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RESUMO

O Brasil possui uma flora correspondente a 20 % das plantas superiores e dentre
estas arvores destacam-se as madeiras de lei, como as espécies do género
Hymenaea, pertencentes a familia Fabaceae. As espécies de Hymenaea séo
chamadas de madeiras de lei devido a alta resisténcia ao ataque de insetos, cupins e
microrganismos xiléfagos, como fungos. A espécie Hymenaea stigonocarpa € muito
promissora no que diz respeito a producdo de compostos biotecnoldgicos, devido a
sua variada composicdo de metabdlitos secundéarios. Diante desse fato, esta
pesquisa teve como objetivo caracterizar a composicado fitoquimica e avaliar as
atividades antioxidantes, antifingica e citotdéxica do extrato etandlico do cerne de
Hymenaea stigonocarpa MART (EECHS). O EECHs foi analisado a fim de identificar o
seu rendimento, quantificacdo do teor de fendis totais, flavonoides totais e taninos
totais, atividade antioxidante através dos métodos DPPH e ABTS, bem como a
atividade citotoxica frente as linhagens celulares de fibroblastos murino (L929) e
células epiteliais de rim de macaco verde (VERO) e atividade antifangica para o fungo
Phanerochaete chrysosporium. Como resultado o EECHs exibiu rendimento de 11,14
% e teor de umidade de 9,31 % + 0,45. Para fendis totais, flavondides totais e taninos
totais o EECHSs apresentou resultado de 0,187 + 0,001 mg, 36,457 £ 0,046 ug/ mL e
95,094 + 0,073 pg, respectivamente. As atividades antioxidantes frente aos radicais
DPPH e ABTS o EECHs apresentou CEso de 56,34 ug / mL e 39,25 ug / mL. J& para
o teste de citotoxicidade, o EECHs néo apresentou citotoxicidade frente as linhagens
VERO e L929 nas concentra¢fes variando de 3,125 a 50 yg / mL. Para atividade
antifungica, o EECHs nas concentragdes entre 1000 e 100 ug / mL n&o foi observado
crescimento fungico, todavia na concentragao de 10 ug / mL foi observado entre o 5°,
10° e 15° dia a porcentagem de indice antifungico de 33, 15 e 4 %, respectivamente.
Com o desenvolvimento desta pesquisa, foi possivel observar que a espécie H.
stigonocarpa apresenta em sua composicdo flavonoides e taninos com potencial
biotecnoldgico para formulagdo de produtos com atividades antioxidantes, bem como
atividade antifingica, todavia, é de extrema importancia que outros estudos sejam
desenvolvidos a fim de contribuir tanto para a reducédo da biodegradagcao causada por
fungos, quanto para enfatizar a importancia da aplicabilidade dos recursos existentes
no bioma cerrado.

Palavras chave: Madeira, compostos fendlicos, antioxidante, biodegradacao
ambiental



ABSTRACT

Brazil has a flora corresponding to 20% of the upper plants and among these trees
stand out the hardwoods, such as the species of the genus Hymenaea, belonging to
the Fabaceae family. Hymenaea species are called hardwoods due to their high
resistance to attack by insects and xylophagous microorganisms, such as termites
and fungi. The species Hymenaea stigonocarpa is very promising with regard to the
production of biotechnological compounds, due to its varied composition of secondary
metabolites. Given this fact, this research aims to characterize the phytochemical
composition and identify the biological activities of the ethanolic extract of the
heartwood of Hymenaea stigonocarpa MART (EECHSs). The EECHs were analyzed in
order to identify their yield, quantification of the content of total phenols, total
flavonoids and total tannins, activity using the DPPH and ABTS methods, as well as
evaluation against the cytotoxic activity for the cell line L929 (Fibroblasts) and activity
antifungal for the fungus Phanerochaete chrysosporium. As a result, the EECHs
showed a yield of 11.14% and a moisture content of 9.313% + 0.453. For total
phenols, total flavonoids and total tannins, the EECHs showed a result of 0.187 +
0.001 mg, 36.457 £ 0.046 ug / mL and 95.094 + 0.073 pg, respectively. In view of the
antioxidant activities by the DPPH and ABTS methods, the EECHs showed an EC50
of 56.340 pug / mL and 39.249 pg / mL, as well as showing no cytotoxicity against the
VERO and L929 cell line at concentrations of 50 ug / mL. For antifungal activity,
EECHs at concentrations between 1000 and 100 ug / mL no fungal growth was
observed, however at the concentration of 10 pg / mL, the percentage of antifungal
index of 33, 15 and 4 % was observed between the 5th, 10th and 15th day,
respectively. With the development of this research, it was possible to observe that the
species Hymenaea stigonocarpa has in its composition flavonoids and tannins with
biotechnological potential for formulating products with antioxidant activities, as well as
antifungal activity, however, it is extremely important that other studies are developed
in order to contribute both to reduce the biodegradation caused by fungi, and to
emphasize the importance of the applicability of existing resources in the cerrado
biome.

Keywords: Wood, phenolic compounds, antioxidant, environmental biodegradation
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1 INTRODUCAO

E notdrio o grande interesse das industrias na descoberta e utilizacdo de
produtos naturais. Todavia, existe uma preocupacdo com a sustentabilidade, o que
tem levado véarios pesquisadores a estudar métodos alternativos, eficazes e seguros
para utilizacao das plantas (SANTANA et al., 2010).

O Brasil possui uma flora correspondente a 20 % de plantas superiores, e que
dentre essas arvores, destacam-se as madeiras-de-lei, assim chamadas devido a sua
grande resisténcia ao ataque de cupins (térmites) e fungos (MARANHAO et al., 2013;
LIMA et al., 2018).

Alguns exemplos de madeira-de-lei, sdo arvores pertencentes a familia
Fabaceae. Essa familia possui aproximadamente 1263 espécies divididas em cerca
de 138 géneros, conhecidos por possuir plantas com uma alta diversidade de
metabdlitos secundarios (MACEDO et al., 2015; MACEDO et al., 2018).

Estudos apontam que as espécies da familia Fabacea, sdo as mais ricas em
compostos fendlicos como taninos e flavonoides, com diversas atividades biolégicas
como acgao antioxidante, antifingica, antibacteriana, antitermitica, anti-inflamatoéria e
antitumoral (OLIVEIRA et al., 2010; DIMECH et al., 2013; MARANHAO et al., 2013;
ORSI; SEITO; STASI, 2014; VERAS et al., 2020).

Na familia Fabaceae destaca-se o género Hymenaea (Jatobd) com suas
principais espécies: Hymenaea courbaril, Hymenaea parvifolia, Hymenaea palustres,
Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea cangaceira. Essas espécies sao bastantes
promissoras no que concerne a producdo de compostos biotecnoldgicos, gracas a
sua variada composicao diversificada de metabdlitos secundarios com diferentes
atividades biolégicas (SANTANA et al., 2010; VERAS et al., 2020);

O uso das madeiras advindas dessas espécies de plantas, para construcdes
civis, comerciais e tecnologicos estd baseada em sua durabilidade e resisténcia.
Essas caracteristicas estdo ligadas aos metabdlitos secundarios que possuem,
todavia, ainda pouco se sabe sobre H. stigonocarpa (DIMECH et al., 2013;
MARANHAO et al., 2013; ORSI; SEITO; STASI, 2014).

