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RESUMO

H& séculos plantas é uma das principais fontes de recursos para a humanidade. Fonte
inimaginavel de substancias gragas ao seu metabolismo primario e secundario, 0s quais séo
responsaveis pela producdo de uma variedade de substancias. Estas substancias, oriundas de
fontes naturais, sdo cada vez mais utilizadas no desenvolvimento de bioprodutos
tecnologicamente preparados, com eficacia, seguranca e qualidade comprovadas, com
aplicacdo nas mais diversas areas e usadas na producédo de locoes, hidratantes, cremes dentais,
shampoos, protetores solares, etc. O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, com cerca
de 20% de toda a flora mundial e constituido de grande diversidade genética, tornando-o
promissor para o estudo e aplicabilidade de substancias ativas de origem natural para o
desenvolvimento de bioprodutos. Esta pesquisa, objetivou investigar a constituicdo quimica do
extrato etanolico dos frutos de Psidium guineense Swartz, isolando e identificando substancias
presentes nos seus frutos, bem como avaliar o potencial antioxidante e a capacidade
fotoprotetora do extrato etanodlico e de sua adicdo em creme polawax, vislumbrando um
potencial uso em preparagdes cosméticas. Na cidade de Areia, PB, foram coletados os frutos e
na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus Il, os frutos foram secos, macerados e
sua fase etandlica obtida por extracdo por maceracdo. Do extrato etandlico, foi realizado a
triagem fitoquimica para comprovar ou negar a presenca de grupos de metabolitos secundarios
importantes: taninos, saponinas, esteroides, triterpenos, flavonoides, alcaloides, cumarinas e
quinonas. Para isso, foram utilizadas de reacGes colorimétricas e de precipitacdo. Duas
substancias em destaque, obtidas como pd& amarelo, foram purificadas em colunas
cromatograficas. Estas duas substancias, Pa-1 e Pa-2, foram submetidos a analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e 3C no equipamento Bruker Avance 11 de 400
MHz e 100 MHz, utilizando o solvente dimetilsulfoxido (DMSQ) e acetona, ambos deuterados.
Foi realizado a quantificacdo de flavonoides totais pelo método espectrofotométrico utilizando
o flavonoide rutina como padrdo, quantificagdo da atividade antioxidante pelo método de
captura de radicais DPPH e avaliado o potencial fotoprotetor do extrato etanolico a partir da
metodologia in vitro proposta por Sayer. Com a obtenc¢do dos resultados foi possivel identificar
0s grupos de metabolitos secundarios presentes no extrato etanélico do Fruto da P. guineense e
isolar dois flavonoides, canferol e quercetina. Como também, quantificado o teor de flavonoides
totais, a capacidade antioxidante em termos de ECsxo e o fator de protecéo solar (FPS) do extrato
puro e em mistura com creme polawax.

Palavras-chave: Psidium guineense Swartz; canferol; quercetina; cosméticos; fator de
protecdo solar



ABSTRACT

For centuries, plants have been one of the main sources of resources for humanity.
Unimaginable source of substances thanks to its primary and secondary metabolism, which are
responsible for the production of a variety of substances. These substances, from natural
sources, are increasingly used in the development of technologically prepared bioproducts, with
proven efficacy, safety and quality, with application in the most diverse areas and used in the
production of lotions, moisturizers, toothpastes, shampoos, sunscreens, etc. Brazil has the
greatest biodiversity on the planet, with about 20% of all the world's flora and consisting of
great genetic diversity, making it promising for the study and applicability of active substances
of natural origin for the development of bioproducts. This research aimed to investigate the
chemical constitution of the ethanolic extract of the fruits of Psidium guineense Swartz,
isolating and identifying substances present in its fruits, as well as to evaluate the antioxidant
potential and the photoprotective capacity of the ethanol extract and its addition in polawax
cream, glimpsing a potential use in cosmetic preparations. In the city of Areia, PB, the fruits
were collected and at the Federal University of Paraiba (UFPB), Campus Il, the fruits were
dried, macerated and their ethanolic phase obtained by extraction by maceration. From the
ethanol extract, phytochemical screening was performed to prove or deny the presence of
important secondary metabolite groups: tannins, saponins, steroids, triterpenes, flavonoids,
alkaloids, coumarins and quinones. For this, colorimetric and precipitation reactions were used.
Two highlighted substances, obtained as yellow powder, were purified on chromatographic
columns. These two substances, Pa-1 and Pa-2, were analyzed by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) at *H and *3C in the Bruker Avance 11 equipment at 400 MHz and 100 MHz, using the
solvent dimethylsulfoxide (DMSQ) and acetone, both deuterated. The quantification of total
flavonoids was carried out by the spectrophotometric method using the flavonoid rutin as a
standard, quantification of the antioxidant activity by the DPPH radical capture method and the
photoprotective potential of the ethanol extract was evaluated using the in vitro methodology
proposed by Sayer. With the results obtained, it was possible to identify the groups of secondary
metabolites present in the ethanolic extract of the Fruto da P. guineense and to isolate two
flavonoids, kaempferol and quercetin. As well as quantified the content of total flavonoids, the
antioxidant capacity in terms of ECso and the sun protection factor (SPF) of the pure extract and
mixed with polawax cream.

Keywords: Psidium guineense Swartz; kaempferol; quercetin; cosmetics; solar protection
factor
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1 INTRODUCAO

Os vegetais sdo uma das principais fontes de recursos para a humanidade, utilizados
desde a antiguidade pelas civilizacGes oriental e ocidental na alimentacdo, na medicina, em
cosméticos, no controle de pragas, rituais etc (CALIXTO, 2019).

A grande aplicabilidade das plantas é justificada pela diversidade de substancias
produzidas, em especial no seu metabolismo secundario. Podemos citar como exemplo de
produtos naturais historicamente usados para diversos fins, o cido salicilico (Salix alba), o 6leo
de citronela (Cymbopogon citratus) e a curcumina (Curcuma longa), utilizados respectivamente
como anti-inflamatdrio, repelente e tintura em rituais indigenas (COLPO et al., 2014; TEWARI
etal., 2019).

Desde o ultimo século, substancias obtidas de fontes naturais vém sendo utilizadas nas
mais diversas areas, para o desenvolvimento de bioprodutos tecnologicamente preparados com
eficacia, seguranga e qualidade comprovada. Para tanto, é indispensavel a realizacdo de
pesquisas multidisciplinares envolvendo &reas do conhecimento como a fitoquimica,
farmacologia, toxicologia, ecologia, sintese quimica, biotecnologia, etc (BOLZANI, 2016;
BAJAJ et al., 2020). Com a realizacdo destas pesquisas multidisciplinares, torna-se possivel a
aplicacdo dessas substancias ou mesmo dos extratos (vegetais ou animais) como medicamentos,
cosmeéticos, fragrancias, inseticidas, agroquimicos etc (MACHADO et al., 2019).

O Brasil se destaca mundialmente por ser detentor de uma das maiores biodiversidades
do planeta, possuindo a maior e mais rica diversidade genética do mundo. Estima-se que o pais
possua aproximadamente 60.000 espécies, correspondendo a cerca de 20% de toda a flora
mundial e 75% de todas as espécies vegetais existentes nas grandes florestas (CARNEIRO et
al., 2014). Estes dados revelam a vocacao natural e o potencial do pais no estudo de substancias
ativas de origem natural para o desenvolvimento de bioprodutos.

Na area farmacéutica e cosmeética, a investigacao da atividade farmacoldgica de extratos
vegetais requer o conhecimento acerca da sua constitui¢cdo quimica, tornando-se necessario 0
desenvolvimento de pesquisas visando 0 conhecimento da composi¢do quimica de extratos
vegetais (SHARMA et al., 2019). As técnicas analiticas mais utilizadas para a analise
fitogquimica de produtos naturais envolvem diversos tipos de cromatografias para fracionamento
e purificacdo de extratos, bem como aplicacdo de espectroscopia e espectrometria para
identificacdo e quantificacdo das substancias bioativas (BOLZANI, 2016; SHARMA et al.,
2019).
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A espécie selecionada para o presente estudo é conhecida como aracd (Psidium
guineense Swartz, da familia Myrtaceae) e produz frutos apreciados na alimentacao em regifes
do cerrado e do nordeste brasileiro, consumidos in natura, como suco, geleias, iogurte, sorvete
e tortas (BEZERRA, SILVA-JUNIOR e LIRA-JUNIOR, 2018; SILVA et al., 2008). Ha relatos
do uso de frutos e folhas em preparac6es com finalidades antidiarreicas e antimicrobiana, além
de estudos que mostraram a presenca de taninos, minerais e vitamina C em sua composi¢éo
(SILVA et al., 2015; PADILHA et al., 2016).

O P. guineense € um vegetal ainda pouco explorado economicamente e existem poucos
dados disponiveis a respeito dos seus metabolitos secundarios. Entretanto, é possivel encontrar
na literatura alguns relatos a respeito da sua taxonomia, da sua ocorréncia geogréafica e de suas
propriedades fisicas e fisico-quimicas (BEZERRA; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR, 2018;
FRANZON et al., 2009; SILVA et al., 2015; PADILHA et al., 2016).

Tendo em vista 0 potencial bioativo pouco explorado da P. guineense e 0s poucos
estudos quimicos sobre a referida espécie, o presente trabalho visa a realizacdo de uma
investigacao fitoquimica e estudos bioldgicos preliminares, objetivando os possiveis aplicacdes

de seus extratos em produtos cosméticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a constituicdo quimica do extrato dos frutos de Psidium guineense Swartz
bem como avaliar seu potencial antioxidante e seu Fator de Protecdo Solar (FPS), vislumbrando

um potencial uso em preparagdes cosmeticas.
2.2 ESPECIFICO

e Coleta das amostras.

e Preparacdo do extratos etandlico do fruto.

e Identificacdo das classes de substancias presentes no extrato.

e Isolamento e identificagcdo de substancias.

e Quantificar o teor de flavonoides presentes no extrato obtido dos frutos da P.
guineense;

e Avaliar o potencial antioxidante do extrato dos frutos P. guineense;

e Determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS) do extrato dos frutos da P. guineense

e Preparar um creme utilizando o extrato de frutos de araca e analisar seu Fator de
Protecdo Solar (FPS)
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais como plantas medicinais e microrganismos sdo desde a antiguidade
usados na cura e tratamento de diversas doencas, nesta época era comum 0 uso de elementos
naturais como agua, sais e metais, além de extratos vegetais e animais. No contexto historico,
estes elementos tiveram uma importante contribuicdo para o surgimento dos medicamentos,
tanto, que ainda continuam contribuindo para o seu desenvolvimento (AMBERG;
FOGARASSY, 2019; CALIXTO, 2019; JIMENEZ, 2018; MOURA et al., 2020).

Os produtos naturais de plantas, animais e minerais é desde milhares de anos antes de
cristo até hoje, a base para o tratamento de doencas humanas (CALIXTO, 2019; JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018). Um exemplo das plantas mais antigas que a
humanidade conhece e continua usando para diversos fins, € a Cannabis sativa, popularmente
conhecida como maconha, é uma planta com alto valor terapéutico e potencial medicinal
justificado pelas suas mais de 420 substancias quimicas ja registradas (MEDEIROS et al.,
2020).

Atualmente, as plantas medicinais tiveram um aumento significativo da sua demanda
devido a crescente aceitacdo pela populacdo e consequente aumento em produtos de sua origem
(JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018). Logo, muitas pesquisas tornaram-
se essenciais para estudar a composicdo quimica e testar as diversas aplicabilidades dos
produtos naturais, o que possibilitou diferentes tipos de produtos com diferentes aplicaces.

