coletado na
cidade de Petrolina-PE, e a exsicata da espécie foi depositada no HVASF (nimero
6444). Foli realizada extracdo por maceracéo, utilizando etanol 95%, e o solvente foi
evaporado em evaporador rotativo. Os extratos obtidos foram avaliados em placas de
cromatografia em camada delgada para verificacdo da presenga das principais
classes de metabdlitos secundéarios. A absorbancia dos extratos etandlicos secos
foram medidas em diferentes concentragdes entre os comprimentos de onda de 260
a 400 nm, para verificar a absorcéo nas regides ultravioleta A e B, e o foi realizado o
calculo de FPS, segundo método de Mansur. As andlises foram realizadas em
triplicata.

Resultados: A andlise do extrato das cascas indicou a presenca de naftoquinonas,
derivados antracénicos, terpenoides, esteroides, saponinas e flavonoides, o que esta
de acordo com outros estudos realizados com outras espécies do género. J4 a andlise
do extrato das folhas mostrou resultado positivo para antracenos, naftoquinonas,
flavonoides e saponinas, porém outras espécies do género apresentaram diterpenos
e esteroides. A andlise do extrato dos frutos indicou forte presenca de monoterpenos,
diterpenos, antracenos, flavonoides, naftoquinonas e saponinas, resultado compativel
com estudos anteriores de outras espécies do género, e reacdo negativa para
cumarinas, porém em estudos anteriores é relatada a presenca desta classe de
substancias em sementes de outras espécies de Hymenaea. Os extratos
apresentaram absorbancia maxima entre 260 e 285 nm, e o maior valor de FPS foi
encontrado no extrato da casca, na concentracdo de 100 mg/L, com 20,27 + 5,21,
seguidos pelo extrato das folhas, na concentragéo de 50 mg/L, com valor 10,44 + 0,72.
Os valores de FPS para o extrato dos frutos foi de 0,66 + 0,41, e de 4,54 + 0,11 para
0 extrato das sementes, na maior concentracdo. Alguns autores mostram que as
plantas que absorvem na regido ultravioleta apresentaram uma complexidade de
substancias, destacando-se metabdlitos secundarios como flavonoides, taninos,
antraquinonas, alcaloides e compostos fendlicos, o que esta de acordo com a triagem
fitoquimica realizada com os extratos obtidos com os materiais vegetais de Hymenaea
martiana.

Conclusdes: Os resultados deste estudo demonstram que 0s materiais vegetais de
Hymenaea martiana coletados em Petrolina-PE possuem um perfil fitoquimico
semelhante a outras espécies do género Hymenaea e apresentam potencial
fotoprotetor. Um estudo fitoquimico mais aprofundado torna-se necessario para uma
melhor discussao em relacdo aos constituintes quimicos desta planta, bem como suas
atividades bioldgicas, evidenciando o seu potencial terapéutico.

Apoio Financeiro: CNPQ/FACEPE/CAPES
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Physicochemical and phytochemical characterization of barks and

leaves of Hymenaea martiana Hayne (Fabaceae)

Fernanda Granja da Silva Oliveiral; Sarah Raquel Gomes de Lima-Saraiva?; Silvio
Alan Gongalves Bonfim Reis?; Larissa Bandeira Freire?; Jorge Fernando Ferreira
Gomes?; Daniela Gongalves de Macédo Melo?; Edna Maria Honorato Pereira Pontes
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!Nucleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais, Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco, 2CIFARMA Cientifica Farmacéutica, *Hebron Farmacéutica,
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Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco. Av. José de S& Manigoba, S/N, 56304-917,

Petrolina-PE, Brazil. E-mail: jackson.guedes@univasf.edu.br.

ABSTRACT

Hymenaea martiana belongs to the Fabaceae family and is popularly known as “jatoba”. This
study aims to perform physicochemical and phytochemical analysis of barks and leaves of
Hymenaea martiana. The drugs were dried and powdered, and submitted to physicochemical
assays. Extracts were obtained and a phytochemical screening and determination of compounds
was performed. The drug particles were characterized as coarse powder and the foam index for
the barks was higher, and the results for the other tests were found within the expected limits.
The semi-quantitative test for heavy metals was satisfactory (below 10 ppm). However, on

analysis by atomic spectrometry equipment, Hg concentration on the barks was above the
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acceptable limit. The extracts of the barks indicated the presence of anthracene derivatives,
flavonoids, monoterpenes, diterpenes, naphthoquinones, saponins, triterpenes and steroids. The
maceration of plant leaves indicated the presence of anthracene derivatives, flavonoids,
saponins and naphthoquinones. The content of phenolic compounds was markedly higher in the
barks of Hymenaea martiana, but for the quantification of total flavonoids, similar amounts
were found. The standardization of herbal drugs H. martiana is an important step for the future

development of pharmaceuticals, characterizing a plant with great therapeutic potential.