Portanto, o desenvolvimento desta pesquisa contribui para a disponibilizagao
de informacgao sobre o potencial de aplicacdo tecnolégica de possiveis substancias
antioxidantes e fungicidas presentes na planta, valorizando a possibilidade de uso
dos recursos naturais do bioma cerrado. Essas substancias poderao ser utilizadas no

tratamento de madeiras de baixa durabilidade a fim de imuniza-las contra o ataque de
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fungos e evitar gastos desnecessarios com a reposicdo de pecgas deterioradas,
reduzindo desta forma os impactos sobre as florestas remanescentes, subsidiando

tanto o desenvolvimento cientifico quanto tecnoldgico da regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a composicao fitoquimica e identificar as atividades biologicas do

extrato etandlico do cerne de Hymenaea stigonocarpa MART.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o rendimento do extrato etandlico do cerne de H. stigonocarpa
(EECHSs);

« Verificar o teor de umidade presente na madeira de H. stigonocarpa,;

« Quantificar o teor de fendis totais, flavonoides totais e taninos totais do Extrato
Etandlico de H. stigonocarpa;

o Avaliar a atividade antioxidante do Extrato Etandlico de H. stigonocarpa frente aos
radicais DPPH e ABTS;

o Observar a acdo antifungica do Extrato Etandlico de H. stigonocarpa frente ao
fungo Phanerochaete chrysosporium;

e Analisar a citotoxicidade do Extrato Etandlico de H. stigonocarpa frente as
linhagens de células VERO e L929;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia da composi¢cdo quimica da madeira

A madeira € produzida a partir do tecido de plantas lenhosas, e tem em sua
composicao, fibras e vasos condutores de seiva bruta. A madeira tem por principal
finalidade dar sustentacdo mecanica e transporte de alimentos para toda a planta e
se caracteriza por um material organico soélido e de composicdo complexa,
predominando fibras de celulose, hemicelulose e lignina (SA et al., 2009).

A celulose é o componente mais abundante (cerca de 50 %) que compde a
madeira. E considerado um polimero linear, com regifes amorfas e cristalinas,
constituido por moléculas de anidro-glicose, que estao ligadas por ligagdes 3-(1-4)
glicosidicas, como apresentado na figura 1. A celulose é composta por
subunidades monoméricas de celobiose que se repetem (MASARIN et al., 2011).

A hemicelulose €é constituida por cinco aglcares neutros: a glicose, manose,
galactose, xilose e arabinose. As cadeias moleculares das hemiceluloses s&o mais
curtas do que as da celulose e podem conter grupos laterais e ramificacbes. As
angiospermas, principalmente as madeiras-de-lei, geralmente, apresentam uma
maior quantidade de polioses do que as gimnospermas. As hemiceluloses séo
polimeros amorfos, constituidos de uma cadeia central na qual se somam cadeias
laterais e que atuam como matrizes para a imersao das cadeias de celulose
(BRISOLARI, 2008).
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Figura 1. Estrutura quimica da celulose e hemicelulose
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Fonte: DONATE, (2014).

7

Em relagdo a lignina (Figura 2), esse componente € o0 terceiro mais
abundante na parede celular vegetal, sendo sintetizada a partir da polimerizacao dos
alcoois hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) (PALONEN, 2004).

O biopolimero de lignina desempenha vérias funcdes nas plantas, dentre
elas suporte estrutural a parede secundaria de plantas vasculares conferindo
resisténcia, torna a parede celular vegetal hidrofébica, o que permite o
desenvolvimento eficiente dos tecidos para transporte de agua em plantas
vasculares, e dar a caracteristica de resisténcia contra ataques de microrganismos
xil6fagos. Sua complexidade estrutural apresenta-se como uma barreira a acdo das
celulases e hemicelulases produzidas por fungos lignoceluloliticos (LEE; MOON,
2003).
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Figura 2. Estrutura quimica da lignina
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Fonte: https://afinkopolimeros.com.br/lignina-um-biopolimero-subestimado/

Conhecer a estrutura da madeira é indispensavel para sua utilizacao racional.
Como apresenta na figura 3 as regides do tronco compreendem, na sequéncia de
fora para dentro, o suber ou felema representando a casca externa e o floema.
Também pode-se observar na madeira a presenca de cambio e alburno, onde
nesta regido a madeira apresenta cor mais clara, leve e mais suscetivel ao ataque
de microrganismos. Em seguida também se encontra o cerne e medula. O cerne
apresenta maior durabilidade natural comparado ao alburno devido a maior
presenca de metabodlitos secundarios de carater toxico para insetos e
microrganismos (FABIYI et al., 2011; CHAOUCH et al., 2010).
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Figura 3. Estrutura anatémica da madeira.

Fonte: https://djalmasantos.wordpress.com/2010/09/26/alburno-e-cerne/amp/

Segundo Maranhdo et al 2013, a madeira apresenta também em sua
composicdo outros componentes, além dos mencionados anteriormente, que
correspondem a cerca de 4 a 10 % em compostos de baixa massa molecular, que
s&o chamados de extrativos ou metabdlitos secundarios (MARANHAO et al., 2013).

Dentre esses metabdlitos destacam-se uma variedade de compostos
hidrofilicos como os flavonoides e taninos. A madeira também possui substancias
de carater lipofilicos como alguns terpenos e terpenoides, triglicerideos, acidos
graxos, acidos resinicos de diterpenoides e esterdis (SANTANA et al., 2010).

Os compostos fitoquimicos mencionados acima, sdo de extrema importancia
para a madeira. Porém fatores como solo, sazonalidade, dentre outros fatores
bidticos e abidticos estdo associados ao aumento ou diminuicdo de sintese destes
extrativos (PAES, 2005).

3.2 Biodegradacgdo como fator de risco para durabilidade da madeira

A madeira € um recurso renovavel e de alta demanda, principalmente em
construcdes civis, todavia, alguns problemas sérios podem influenciar na durabilidade
da mesma. Dentre esses fatores que podem causar deformagdo de pecas de

madeira, destacam-se tanto o alto teor de umidade, como o crescimento de
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microorganismos degradadores de madeiras (PLASCHKIES et al., 2014; LACERDA;
MALAQUIAS; PERON, 2014; SCHMIDT et al., 2020).

Oliveira et al., (2010) relatam que os constituintes quimicos da madeira, como
lignina e celulose, s&o os principais alvos para a biodegradagdo ocasionada por
fungos e abordam que uma das principais causas da baixa durabilidade de pecas de
madeiras esta relacionada com o crescimento fungico.

Os principais fungos degradadores de madeiras encontram-se entre os da
familia Basidiomicota, com aproximadamente 48.405 espécies descritas,
especialmente do subfilo Agaricomycotina, 0s quais produzem enzimas
lignoceluloliticas como Fomitopsis cupreorosea. Os fungos que sao capazes de
causar biodegradacdo em madeiras estdo divididos em trés grupos: fungos da
podriddo parda, podriddo branca e prodriddo mole (BRISCHKE; HANSKE, 2016).

Os fungos da podriddo parda tem por caracteristica peculiar a capacidade de
causar uma reducao significativa da massa celular, enfraquecendo a estrutura da
madeira degradando seletivamente o0s polissacarideos, que compdem a parede
celular, deixando a lignina intacta (TOMAK et al., 2013).

Estudos apontam que na Europa e EUA, cerca de 73 a 85 % dos casos de
decaimento em estruturas de madeira estdo relacionados com fungos de podridao
parda. Espécies como Gloeophylum trabeum e as do género Scytinostroma sao
representantes dessa classe (MONRROY et al, 2011; BECK; THYBRING;
THYGESEN, 2018).