Por exemplo, a identificacdo inédita da composicdo quimica de Oleos essenciais
extraidos da Myrcia eximia DC, espécie da familia Myrtaceae encontrada na Amazonia
brasileira, a pesquisa revelou seu potencial antimicrobiano e antiparasitario (FERREIRA et al.,
2020). Também pode ser citado, a investigacdo fitoquimica e avaliacdo da atividade larvicida
da Waltheria viscosissima contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. Nesta pesquisa foi
identificado quatorze compostos e concluido que tanto as partes aéreas, quantos as raizes da W.
viscosissima possuem atividade contra as larvas do mosquito (FERREIRA et al., 2019). Uma
pesquisa, realizada por CHIARI-ANDREO (CHIARI-ANDREO et al., 2020), estudou a
composi¢do quimica, a atividade antioxidante e potencial uso como formula¢do cosmética da
espeécie P. guajava.

Os diferentes enfoques das pesquisas envolvendo produtos naturais demonstram seu

potencial para desenvolvimento de diversos produtos com aplicacdo em diferentes areas.
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3.2 COSMETICOS

Os cosméticos sdo produtos feitos no intuito de ocasionar algum efeito especifico na
pele, podem alterar a microflora e possuirem efeitos benéficos ou maléficos (HOLLAND;
BOJAR, 2002). Seu uso iniciou-se no Egito antigo com finalidades higiénicas e beneficios para
a saude, agora uma grande variedade se tornaram de uso diério e fazem parte do nosso cotidiano,
como os shampoos, sabonetes, pastas de dente, entre outros. Seguindo a mesma tendéncia,
também podem ser citados os filtros solares e maquiagens, que estdo cada vez mais acessiveis
e usados por uma grande parcela do publico (AMBERG; FOGARASSY, 2019).

Com a evolucéo tecnoldgica, muitas indUstrias comegaram a promover o langamento de
cosméticos com ativos sintéticos, porém estudos relacionados aos seus efeitos negativos na
salde e ao meio ambiente forcaram a regressdo e o desenvolvimento de produtos com
composicao quimica majoritaria de origem natural (AMBERG; FOGARASSY, 2019; NUNES
et al., 2018). Com forte aceitacdo pela populacédo, a producdo de cosméticos com utilizagdo de
ingredientes naturais e comprometidos com o meio ambiente tornaram-se uma tendéncia
mundial (MILANI et al., 2018). Essa tendéncia tem crescido principalmente em paises em
desenvolvimento como a india, onde a populacéo esta cada vez mais a procura de produtos de
origem naturais. Consequentemente as vendas globais de cosméticos organicos vem crescendo
rapidamente, em 2018 estas vendas atingiram 34,5 bilhdes de ddlares e a estimativa para 2027
séo de que cheguem a 54,5 bilhdes (SADIQ; ADIL; PAUL, 2021; STATISCA, 2020).

Seguindo a tendéncia mundial, 0 mercado de cosméticos no desenvolvimento de
fotoprotetores naturais também esta em alta, procurando formulacdes inovadoras na utilizacédo
de ingredientes naturais, eficientes e comprometidas com o meio ambiente (MILANI et al.,
2018). Isso é resultado da conscientizagdo da humanidade por parte dos muitos problemas
patoldgicos como o cancer de pele, o cancer com mais diagnésticos em todo o mundo (NUNES
etal., 2018).

3.3 DADOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE O CANCER DE PELE

A radiacgéo solar € responsavel por inumeros beneficios a satde e ao bem-estar humano,
porém a exposicao excessiva pode causar efeitos graves, principalmente a salde de nossa pele,
como eritema, disturbio imunoldgico, alteracBes mutagénicas, aumento dos niveis de radicais
livres, diminuicdo da eficacia do sistema antioxidante natural e formacao de tumores malignos
(MILANI et al., 2018; MORAIS et al., 2021).
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Anualmente, mais de um milh&o de pessoas em todo o mundo s&o diagnosticadas com
algum tipo de cancer de pele, somente no ano de 2020 foram 1,5 milh&o de pessoas (IARC,
2020). Geralmente nas areas mais expostas do corpo, como rosto, pescogo, cabeca e dorso das
méos. Inevitavelmente, muitos chegam a obito, principalmente devido ao melanoma maligno
(DUTRA et al., 2004; SEER, 2020). Este fendmeno se torna maior com o recebimento de
banhos de sol, mesmo em horérios inadequados, com tendéncias de moda favorecendo roupas
mais curtas, atividades ao ar livre e férias com destinos ensolarados (BACKES et al., 2018).

O céancer de pele é ocasionado principalmente devido a exposicdo a radiacdo solar. O
quanto de radiacdo ultravioleta solar que um individuo recebe é altamente influenciada pelo
fototipo da pele, horario e tempo de exposicao, fatores ambientais, comportamento e atitudes
de protecdo solar (ARMSTRONG; KRICKER, 2001; BACKES et al., 2018). Tem maior
ocorréncia em pessoas de pela clara (ou com tendéncia genética) por possuirem menor
quantidade de melanina em sua pele (BACKES et al., 2018).

Gragas ao desenvolvimento da indUstria farmacéutica, atualmente, sdo comercializados
protetores solares com diferentes propriedades e diferentes fatores de protecdo. A industria
farmacéutica vem crescendo rapidamente, em todos os ambitos, e com os produtos comercias
contendo filtros solares € igual. O que indica a conscientizacdo das pessoas aos perigos do
fotoenvelhecimento e do cancer de pele ocasionados pela superexposi¢cdo aos raios solares
(DUTRA et al., 2004).

3.3.1 Tipos de Céancer de Pele

O cancer de pele pode ocorrer em qualquer parte do corpo, porém é mais comum na pele
por ser frequentemente exposta a radiacdo solar (SEER, 2022), o cancer pode ocorre em dois
tipos diferentes: Cancer de Pele Melanoma (CPM) e Cancer de Pele Ndo Melanoma (CPNM),

também conhecido como Carcinoma de Queratindcitos (ZINK, 2019).
3.3.1.1 Céancer de Pele Melanoma (CPM)

O CPM ¢ uma doenca na qual células malignas (cancer) se formam nas células da pele
chamadas de melandcitos, células que produzem o pigmento melanina, que no que lhe concerne
é responsavel por promover a coloracdo da pele e protegé-la da radiacéo ultravioleta oriundos
dos raios solares, ou seja, a melanina é um protetor solar natural (BACKES et al., 2018; SEER,
2022).
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Dentre todos 0s novos casos de cancer (cancer de mama, cancer de prostata, cancer de
bexiga e muitos outros) nos Estados Unidos, o CPM representa 5,2% dos casos e a estimativa
para 2022 é de que havera 99.780 novos casos e que 7.650 pessoas morrerdo dessa doenca
(SEER, 2022), além de pesquisas, mostrarem que a taxa de novos casos vem aumentando
anualmente, Gréafico 1 (SEER, 2020).

Gréfico 1 — Taxas de mortalidade e de novos casos de CPM nos Estados Unidos de 1975 a 2018
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No cenario brasileiro, 0 CPM representa apenas 1,35% (Tabela 1) de todas as neoplasias
malignas, sendo estimado 8.450 novos casos para 2020, dos quais em 2019 foram
contabilizadas 1.978 mortes. No Brasil, 0 CPM € 0 menos recorrente entre os canceres de pele,
entretanto quando diagnosticado € o mais preocupante por apresentar maiores taxas de
mortalidade (INCA, 2020).

Tabela 1 - Estimativa de casos de neoplasias malignas — Brasil — 2020

Homens Mulheres Ambos
Cancer de Pele Melanoma 4.200 01,36% 4,250 01,34% 8.450 01,35%
Cancer de Pele Nao Melanoma 83.770 27,04% 93.170 29,46% 176.940 28,26%
Outras Neoplasias Malignas 221.780 71,60% 218.860 69,20% 440.640 70,39%
Todas as Neoplasias Malignas 309.750 100,0% 316.280 100,0% 626.030 100,0%

Fonte: INCA, 2020
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3.3.1.2 Cancer de Pele Nao Melanoma (CPNM)

A CPNM ¢ uma neoplasia maligna muito comum em todo o mundo, conforme dados de
2020 fornecidos pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, Internacional
Agency for Reseach on Cancer). O CPNM abrange o Carcinoma Basocelular (CBC), o
Carcinoma Espinocelular (CEC) e, em sentido amplo, as queratoses actinias (ZINK, 2019).

Apesar de o0 CPNM néo ser o cancer de pele mais letal, ele possui uma parcela
significativa em termos de carga econdmica, tornando seu tratamento e particularmente sua
prevencdo de grande interesse para muitos, incluindo os setores de salde, os profissionais da
salde, como também cientistas e autoridades (ZINK, 2019).

Devido a preocupacdo, 6rgdos internacionais e nacionais foram criados, tal como o
Instituto Nacional do Céancer (INCA) o qual é um 6rgao auxiliar do Ministério da Saude. Ele
promove o desenvolvimento e a coordenacao das a¢Oes integradas para a prevencao e o controle
do céancer no Brasil. Os numeros de Incidéncia Estimada de CPM, CPNM e outras neoplasias
malignas da Tabela 1 foram obtidos através do seu website (INCA, 2021).

Dentre todas as neoplasias malignas no Brasil, 0 CPNM ¢é o de maior ocorréncia tanto
entre 0s homens, quantos entre as mulheres. No Brasil em 2020, somados possuiram uma taxa
de ocorréncia de 28,26% (Tabela 1), enquanto que o CPM atingiu taxa de ocorréncia de apenas
1,35%. Apesar de o CPM ser o de menor ocorréncia, quando diagnosticado é o de maior
preocupacdo, pois possui maior taxa de mortalidade (23,41%), indicado na Tabela 2. Em
contrapartida, o CPNM apesar de possuir maior incidéncia, possui menor taxa de mortalidade
(1,48%).

Tabela 2 — Namero de mortos por CPM e CPNM - Brasil — 2019

Homens Mulheres Ambos
Cancer de Pele Melanoma 1.159 27,60% 819 19,27% 1.978 23,41%
Cancer de Pele Ndo Melanoma 1.488 01,78% 1.128 01,21% 2.616 01,48%

Fonte: INCA, 2021

A 1ARC é similar ao INCA, ela é uma agéncia especializada em cancer da Organizacao
Mundial de Saude (WHO, World Health Organization) e tem por objetivo, em escala
internacional, promover a colaboragdo na pesquisa em cancer. Na Tabela 3 estéo alguns dados
mundiais fornecidos pelo IARC em seu website (IARC, 2021).

Tabela 3 — Estimativa de casos de Neoplasias Malignas - Global - 2020
Todos os Cénceres CPM Taxa CPNM Taxa
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Asia 9.503.710 23.753 0.25% 87.040 00,92%

Europa 4.398.443 150.627  3.42% 356.180 08,10%
América do Norte 2.556.862 105.172  4.11% 586.575 22,94%
América Latina e Caribe 1.470.274 18.881 1.28% 71.319 04,85%
Africa 1.109.209 6.963 0.63% 27.037 02,44%

Oceania 254.291 19.239 7.57% 69.922 27,50%

Total de Casos 19.292.789 324635 1.68% 1.198.073 06,21%

Fonte: IARC, 2021

No ponto de vista dos numeros da populacdo versos a ocorréncia, o cancer de pele
melanoma tem maior taxa de ocorréncia na Oceania (7,57%), seguido pela América do Norte
(4,11%). O mesmo se repete nos nimeros de CPNM, 27,50% e 22,94%, respectivamente.

Tendo em vista os inUmeros maleficios ocasionados a pele, sdo necessarias acoes
primarias, como a preocupacao nos horarios de exposicao solar e uso adequado de protetores
solares. Para tal, o desenvolvimento de cosméticos fotoprotetores com acessibilidade,
ecologicamente corretos e de aceitacdo populacional sdo indispensaveis (AMBERG;
FOGARASSY, 2019; MILANI etal., 2018; MORAIS et al., 2021; NUNES et al., 2018). O uso
de extratos naturais e 6leos essenciais como formulagéo para fotoprotetores estdo se tornando
comuns, porém sdo necessarios estudos prévios a respeitos de suas propriedades ativas e
confirmacéo da presenca de substancias com grupos cromoforos, aneis aromaticos e compostos
com atividade antioxidante, estes sdo 0s principais componentes quimicos responsaveis na
protecao dos efeitos nocivos ocasionados pela exposicao solar (MILANI et al., 2018; MORAIS
etal., 2021).