Uniterms: Hymenaea martiana, physicochemical characterization, phytochemical screening.

RESUMO

Hymenaea martiana € uma espécie pertencente a familia Fabaceae, popularmente conhecida
como "jatoba". Este estudo tem como objetivo realizar a analise fisico-quimica e fitoquimica
das cascas e folhas de Hymenaea martiana. As drogas foram secas e pulverizadas, e submetidas
a ensaios fisico-quimicos. Os extratos foram obtidos e uma prospeccdo fitoquimica e
determinacdo dos compostos foi realizada. As particulas foram caracterizadas como drogas de
po grosso, o indice de espuma para as cascas foi maior, e os resultados para 0s outros ensaios
foram encontrados dentro dos limites esperados. O teste semi-quantitativo para 0s metais
pesados foi satisfatorio (abaixo de 10 ppm). No entanto, na analise por equipamento de
espectrometria atdbmica, a concentracdo de Hg nas cascas estava acima do limite aceitavel. Os
extratos das cascas indicaram a presenca de flavonoides, derivados antracénicos, monoterpenos,
diterpenos, naftoquinonas, saponinas, triterpenos e esteroides. A maceracdo das folhas das
plantas indicou a presenca de derivados antracénicos, flavonoides, saponinas e naftoquinonas.
O teor de compostos fendlicos foi marcadamente maior nas cascas de Hymenaea martiana, mas

para a quantificacdo de flavonoides totais, valores semelhantes foram encontrados. A
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padronizacdo de medicamentos a base de H. martiana € um passo importante para o futuro
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, caracterizando-se como uma planta com grande

potencial terapéutico.

Unitermos: Hymenaea martiana, caracterizacdo fisico-quimica, prospeccéo fitoquimica.

INTRODUCTION

All along human history, plants have been used for therapeutic purposes, and are
characterized as a fundamental part of traditional cultures. In Brazil, indigenous communities
have the practice of using plants, both as food, as ritual elements and for medicinal purposes,
and then these practices being spread to the present days. Among the available drugs in the
therapeutic, medicinal plants and their derivatives have shown continuous growth, mainly due
to the widespread use in traditional medicine, as well as the stimulation of herbal medicine in
specific programs (BRAZIL, 2012).

The use of the biodiversity for the development of new drugs had a great relevance,
because it is estimated that 25% of the medicines available on the market are derived directly
or indirectly from plant active ingredients (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).
Therefore, the search for new drugs from the biodiversity in a sustainably way today features
an essential action, as the use of active vegetable raw materials directly affects the production
of medicines (BRAZIL, 2012).

As an example of a medicinal plant with a cultural and medicinal relevance present in
the Caatinga biome, Hymenaea martiana, popularly known as “jatoba” is traditionally used as
a food and building material source, and also is used in the folk medicine. The indications for
this species for several diseases are various, such as anemia, gastritis, inflammation,

rheumatism, antinociceptive and analgesic (NEVES et al., 1993; ANSELMO et al., 2012;
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GAZZANEO; LUCENA; ALBUQUERQUE, 2005). Some substances that have been related
to the pharmacological activities of Hymenaea martiana are flavonoids (CARNEIRO et al.,
1993; CALIXTO; YUNES; MEDEIRQS, 19923, 1992b; NEVES et al., 1993, CLOSA et al.,
1997; ALMEIDA et al., 2012).

To a medicinal plant be used as phytotherapic medicine safely, it is necessary to its
standardization. In other words, the purity of the plant drug and its content of active compounds
must be established within the quality criteria. The Brazilian Nacional Agency of Sanitary
Surveillance (ANVISA), by the RDC No. 26, published in 2014, states that herbal medicines
are produced with the exclusive use of plant active raw materials, effectively and safely based
on clinical evidence and show constancy in its quality (BRAZIL, 2014).