Os fungos da podriddo branca séo responsaveis pela degradacao seletiva da
lignina e celulose. Esses microrganismos secretam enzimas lignoceluloliticas capazes
de polimerizar a lignina e modificar a constituicdo da lignina monomérica. Dentre as
principais enzimas liberadas por esses fungos destacam-se a fenol oxidase, lignina
peroxidase, manganese peroxidase e peroxidase versatii (RUDAKIYA; GUPTE,
2017).

Outras enzimas, que também podem ser liberadas por estes fungos séo as
celulases e hemicelulases que compreendem as celobio-hidrolases (CBH), endo-1,4-
p-D-glucanases (EG), B-glucosidases (BGL), xilanases, B-glucanases, galactanases e
oxidorredutases envolvidas na degradacao da lignina (BRISCHKE; HANSKE, 2016;
RUDAKIYA; GUPTE, 2017; KHEIRKHAH; HEJAZI; RAHIMI, 2020).

Alguns fungos pertencentes a podriddo branca sédo mencionados em alguns
estudos como Gloeophyllum trabeum, Gloeophyllum sepiarium, Hyphodontia

spathulata, Antrodia xantha, Serpula lacrymans, Antrodia vaillantii, Coniophora
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puteana e Phanerochaete chrysosporium (IRBE et al., 2014; GAO et al.,, 2018;
SCHMIDT et al., 2020).

Os fungos da podriddo mole podem estar envolvidos com a capacidade de
degradar a lignina, porém de forma menos agressiva e limitada quando comparado
aos fungos da podridao branca (KARUNASEKERA; TERZIEV; DANIEL, 2017).

Os fungos que causam podriddo mole sédo representados principalmente por
espécies dos géneros Trichoderma, Phialophora, Paecilomyces, Aspergillus, bem
como algumas espécies de Xylaria capazes de colonizar troncos, galhos e raizes de
arvores. Esses fungos podem decompor a lignocelulose sem atingir mais
profundamente o cerne. Esses microrganismos possuem mecanismos de
decomposicdo que se assemelham tanto aos fungos de podriddo parda, quando se
limitam em degradar carboidratos da parede celular, e aos fungos de podridao branca
por possuirem sistemas enzimaticos similares (BRISCHKE; HANSKE, 2016;
KARUNASEKERA; TERZIEV; DANIEL, 2017).

3.3 “Resisténcia natural”’ das madeiras de lei

O termo “resisténcia natural” esta atrelado com a capacidade das madeiras em
resistir a biodegradacdo. Esta capacidade intrinseca esta relacionada aos
macrocomponentes, como a lignina, que a madeira possui em sua estrutura, que
ajudam na sua robustez frente a agressores fisicos e biologicos (OLIVEIRA et al.,
2010).

Estudos realatam que a lignina esta envolvida com a capacidade de fornecer
mais resisténcia a madeira, ou seja, quanto maior o teor de lignina na madeira, mais
resisténcia tera frente biodegradacdo (OLIVEIRA et al., 2010; MARANHAO et al.,
2013).

Embora os metabdlitos secundarios estejam em menor quantidade na
constituicdo quimica da madeira, eles também sdo muito importantes para as plantas,
pois s&o os principais envolvidos com os mecanismos de defesas contra o ataque
microbiano e insetos (CHAOUCH et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo a classe de metabdlitos secundarios mais
envolvidos com o processo de defesa das plantas frente ao ataque de fungos e
insetos que se alimentam da madeira. Os taninos e flavonoides também estéo
intimamente relacionados com o desenvolvimento da planta e defesa contra
infeccbes, e possuem forte acdo antioxidante e antimicrobiana. A atividade

antioxidante promovida pelos compostos fenolicos também esta envolvida com a



21

acdo antifungica, uma vez que compostos antioxidantes podem interferir na acao de
enzimas capazes de degradar a madeira (CABRERA; MORRELL, 2012;
PLASCHKIES et al., 2014).

3.4 Correlacao entre a atividade antioxidante e atividade antimicrobiana

Alguns pesquisadores abordam que plantas que possuem quantidades
significativas de compostos fendlicos, apresentam potencial atividade antioxidante,
como também atividade antimicrobiana (AADIL et al., 2014; MAHOMOODALLY et al.,
2020; MURUGAN et al., 2020).

Dimech et al., (2013), identificaram a presenca da astilbina, um flavonoide, nos
extratos etandlico e hidroalcoolico e na fracdo aquosa, feitos a partir da casca do
caule de H. stigonocarpa. Os autores supracitados, também avaliaram a atividade
antibacteriana dos extratos e da fracdo aquosa frente a cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 33591). Os resultados para Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)
variaram entre 64 e 256 ug / mL. O efeito antiestafilocdcico apresentado pelas
amostras, estava relacionado a presenca de compostos fendélicos com caracteristicas
antioxidantes como a astilbina, segundo os autores.

FracOes de acetato de etila e butanol obtidas a partir das folhas de Ocotea
lancifolia, apresentaram 360 e 405 mg / g (EAG) de fendis totais e atividade
antioxidante com Clso de 0,73 e 0,57 mg / mL. A pesquisa revelou a presenca de
guercetina-3-O-ramnosideo e quercetina-3-O-glucosideo em todas as amostras. Os
colaboradores também observaram que a fracdo de acetato de etila na concentracao
a 4% foi eficaz para reduzir a acdo de Trametes versicolor (fungo da podridao branca)
e Gloeophyllum trabeum (fungo da podriddo-marrom), responsaveis por causar
biodegradacdo em pecas de madeira (SILVA et al., 2017).

Os autores supracitados acima abordaram que a atividade antifingica
apresentada pela fracdo de acetato de etila estava correlacionada a presenca dos
fendis, que também demonstraram expressiva atividade antioxidante.

Outro estudo também relatou que a acdo antioxidante de alguns compostos
flavonicos, tem correlagdo com a diminuicdo do crescimento de alguns
microrganismos, como fungos que causam decaimento das madeiras. A acao
antioxidante destes compostos como da astilbina e seus derivados podem interferir
diretamente com a acao de enzimas essenciais a estes microrganismos (RUDAKIYA;
GUPTE, 2017).
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Enzimas como celulases, hemicelulases e algumas oxidorredutases liberadas
por alguns fungos como Phanerochaete chrysosporium, envolvidas na degradacéo da
celulose e da lignina, podem ser inibidas através de compostos fendlicos, que
consequentemente podem impedir a digestdo fldngica, tornando impossivel a
sobrevivéncia dos fungos (KHEIRKHAH; HEJAZI; RAHIMI, 2020).

Do ponto de vista sustentavel, Sun et al., (2018) afirmam que é indispensavel a
exploracdo de abordagens efetivas para o processamento da madeira com intuito de

diminuir a biodegradagdo e aumentar a vida Util das pecas e seu valor comercial.

3.5 Métodos para avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliagdo da atividade antioxidante de alguns compostos, existem
métodos eficazes relatados na literatura, como o método ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), ensaio de reducdo do [(-caroteno, o ensaio FRAP (ferric
reducing antioxidant power), avaliagcdo da atividade sequestradora do radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e captura do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS). Dentre todos, o radical DPPH e o ABTS sdo o0s mais
utilizados (MELO et al., 2020).