Alguns estudos recentes ja foram realizados comprovando a capacidade fotoprotetora
de produtos naturais:

e Estudo in vitro de extratos da polpa do fruto da Psidium guajava (Myrtaceae),
popularmente conhecida como goiaba (MILANI et al., 2018), seus estudos ndo somente
comprovaram a sua efetiva capacidade fotoprotetora isolada, como demonstrou atividade
sinérgica com o fitocosmético, o que promoveu aumento de 17,99% na sua capacidade
protetora;

e Psidium guineense (Myrtaceae), ou aracd como é conhecida popularmente, também ja
teve seus estudos relacionados a sua atividade fotoprotetora, os autores puderam confirmar esta
atividade a partir de analises in vitro do extrato hexanico extraido das folhas (MORAIS et al.,
2021);

e Outro estudo foi realizado com 6leo de Castanha-do-para (FREITAS et al., 2021),
porém seus resultados in vitro para a capacidade fotoprotetora ndo atingiram as especificaces

minimas da ANVISA para ser usado como tal, entretanto, por se tratar de 6leo suas
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caracteristicas o0 possibilitam uma possivel aplicacio como emoliente em formulacbes
fotoprotetoras;

¢ Plinia cauliflora (Myrtaceae), a jabuticabeira, teve suas folhas e a casca de seus frutos
analisadas para possivel capacidade fotoprotetora, onde que os extratos das folhas obtiveram
maior capacidade fotoprotetora e que possibilita uma eventual aplicacdo como formulacéo
fotoprotetora, indo em contrapartida aos extratos da casca do fruto, que tiveram baixo potencial
(MALHEIROS; CORTES; MORAES-JUNIOR, 2018);

e Produtos marinhos, como as algas vermelhas, Hydropuntia cornea e Gracilariopsis
longissimi, tiveram atividade fotoprotetora confirmada devido a presenca de ficoeritrina,
polifendis e principalmente devido a aminoécidos semelhantes a micosporina (GOMEZ et al.,
2019);

Como mostrado, varios estudos ja foram e muitos outros estdo sendo realizados para a
elucidacdo de bioativos promissores presentes em plantas, no aspecto de proteger dos raios
solares. Conforme as pesquisas supracitadas, nota-se que a familia Myrtaceae é bem estudada
e referenciada na literatura, entretanto existem espécies nesta familia que ainda nédo tiveram seu
potencial totalmente avaliado, como no caso da Psidium guineense Swartz, ndo somente nos
estudos referentes a capacidade fotoprotetora, mas também em termos de potencial na

composi¢do quimica e seus ativos bioquimicos.
3.4 PSIDIUM GUINEENSE SWARTZ — ARACA

A Psidium guineense Swartz (Figura 1), assim como outras espécies botanicas, possui
inimeros nomes populares, isso acontece devido ser conhecida por populacGes diferentes e de
diferentes regides. No Brasil, a P. guineense adquire nomes populares como, araga, araca-
azedo, araca-comum, aracad-da-praia, araca-do-campo, araca-mirim, araca-verdadeiro,
goiabinha, goiabinha selvagem e goiaba do morro (BEZERRA; SILVA-JUNIOR; LIRA-
JUNIOR, 2018; MORAIS et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2018; PINTO; COUTINHO;
BORGES, 2020).
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Figura 1 - Planta de Psidium guineense Swartz - Araca

Fonte: BEZERRA,; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR, 2018

A P. guineense pertence a familia Myrtaceae, uma familia muito importante da flora
brasileira por possuir grandes representantes de interesse medicinal, nutricional e valor
econémico, tal como o eucalipto (Eucalyptus spp.) e a goiabeira (Psidium guajava). No Brasil,
esta familia conta com 23 géneros e aproximadamente 1034 espécies de um total de 150 géneros
e 4630 espécies ao redor do mundo (FRANZON et al., 2009; FERREIRA et al., 2020).

O aracazeiro é uma planta frutifera (Figura 2) que cresce em tamanhos de arbustos,
aproximadamente 3 metros, mas pode ultrapassar e chagar aos 6 - 9 metros de altura. E
encontrado em diferentes tipos de vegetacdo, isso € bem observado devido sua presenca em
praticamente todos os estados do Brasil (Figura 3), Caribe e em outros paises da america latina,
como ao sul do México e norte da Argentina (BEZERRA,; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR,
2018; MACAUBAS-SILVA et al., 2019; MORAIS et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2018;
REFLORA, 2021).
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Figura 2 — Frutos da Psidium guineense

Fonte: BEZERRA; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR, 2018

Figura 3 — Distribuicdo Geografica do Araca (em amarelo) no Brasil

Fonte: REFLORA, 2021

Os frutos de aracé sdo bagas ovoides, de coloragdo amarela ou verde, que possuem entre
22 a 250 sementes, podem ser consumidos in natura ou processado em forma de doces, sucos,
polpas congeladas, sorvetes, licores e geleias, geralmente produzidos em pequenas unidades de
base familiar, mostrando que ainda tem muito potencial a ser extraido quando comparado ao
seu parente, a goiaba, sendo amplamente industrializada e comercializada em grande escala por
boa parte do Brasil (BEZERRA; SILVA-JUNIOR; LIRA-JUNIOR, 2018; MELO;
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SELEGUINI; VELOSO, 2013). J& na medicina popular as folhas e frutos de P. guineense sdo
usadas para tratar problemas digestivos como diarreia, e infeccbes do trato urinério
(MACAUBAS-SILVA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2014).

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos com a espécie Psidium guineense, ja
tendo sido publicados alguns trabalhos com enfoque nos metabdlitos secundéarios e
propriedades do extrato das folhas. No trabalho de Lima (LIMA et al., 2020) relatou-se o
isolamento a partir das folhas da chalcona 3’-formil 2°,4’,6’-trihidroxi-5’-metildiidrochalcona,
que antes havia sido relatada na Psidium acutangulum, porém ainda sem dados completos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Também foram isolados das folhas os flavonoides
rutina e quercetina, além de feofitinas, um triterpeno e um derivado de tirosol inédito na
literatura, denominado Aracaina (MACAUBAS-SILVA et al., 2019). No mesmo trabalho foi
relatado o potencial antimicrobiano do extrato das folhas de Psidium guineense contra
Klebsiella pneumoniae.

Com relagdo as atividades bioldgicas, também foram realizadas andlises in vitro da
atividade fotoprotetora de extrato hexanico das folhas de Psidium guineense Swartz,

conseguindo-se quantificar sua atividade em termos de FPS (MORAIS et al., 2021).
3.5 RADIACAO ELETROMAGNETICA E O FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)

O sol é responsavel pela emissdo de uma ampla faixa do espectro eletromagnético, desde
o ultravioleta, visivel e infravermelho, mais precisamente de 280 aos 4000 nm, essa faixa é
subdividida em Infravermelho Médio (IVM), Infravermelho Proximo (IVP), Visivel (Vis),
Ultravioleta A (UVA), Ultravioleta B (UVB) e Ultravioleta C (UVC), conforme a Tabela 4
(ALMEIDA; GREGORIO-HETEM, 2022; LIU et al., 2019; PROZONESP, 2020).

Tabela 4 — Faixa de comprimento de onda de cada tipo de radiacéo

Tipo de Radiagdo Comprimento de Onda (nm)
Infravermelho | VM 2500-5000
IVP 780-2500
Visivel Vis 400-780
UVA 315-400
Ultravioleta uvB 280-315
uvc 100-280

Fonte: Propria

Todo esse espectro eletromagnético atinge a superficie terrestre, entretanto a camada de
0zOnio absorve a parte mais energética e nociva, a qual € a faixa com comprimentos de onda
do UVC (DUTRA et al., 2004; PROZONESP, 2020; RAFFA et al., 2019). A faixa de todo
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infravermelho ndo chega a ser nociva, ja que é a faixa com os comprimentos de onda menos
energético, ela é responsavel pelo aquecimento terrestre (PROZONESP, 2020). A faixa do
visivel é despreocupante, entretanto as faixas UVA e UVB que possuem potencial danoso a
nossa pele e ao corpo em geral, passam pela atmosfera terrestre, aproximadamente 80% a 90%
de UVA e 1% a 10% de UVB. UVB ¢ nociva a maioria das formas de vida, ela é responsavel
por lesBes na pele, como eritemas e queimaduras solar, é mais energética que a UVA o qual é
de 800 a 1000 vezes menos ativa na pele que a UVB, entretanto devido as suas caracteristicas
fisicas, a UVA penetra mais profundamente, adentrando a epiderme e atingindo a derme
(DUTRA et al., 2004; LEE et al., 2019; PROZONESP, 2020; RAFFA et al., 2019).

Devido a estes fatores, a radiacdo UVA e UVB sdo os principais fatores na provocacao
de doencas patologicas como o cancer de pele, além de causarem efeitos como o
fotoenvelhecimento, fotossensibilidade, aparecimento de rugas e devido o maior poder
penetrante da UVA, alteracdes celulares envolvendo os fibroblastos e melanécitos (NUNES et
al., 2018). Dentre efeitos isolados, a UVB € mais prejudicial a curto prazo, acarretando danos
imediatos como queimaduras, cancer de pele e catarata, enquanto a UVA tem potencial para
danifica o acido desoxirribonucleico (DNA — Deoxyribonucleic acid), oxidar os lipidios e
produzir radicais livres perigosos (LEE et al., 2019; MILANI et al., 2018; NUNES et al., 2018).

Quando expostos aos raios solares, com certo tempo, em nossa pele tem-se a formacao
de vermelhidao (eritema), o tempo minimo para que isso ocorra é chamado de Dose Eritematosa
Minima (DEM). Este tempo minimo tem importancia na determinacdo do potencial fotoprotetor
de qualquer protetor solar topico, o qual é definido em termos de Fator de Prote¢édo Solar (FPS),
o qual é a razdo entre energia minima necessaria para produzir uma DEM na pele protegida e a
energia minima necessaria para produzir uma DEM na pele desprotegida, Equacéo 1 (ANVISA,
2012; BACKES et al., 2018; DUTRA et al., 2004).

Energia Minima Necessaria para Causar uma DEM na pele Protegida

FPS €Y)

- Energia Minima Necessaria para Causar uma DEM na pele Desprotegida



26

3.6 PROTETORES SOLARES

Nosso corpo consegue produzir naturalmente seu proprio protetor solar, a melanina,
uma classe de pigmentos que apresentam diversidade estrutural e de funcdes, sdo encontrados
em animais, plantas, fungos e bactérias. Ao contrario de outros pigmentos, sua coloragédo
predominante sdo os tons escuros (preto e marrom), consequéncia da sua capacidade de
absorver todos os comprimentos de onda do visivel, podendo ir além e absorver na regido do
ultravioleta e infravermelho. Apesar de sua estrutura detalhada ser indefinida, sabe-se que é um
polimero amorfo de alta massa molecular formado pela polimerizacdo de compostos fendlicos
e inddlicos (CAO et al., 2021; CORDERO; CASADEVALL, 2020).

A melanina é encontrada nos melandcitos, células que produzem melanina, e nos
queratindcitos, células que aceitam melanina, ambos na camada basal da epiderme humana. Seu
conhecimento popular é dado pela sua capacidade fotoprotetora, porém ndo € sua Unica
atividade no meio ambiente, tendo em vista que organismos podem usar a melanina para
produzir calor a partir da radiagdo, fendbmeno denominado de melanismo térmico, ou até mesmo
fungos, que se aproveitam das propriedades elétricas da melanina para conduzirem atividades
metabolicas a partir das interacfes com a radiacdo eletromagnética, fendmeno chamado de
radiossintese (CORDERO; CASADEVALL, 2020; PELLICENA et al., 2021).

As propriedades fundamentais da melanina para a nossa protecdo solar, se deve
principalmente a sua capacidade de absorver a energia ionizante e a dissipa-la na forma de calor
e a capacidade de combater moléculas intercelulares com capacidade oxidante, resultado da sua
Otima atividade antioxidante (CORDERO; CASADEVALL, 2020).