In this context, this study aims to perform physical-chemical and phytochemical
analysis of the barks and leaves of Hymenaea martiana, to establish initial specifications, which

in the future can serve as parameters for the quality control of herbal drugs from this species.

METHODOLOGY

Obtaining of plant drugs

The leaves and barks of Hymenaea martiana Hayne were collected in the city of
Petrolina, Pernambuco, Brazil, in the months of May and July 2013, and was identified by a
botanist from Centro de Referéncia para Recuperagdo de Areas Degradadas da Caatinga
(CRAD). A voucher specimen (n° 6444, coordinates 09°°11°04.30° S, 040°°18°05.40° W, 357
m height) was deposited on the Herbarium Vale do S&o Francisco (HVASF) of the
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco.

The vegetal materials were dried at medium temperature of 40 °C, during 72 hours, and

then the materials were powdered in a mill.
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Physicochemical characterization of the plant drugs

Physicochemical assays were developed: determination of particle size, determination
of the foam index, determination of loss on drying, determination of water content,
determination of sulfated ashes, limit assay for heavy metals, following the recommendations
of the Brazilian Pharmacopoeia (BRAZIL, 2010). Additionally, assays were developed for the
determination of uncompressed bulk density and determination of pH in aqueous solution,

following another studies found in the literature (FONSECA, 2009).

Determination of particle size

Sieves were used with mesh size of 250, 300, 425, 500 pm and 1.70 mm, in a siever
(Bertel)®. 25.0 g of the plant drugs were weighed, and the samples were transferred for the
superior sieve, distributing it uniformly. The device was triggered, with vibration 4, for 15
minutes. After this time, the retained sample was weighed, including the collector. The percent
retained on each sieve was obtained using the following calculation: % Retained in the sieve
= P1/ P2 x 100, where: P1 = Weight of the sample retained in each sieve (g); P2 = Sum of

weights in each sieve and collector (g); 100 = Percentage factor.

Determination of the foam index

1.0 g of the plant drugs were weighed and transferred to a flask containing 50 ml of
boiling water. The solution was maintained under moderate boiling for 30 minutes. The
solution was then cooled and filtered into a 100 ml volumetric flask. The volume was
completed through the filter to 100 ml. The decoction obtained was distributed in 10 test tubes
with stopper (16 mm diameter x 16 cm height). The tubes were capped and shaken with vertical

movement for 15 seconds with two shakes per second. The tubes were left to stand for 15
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minutes, the foam height was measured.

If the foam height of all tubes is less than 1.0 cm, the foam index is less than 100. The
foaming index was calculated according to the equation: Foam Index = 1000/A, where: A =
the volume in milliliters, of the decoction used for dilution of the preparation in the tube in

which the foam was observed.

Determination of loss on drying

2.0 g of plant drugs were weighed and transferred to previously flat weighting bottle
dried for 30 minutes at 105 °C. After cooling in a desiccator, the weighting bottle was capped
and weighed, containing the sample. The sample was distributed as uniformly as possible. The
weighting bottle was inserted in a drying oven, with the cover removed, leaving it also in the
oven. The sample was dried at 105 °C for 2 hours, the weighting bottle was cooled to room
temperature in a desiccator, and it was weighed. The operation was repeated until constant
weight. The loss on drying was obtained using the following calculation: Loss on drying (%)
= Pu — Ps / Pa x 100, where Pa = sample weigh; Pu = weighting bottle weigh containing the

sample before drying; Ps = weighting bottle weigh containing the sample after drying.

Total ashes

In a previously weighed crucible, 3.0 g of the drug added, distributed uniformly and
incinerated increasing, gradually the temperature to a maximum of 600 + 25 °C until all the
carbon was removed. The sample was cooled in desiccator and weight. The percentage of total

ash was calculated in relation to the plant drug.

Sulfated ashes

In a previously weighed crucible, 1.0 g of the drug added, which was moistened with
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concentrated sulfuric acid and carbonized on Bunsen burner. The sample was moistened again
with concentrated sulfuric acid, carbonized and incinerated with gradual heating to 800 °C.
The sample was cooled, reweighed, and incinerated for 15 minutes more. The procedure was
repeated until the difference between two successive weightings were not greater than 0.5 mg.
The determination of sulfated ash was obtained using the equation: % Sulfated ashes = Pr — Pv
/ Pa x 100, where Pr = crucible weight + sample residue; Pv = empty crucible weight; Pa =

sample weight.