A importancia da identificacdo de compostos com caracteristicas antioxidantes,
traz muitos beneficios, tanto para a salde humana, quanto para outras
aplicabilidades que envolvem a biodegradacédo e meio ambiente (OLIVEIRA et al.,
2010; MARANHAO et al., 2013; BARBOZA et al., 2018).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis, que possuem elétrons
desemparelhados sendo altamente reativos, todavia, o DPPH que também €& um
radical livre, mas que possui trés anéis aromaticos que facilitam o processo de
ressonancia molecular é considerado uma molécula estavel. O radical DPPH
apresenta cor violeta tendo absorcédo na faixa de 515-520nm. A partir do momento
que acontece uma reducdo do DPPH através de doacdo de hidrogénio de uma
molécula antioxidante, a absorbancia também é diminuida podendo ser observada no
espectrofotometro (SUCUPIRA et al., 2014; MOURA et al., (2015).

Segundo Barboza et al., (2018) a rea¢do quimica entre a molécula de DPPH
acontece quando um agente antioxidante doa um atomo de hidrogénio para o DPPH.
Quando esta ligacado acontece o DPPH é reduzido a hidrazina e simultaneamente a
coloragédo violeta perde cor mudando para amarelo palido de acordo com quantidade

de hidrogénios capturados como representando na figura 4.
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A andlise com o radical DPPH, segundo Alves et al., (2010) e Pires et al.,
(2017) é um método bastante potente para analisar compostos de natureza
hidrofilica, mas nado tdo eficaz para analisar substancias de carater lipofilico, sendo

uma limitacdo do método.

Figura 4. Molécula de DPPH na forma radicalar (A) e na forma reduzida (B)
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Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antioxidante.html

Outro método bastante utilizado para analisar a atividade antioxidante total &
através da captura do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS). Este teste, ao contrario do DPPH, tem a capacidade de avaliar a atividade
antioxidante de compostos de natureza lipofilica e hidrofilica, incluindo flavonoides e
carotenoides (BARBOZA et al., 2018).

A formacdo do cétion radical ABTS, é gerada a partir da oxidacdo com
persulfato de potassio que € reduzido na presenca de antioxidantes doadores de
hidrogénio. Quando o persulfato de potassio captura o cation ABTS* e o estabiliza a
ABTS, é observado uma queda na absorbancia, onde esta reacdo pode ser
observada em espectrofotbmetro a 734nm. As concentragbes dos antioxidantes
quanto da duracdo da reacdo sobre a inibicdo do radical (cétion) sdo levados em

consideracao na determinacao deste teste (RUFINO et al., 2007).
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Figura 5. Estabilizacdo do radical ABTS* por um antioxidante e a formacao do

ABTS pelo persulfato de potassio.
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Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antioxidante.htmi

3.6 Atividades bioldgicas associadas ao género Hymenaea

Dentre algumas madeiras de lei existentes no Brasil, o género Hymenaea,
pertencente a familia Fabaceae, conhecido popularmente como Jatoba, vem sendo
alvo de muitos estudos cientificos, gracas a sua variada composicao fitoquimica, o
que permite o uso desta planta para os mais variados fins (MARANHAO et al., 2013).

A arvore do Jatoba pode ser encontrada desde o Piaui até o norte do Parana
na floresta semidecidua, em solos de média e alta fertilidade. De maneira geral sédo
arvores de tamanhos variaveis que crescem geralmente de 8 a 15 metros de altura,
todavia, podem ultrapassar os 20 metros (ADITYA et al., 2019).

A madeira do jatoba é pesada, com densidade de aproximadamente 0,96
g/cm?3, com cerca de 9 % de umidade, alburno espesso, cerne com cores que vao do
castanho claro ao avermelhado, superficie pouco lustrosa e pouco aspera com
textura média e uniforme (VEGGI et al., 2014; LIMA et al., 2018).

A madeira de jatoba possui uma consideravel resisténcia natural frente ao
ataque de fungos e cupins. Dentre as espécies do jatoba, as mais conhecidas sédo
Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa (Figura 6), todavia, a Hymenaea
cangaceira (espécie recém descoberta) também vem sendo alvos de estudos
cientificos (SANTANA et al., 2010; VERAS et al., 2020).
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Figura 6. Arvore de Jatoba (Hymenaea stigonocarpa)

Fonte: https://www.naturezabela.com.br/2011/06/jatoba-hymenaea-stigonocarpa-mart.html htm

Dentre as atividades bioldgicas que foram identificadas em algumas espécies
de Hymenaea, pode-se destacar atividade antioxidante, antimicrobiana, antidiarreica,
gastroprotetora, anti-inflamatoria, relaxante muscular, antiviral, antitermitica e larvicida
(OLIVEIRA et al., 2010; CECILIO et al., 2012; ORSI et al., 2012; BEZERRA et al.,
2013; DIMECH et al., 2013; MARANHAO et al., 2013; ORSI; SEITO; DI STASI, 2014;
VEGGI et al., 2014; BEZERRA-SILVA et al., 2015).

Corroborando com estes achados, Bezerra et al., (2013) isolaram astilbina
(Figura 7) no extrato de acetato de etila, obtido a partir da casca do caule de H.
courbaril. Os autores relataram que este flavonoide apresentou atividade relaxante

muscular com cerca de 49,8 %.
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Figura 7. Estrutura quimica da astilbina

Fonte: BEZERRA et al., (2013)

Maranhdo et al., (2013) também isolaram quatro flavonoides do extrato de
acetato de etila, obtido a partir do cerne de H. stigonocarpa. Os flavonoides (Figura 8)
quercetina, 7-metoxicatequina, taxifolina e hultenina apresentaram atividade
antioxidante com CEso de 30,78, 54,85, 61,65 e 78,80 pg / mL, respectivamente. O
extrato de acetato de etila na concentracdo de 100 mg / mL também apresentou

atividade antermitica frente a cupins da espécie Nasutitermes corniger.
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Figura 8. Estruturas quimicas dos flavonoides isolados

Hultenina (1) taxifolina (2)

Quercetina (3) 7-metoxicatequina (4)

Fonte: Maranhéo et al., 2013

Veras et al.,, (2020) avaliaram a composicao fitoquimica do 6leo essencial
produzido a partir das folhas de H. cangaceira e identificaram cerca de 79,04 % de
sesquiterpenos. Dentre eles Cariofileno (23,38 %) Germacreno (14,66 %), a-Guaieno
(9,75 %), B-Elemeno (7,05 %), a-Copaeno (6,34 %) e a-Humuleno (4,65 %). Os
colaboradores observaram que o 6leo essencial de H. cangaceira apresentou 75 %
de efeito antinociceptivo, atividade antioxidante com CEso de 127,51 pg / mL e

atividade antimicrobiana com CIM variando entre 4 - 1024 ug/mL.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material botanico

Hymenaea stigonocarpa Mart. foi coletada no municipio de Caxias, no estado
do Maranhdo e identificada pelo professor Goncalo Moreira Conceicdo da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) e catalogada no Herbéario Professor
Aluizio Bittencourt (HABIT) da UEMA sob o n° 055. A parte da planta utilizada nesta

pesquisa foi o cerne.

4.2 Obtencéo dos extratos de H. stigonocarpa

O cerne de H. stigonocarpa (200 g), seco em estufa, foi triturado a um pé fino e
em seguida submetido a extragdes sucessivas com etanol durante 48 h com agitacao
manual ocasional. ApGs esse periodo foi realizada a filtracdo e o solvente evaporado
em rotaevaporador. O residuo foi submetido por mais duas vezes a extracdo com o
mesmo solvente. Este processo foi repetido trés vezes com o etanol (MARANHAO et
al., 2013).