3.6.1 Tipos de Protetores Solares

Com a descoberta dos danos decorrentes da radiacdo solar em nossa pele, muitos
esforcos foram conduzidos na producdo de algum meio de protecdo para a nossa pele, dando
origem aos protetores solares que mesmo em dias nublados o seu uso é recomendado,
atualmente os protetores solares s@o responsaveis pela movimentacao de bilhdes de dolares ao
ano (FLOR; DAVALOS; CORREA, 2007; LEE et al., 2019; LYONS et al., 2021).

Os protetores solares sdo classificados em dois tipos, 0s organicos e inorganicos,
geralmente denominados/classificados como protetores solares quimicos e protetores solares
fisicos, ambos com propriedades de absorver, dispersar e refletir fotons ultravioleta (LYONS
etal., 2021).
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Os protetores solares quimicos normalmente possuem em sua formulagcdo mais de 20%
em compostos organicos sintéticos para a absor¢do da radiagdo UVA e UVB, 0 que 0s
possibilitam adquirir amplo espectro de FPS (15 ou mais), enquanto os protetores solares fisicos
usam dioxido de titanio (TiO2) e/ou nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) em porcentagens
mais baixas para obter o mesmo FPS ou até mesmo superior (WIDSTEN, 2020).

Os protetores solares quimicos em geral utilizam substancias organicas sintéticas como
0 acido p-aminobenzoéico (Figura 4a), benzofenona (Figura 4b), oxibenzona (Figura 4c),
cinamatos (Figura 4d), &cido sulfénico de benzimidazol (Figura 4e), octinoxato (Figura 4f), bis-
etilhexiloxifenol metoxifenil triazina (Figura 4g), avobenzona (Figura 4h) e muitas outros
(CHIARI-ANDREO et al., 2020; VINHAL, 2016).

Figura 4 — Algumas moléculas de uso em produtos fotoprotetores
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(a) acido p-aminobenzéico (b) benzofenona

(c) oxibenzona
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(d) cinamato (e) acido sulfénico de benzimidazol
\G

(f) octinoxato

/\(\A (h) avobenzona

(g) bis-etilhexiloxifenol metoxifenil triazina (Bemotrizinol)
Fonte: Marvin Sketch 18.17

De fato, os protetores solares sintéticos conseguem absorver a radiacdo ultravioleta e
evitar sua penetracao na pele, entretanto, cuidados com a espécie excitada devem ser tomados,
tal como o aumento da sua reativada, ou até mesmo, o tempo prolongado de excitacdo da
substancia, j& que excitacdes prolongadas podem conduzir a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (CHIARI-ANDREO et al., 2020).
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Além disso, os protetores sintéticos se ndo estudos detalhadamente a respeito dos seus
efeitos na pele humana, podem ocasionar efeitos negativos a longo prazo e numa visdo mais
ampla, os efeitos no meio ambiente também devem ser considerados, uma vez que produtos
sintéticos sdo mais estaveis e de dificil biodegradacdo. Um exemplo, séo os protetores solares
a base de oxibenzona (Figura 4c) e octinoxato (Figura 4f) que conforme pesquisas realizadas,
mostraram que possuem atividade ecotoxica contra os recifes de corais e persisténcia no meio
ambiente. Como resultado, protetores solares cuja em sua formulacdo possuam estas
substancias sdo proibidos na Australia e Havai. Fatos como este corroboram, justificando a
utilizagio de ativos de origem naturais (CHIARI-ANDREO et al., 2020; RAFFA et al., 2019;
WIDSTEN, 2020).

As propriedades fotoprotetoras que tornam os protetores solares sintéticos e a melanina
Otimos nas suas funcbes de proteger a pele contra os danos causados pelo sol podem ser
estudadas e analisadas em produtos de origem naturais para fins de aplicacdo como tal. Estudos
in vitro podem ser feitos para identificar a capacidade de absorver a radiagdo ionizante, UVA e
UVB, grupo de metabolitos secundarios com esta capacidade sdo os flavonoides, taninos,
alcaloides, antraquinonas e polifendis (ISLAM et al., 2021; NUNES et al., 2018; MORAIS et
al., 2021).

A partir de estudos fitoquimicos, podem ser identificados substancias ou grupos de
substancias com competéncias antioxidantes. Esta competéncia da alto poder para neutralizar
os radicais livres, formados, no caso, pela oxidacdo resultante dos raios solares. Na literatura,
sdo listadas substancias fenolicas como os flavonoides, ligninas e acidos fendlicos, os estilbenos
também séo fendlicos, porém ndo sao de origem natural (FREITAS et al., 2021; NUNES et al.,
2018).

Grande inovacdo em termos de metodologia para a determinacdo dos valores de FPS foi
realizada por Sayre (SAYRE et al., 1979), o qual propds a metodologia para determinagdo do
FPS in vitro, até atualmente é muito usada, principalmente devido as dificuldades burocréticas
em fazer as analises in vivo (CEFALI et al., 2019a; CEFALI et al., 2019b; DUTRA et al., 2004;
GOMES et al., 2021; MORAIS et al., 2021; ROCA; MOREIRA; MOREIRA, 2011). Sayre
(SAYRE et al., 1979) propds que o FPS deve ser dado conforme a Equacgdo 2, onde que FC ¢é
o fator de correcdo; EE()L) é o espectro de efeito eritematoso no determinado comprimento de
onda; I(A) € a intensidade do espectro solar no determinado comprimento de onda; Abs(}) € a
absorbancia do produto no determinado comprimento de onda. Os valores de EE(L)xI(L)

normalizados sdo sempre constantes e estdo expressos na seguinte Tabela 5.
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320
FPS = FC x z EE(A) x I() X Abs() )

290

Tabela 5 — Valores normalizados de EE(A)*I())
Comprimento de Onda (nm) EE(A)xI(A) (Normalizados)

290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180

Fonte: Sayre et al. (1979)

3.7 FLAVONOIDES

O metabolismo primario de organismos vivos € responsavel pela producdo de
metabolitos primarios, substancias essenciais para 0s processos vitais. Entretanto, plantas, e
microrganismos e alguns animais também dependem de metabolitos secundarios para lidar com
estresses ambientais como predadores, concorrentes na busca por alimentos e ataques de
microrganismos parasitas (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; NABAVI et al., 2020). Muitas sdo
as classes de substancias dos metabolitos secundéarios, cada uma delas biossintetizadas
dependendo das necessidades do organismo, alguns exemplos sdo 0s 6leos essenciais,
polissacarideos, ligninas, flavonoides, taninos, quinonas, heterosideos cardioativos, saponinas,
alcaloides e metilxantinas (CHIARI-ANDREDO et al., 2020; FORTKAMP, 2018; NABAVI et
al., 2020; SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides fazem parte de um grupo de substancias denominadas de polifendis, séo
encontrados em abundancia em frutas, vegetais, graos, legumes e chas (FONSECA et al., 2016;
KOPUSTINSKIENE et al., 2020). Seu nucleo (Figura 5) é composto por dois anéis aromaticos,
A e B, e um anel pirano heterociclico (anel C), o anel B pode ser ligado em qualquer dos
carbonos 2, 3 ou 4 do anel C, possibilitando sua subclassificacdo em termos de qual carbono do
anel C o anel B esta ligado e dos niveis de insaturagdo e oxidacdo do anel C
(KOPUSTINSKIENE et al., 2020; NUNES et al., 2018; SIMOES et al., 2017).
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Figura 5 — Nucleo basico de um Flavonoide

Fonte: Simdes et al. (2017)

Os flavonoides sdo substdncias com potencial antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomoduladora e promovem atividades bioldgicas de prevencgdo ao cancer, suas capacidades
sd0 notaveis, ndo € a toa que cada vez mais vem sendo realizados estudos tanto in vitro quanto
in vivo. Além disso, estudos na elucidacdo de novas moléculas oriundas de produtos naturais
estdo elevando ainda mais os numeros dessa classe de substancias, tanto que em 1994 foram
estimados que até entdo tinham sido identificados aproximadamente 4000 flavonoides, em 2005
aproximadamente 7000 e em 2011 ja ultrapassavam as 8000 substancias (FONSECA et al.,
2016; KOPUSTINSKIENE et al., 2020; NUNES et al., 2018; SIMOES et al., 2017; USDA,
2011). Os flavonoides possuem muita diversidade e numa mesma planta podem ser encontrados
varios flavonoides diferentes dependendo da regido da planta como folhas, flores, caule, raizes
e fruto, devido sua diversidade estrutural e quimica, os flavonoides sdo classificados em
subclasses de flavonoides, cada uma dessas subclasses, além de suas propriedades gerais dos
flavonoides, também pode possuir caracteristicas especificas conforme Tabela 6 (SIMOES et
al., 2017).
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Tabela 6 - Classes de flavonoides e respectivas caracteristicas ja comprovadas

Classes Caracteristicas
flavonas, flavonois e seus copigmentacdo em flores; protecdo contra raios
O-heterosideos e c-heterosideos ultravioleta nas folhas
antocianos pigmentacgdo do vermelho até o azul
chalconas pigmentacdo amarela
auronas pigmentacdo amarela
di-hidroflavonois frequentemente presentes em tecidos de madeiras
flavanonas podem apresentar sabor amargo
di-hidrochalconas podem apresentar sabor amargo
flavanas, leucoantocianidinas e substancias adstringentes com propriedades
proantocianidinas tanantes
isoflavonoides propriedades estrogénicas e/ou antifungicas
neoflavonoides
biflavonoides propriedades antifungicas

Fonte: Simdes et al. (2017)

A presenca de dupla-ligacdes e grupos cromoforos nos flavonoides os tonam 6timos na
capacidade de absorver a radiacdo ultravioleta, que geralmente apresentam dois picos de
maxima absorbancia, um em 240 a 280 nm e outro de 300 a 350 nm, eles também possuem
poder redutor elevado que contribui para sua atividade antioxidante, capturando os radicais
livres e protegendo outras moléculas e as células da oxidacdo, cooperando para sua atividade
bioldgica de prevengdo ao cancer, ja que um dos principais efeitos da radiacdo ultravioleta é a
formacdo de radicais livres na pele (NUNES et al., 2018). Além dos flavonoides, também
existem outros grupos de substancias encontradas em extratos naturais, 0s quais possuem
grupos cromdforos como clorofila, tanino, antocianina, antraquinona, carotenoides,
curcuminoides, chalconas, betalainas, bixina e muitos outros. Estas substancias podem ser
implementadas em cadeias de polissacaridios como a celulose para torna-la capaz de absorver
radiacdo ultravioleta (ISLAM et al., 2021; LIMAN et al., 2021).

3.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A exposicdo excessiva aos raios solares pode causar efeitos maléficos como a producéo
e aumento dos niveis de radicais livres nas células da pele, comprometendo a eficacia do sistema
antioxidante natural proporcionada por acdes da melanina atuando como agente antioxidante.
Qualquer substancia que demonstre alguma atividade antioxidante pode proporcionar algum
efeito inibidor dos radicais livres, e assim, prevenir o fotoenvelhecimento em nossa pele
(CORDERO; CASADEVALL, 2020; MILANI et al., 2018; MORAIS et al., 2021; SOUSA,;
LIMA; LIMA, 2020).

Os estudos fitoquimicos contribuem na identificacdo de grupos de substancias que assim

como a melanina possuem atividade antioxidante, grupos como os dos flavonoides, ligninas e
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acidos fendlicos sdo alguns exemplos. E visivel a importancia de encontrar e identificar
substancias com esta propriedade, estudos ja sdo realizados nesta linha e nem sempre sdo
realizados estudos fitoquimicos completo, alguns de forma mais simplista apenas analisam o
potencial antioxidante do extrato da planta, o que ndo deixa de ser importante para uma primeira
identificacdo do potencial antioxidante do vegetal, esse tipo de pesquisa pode auxiliar na
diminuicéo de residuos (principalmente sementes e cascas), uma vez que muito sdo descartados
nas industrias e que podem conter sua contribuicéo bioativa voltadas para outros fins (FREITAS
etal., 2021; LEE et al., 2019; NUNES et al., 2018; SOUSA; LIMA; LIMA, 2020; WIDSTEN,
2020; ZANELA et al., 2018).