Uncompressed bulk density
In a 10 ml measuring cylinder, previously weighed, was added 1.0 g of the plant drugs,

so that the relationship between the volume and powder mass constituted uncompacted bulk

density, by the equation: Bulk density (g/ml) = Mass (g) / Volume occupied (ml).

Determination of pH in aqueous solution

2.0 g of the powdered drug was weighed, and 20 ml of distilled water were added. The
solution was subjected to ultrasonic bath at 25 °C for 10 minutes for homogenization and
filtered through filter paper. The electrode was calibrated with buffer solution, and the pH was

measured in a MS Tecnopon® equipment.

Limit assay for heavy metals (semi-quantitative method)

This test was conducted with the collaboration of Hebron Laboratory, located in
Caruaru, Pernambuco, Brazil, and the Method | (Brazilian Pharmacopoeia) was chosen
(BRAZIL, 2010), and the special reagents were prepared as described.

The sample preparation was obtained transferring the sample to a tube and it was

diluted to 25 ml with water (4 mg of each plant drug). The pH of the solution was adjusted
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between 3.0 and 4.0 with 1 M acetic acid and 6 M ammonium hydroxide using indicator paper.
The solution was diluted with water to approximately 40 ml and were homogenized.

The standard solution was obtained transferring to a tube 2 ml of plumb standard
solution (10 ppm Pb), and diluted to 25 ml with water. The pH of the solution was adjusted
between 3.0 and 4.0 with 1 M acetic acid and 6 M ammonium hydroxide using indicator paper.
The solution was diluted with water to approximately 40 ml and was homogenized.

The control solution was prepared transferring 2 ml of the sample solution to a third
tube, and 2 ml of plumb standard solution (10 ppm Pb) was added. The pH of the solution was
adjusted between 3.0 and 4.0 with 1 M acetic acid and 6 M ammonium hydroxide using
indicator paper. The solution was diluted with water to approximately 40 ml and was
homogenized.

To each solution, it was added 2 ml of the acetate buffer pH 3.5 and 1.2 ml of
thioacetamide. The solution was diluted with water to 50 ml, homogenized and allowed to
stand for 2 minutes. After this time, a color was developed that ranges from yellow to black.
The preparations were observed from above, along the vertical axis of the tube on white
background.

Any color developed in the sample preparation is not more intense than in the standard
preparation. The test is valid only if the intensity of the color developed in the preparation

control is equal to that of the standard preparation.

Limit assay for heavy metals (Atomic spectrometry)
This assay was developed in the equipment ICP-OES Perkin Elmer®, OPTIMA
2100DV model, with the collaboration of Cifarma Laboratory, located in Goiénia, Goias,

Brazil, following the atomic spectrometry method, with the sample decomposition, as
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described in the Brazilian Pharmacopoeia (BRAZIL, 2010).

Obtaining plant extracts

Both of the barks and leaves of Hymenaea martiana were submitted to an exhaustive
extraction process through maceration method, with ethanol 95%, in a stainless steel flask.
Three extractions were developed, replacing the solvent every 72 hours until complete
exhaustion of the drug. The extraction solution obtained was submitted to a distillation process

of the solvent, in a rotary evaporator at reduced pressure at an average temperature of 50 °C.

Phytochemical screening

An aliquot of the extracts of each plant drug was solubilized in chloroform, and was submitted
to thin layer chromatographic analysis, with silica gel 60 F254, with aluminum support, applied
with a micropipette and eluted with different systems of solvents, as described by Wagner and

Bladt (1996), seeking to highlight the major groups of secondary metabolites (Table I).

Table I - Elution systems and revelators used in the phytochemical screening of Hymenaea

martiana by thin layer chromatography.

Secondary
Elution Systems Revelators
metabolites
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Toluene: ethyl acetate: diethyl amine
Alkaloids Dragendorff reagent
(70:20:10, viv)
Anthracene Ethyl acetate: methanol: water (100:13.5:10, KOH 10% ethanolic

derivatives A% reagent

Toluene: ethyl ether (1:1 saturated acetic acid ~ KOH 10% ethanolic

Coumarins
10%, v/v) reagent
Flavonoids and Ethyl acetate: formic acid: acetic acid glacial:
NP + PEG reagent
tannins water (100:11:11:26, v/v)
Vanilin phosphoric
Lignans Chloroform: methanol: water (70:30:4, v/v)
reagent
Mono and Vanilin sulfuric
Toluene: ethyl acetate (93:7, v/v)
diterpenes reagent
KOH 10% ethanolic
Naphthoquinones Toluene: formic acid (99:1, v/v)
reagent
Triterpenes and Lieberman-Burchard
Toluene: chloroform : ethanol (40:40:10, v/v)
steroids reagent