Ao final do processo, os extratos tiveram seus rendimentos calculados a partir da

equacao:

Re = (Pext/Pmad) x 100
Onde:
Re = Rendimento total do Extrato

Pext = Peso do extrato

Pmad = Peso da madeira
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4.3 Estudo quimico

4.3.1 Determinacgao do Teor de Umidade da madeira de H. stigonocarpa

Uma grama do p6 de H. stignocarpa foi pesado e colocado em estufa a 103 +
2°C até massa constante. O teor de umidade foi determinado através da equacéo
abaixo (MARANHAO et al., 2013):

U% = [Mi-M#/Mi]x100
Onde:

U% - Teor de umidade da madeira em porcentagem,;
Mi — Massa inicial da madeira em grama,

Ms — Massa da madeira seca em estufa a 103 + 2°C em grama

4.3.2 Quantificacao de fendis totais

O conteudo de fendis totais foi determinado pelo método descrito por Li et al.,
(2008) com modificacdes. Para esse teste foi utilizado o extrato etandlico de H.
stigonocarpa na concentracdo de 0,5 mg/mL (solu¢cdo mée). Uma aliquota de 500 pL
da solucdo mée foi colocada em um tubo tipo falcon contendo 1000 pL de solucéo de
Folin-Ciocalteu na proporcdo de 1:10 v/v e protegidos da luz. Em seguida foi
adicionado 1,5 mL de Na2COs na concentracdo de 7,5 %. AplOs esse processo,
novamente o tubo tipo falcon com a solucéo foi protegido da luz a 21°C, por 120 min.
Posteriormente, realizou-se a leitura no espectrofotbmetro a 765 nm. A curva de
calibracdo foi construida semelhante ao descrito acima, porém, com diluicbes
seriadas do acido gélico (0 — 500 ug / mL). Os fendis totais foram indicados em

equivalente grama de acido galico (mg EAG / g de extrato).

4.3.3 Quantificacao de flavonoides totais

A mensuracao do teor total de flavonoides foi realizada pelo método de Woisky
e Salatino, (1998) com algumas modificacdes. Para esse teste foi utilizado o EECHs
na concentracado de 1 mg/mL (solucdo mée). Em um tubo tipo falcon contendo 1 mL

de solucéo de cloreto de aluminio 3 % (AICls) foi adicionado 1 mL da solugcdo mae.
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Em seguida, a solucdo foi mantida no escuro a 21°C por 30 minutos, Apos este
tempo, realizou-se a leitura no espectrofotometro a 425 nm. A curva de calibracéo foi
construida semelhante ao descrito acima, porém, com diluicbes seriadas da
quercetina (500 yg/mL). Os flavonoides totais foram indicados em equivalente grama

de quercetina (mg EQ / g de extrato). Todo o teste foi realizado em triplicata

4.3.4 Quantificacdo de taninos totais

A estimativa de Taninos Totais foi desenvolvida a partir do método de Azevédo
et al., (2017) com algumas modificacdes. Os taninos foram determinados pelo método
de Folin-Ciocalteu. O volume de 0,1 mL da solugdo mé&e (1mg / mL) do EECHs foi
adicionado a um baldo volumétrico de 10 mL contendo 7,5 mL de agua destilada e
0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu na propor¢éao de 1:10 v/ v . Em seguida, 1 mL
de solucédo de carbonato de sodio a 3,5 % também foi adcionado ao baldo. O volume
de 10 mL foi completado com adicdo de &gua destilada. A mistura foi agitada e
mantida a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds o tempo de incubacédo a
solugéo foi levada ao espectrofotdmetro e lida a 700 nm. A curva de calibracéo foi
construida semelhante ao descrito acima, porém, com diluicbes seriadas do Acido
Tanico (0 — 500 ug/mL). Os Taninos totais foram indicados em equivalente grama de

Acido Tanico (mg EAT / g de extrato). Todo o teste foi realizado em triplicata

4.3.5 Atividades antioxidantes

4.3.5.1 Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH

A capacidade antioxidante do extrato etandlico foi investigada através do
radical estavel DPPH, como descrito por Li et al., (2008). Foi realizada uma dilui¢cdo
em série a partir de 1 mg/mL do EECHs para obter-se as concentracdes pre-
estabelecidas de 7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL. Em cada
concentragdo foram adicionados 0,25 mL da solugdo DPPH. Posteriormente, a
solucéo foi levada ao espectrofotdmetro e a absorbancia foi obtida em 517 nm. Como
controle negativo foi utilizado uma solucdo de DPPH com &gua destilada. Como
controle positivo foi utilizado uma solucdo de DPPH com o padrdo Acido Ascorbico
em concentracdes de 7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL para
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construgdo da curva de calibragdo. O sequestro dos radicais DPPH foi medido
usando a equacédo: DPPH (%) = [(As - Ac) / Ac] x 100.

Onde:

As é a absorbancia da amostra

Ac é a absorbancia de controle.

4.3.5.2 Avaliacdo da atividade sequestradora do cation radical ABTS-*

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Mariutti et al.,
(2008) O cation radical ABTS* foi preparado pela mistura de uma solugédo de ABTS
(7 mM) com uma solucdo de persulfato de potassio (140 mM) ambas em agua
destilada. A solucdo foi mantida no escuro a temperatura ambiente durante um
periodo de 12 horas antes do uso. Entdo a solucédo do radical ABTS * foi diluida com
etanol (1:100 v/v) até uma absorbancia (A) de 0,7 + 0,05 no comprimento de onda de
734 nm. O Extrato Etandlico de Hymenaea stigonocarpa foi diluido em concentracées
seriadas de 7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500 e 1000ug/mL. Apds a diluigao, as
solucbes foram transferidas para tubos de ensaios, em seguida foram adicionados
270uL da solugéo de ABTS™* e o volume completado para 300 uL com EtOH. O trolox
foi utilizado como controle. As solu¢cdes foram mantidas sob agitacdo e apds 6
minutos de reacdo, a absorbancia das amostras e do padréo foram medidas em um
espectrofotdometro de placa em comprimento de onda de 734nm. A porcentagem de

atividade sequestradora (%AS) foi calculada pela equacao:

% AS = 100x (ABScontrole — ABSamostra)/ABScontrole

Onde:

ABScontrole é a absorbancia do controle, contendo apenas a solucdo alcodlica do
radical ABTS*
ABSamostra € a absorbancia do radical na presenca do extrato, fragcbes ou do

padréo.
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Todas as andlises foram realizadas em triplicata e a eficiéncia antirradicalar foi
estabelecida utilizando a analise de regressao linear e os resultados foram expressos
através da CE50 = E.P.M.

4.4 Atividades biolégicas

4.4.1 Atividade antifungica

O fungo Phanerochaete chrysosporium da podriddo branca foi obtido da
Micoteca URM - UFPE. O fungo foi inoculado em meio Saboraund e incubado a 30 °C
por 10 dias para crescimento. O meio € composto de 40 g/L de Dextrose, 10 g/L de
Peptona, 20 g/L de Agar, 1L de Agua destilada e pH de 5,6, sendo esterilizado em

autoclave por 1 hora.

4.4.1.1 Bioensaio da atividade antifungica do extrato etandlico de H.
stigonocarpa

O extrato etandlico de H. stigonocarpa foi pesado (1000, 100 e 10 mg) e
diluido em 10 mL de Aalcool etilico (10 %), em seguida, cada solucdo foi
homogeneizada em vortex e adicionada a 290 mL de meio de cultura Saboraud
perfazendo as concentragdes finais de 1000, 100 e 10 uyg / mL e novamente
homogeneizada. Da solu¢cdo meio de cultura e extrato, 20 mL foram vertidos em placa
de Petri (9 cm de diametro). Apos a solidificacdo do meio de cultivo os pré-indculos
de micélio fangico foram transferidos para as novas placas e mantidos a 25° C + 2
durante 16 dias (JESUS et al., 1998).