Muitas sdo as plantas estudadas e que se obteve resultados de substancias quimicas,
grupos de substancias ou até mesmo de extratos com propriedades antioxidantes, como alguns
exemplos podem ser citados: Mauritia flexuosa L. (PARENTE et al., 2022); Boerhavia difusa
L. (SOUSA; LIMA; LIMA, 2020); Psidium cattleianum Sabine (ZANELA et al., 2018);
Pilosocereus gounellei A. (MACIEL et al., 2016); Michelia champaca (BATCHU et al., 2017).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1 Coleta do Material e Identificacdo Botanica

O material botanico (folhas e frutos) da Psidium guineense (MYRTACEAE) foi
coletado no municipio de Areia, no estado da Paraiba (SisGen: ACD1EAD), as 9h da manha.
A identificagdo do material botanico foi realizada pelo Prof. Dr. Leonardo P. Félix
(Universidade Federal da Paraiba, UFPB/Centro de Ciéncias Agrarias, CCA). Uma exsicata

(COD. 11827) foi depositada no Herbario Jayme Coelho de Moraes da mesma instituicao.
4.1.2 Obtencdo do Extrato Etandlico

Todo o material coletado, folhas e frutos, foram utilizados em pesquisas realizadas pelo
grupo de pesquisa em fitoquimica, orientado pela Prof.2 Dr.2 Yanna Carolina Ferreira Teles, do
Departamento de Quimica e Fisica (DQF) da UFPB. Entretanto, para fins desta pesquisa foram
utilizados apenas o extrato etandlico dos frutos.

Foram preparados dois extratos: o primeiro extrato etandlico (nomeado de EE1, Extrato
Etandlico 1) foi proveniente de pesquisas anteriores e obtido conforme o topico 4.1.2.1.

O segundo extrato etanélico (nomeado de EE2, Extrato Etandlico 2) foi obtido conforme
0 topico 4.1.2.2. Foi necessario a producao de um segundo extrato etandlico (EE2) devido a
utilizacdo completa do EE1. Ambas as extracdes foram realizadas no Laboratdrio de Quimica
Organica e Bioquimica, do Campus Il da UFPB.

4.1.2.1 Obtencéo do Extrato Etanolico 1 (EEL)

Inicialmente tinha-se 700 g do fruto, fragmentado utilizando faca, seco em estufa a 40
°C e submetido a trituracdo em liquidificador, obtendo-se 390 g do material seco e triturado. O
material triturado foi submetido a extracdo por maceracdo com etanol. A solugdo obtida foi
filtrada e concentrada em evaporador rotatorio sobre pressdo reduzida, obtendo-se o EE1 (4,2
9)-

A partir do EE1 foram realizadas as seguintes analises, descritas mais detalhadamente
em topicos posteriores:

e Triagem Fitoguimica (Tépico 4.1.3.1)

¢ Isolamento dos Constituintes Quimicos e identificacdo Estrutural (Tépico 4.1.3.2)
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4.1.2.2 Obtencéo do Extrato Etanolico 2 (EE2)

Para o segundo processo de extracdo, foram separados 9 frutos (coletados em 12 de
agosto de 2022, Areia-PB) dentre os maiores (massa média dos 9 frutos: 21,63 + 6,02 g) em
estado de maturacdo do maduro (completamente amarelado) ou aproximadamente maduro
(com leve coloragdo amarelada) conforme a Figura 6.

Figura 6 — Frutos de Araca apos coletados

Fonte: Propria

Os frutos foram partidos com faca (Figura 7) e depois pesados em balanga analitica para
a obtencdo de suas massas, em seguida colocados em estufa a 60 °C por 27 horas até peso
constante.

Figura 7 — Frutos do Araca cortados

Fonte: Propria

Apos decorrido as 27 horas os frutos estavam completamente secos (Figura 8) e foram
movidos da estufa para o dessecador, onde permaneceram por 21 horas. Depois de esfriados,
foram pesados obtendo-se o teor de umidade do fruto.
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Figura 8 — Frutos do Araca depois de secos na estufa

4 R AT R

Fonte: Propria

Os frutos, apds pesados e secos, foram juntamente triturados em liquidificador até obter

pequenos pedacos (Figura 9), o que proporcionou a obtengdo de um po6 heterogéneo.

Figura 9 — Frutos do aragé apos secos e macerados

Fonte: Propria

O po obtido foi colocado em um Erlenmeyer de 500 mL com posterior adi¢do de 400
mL de etanol, onde fico imerso e em repouso por 5 horas. Depois foi separado o solvente
(etanol) extrator (o qual apresentava coloracdo forte, indicando saturacdo do solvente) com
filtracdo em funil e papel filtro (Figura 10a). Posteriormente adicionado 400 mL de etanol no

material vegetal que ficou desta vez em repouso por mais 16 horas e entdo repetido o processo



36

de filtracdo (Figura 10b). O processo de extracéo e filtragdo foi repetido 3 vezes resultando em
3 solugdes etanodlicas (Figura 10). Estas foram levadas a evaporador rotativo (TECNAL, modelo
TE-210) a 65 °C, sob rotacdo e pressdo de -400 mmHg. Quando a solucdo continha
aproximadamente 100 mL foi necessario elevar o vacuo para -450 mmHg, devido ao etanol

apresentar resisténcia em evaporar.

Figura 10 — Produto das trés extracfes do material vegetal seco

Fonte: Propria

Ao término da evaporacao do etanol (Figura 11) foram obtidos 6,8286 g do extrato

etanolico seco, do qual foi armazenado em geladeira até as analises posteriores.

Figura 11 — Extrato Etandlico Seco da Psidium guineense Sw.

Fonte: Propria

A partir do EE2 foram realizadas as seguintes analises, sdo descritas mais
detalhadamente em tdpicos posteriores:

e Quantificacdo do Teor de Flavonoides Totais (Topico 4.1.4.1)
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e Avaliagdo do Potencial Antioxidante pelo Método DPPH (2,2 — Diphenyl — 1 —
Picrylhydrazyl) (Topico 4.1.4.2)
e Determinacado In Vitro do Fator de Protecdo Solar (FPS) (Tépico 4.1.4.3)

4.1.3 Analises Realizadas com o Extrato Etanolico 1 (EE1)

4.1.3.1 Triagem Fitoquimica

As analises fitoquimicas preliminares consistiram na identificacdo dos grupos de
metabolitos secundarios majoritariamente presentes na composi¢do do extrato dos frutos da
espécie em estudo, por meio de reagdes colorimétricas e de precipitacdo, conforme
procedimentos experimentais descritos por Matos (MATOS, 1997).

a) Flavonoides

Foram realizadas duas reac@es diferentes para identificacdo de flavonoides: a reacdo de

Shinoda e a reacéo utilizando cloreto de aluminio.
e Reacéo de Shinoda:

Pesou-se 30 mg do EE1 e solubilizou-se com aproximadamente 3 mL de etanol. Em
seguida foi colocado cerca de 2 mL do extrato alcodlico, anteriormente preparado, em um tubo
de ensaio, e adicionou-se 4 fragmentos de magnésio metalico e 0,5 mL de &cido cloridrico
concentrado. O resultado observado é positivo pela formacéo de coloracdo rosea a vermelha.

e Reacdo com cloreto de aluminio:

Gotejou-se o EE1 solubilizado em etanol para ser analisado em duas regifes diferentes
de uma tira de papel de filtro. Em seguida colocou-se sobre uma das regides do papel filtro uma
gota de solucdo de cloreto de aluminio a 5% e comparou-se a fluorescéncia sob luz ultravioleta.
O resultado observado é positivo pela intensificacdo da fluorescéncia com coloracdo verde-

amarelado.
b) Alcaloides

Para a identificacdo de alcaloides foram realizadas reacfes de precipitacdo com 0s
reagentes de Dragendorff (solucdo de iodeto de potéssio e subnitrato de bismuto) e Mayer
(solucéo de iodeto de potéssio e cloreto de mercurio).

e Reagente de Dragendorff:

Pesou-se 50 mg do EEL1 e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5 gotas de
acido cloridrico concentrado na amostra e 10 gotas do reagente Dragendorff. O resultado &
positivo com a formacdo de um precipitado alaranjado.
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e Reagente de Mayer:
Pesou-se 50 mg do EEL1 e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5 gotas de
acido cloridrico concentrado a amostra e 10 gotas do reagente Mayer. O resultado observado é
positivo pela formagéo de um precipitado branco.

c) Cumarinas

Para a identificacdo de cumarinas pesou-se 5 mg do EE1 e solubilizou em 3 mL de
metanol. Em seguida, gotejou-se a amostra alcoolica em duas regides diferentes de uma tira de
papel de filtro. Sobre uma das regides do papel filtro foi aplicada uma gota de solucdo de
hidroxido de sodio a 10% e comparou-se a fluorescéncia sob luz ultravioleta. O resultado é

positivo pelo desenvolvimento de fluorescéncia verde-amarelada ou azulada.
d) Quinonas

Para identificacdo de quinonas foi realizado a rea¢do de Borntréger. Pesou-se 10 mg do
EE1, solubilizou em 0,5 mL de metanol e adicionou 1,5 mL de agua destilada. Em seguida
transferiu-se a solucdo para um tubo de ensaio e adicionou 5 mL de cloroférmio. Agitou-se e
deixou em repouso por 10 minutos. Com uma pipeta foi retirada a fase cloroférmica e
transferida para outro tubo de ensaio. Neste, foi adicionado 1 mL de solucéo de hidroxido de

sodio a 10%. Resultado positivo observado pela coloragédo rosa/plrpura na fase aquosa.
e) Esteroides e Triterpenos

Para identificacdo de esteroides e triterpenos realizou-se a reacdo de Liebermann-
Burchard (anidrido acético - acido sulfurico concentrado). Pesou-se 5 mg do EE1 e solubilizou
em 2 mL de cloroférmio. Em seguida transferiu-se a parte solivel em cloroférmio para um tubo
de ensaio e adicionou-se 1 mL de anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico concentrado. O

resultado positivo é observado pelo desenvolvimento de coloragdo verde azulada.
f) Saponinas

Pesou-se 5 mg do EE1 e solubilizou em 2 mL de agua destilada. Em seguida foi
transferido a parte solivel em agua para um tubo de ensaio com tampa, agitou por 3 minutos e
deixado em repouso por 15 minutos. O resultado é positivo pela formacdo de espuma

persistente.
0) Taninos

Para identificacdo de taninos foram realizadas duas reagdes de caracterizagéo:

e Reacdo de coloragdo:
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Pesou-se 10 mg do EE1 e solubilizou em 1 mL de metanol, em seguida foi adicionado
4 mL de &gua destilada e 5 gotas de solucdo de cloreto de ferro (11l) a 20%. O resultado
observado € positivo pela formacéo de coloracdo azul para taninos hidrolisaveis e coloracdo
verde para taninos condensados.

e Reacdo de precipitagdo com proteinas:

Transferiu-se 2 mL da solucdo da amostra com metanol e agua destilada para um tubo
de ensaio, em seguida foram adicionadas 2 gotas de &cido cloridrico concentrado e solugdo de
proteina (albumina) a 2% gota a gota. O resultado é positivo atravées da formacédo de precipitado

ou turvacao.
4.1.3.2 Isolamento dos Constituintes Quimicos e identificacéo Estrutural

Uma amostra do EE1 foi cromatografada em coluna de Sephadex usando metanol como
eluente. A partir do procedimento, foram coletadas 45 fragGes. As fragdes obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) em placas de silica (Merk)
para serem reunidas e recromatografadas. As CCDAs foram visualizadas sob luz em
comprimento de onda 254 e 365 nm, e as frages foram reunidas de acordo com similaridade
em grupos: 1-12, 13-21 e 22-45. A amostra 22-45 (304 mg) apresentou presenca de um pd
amarelo e foi novamente submetida a coluna de Sephadex utilizando metanol, obtendo-se 31
fracdes. Verificou-se em CCDA que a fracdo 28-29 (p6 amarelo) estava pura, apresentando
uma mancha, codificada como composto Pa-1 (12 mg). As fracbes 12-27 foram
recromatografadas em coluna de Sephadex com metanol, obtendo-se as fragdes puras 19-21 (10
mg), denominadas Pa-2.