Determination of total phenolic compounds

The content of total phenolic compounds was measured by the colorimetric method,
using the Folin-Ciocalteu reagent (SIGMA), and gallic acid as the standard, based on the
method described by Slinkard and Singleton (1977), only the volumes were adjusted
(ALMEIDA et al., 2011). For this, an aliquot (40 ul) of the diluted extract was added to 3.16
mL of distilled water and 200 pl of Folin-Ciocalteu reagent, being immediately mixed. The
mixture was allowed to stand for 6 minutes, and after that were added 600 pl of a stock solution

of NaxCOs and well mixed. The final solutions were allowed to stand for 2 hours at 25 °C. At
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the end of the process, the absorbance of each solution was measured in using a
spectrophotometer (QUIMIS) at 765 nm against the blank. Total phenolic contents of the
extracts were expressed as mg gallic acid equivalents per gram of the sample (mg GAE/qg),
through the calibration curve with gallic acid. The calibration curve range was 50-1000 mg/I

(R? =0.9975). All samples were performed in triplicates.

Determination of total flavonoids

The content of total flavonoids was determined using the colorimetric method by
metallic complexation described (MARQUES et al., 2012a), using quercetin as the standard. A
sample solution of 5 mg/ml was prepared with absolute ethanol, and was added 0.2 ml of AICl3
2.5% alcoholic solution and 3.80 mL of absolute ethanol. The solutions were allowed to stand
for 30 minutes at room temperature. At the end of the process, the absorbance of each solution
was measured in using a spectrophotometer (QUIMIS) at 408 nm against the blank. Total
flavonoid content of the extracts were expressed as mg quercetin equivalents per gram of the
sample (mg QE/g), through the calibration curve with quercetin. The calibration curve range

was 2.5-20 pg/ml (R? = 0.9930). All samples were performed in triplicates.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism 5.0 and Microsoft

Excel 2010, with 95% confidence.

RESULTS AND DISCUSSION
The use of medicinal plants has been present throughout the history of humanity, not
just for food use, but also to ritualistic and therapeutic use. For a long time, medicinal plants

constituted the main therapeutic resource available, but the technological advances have
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brought synthetic drugs for the treatment of diseases. Currently, the society is highlighting the
use of natural products with therapeutic properties, probably due to the search for healthy habits,
and problems with the efficient treatment of certain diseases such as bacterial resistance and
side effects of allopathic medicines (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

For registration of medicines, testing intended to ensure the purity and integrity of the
plant drug is required, in addition to evaluation of solvents and excipients used in the extraction
of the derivative, approximate ratio vegetable drug : vegetal derivative and purity and integrity
tests of the vegetal derivative (BRAZIL, 2014).

The results obtained by determining the particle size of the drug (Figure 1) demonstrate
that the drugs from Hymenaea martiana did not have homogeneous distribution, and the barks
and leaves dried and powdered particles were predominantly distributed around the 500 pum sieve,
representing respectively 43.12 and 36.84% of the whole material.

The average particle size of the barks was 500 um and for the leaves of H. martiana

were 600 um (Figure 2 and Figure 3).
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Figure 1 — Particle size distribution histogram of the barks and leaves of Hymenaea martiana.
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According to the Brazilian Pharmacopoeia, the powders of barks and leaves of
Hymenaea martiana can be characterized as coarse powder. Due to the fact that the plant drug
particles size can influence directly in the efficiency of the extraction, this classification would
be appropriate for the extraction process, because very fine particles could adhere to larger
particles, increasing the viscosity of the medium and blocking the penetration of solvent

(MARQUES et al., 2012b).
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Figure 2 - Retention and passage curve of the barks from Hymenaea martiana.
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Figure 3 - Retention and passage curve of the leaves from Hymenaea martiana.
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In order to estimate the presence of saponins in plant drugs, it was evaluated the foam
index, which verifies the highest dilution in water that is able to form foam of 1 cm. The foam
index for the barks was higher, with IE = 333.33, while the result for the leaves was IE = 250.
These values were considered low when compared with literature data for other plants which
are used as a positive control (OLIVEIRA et al.,, 2011). Despite being an important
pharmacopeial assay for the determination of saponins, this parameter had not yet been
described previously for Hymenaea martiana, which can add relevance to the study.