4.4.1.2 Determinacédo do crescimento micelial

A determinacdo do crescimento micelial foi medido em milimetros (mm) com
um paquimetro manual no sentido horizontal da colbnia nos periodos de incubagéo.
As medidas foram realizadas nos tempos: 0 (serd considerado o dia em que os
fungos foram transferidos para o meio de cultura com extrato), 5, 10 e 15 dias apds a
incubacéo. A partir do valor médio do crescimento micelial radial (mm), foi calculada a
area (cm?) da colbénia do fungo de trés repeticbes. Com base no valor médio das
areas (cm?) das coldnias dos fungos, obtido no décimo sexto dia de incubacéao, foi
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determinado o indice antifungico (IAF), expresso em porcentagem, usando a férmula
descrita por Jesus et al., 1998: Todo o ensaio foi realizado em triplicata.
IAF = [1 — {Tratamento/Testemunha}]*100

4.4.2 Teste de Citotoxicidade

A atividade citotOxica foi realizada frente a linhagens de células de fibroblastos
murino (L929) e células epiteliais de rim de macaco verde (VERO). As células foram
cultivadas em garrafas para cultura de células com DMEM suplementado com soro
fetal bovino a 10 % (v/v) e antibiéticos (penicilina e estreptomicina) a 1 % (p/v). As
células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 %
de COa2.

O ensaio foi avaliado através do teste de MTT que se baseia na conversao do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo tetrazdélio (MTT) em formazan, pela
acdo da enzima succinildesidrogenase presente na mitocondria da célula viavel
(KEESEN et al., 2019).

As células VERO e L929 (10° células/mL) foram plagueadas em placas de 96
pocos e incubadas por 24 h. Em seguida, 10 uL do EECHs dissolvido em DMSO foi
adicionado aos pocos em concentracao final de 50 pg/mL. Apds 72 h, foi adicionado
25 uL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacédo, o meio de cultura com o MTT
foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poc¢o. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a média da percentagem de
inibicdo e desvio padrdo foram calculados. A diferenca entre os valores das médias
da viabilidade celular foi avaliada pela Anova one way e pos teste Tukey (p < 0,05) no

programa GraphPad Prism 7.0. demo.
4.5 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando sua
interacdo for significativa, a regressdo polinomial e aos testes de comparacdes
multiplas de Duncan serdo realizados. Todos o0s testes serdo considerados

significancia estatistica com p <0,05.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo quimico

5.1.1 Rendimento do processo de obtencdo do extrato etandlico de H.
stigonocarpa

A partir de 200 g do cerne triturado de H. stigonocarpa com extracdes
consecutivas de etanol o rendimento do extrato foi de 11,14 % indicando que a parte
da planta utilizada, possui quantidades significativas de compostos fendlicos,
corroborando também com os resultados encontrados no estudo de Santana et al.,
(2010), que também obtiveram extratos organicos a partir de 200 g de cerne H.
stigonocarpa com metanol com 11,9 % de extrativos.

No estudo realizado por Dimech et al., (2013) também observou-se valores
semelhantes de rendimento do extrato etandlico obtido a partir da casca do caule de

H. stigonocarpa, com 11,99 %.

5.1.2 Determinacé&o do teor de umidade do cerne de H. stigonocarpa

O teor de umidade do cerne de H. stigonocarpa também foi verificado e como
resultado, apresentou valores de 9,313 % + 0,453. Maranhéo et al., (2013) em seu
estudo encontraram valores semelhantes para esta espécie. Estes autores,
comparam o0 resultado do teor de umidade das madeiras das espécies H.
stigonocarpa e Delonix regia e encontram resultados 9,60 e 13,0 %, respectivamente.

Veggi et al.,, (2014) em seu estudo utilizando a madeira de H. courbaril,
observaram que o teor de umidade apresentado foi de 9,21 %, demonstrando que o
género Hymenaea possui espécies promissoras, pois segundo alguns estudos,
madeiras que apresentam teor de umidade abaixo de 20% tem probabilidade de ter
vida atil mais longa quando comparadas com aquelas que apresentam alta
concentracdo de agua (OLIVEIRA et al., 2010; LIMA et al., 2018).

5.1.3 Quantificacéo de fendis totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para avaliar o teor de fendis totais em

500 ug de extrato etandlico de H. stigonocarpa, através da equacdo da reta (y =
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0,0009x + 0,0006 e R? = 0,9993) que foi obtida a partir da curva padrdo do &cido
galico e expressa em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG)/g de extrato

Como resultado, o extrato etanolico de H. stigonocarpa apresentou 0,187 +
0,001 mg EAG / g de fendis totais. Segundo Bezerra-Silva et al., (2015) e Rudakiya,
Gupte, (2017) uma planta que possui em sua composicdo teor significativo de
compostos fenolicos, sdo mais resistentes ao ataque de fungos lignoceluloliticos, uma
vez que a atividade antioxidante apresentada por estes compostos, podem inibir a
acao das enzimas lacases e peroxidases, produzidas por tais fungos.

No estudo realizado por Oliveira et al., (2010) o extrato etanolico de H.
stigonocarpa apresentou 0,248 mg EAG / g de fendis totais. Os autores relataram que
a quantidade de fenois totais encontrados, pode ter sido responsavel pela atividade
antioxidante apresentada com 91 % de sequestro dos radicais DPPH.

Dimech et al., (2013) também analisaram o teor de fenois totais presentes no
extrato etandlico do caule de H. stigonocarpa e como resultado, os autores
encontraram 7,26 mg GAE/g de fenois totais. A diferenca de resultados encontrados
nos estudos de Dimech et al., (2013) e Oliveira et al., (2010) com o resultado
encontrado nesta presente pesquisa pode estar relacionado com a parte da planta
utilizada para se obter o extrato, bem como a época a qual a espécie foi coletada,
solo, regido e idade da planta. Estes fatores podem contribuir tanto para o aumento
quanto a diminuigdo de metabdlitos secundarios segundo Veggi et al., (2014).

Todavia, vale ressaltar que os resultados encontrados nesta pesquisa, € nos
estudos de Oliveira et al., (2010) e Dimech et al., (2013) elencam a grande
importancia do género Hymenaea e do bioma cerrado brasileiro, o que torna essas
espécies de plantas bastantes promissoras do que concerne a producédo de produtos
biotecnolégicos.

5.1.4 Quantificacdo de flavonoides totais

Os resultados encontrados foram elaborados a partir da equacéo da reta (y =
0,0015x — 0,0186 e R?=0,9987) feita a partir da curva de calibracdo expressa em
micrograma equivalente a Quercetina (EQ). Como resultado o extrato etandlico de H.
stigonocarpa na concentragéao de 500 pg apresentou concentracédo de 36,457 + 0,046
Mg de flavonoides.

Esta classe de compostos esta distribuida amplamente em varias espécies de

plantas, principalmente por que estdo envolvidos no processo de adaptagcédo e
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protecdo dos vegetais. Os flavonoides possuem atividades biolégicas como acgéo
antioxidante e antifingica (SANTANA et al., 2010).

Paes, (2005) e Ragon, Nicholas, Schultz (2008) relatam que a presenca de
flavonoides nas plantas, principalmente os flavonoides metoxilados, favorece o
processo de resisténcia da planta ao ataque de cupins. Os autores também relatam
gque a acdo antioxidante dos compostos flavonicos afastam os térmites das madeiras,
uma vez que interferem na digestédo da lignocelulose dos cupins.