Para a identificacdo estrutural, os compostos purificados foram submetidos a analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e **C (Bruker Avance 111 — 400 MHz), utilizando
o solvente dimetilsulfoxido (DMSO) e acetona, ambos deuterados.

4.1.4 Analises Realizadas com o Extrato Etanolico 2 (EE2)
4.1.4.1 Quantificagio do Teor de Flavonoides Totais
a) Curva de Calibracéao

Para a determinagéo do teor de flavonoides totais do extrato, foi construida uma curva

de calibragdo com um flavonoide de referéncia (rutina), seguindo o metodo espectrofotométrico
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descrito por Maciel (MACIEL et al., 2016). As solugdes e amostras foram preparadas da
seguinte forma:

Foi preparada uma solucdo padrdo de rutina (162 ppm) e uma de solucdo padrdo de
cloreto de aluminio hexahidratado, a 2% (AICIs-6H,0 — 36,36 g L), ambos, dissolvidos em
metanol. Em baldes de 10 mL foram adicionados volumes das solucGes supracitadas com
posterior aferimento dos balGes com metanol. A concentragéo final (nos baldes de 10 mL) dos

reagentes foi expressa em ppm, Tabela 7, o procedimento foi realizado em triplicata.

Tabela 7 — Concentragdes dos reagentes em metanol para curva de calibracéo (baldes de 10 mL)

Rutina (ppm) AICI; (ppm)

0,00 727,2
4,05 727,2
6,16 727,2
8,10 727,2
10,2 727,2
12,2 727,2
14,3 727,2

Fonte: Propria

A solugdo contendo 0,00 ppm da solucdo de rutina, refere-se a solugdo do branco,
utilizada para calibracdo do equipamento. Apds os balGes serem aferidos, ambas as solucdes
foram armazenadas em local escuro por 30 minutos e posteriormente, foi medida suas

absorbancias em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 425 nm.
b) Quantificacao de flavonoides totais no Extrato

Do EE2, foi pesado 0,6144 g, dissolvido e aferido em baldo de 50 mL com metanol,
obtendo-se uma solu¢do com 12.288 ppm de EE2 em metanol. Posteriormente, em baldes de
10 mL foram adicionados volumes dos reagentes para obter as seguintes concentragdes da
amostra branco, e de trés solugdes para analise em triplicata (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentracdo dos Reagentes

Extrato (ppm) AICl; (ppm) Metanol (mL)

0,00 727,2 9,8
12.042,2 7217,2 0
12.042,2 727,2 0
12.042,2 727,2 0

Fonte: Propria
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As solugdes foram deixadas em repouso no escuro por 30 minutos e em seguida, no
comprimento de onda de 425 nm, realizadas as leituras tendo como branco a solugdo sem
extrato. A analise foi realizada em triplicata e o teor total de flavonoides determinado a partir
da curva de calibracdo produzida pelos resultados da Tabela 7. O resultado é expresso em

microgramas de equivalentes de rutina por grama de extrato (ug ER/Q).

4.1.4.2 Avaliacdo do Potencial Antioxidante pelo Método DPPH (2,2 — Diphenyl — 1 —
Picrylhydrazyl)

a) Curva de Calibracao

Uma solucdo padréo de 2,2 — diphenyl — 1 — picrylhydrazyl (DPPH), foi preparada em
metanol a 206 ppm. Em 7 balGes de 10 mL foram acrescidos volumes (em pL) da solucédo de
DPPH; 0, 300, 600, 900, 1.200, 1.500 e 1.800, obtendo-se as concentracdes da Tabela 9.
Posteriormente, os baldes foram aferidos com metanol e deixados no escuro por 30 min.
Decorrido o tempo, foram medidos os valores de absorbancias em 515 nm para cada uma das

repeticdes, conforme procedido por Maciel (MACIEL et al., 2016).

Tabela 9 — Valores da concentracao (ppm) de DPPH

DPPH (ppm)
0,00
6,18
12,4
18,5
24,7
30,9
37,1

Fonte: Propria
b) Analise do potencial antioxidante do Extrato

Do EE2 foi preparada 50 mL de uma solucdo a 2.017 ppm. Aliquotas desta solucéo e da
solucdo de DPPH foram adicionadas em baldes de 10 mL concedendo as seguintes
concentragdes apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Concentracéo dos Reagentes
DPPH (ppm) Extrato (ppm)

18,0 20,17
18,0 50,43
18,0 100,9

Fonte: Propria

As amostras ficaram em repouso por 30 minutos no escuro, depois as leituras em 515

nm foram realizadas. As absorbancias foram utilizadas para a construcdo de uma equacao da
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reta Il. Para calcular a atividade antioxidante substituiu-se o valor de Absso obtido na curva de
calibracdo de DPPH no valor de y da equacéo da reta Il, obtendo-se assim o valor de X, sendo

este a concentracdo de extrato que reduz em 50% a contracdo de DPPH (ECso).
4.1.4.3 Determinacéo In Vitro do Fator de Protecéo Solar (FPS)

A metodologia in vitro para a quantificagdo do FPS aqui reproduzida foi elaborada
inicialmente por Sayre (SAYRE et al, 1979) e reproduzida por outros autores. Nas analises
desta pesquisa, apenas o0 tratamento com os extratos foi realizado de forma diferente,
permanecendo a metodologia espectrofotométrica a mesma. Ou seja, com as amostras foram
feitas varreduras de 290 a 320 nm, em passos de 5 nm, com os resultados de absorbancias foram
realizados os célculos conforme a Equacdo 2, sendo assim, o valor de FPS determinado

matematicamente.
320

FPS = FC x Z EEQ) x 1(A) X Abs() )
290

a) Determinagéo do FPS do Extrato

A partir do EE2 foi preparado 50 mL de uma solucdo (4.096 ppm) do extrato em
metanol, desta foi retirada 3 aliquotas de 5 mL e cada uma adicionada em baldes de 10 mL, que
foram posteriormente aferidos com metanol. Assim, foram preparadas 3 amostras com as
concentragcdes apresentadas na Tabela 11, e uma amostra contendo apenas metanol foi

considerada como branco.

Tabela 11 — Concentragdes do EE2

Volume (mL) Extrato (ppm)

10 0,0 (Branco)
10 2.046 ppm
10 2.046 ppm
10 2.046 ppm

Fonte: Propria

Apos preparadas as amostras, as mesmas foram lidas no espectrofotdmetro no modo de

varredura de 200 a 400 nm e depois calculado seu valor de FPS.
b) Determinacgéo do FPS do EE2 em Creme Polawax

O creme polawax é um creme base, ndo i0Gnico adquirido em uma farmécia de

manipulagéo, é composto dos seguintes ingredientes: cera emulsificante, estearato de octila,
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fenoxietanol metilisotiazolinona, butilhidroxitolueno, fosfato de sodio, fosfato dissodico,
ciclometicona, dissodio, propilenoglicol, imidazolidinil ureia e agua.

Foi preparado 50 mL de uma solucéo (36.146 ppm) do creme polawax em metanol, foi
tirado 3 aliquotas de 5 mL e adicionados em 3 baldes de 10 mL, posteriormente estes balGes
foram aferidos com metanol. As solugdes foram levadas para leitura em espectrofotdmetro no
modo varredura de 200 a 400 nm, utilizado metanol como branco.

Para a preparacdo da mistura extrato em polawax, foi pesado 0,2030 g do EE2 em um
béquer e logo em seguida pesado 1,8082 g do creme polawax, ambos foram misturados (Figura
12) até completa homogeneizagdo e pouco a pouco a mistura foi transferida para um baldo de
50 mL, o qual foi aferido com metanol e agitado até completa solubilizagdo da mistura.

Figura 12 — Creme preparado a base do extrato etandlico de araga

Fonte: Propria

A mistura foi denominada de C10 (creme a 10%), ja que a porcentagem de massa do
EE2 ¢é de 10% (m/m) em comparacao a massa total do creme preparado. A partir da solucdo de
C10 foram retiradas 3 aliquotas de 5 mL e cada uma delas adicionadas em bal6es de 10 mL, os
quais foram aferidos com metanol, as seguintes concentracdes foram obtidas (Tabela 12).

Metanol foi usado como branco.

Tabela 12 — Concentragdes de EE2 e Polawax Creme

Volume (mL) Extrato (ppm) Polawax Creme (ppm)

10 (Branco) 0,0 0,0
10 2.030 18.082
10 2.030 18.082
10 2.030 19.082

Fonte: Propria
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Assim como na determinacdo do FPS do extrato, foi realizada a determinacdo do FPS
do C10. Apos preparadas as amostras, as mesmas foram lidas no espectrofotdmetro em modo

varredura e depois usada suas absorbancias para calculado seu valor de FPS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRATO ETANOLICO 1 (EE1)

5.1.1 Triagem Fitoquimica

Os resultados obtidos (Tabela 13) nas reacdes de triagem fitoquimica demostraram que

os frutos de aracé sdo produtores de flavonoides, taninos, esteroides, cumarinas e quinonas.

Tabela 13 — Resultados da Triagem Fitoquimica do Extrato dos Frutos de P. guineense

Metabdlitos Teste Resultado
Taninos FeCls/Albumina Positivo
Saponinas Tensao superficial Negativo

Esteroides  Liebermann-Burchard  Positivo
Triterpenos  Liebermann-Burchard  Negativo
Flavonoides Shinoda/AlCl;3 Positivo
Alcaloides  Drangerdoff e Mayer  Negativo
Cumarinas NaOH 10%/UV Positivo
Quinonas  Reacdo de Borntrdger  Positivo

Fonte: Propria

Estudos fitoquimicos realizados em plantas pertencentes as espécies da familia
Myrtaceae ja relataram a ocorréncia de 6leos volateis, taninos e flavonoides e ao que tange a
espécie P. guineense, no extrato de seus frutos existem relatos da identificacdo de flavonoides

e taninos, porém, este é o primeiro relato de quinonas e cumarinas.
5.1.2 Identificacdo das Substancias Isoladas Pa-1 e Pa-2
5.1.2.1 Identificacdo de Pa-1

A substancia codificada como Pa-1 foi obtida como p6 amarelo, caracteristico de
flavonoides. A amostra foi submetida a analise por RMN de H e 13C, no solvente acetona-ds,
a 400 e 100 MHz.

No espectro de RMN de 'H (Figura 13) observou-se a presenca de um singleto
desprotegido em &n 12,16 ppm caracteristico de hidrogénios em ligacdo de hidrogénio

intramolecular, como ocorre na posicdo 5 da estrutura de flavonoides.
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Figura 13 — Espectro de RMN de 'H da substancia Pa-1 (acetona-ds)
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Fonte: Propria

O espectro de RMN de *H mostrou sinais para a presenca de hidrogénios ligados a anel
aromatico, exibindo pares de dubletos em dH 6,27 e dn 6,53 ppm (J = 2,0 Hz). O valor da
constante de acoplamento (J) corresponde a hidrogénios que acoplam em posicdo meta. Esses
valores podem corresponder aos hidrogénios das posi¢coes 6 e 8 do nucleo flavonoidico.