The results for water content, loss on drying, sulfated ashes, uncompressed bulk density

and pH in aqueous solution are presented in Table II.

Table Il — Results from the physicochemical assays, developed with the barks and leaves of

Hymenaea martiana.

Sample L.D. (%) S.AA. (%) B.D.(mg/ml) pH T.A. (%)

Barks 850+1.16 9.16+0.05 045+0.005 5.66+0.33 6.58+0.03

Leaves 7.53+124 482+003 034+001 565+0.04 256+0.05

L.D.: Loss on Drying; S.A.: Sulfated Ashes; B.D.: Bulk Density; T.A.: Total Ashes.

The determination of loss on drying and water content are important steps to evaluate
the quality of vegetal raw materials, as moisture content above the specified enable the

development of microorganisms, as well as hydrolysis and enzymatic activities, with the
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possibility of deterioration the chemical constituents (BARNI; CECHINEL-FILHO; COUTO,
2009). The values found for the plant drug Hymenaea martiana are within the specified limits
in the Brazilian Pharmacopoeia (BRAZIL, 2010), as well as the water content.

According to this compendium, the content of total and sulfated ashes comprises the
non-volatile residue by incineration, in the presence and absence of sulfuric acid. This
evaluation aims to determine the content of inorganic impurities and constituents contained in
organic substances. The previous treatment of the sample with sulfuric acid is recommended to
improve the reproducibility of the method (HARTKE, 1986). Barks and leaves from Hymenaea
martiana presented a content of total and sulfated ash content below the specified in the
compendium (8 - 14%).

Bulk density consists in an important parameter to the extraction process control of
vegetable raw materials, which can be used as a basis for predictions of filling and compacting
properties, as well as important informations about the drying process of vegetal extracts
(FONSECA, 2009). According to Prista, Alves and Morgado (1996), bulk density values of
tinctures vary between 0.87 and 0.98 mg/ml. While there are no reference parameters for this
species, the values found might be considered normal, as these may vary according to the
species to study.

The pH values constitutes a relevant information to determine the nature of the
molecules present in a solution, as well as informations related to the stability of the chemical
constituents. In this study, this parameter is in conformity with expectations, due to the values
obtained with the plant drugs from Hymenaea martiana characterize its aqueous solutions as
acidic, and its compounds with therapeutic values already related to their pharmacological
activities are mainly flavonoids. This class of secondary metabolites has weakly acidic
properties, which would result in acidic pH in aqueous solution (BARREIROS; DAVID,;

DAVID, 2006).
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The determination of heavy metals in plant drug constitutes a health requirement laid
down in Brazilian legislation (BRAZIL, 2014). The values for heavy metals are disclosed in
Table I11. The semi-quantitative method consists of the formation of solid particles of sulfides
of heavy metals, in suspension, and subsequent visual comparison of the color intensity in the
sample and standard preparations, representing the sum of the concentration of contaminants in
the sample. For the powders from Hymenaea martiana, the semi-quantitative test was
satisfactory, being approved on the test (result below 10 ppm). On analysis by atomic
spectrometry equipment, however, the mercury concentration on the barks of the studied
species is above the acceptable limit described in the Brazilian Pharmacopoeia. The
contamination of plants with metals can come from various sources, such as accidental,
purposeful, soil contamination from material of natural or mineral origin and during
manufacture (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). The proximity of highways as well
as water quality by pollutants that are subsequently conducted by rainwater, can affect plant
(FREIRE, 2005). The Brazilian compendium recommends limits for oral use and parenteral
use. The limits recommended for mercury for topical products is reported on the United States
Pharmacopoeia (15 ppm) (UNITED STATES OF AMERICA, 2013). Thus, the barks of
Hymenaea martiana could be used for topical purposes, as creams, ointments and topic
cosmetics.

The assay developed by atomic spectrometry equipment also showed the concentration
of iron contained on the samples. For the leaves, the iron content was 0.690 + 0.003 ppm, and
for the barks, the content of iron was 32.280 + 0.402 ppm. This data can also justify the
pharmacological uses for the barks of this and other species of the genus, cited for the treatment
of anemia. The barks from Hymenaea genus are also used in the folk medicine as tonic, fortifier,

energizer, acting to restore organic strength, and increase the blood production, counteracts
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weakness in children and weakness in general (MENDES; CARLINI, 2007; BARRET, 1994;

ANSELMO et al., 2012; ALBUQUERQUE et al., 2007).