Um estudo realizado por Maranhéo et al., (2013) apresentou no extrato de
acetato de etila, obtido a partir do cerne de H. Stigonocarpa, quatro tipos de
flavonoides: quercetina, 7-metoxicatequina, taxifolina e hultenina. Os falvonoides
foram testados isoladamente e apresentaram atividade antioxidante com CEso de
30,78, 54,85, 61,65 e 78,80 ug/mL, respectivamente. Dentre os flavonoides testados,
a quercetina também apresentou atividade antitermitica.

Um estudo realizado por Santana et al., (2010) também verificou que o extrato
de ciclohexano, obtido a partir do cerne de H. stigonocarpa, apresentou atvidade
antitermitica frente a espécie Nasutitermes corniger, induzindo a morte dos cupins em
4 dias (CLso = 11,9 mg / mL). Os autores associaram a atividade antitermitica
principalmente aos flavonoides encontrados em H. Stigonocarpa.

Oliveira et al., (2010) também identificaram flavonoides no extrato etandlico de
H. stigonocarpa. Neste estudo, os autores também verificaram que ndo houve o
crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium no cerne da madeira, quando
comparado ao grupo controle, evidenciando resisténcia natural. Este resultado,

segundo os autores, estava associado a presenca dos flavonoides
5.1.5 Quantificacdo de Taninos totais

O método de Folin-Ciocalteu também foi utilizado para avaliar
quantitativamente o teor de taninos totais em 500 ug de extrato etandlico de H.
stigonocarpa. Os resultados encontrados foram elaborados a partir da equacao reta
(y = 0,0011x + 0,0012 e R? = 0,9915) que foi feita a partir da curva de calibracdo
expressa em micrograma equivalente a acido tanico (EAT). Como resultado, o extrato
etandlico de H. stigonocarpa apresentou concentracdo de 95,094 + 0,073 ug de
taninos totais.

Os taninos, assim como os flavonoides, também fazem parte do grupo dos
compostos fendlicos, devido a isto, também possuem forte atividade antioxidante.

Esta classe de compostos, sdo conhecidos por sua forte ligacdo as proteinas e
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inibicdo de enzimas digestivas. Essa acdo de complexacdo com proteinas, € a
responsavel pelo mecanismo de acdo de alguns inseticidas, impedindo a acdo de
proteinas importantes para funcfes vitais dos insetos. Os taninos também estéao
fortemente envolvidos com acgdo antifungica e bactericida (DIMECH et al., 2013;
VEGGI et al., 2014).

O extrato etanolico produzido a partir da casca do caule de H. stigonocarpa,
analisada por Dimech et al., (2013) também apresentou taninos em sua composic¢ao.
Os autores mensuraram 2,76 mg de taninos EAG no extrato etandlico.

Veggi et al.,, (2014) também relataram em seu estudo que a espécie H.
courbaril apresentou concentracdo de 1,8 mg de taninos totais em 100 g de matéria
prima. Dentre os taninos, também identificaram a presenca de proantocianidinas,
evidenciando a diversidade de compostos que fazem parte da composicao fitoquimica

do género Hymenaea.

5.1.6 Avaliacao das atividades antioxidantes

Para o célculo de porcentagem de inibicdo e CEsoda atividade antioxidante do
extrato etandlico de H. stigonocarpa foi construida uma curva de calibracdo de acido
ascorbico para o DPPH (equacdo da reta y = 0,0752x + 47,09 e R?= 0,9942) e uma
curva analitica do Trolox para o ABTS (equacéo da reta y = 0,104x + 48,025 e R?=
0,9803).

O extrato etandlico de H. stigonocarpa demonstrou atividade antioxidante
promissora em ambos os testes. Para o DPPH, o extrato etandlico apresentou
porcentagem de inibicdo de 80,186 % + 0,114 e CEso de 56,340 pg/mL. Ja para o
ABTS, o extrato etandlico apresentou inibicdo de 87,280 % + 0,548 e CEso de 39,249
pg/mL.

Como observado, o teste antioxidante com ABTS, demonstrou melhores
resultados quando comparado ao DPPH. Segundo Alves et al., (2010) e Moura et al.,
(2015) o DPPH é bastante potente para sequestrar radicais hidrofilicos, porém, fraco
para radicais lipofilicos, ao contrario do ABTS, que possui afinidade para ambos os
radicais o que sugere dizer que a composicdo fitoquimica presente no extrato
etandlico de H. stigonocarpa possui compostos com caracteristicas variadas, todavia,

com potencial atividade antioxidante.
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Em relagédo ao DPPH Maranhéo et al., (2013) analisaram o extrato de acetato
de etila de H. stigonocarpa frente a atividade antioxidante. Segundo os autores, o
extrato apresentou CEso de 9,95 pg/mL. Os autores relataram que a expressiva
atividade antioxidante apresentada pelo extrato estava relacionada a presenca de
flavonoides como quercetina, 7-metoxicatequina, taxifolina e hultenina que de formas
isoladas também apresentaram CEso de 30,78, 54,85, 61,65 e 78,80 pg/mL
respectivamente.

Ainda sobre o estudo realizado por Maranhdo et al (2013), os autores
apresentam que o extrato de acetato de etila também foi ativo contra os cupins da
espécie N. corniger, demonstrando aproximadamente 70 % de morte de todos os
térmites. A quercetina isolada a partir deste extrato, também apresentou atividade
antitermitica, com 55 % de morte dos cupins em 5 dias. Os autores relataram que a
atividade antitermitica apresentada pelo extrato de acetato de etila e pela quercetina,
teve correlacdo com a expressiva atividade antioxidante.

Ja nos estudos de Oliveira et al., (2010) o extrato etandlico de H. stigonocarpa
apresentou atividade antioxidante, com 91% de inibicdo dos radicais DPPH,
apresentando valores aproximados com os achados desta pesquisa que apresentou
80,186% de inibicdo do DPPH.

Bezerra et al., (2013) também observou potencial antioxidante no extrato
etandlico de H. courbaril com CEso de 3,07 pg / mL. A comparacao entre as diferentes
espécies de Hymenaea, demonstra que ambas as espécies possuem atividade
antioxidante, bem como potencial biotecnolégico para producéo de produtos com esta

finalidade.

Se tratando do teste antioxidante com o radical ABTS, um extrato etanolico
produzido a partir da madeira seca de Albizia myriophylla, uma espécie pertencente a
familia Fabaceae, também demonstrou resultados antioxidantes significativos, com
CEso de 57,14 ug / mL. A partir deste extrato, os autores também identificaram cinco
compostos, incluindo acido indendico, 8-metoxi-7,3,4-trihidroxiflavona, 3,4,7,3-
tetrahidroxiflavana, lupeol e estigmasta-5,22-dien-3-ona, B-sitosterol e estigmasterol,
0 enfatizando a importancia das espécies pertencentes a familia Fabaceae gracas a
sua variada composicao fitoquimica com diversas aplicabilidades (BAKASATAE et al.,
2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lupeol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/stigmasterol
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5.2 Atividades biolbgicas

5.2.1 Atividade antifangica

Através das analises dos resultados do teste antifungico, foi possivel
determinar os indices antifungicos conforme apresentado na Tabela 1. O extrato
etandlico de H. stigonocarpa foi avaliado frente ao fungo Phanerochaete
crhysosporium e como resultado, observou-se que ndo houve crescimento fungico
nas concentragdes de 100 e 1000 pg / mL durante 15 dias de analises. Todavia, foi
observado que na concentracdo de 10 yg / mL no 5° dia o extrato inibiu em 33 % o
crescimento fungico em relacdo ao controle. Esta inibicdo foi reduzida ao longo do
experimento de forma expressiva, atingindo aproximadamente 15% de inibicdo no 10°
dia, e 4% no 15° dia, em relagcéo ao controle.