Um par de duplos dubletos de elevada intensidade (com integral para 2 hidrogénios
cada) foi observado em on 8,15 e on 7,01 ppm (Figura 14), apresentando constante de
acoplamento (J) de 8,0 e 2,0, correspondendo a acoplamento orto e meta, respectivamente. Os
valores observados para esses dubletos intensos indicam a presenca de um anel B para-

substituido na estrutura de Pa-1.
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Figura 14 — Espectro de RMN de 'H, expandido (acetona-ds)

7500000

7.03
7.02

L
=701

dwe/¥anna-KA-D6 A
P
Y

Lz.00
654
653
627

627

7000000

6500000
F6000000
| | [ 5500000
F5000000
F4500000
4000000
I F3500000
+3000000
2500000
2000000
1500000

F1000000

F500000

\
N

ro

F-300000

225«{
| 23]
095
1001

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 79 7.8 7.7 76 75 7.4 f?.3( )7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
1 (ppm,

Fonte: Propria

Outros sinais observados no espectro (Figura 13) tiveram caracteristica de singleto
largo, visualizados em 61 9,09, dn 9,78 ¢ 61 8,0 ppm, sugestivos de hidrogénios de grupos
hidroxila. Como ndo houve exibi¢do de nenhum singleto na regido de hidrogénios aromaticos,
é possivel que a posicdo 3 do nucleo flavonoidico esteja substituida por uma hidroxila.

O espectro de RMN *3C exibiu 13 sinais (Figura 15), entretanto dois sinais se
apresentam com elevada intensidade correspondendo a dois carbonos equivalentes em d¢c 130,5
e 6c 116,4 ppm. Os sinais sdo compativeis, portanto, com a presenca de 15 atomos de carbono
na molécula, correspondente ao nucleo flavonoidico. Os carbonos com alta intensidade em oc
130,5 e d¢c 116,4 ppm apresentam deslocamentos quimicos caracteristicos para os carbonos 2’,
6’ e 3’, 5’ do anel B para-substituido de flavonoides. O carbono mais desprotegido do espectro
merece destaque, tendo sido visualizado em 6c 176,6 ppm, correspondendo a carbonila da

posicdo 4.
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Figura 15 — Espectro de RMN de C da substancia Pa-1 (acetona-ds)
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Fonte: Propria

Os dados de RMN de *H e **C foram tabelados e comparados com dados da literatura
(Tabela 14). Como sugerido anteriormente, a estrutura de Pa-1 possui 4 grupos OH, localizados
nas posigoes 3, 5, 7 e 4°, correspondendo a estrutura do canferol (ou kaempferol, Figura 16;
Figura 17), um flavonoide de ampla ocorréncia em Myrtaceaes (IMATOMI et al, 2013;
MACAUBAS-SILVA et al., 2019).
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Tabela 14 — Comparacéo dos dados obtidos de RMN de H e *C da substancia Pa-1 (8, acetona-
de, 400 e 100 MHZz) com o Canferol (AISYAH et al., 2017)

Figura 16 — Relagéo entre picos de RMN de ‘H de Pa-1 e a estrutura quimica do Canferol

Pa-1 Canferol (CD;0D)
C OH oc OH oc
2 - 147.1 - 146.8
3 - 136.7 - 136.6
4 - 177.6 - 176.6
5 - 162.4 - 162.3
6 6.27 (d, J=2.1 Hz) | 96.2 6.28 (1H, d, J = 2.0, H-6) 99.2
7 - 165.1 - 164.9
8 6.53 (d, J=2.1 Hz) | 94.6 6.52 (1H, d, J =2.0, H-8) 94.4
9 - 157.9 - 157.7
10 - 104.3 - 104.1
I - 123.9 - 123.3
2’ 8,15 (d, J=8.8, Hz) | 130.5 | 8,04 (2H, dd, J = 11,5, 2,8 Hz) | 125.9
3 7.02 (d, J=8.8, Hz) | 116.4 | 6.95(2H, dd,J=9.8,2.7 Hz) | 116.3
4 - 160.3 - 160.1
5’ 7.02 (d, J=8.8, Hz) | 116.4 | 6.95 (2H, dd,J=9.8,2.7 Hz) | 116.3
6’ 8,15 (d, J=8.8, Hz) | 130.5 | 8,04 (2H, dd, J = 11,5, 2,8 Hz) | 125.9
OH-5 12.16 (s, 1H) - - -

Fonte: Propria

Fonte: Marvin Sketch 18.17
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Figura 17 - Relac&o entre picos de RMN de **C de Pa-1 e a estrutura quimica do Canferol
(Kaempferol)
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Fonte: Marvin Sketch 18.17

Para confirmagdo da estrutura, foi obtido o espectro bidimensional HMBC
(Heteronuclear Multiple-Bond Connectivity), Figura 18 e Figura 19. As correlagdes observadas
entre hidrogénios e carbonos a 2 e 3 ligacGes permitiram confirmar a estrutura de Pa-1 como

sendo o flavonoide canferol, reportado pela primeira vez nos frutos espécie P. guineense.

Figura 18 — Espectro bidimensional HMBC (*H x *C) da substancia Pa-1 (Acetona-ds)
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Fonte: Propria
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Figura 19 — Expanséo do espectro bidimensional HMBC (*H x **C) da substancia Pa-1 (Acetona-

ds)
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Fonte: Propria

5.1.2.2 Identificacdo de Pa-2

A substéancia codificada como Pa-2 também se apresentou como pé amarelo, submetido

a analise por RMN de H, $3C, uni e bidimensionais, utilizando o solvente DMSO, a 400 e 100

MHz.

Analisando o espectro de RMN de 'H de Pa-2 (Figura 20) foi possivel observar

semelhancgas com o espectro de Pa-1. Um singleto desprotegido foi visto em o6n 12,92, sendo

correspondente a hidrogénio em ligacdo de hidrogénio intramolecular como ocorre na posi¢ao

5 de flavonoides.
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Figura 20 — Espectro de RMN de 'H da substancia Pa-2 (em DMSO)
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Fonte: Propria

Um conjunto de sinais (Figura 21) também foram visualizados na regido de hidrogénios
aromaticos. Dentre eles, um par de dubletos que acoplam meta (J= 2 Hz) absorveram em &n
6,17 e 6,37 ppm, provavelmente correspondentes aos Hidrogénios das posic¢des 6 e 8 do anel A
flavonoidico. Um conjunto de dois dubletos e um duplo dubleto foi observado em 6,80 ppm (J
=8 Hz), 7,56 ppm (J=2 Hz) e 7,61 (J = 2 e 8 Hz), sendo caracteristicos de um anel com sistema
ABX, ou seja, com substituicdes nas posi¢des 1°, 3’ e 4° do anel B de flavonoides, sendo este

anel a provavel diferenca entre as estruturas Pa-1 e Pa-2.
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Figura 21 - Expansdo do espectro de RMN de H da substancia Pa-2 (DMSO)
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Fonte: Propria

O espectro de RMN de 3C (Figura 22) exibiu sinais para 15 &tomos de carbonos,

compativel com estrutura de flavonoides. Foi possivel verificar a presenca de sinais bastante

similares aos observados para Pa-1, estando ausentes as absorcGes intensas para os carbonos

equivalentes de sistemas AA’BB’, demonstrando que Pa-2 provavelmente possui um anel B

com sistema ABX.
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Figura 22 - Espectro de RMN de **C da substancia Pa-2 (DMSO)
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Fonte: Propria

Uma detalhada analise dos espectros de RMN de H, 3C, HMQC e HMBC (Figura 25,
Figura 26, Figura 27 e Figura 28) permitiu atribuir os hidrogénios e carbonos correspondentes,
bem como estabelecer suas correlagbes a duas e trés ligagcbes. Comparagdes dos dados
espectrais de Pa-2 com dados da literatura (Tabela 15) permitiram identificar a substancia, como
sendo o flavonoide quercetina (Figura 23), previamente reportado em P. guineense, sendo aqui

relatado pela primeira vez de seus frutos.
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Tabela 15 - Dados comparativos de RMN H e *C de Pa-2 (DMSO, 400 e 100 MHz) com a

guercetina (AISYAH et al., 2017)

Pa-2 Quercetina (CD30D)
C OH dc dc
2 - 156,6 157,7
3 - 132,3 135,7
4 - 177,8 176,8
5 - 161,4 160,7
6 6.17 (d, J=2 Hz) 98,3 | 6,20 (1H, d, J=2,0 Hz, H-6) | 98,2
7 - 163,8 163,9
8 6,37 (d, J=2 Hz) 93,2 | 6,40 (1H,d,J=2,0Hz, H-8) | 94,5
9 - 156,1 156,1
10 - 104,2 103,0
Iy - 121,6 - 121,9
2’ 7,56 (d, J =2 Hz) 115,9 7,65 (1H,d,J=2,1Hz) 115,0
3’ - 144,7 145,0
4 - 148,3 145,8
5 6,80 (d, J =8 Hz) 115,1 6,85 (1H,d, J=8,4 Hz 115,6
6’ 7,61(dd,J=8e2Hz)|121,6 | 7,50 (1H, dd, J=8,4,2,1 Hz) | 124,5
OH-5 12.92 (s, 1H) - -

Fonte: Propria

Figura 23 — Relacéo entre picos de RMN de *H de Pa-2 e a estrutura quimica da quercetina
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Figura 24 - Relagdo entre picos de RMN de *C de Pa-2 e a estrutura quimica da quercetina
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Figura 25 — Espectro bidimensional de correlagédo direta HMQC (*H x **C) da substancia Pa-2
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Figura 26 — Expansdo do espectro bidimensional de correlacédo direta HMQC (*H x **C) da
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Figura 27 — Espectro bidimensional HMBC (*H x *C) da substancia Pa-2 (Acetona-ds)
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Figura 28 — Expansdo do espectro bidimensional HMBC (*H x *C) da substancia Pa-2 (Acetona-
de)
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5.2 EXTRATO ETANOLICO 2 (EE2)

5.2.1 Quantificagédo de Flavonoides Totais

Para cada repeticdo (Abs 1, Abs 2 e Abs 3), correspondente a cada uma das seis

concentracdes, foram expostas suas absorbancias na Tabela 16, seguido de suas médias e

respectivo desvios padrdes (DP).

Tabela 16 — Valores da Curva de Calibragao Utilizando Rutina

Concentracdo (ppm) Absl Abs2 Abs3 Média DP
4,05 0,173 0,156 0,161 0,163 0,009
6,16 0,258 0,229 0,252 0,246 0,015
8,10 0,341 0,312 0,327 0,327 0,015
10,2 0,428 0,404 0,415 0,416 0,012
12,2 0,499 0,491 0,481 0,490 0,009
14,3 0,590 0,575 0,577 0,581 0,008

Fonte: Propria
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Com o uso do software OriginPro 2019b foi feito o Grafico 2 a partir dos dados da
Tabela 16.

Gréfico 2 — Regressao linear do flavonoide de referéncia, rutina

0.6

Equation y=a+b*
Plot Absorbancia
Weight Instrumental (=1/ei"2)
Intercept -9.34448E-4 + 0.00189
0.5 Slope 0.03999 + 1.86991E-4
Residual Sum of Squares 0.07835
Pearson's r 0.99996
R-Square (COD) 0.99991
0.4 Adj. R-Square 0.99989
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0.1
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Fonte: Propria

Com a obtencdo dos dados da equacdo da reta (Equacdo 3), conseguiu-se o valor da
absortividade molar (¢) para a rutina em metanol e em comprimento de onda (A) de 425 nm,
equivalente a 24.352,24 L mol™ cm™. Em alguns trabalhos na literatura sio mostrados valores
de absortividade molar para a rutina de 17.259, 6.062, 13.201 e, 0 mais préximo (a 361 nm e
em etanol), 19.498 L mol?! cm™? (GEISSMAN, 1962; POZZI, 2007). Embora estes valores
sejam muitos divergentes, fatores como o comprimento de onda estudado e a matriz sdo fatores
que podem altera-lo significativamente, explicando a disparidade. A regressdo apresenta
correlagdo proximo de 1 (R? = 0,99991), possibilitando resultados bem proximos e

correlacionados.
Y = —9,34448 -10~* + 0,03999 ppm™~! - X (3)

Os valores experimentais da absorbancia, Tabela 17, obtidas do extrato forneceram
média de 0,316 * 0,003. Este valor relacionado a Equacdo 3, dos dados da regresséo linear,

resultam em 7,93 £ 0,09 ppm de rutina na solucdo de extrato, ajustando as dilui¢cbes e a massa
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de extrato para 1 g, obtém-se o que corresponde a 658 + 7 g de flavonoides totais por grama
de extrato seco dos frutos de P. guineense (658 pg/g).