Table 111 — Results of the limit test for heavy metals.

Maximum limit for
Element oral use (ppm) Barks Leaves

(BRAZIL, 2010)

As 1.5 0.600 * 0.0255 0.009 +0.00
Cd 0.5 N.D. N.D.

Cu 250 1.649 £ 0.0197 0.038 + 0.0005
Hg 1.5 7.654 +0.3389 0.055 +0.001
Mg 250 45.610 £ 0.535 0.961 + 0.007
Mo 25 N.D. N.D.

Pb 1.0 0.470 +£0.0399 0.009 + 0.0005

N.E.: Non stablished; N.D.: Non detected.

The phytochemical screening with the extracts was performed, and the chromatographic
thin layer plates were analyzed (Table 1V). The analysis of the extracts obtained by maceration
with H. martiana barks indicated the presence of anthracene derivatives, flavonoids,
monoterpenes, diterpenes, naphthoquinones, saponins, triterpenes and steroids. These data are
in accordance to the literature, since secondary metabolites have been isolated and identified in
the barks of Hymenaea martiana, such as the flavonoids astilbin, eucryphin, engelitin and
taxifolin (CARNEIRO et al., 1993; CECHINEL-FILHO et al., 2000), and the steroid
daucosterol (CARNEIRO et al., 1993). The maceration of plant leaves indicated the presence

of anthracene derivatives, flavonoids, saponins and naphthoquinones. Although there is no
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phytochemical studies with leaves of Hymenaea martiana, other species of the genus presented
terpenoids, flavonoids (KADER et al., 2002; LOPEZ; SCHIFF, 1976; MARTIN;
LANGENHEIM; ZAVARIN, 1972; PETTIT et al., 2003), sesquiterpenes (LANGENHEIM et
al., 1978) and xyloglucans (BUSATO et al., 2001).

More specific and selective studies for metabolic classes were was developed, with the
determination of the content of phenolic compounds and flavonoids, by spectrophotometric

methods (Table V).

Table IV — Qualitative phytochemical screening with the barks and leaves extracts of

Hymenaea martiana.

Secondary Metabolites Bark Extract Leaves extract
Alkaloids - -
Anthracene derivatives +++ ++
Coumarins - -
Flavonoids +++ +++
Lignans - -

Monoterpenes and Diterpenes + -
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Naphthoquinones +++ +
Saponins + +
Triterpenes and steroids + -

(-): Non detected; (+): weakly positive; (++): moderately positive; (+++) strongly positive.

Table V — Content of total phenolic compounds and total flavonoids in extracts of the bark and

leaves of Hymenaea martiana.

Extract T.P. (mg GAE/g) +S.D.  T.F.(mg QE/g) +S.D.
Barks 586.50 + 9.61 106.20 £ 0.37
Leaves 180.25+7.74 100.02 £ 1.95

T.P.: total phenolics; T.F.: total flavonoids; GAE: gallic acid equivalents; QE: quercetin

equivalents; S.D.: standard deviation.

The content of phenolic compounds was markedly higher in the barks of Hymenaea
martiana, but for the quantification of total flavonoids, similar amounts were found, showing
this plant drugs are recommended for phenolic compounds and flavonoid extraction. The values
obtained shows the relevance of the compounds found in Hymenaea martiana. Phenolic
compounds and flavonoids can justify much of the reported activities for the plant, as the anti-
inflammatory and analgesic (NEVES et al., 1993), antinociceptive, anti-edematogenic
(CECHINEL-FILHO et al., 2000), antispasmodic (CALIXTO; YUNES; MEDEIROS, 1992a,
1992b; CARNEIRO et al., 1993), hepatoprotective (CLOSA et al., 1997) e antimicrobial

activities (SOUZA et al., 2009; SILVA-JUNIOR, 2014).

CONCLUSIONS
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The results obtained in this study were relevant for the standardization process of quality
parameters for barks and leaves of Hymenaea martiana, especially by the absence of limits for
physicochemical tests and content determination in the literature for this species. The
standardization of herbal drugs H. martiana is an important step for the future development of

pharmaceuticals, characterizing a plant with great therapeutic potential.
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