Tabela 1: indice antifingico (IAF%) da coldénia do fungo Phanerochaete

crhysosporium exposto ao extrato etandélico de H. stigonocarpa.

INDICE ANTIFUNGICO (IAF%)

Fungo Tempo (dias) Concentracio e % Indice de inibic&o
10 yg / mL 100 uyg/ mL | 1000 pg / mL
Phanerochaete 5° 33 % 0 0
crhysosporium 10° 15 % 0 0
15° 4% 0 0

Como observado, o maior indice de inibicdo do crescimento micelial dos
fungos ocorreu nos 5 primeiros dias de exposicdo ao extrato etandlico de H.
stigonocarpa, onde se observou a paralizacdo do crescimento fungico. Nos tempos
seguintes os fungos apresentaram taxa de crescimento consideravelmente reduzida.

Vale salientar também que as colbnias de fungos que foram tratadas com o
extrato etandlico de H. stigonocarpa, bem como as col6nias controles, apresentaram
morfologia diferentes, sugerindo dizer que, além de atividade fungicida o extrato
também pode causar mudancas na estrutura fangica. Essa possivel atividade
bioldgica, pode estar atrelada aos compostos fitoquimicos encontrados nesta espécie,
como os flavonoides e taninos, como sugere Maranhéo et al (2013), que aborda que
compostos como quercetina, taxifolina, 7-metoxicaquina e hultenina, presentes no
cerne de H. stigonocarpa podem ser o0s principais envolvidos com atividades

antioxidantes, antifingica, antitermitica e larvicida.
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Corroborando com estes achados, Oliveira et al., (2010) também observaram
que H. stigonocarpa apresentou resisténcia natural a biodegradacao causada pelo
fungo P. chrysosporium. O cerne moido dessa planta quando em contato com o fungo
em questdo, impediu o crescimento deste microrganismo em sua superficie,
deduzindo que os compostos presentes em H. stigonocarpa apresentam potencial
atividade antifingica, bem como evidenciam a importancia das plantas encontradas
no bioma cerrado que podem ser utilizadas para formulacdo de produtos com
caracteristicas antioxidantes e antifingicas com aplicabilidades em madeiras de

baixas durabilidades, imunizando-as contra o ataque de microrganismo xiléfagos.

5.2.2 Atividade citotoxica

A andlise da citotoxicidade in vitro € uma pratica comum na avaliacdo biolégica
de produtos que sdo manipulados por humanos, como inseticidas, cupinicidas,
agrotoxicos, dentre outros, para garantir a seguranca tanto para os humanos, quanto
para os animais e o meio ambiente. Através da analise inicial da biocompatibilidade
de compostos testados (extratos, Oleos essenciais, moléculas quimicas ou
bioprodutos) expostos a uma cultura celular, é possivel identificar reacdes
citotoxicidade resultantes e verificar se o produto € seguro ou ndo (MASSON,
LOMBELLO, 2016).

Com base nisto, para a andlise de citotoxicidade do extrato etandlico de H.
stigonocarpa, foram utilizadas duas linhagens de células normais (VERO e L929) que
foram submetidas a concentracdes seriadas do extrato variando entre 3,125 a 50 ug /
mL (figura 9). Como resultado, o extrato etandlico de H. stigonocarpa, ndo apresentou
citotoxicidade para as linhagens celulares testadas, quando comparado ao padrao
utilizado (paclitaxel). As concentracfes do extrato etandlico de H. stigonocarpa
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle para o teste de analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste Tukey, considerando p < 0,05.

Vale salientar que as células da linhagem VERO, quando submetidas ao
tratamento com o extrato etandlico de H. stigonocarpa, exibiram um aumento

significativo da sua proliferacdo quando comparado ao grupo controle.



% de viabilidade

% de viabilidade

41

Figura 9: Porcentagem de viabilidade celular das linhagens VERO e L929
submetidas ao tratamento com o extrato etandlico de H. stigonocarpa nas

concentracdes de 3,125 a 50 yg / mL.
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Os resultados encontrados ao longo desta pesquisa demonstram que o extrato
etandlico de H. stigonocarpa apresenta potencial biotecnoldgico para formulagéo de
produtos com possiveis atividades antioxidantes e antifangicas, bem como sugere o
uso seguro para utilizacdo pelos humanos, uma que nao apresentou citotoxicidade

frente a linhagens de células normais.
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6 CONCLUSAO

O extrato testado apresenta potencial biotecnologico para formulacdo de
produtos com finalidades antioxidantes e antifingicas para o tratamento de madeiras
de baixa durabilidade, fato que pode ser relacionado aos taninos e flavonoides
encontrados em H. stigonocarpa. Todavia os resultados também sdo promissores no
que diz respeito a seguranca de sua utilizacdo, uma vez que ndo apresentou
citotoxicidade frente a linhagens de células normais.

Portanto, o presente trabalho apresentou que produtos naturais possuem
compostos com capacidade antioxidantes e antimicrobianas, porém, faz-se
necessario estudos futuros no intuito de elucidar em maiores detalhes como tais
compostos podem afetar a fisiologia, morfologia e o crescimento dos fungos, com
destaque as espécies que causam a biodegradagdo da madeira, dando maior
respaldo a outras pesquisas que abordem as espécies de Hymenaea, colaborando

assim para melhor utilizagdo dos recursos do bioma cerrado brasileiro.
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APENDICES

APENDICE A - CURVAS ANALITICAS DO ACIDO GALICO, QUERCETINA E
ACIDO TANICO

Gréafico 1. Curva analitica do Acido Galico (0-500ug/mL) para quantificacdo do teor

de fendis totais em 500mg do extrato etandlico de H. stigonocarpa.
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Grafico 2. Curva analitica da Quercetina (0-500ug/mL) para quantificacdo do teor de

flavonoides totais em 500mg do extrato etandlico de H. stigonocarpa.
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Gréfico 3. Curva analitica do Acido Tanico em concentracdes seriadas (0-500 pg/mL)
para quantificacdo do teor de taninos totais em 500mg do extrato etandlico de H.

stigonocarpa..
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Gréafico 4. Curva analitica do Acido ascérbico (vitamina C) e do extrato etandlico em
concentracbes seriadas (0-500 pg/mL) para avaliagdo da atividade antioxidante

verificagdo da CEso, através do método DPPH.
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CEg, do Extrato Etandlico
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Gréafico 5. Curva analitica do Trolox (vitamina E) e do extrato etandlico em
concentracdes seriadas (0-500 pg/mL) para avaliagdo da atividade antioxidante pelo
método ABTS.
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APENDICE B — RESULTADOS DA ANALISE ANTIFUNGICA DO EXTRATO

ETANOLICO DE Hymenaea stigonocarpa, FRENTE AO FUNGO
Phanerochaete crhysosporium

Resultados do indice antifungico no 5° dia.

1000 pg/mL 100 pg/mL 10pg/mL controle



Resultados do indice antifungico no 10° dia.

i ¢

| \‘\‘ \// 1 , / \

1000 pg/mL 100 pg/mL | 1 pg/mL controle




Resultados do indice antifungico no 15° dia.

1000 pg/mL 100 pg/mL | 1 ug/mL controle
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