Tabela 17 — Absorbancias do Extrato

Concentragdo Abs1 Abs2 Abs3 Média DP
12.042,2 ppm 0,312 0,318 0,318 0,316 0,003

Fonte: Propria

5.2.2 Avaliagdo do Potencial Antioxidante Pelo Método DPPH (2,2 — Diphenyl — 1 —
Picrylhydrazyl)

Abaixo (Tabela 18), valores experimentais dos dados para a producdo da curva de

calibragcdo de DPPH com seis pontos.

Tabela 18 — Dados experimentais, DPPH
Concentragdo (ppm) Absl1l Abs2 Abs3 Meédia DP

6,18 0,110 0,112 0,113 0,112 0,002
12,36 0,234 0,238 0,241 0,238 0,004
18,54 0,360 0,370 0,368 0,366 0,005
24,72 0,485 0,487 0,482 0,485 0,003
30,9 0,600 0,603 0,607 0,603 0,004
37,08 0,728 0,730 0,746 0,735 0,010

Fonte: Propria

Um gréafico (Grafico 3) de concentracdo de DPPH (em ppm) contra absorbancia foi feito,
nele estdo os valores da equacdo da reta (Equacdo 4), o intercepto e o coeficiente angular
(também chamado de inclinacédo da reta).

Y =—0,01153-10"* + 0,02003 ppm™~1 - X 4)
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Grafico 3 — Regressdo Linear, DPPH
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Fonte: Propria

Com as andlises realizadas com o extrato foram conseguidas suas absorbancias (Tabela
19) e da mesma forma que com os dados de DPPH, foi feito um gréfico de regressao (Erro!

Fonte de referéncia ndo encontrada.) com as amostras do extrato obtendo-se a Equacao 5.

Tabela 19 — Dados das Absorbancia do extrato
DPPH (ppm) Extrato (ppm) Abs1l Abs2 Abs3 Média DP

18,0 20,17 0,426 0,429 0,420 0,425 0.005
18,0 50,43 0,422 0,409 0411 0,414 0.007
18,0 100,9 0,399 0,401 0,402 0,401 0.002

Fonte: Propria
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Grafico 4 — Regressdo Linear do consumo de DPPH pelo EE2
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Fonte: Propria
Y = 0,43056 — 2,96655 - 10~ * ppm ™1 - X (5)

Conforme a Equacdo 4 da Tabela 18, para 18,0 ppm do DPPH devia-se obter

absorbancia préximas de 0,361. Entretanto, os valores experimentais da Tabela 19 mostram

absorbancias acima de 400, isso acontece devido o proprio extrato absorver na regido de 515

nm, como o extrato ndo faz parte do branco sua contribui¢do na absorbancia é notada. Porém,

com ajustes matematicos da propria regressao linear (Equacdo 5), a contribuicdo do extrato na

absorbancia é de 0,070, portanto as absorbancias ajustadas ficam; 0,355; 0,344; 0,331.

No Grafico 5 sdo mostrados o consumo de DPPH em porcentagens para cada uma das

amostras, mostrando que quanto mais extrato é adicionado na amostra teste, maior € o0 consumo

de DPPH. Sendo o consumo de cada amostra de 1,54%, 4,59% e 8,20%, respectivamente para

as amostras 1 (20,17 ppm), amostra 2 (50,43 ppm) e amostra 3 (100,9 ppm).
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Grafico 5 — Valores do consumo de DPPH pelas amostras contendo EE2
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Fonte: Propria

Extrapolando a Equacdo 5 é possivel obter a ECso de 843,7 pug-mL™ do EE2. Com esta
analise € possivel obter um indicativo da atividade antioxidante do extrato etanolico de P.
guineense (EE2) via captacédo de radicais livres, ja que com as analises foi possivel identificar
o consumo de DPPH a medida que a concentracdo de EE2 é aumentada.

A andlise da atividade antioxidante pelo método de DPPH é amplamente empregada
pela comunidade cientifica, muitos estudos sdo realizados para a sua determinacdo em
diferentes substancias e extratos. Na Tabela 20, por via de comparacao literéria, sdo expostos

alguns valores de ECso.

Tabela 20 — Alguns valores de ECsp obtidos na literatura

Autor Material Vegetal Espécie 1Cso (ug-mL™)
Cefali et al. (2019Db) Extrato D. mollis Benth  17451+1,1
Cefali et al. (2019b) Extrato G. biloba L. 8,12+0,8
Cefali et al. (2019Db) Extrato R.graveolensL. 281,02+1,0
Cefali et al. (2019Db) Extrato V. vinifera L. 296,90+ 1,2
Cefali et al. (2019b) Extrato Quercetin 1,75£04
Gomes et al. (2021) Extrato M. villosa 75,09
Gomes et al. (2021) Extrato P. amboinicus 85,04
Nascimento et al. (2018) Oleo essencial das folhas P. guineense 63,08
Nascimento et al. (2018) Espatulenol extraido das folhas  P. guineense 85,60

Fonte: Propria



5.2.3 Determinacdo do Fator de Prote¢édo Solar (FPS)

5.2.3.1 FPS do EE2
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Os valores experimentais de absorbancia do EE2 foram acrescidos a Tabela 21 e

conforme a Equacéo 2, a soma de todo o produto foi multiplicada pelo FC, de valor igual a 10,

fornecendo valor de FPS de 1,7 para uma amostra de extrato do fruto da P. guineense (2.048

pg/mL) em metanol.

Tabela 21 — Valores Experimentais de absorbancia do EE2

Comprimento de Onda (A, nm) EE(A\)xI()) Abs(M) EE(A)XI(M) xAbs())
290 0,0150 0,287 £ 0,007 0,0043
295 0,0817 0,241 £ 0,006 0,0197
300 0,2874 0,199 £ 0,005 0,0572
305 0,3278 0,161 + 0,005 0,0528
310 0,1864 0,130 £ 0,004 0,0242
315 0,0839 0,106 £ 0,004 0,0089
320 0,0180 0,089 + 0,004 0,0016
Soma 1,0002 0,1686

5.2.3.2 FPS do EE2 a 10% (m/m) em Polawax Creme

Os valores experimentais de absorbéancia do C10 (10% de EE2 em creme polawax)

foram expostos na Tabela 22. Seguindo a Equacéo 2, a soma de todo o produto foi multiplicada

pelo FC, de valor igual a 10, o que forneceu valor de FPS de 2,6.

Tabela 22 — Valores experimentais de absorbancia do EE2 mais Polawax Creme

Comprimento de Onda (A, nm) EE(\)xI(A) Abs(A) EE(AM)XI(A) xAbs(M)
290 0,0150 0,434 + 0,006 0,0065
295 0,0817 0,357+ 0,005 0,0292
300 0,2874 0,301+ 0,005 0,0866
305 0,3278 0,253+ 0,005 0,0830
310 0,1864 0,214 + 0,005 0,0400
315 0,0839 0,184 + 0,004 0,0154
320 0,0180 0,162 + 0,004 0,0029
Soma 1,0002 0,2637

Fonte: Propria

Foi possivel verificar que o FPS do C10 (FPS = 2,6) foi maior, comparada ao FPS do

EE2 (FPS = 1,7). Para melhor visualizagédo das partes de absorcao do EE2, creme polawax e do

C10, um gréafico (Grafico 6) foi gerado com as médias dos dados espectrofotométricos, de 200

a 400 nm.
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Gréfico 6 - Varredura de 200 a 400 nm, da média dos dados obtidos no espectrofotometro
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A parte espectral de estudo para a determinacdo do valor de FPS in vitro, elaborado por

Sayre (SAYRE et al, 1979), é a parte de 290 a 320 nm, em passos de 5 nm (Gréfico 7). E
possivel verificar que o creme polawax possui baixa absortividade quando sem o incremento

do EE2.



Gréfico 7 — Espectro de 290 a 320 nm em passos de 5 nm
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Alguns valores de FPS ja determinados por outros autores para diversos produtos de

origem natural em uma gama de concentracdes distintas sdo mostrados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Alguns valores de FPS para uma diversidade de produtos naturais em diferentes

concentracoes
Autoria Amostra pg/mL FPS
Morais et al. (2021) Extrato hexanico de Psidium guineense 50 2,698
Morais et al. (2021) Extrato hexanico de Psidium guineense 100 4,843
Morais et al. (2021) Extrato hexanico de Psidium guineense 500 20,77
Morais et al. (2021) Extrato hexanico de Psidium guineense 1000 25,01
Cefali et al. (2019Db) Dimorphandra mollis Benth 100 505+0,2
Cefali et al. (2019b) Ginkgo biloba 100 8,31+0,5
Cefali et al. (2019Db) Ruta graveolens L. 100 7,08 +0,4
Cefali et al. (2019b) Vitis vinifera L. 100 3,71+0,5
Cefali et al. (2019a) Blackberry 54,57
Cefali et al. (2019a) Raspberry 37,32
Gomes et al. (2021) M. villosa (10% em polawax creme) 20 13.73
Gomes et al. (2021) P. amboinius (10 % em polawax creme) 20 14.79
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (casca) 200 24,84 +0,76
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (casca) 2000 26,82+1,15
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (casca) 5000 23,80+0,94
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (casca) 10000 21,72+0,71
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (casca) 15000 20,15%0,53
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (fruto) 200 5,08 £ 0,49
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (fruto) 2000 16,41+1,33
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (fruto) 5000 14,86+0,70
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (fruto) 10000 13,14 +0,48
Oliveira et al. (2020) Schinus terebinthifolia Raddi (fruto) 15000 11,50+ 0,37
Baldisserotto et al. (2018) Pterocarpus marsupium (meio hidroalcéolico) 2000 1,51 +0,02
Baldisserotto et al. (2018) Pterocarpus marsupium (meio hidroalcéolico) 4000 1,71+ 0,06
Baldisserotto et al. (2018)  Pterocarpus marsupium (meio metandlico) 2000 1,55+0,02
Baldisserotto et al. (2018)  Pterocarpus marsupium (meio metano6lico) 4000 1,90 +0,06

Fonte: Propria

Exposto na Tabela 23, os valores de FPS obtidos para o extrato da P. guineense no
trabalho realizado por Morais (MORAIS et al., 2021) foram maiores que 0s obtidos neste
trabalho, alcancando 2,7 FPS para uma concentracdo de apenas 50 pg/mL, chegando até 25
FPS numa concentragdo de 1000 pg/mL. Neste trabalho foi obtido 1,5 FPS para concentracéo
de 808 pg/mL, essa diferenca pode ser oriunda da natureza do extrato, no qual o trabalho de
Morais (MORAIS et al., 2021) séo provindos da extracdo por hexano, portanto o arraste de
substancias mais apolares se torna predominante. Outro fator que dever ser considerado, é de
qual parte do vegetal o extrato tem origem, ja que no trabalho de Morais o0 extrato tem origem
das folhas da P. guineense.

Continuando na Tabela 23, no trabalho realizado por Oliveira (OLIVEIRA et al., 2020)
pode ser observado o efeito sinérgico negativo da alta concentracdo do material, este efeito &
observado tanto para o extrato da casca quanto para o extrato do fruto da Schinus terebinthifolia,
que conseguem melhor resultados de FPS em 2000 pg/mL e equivalentes a 26,8 e 16,4,

respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Com o estudo realizado foi possivel obter informacdes sobre os grupos de metabdlitos
secundarios presentes nos frutos de P. guineense, obtendo-se o primeiro relato de quinonas e
cumarinas em seus frutos.

Também foi possivel isolar e identificar dois compostos flavonoidicos, a quercetina e o
canferol, ambos identificados com o auxilio da espectroscopia por RMN de H e 3C,
juntamente com as analises bidimensionais.

Os teores de flavonoides totais (658 pg/g) foram determinados no extrato, bem como
foi demonstrado sua atividade antioxidante (ECso: 843,7 ppm do EE2). Também foi possivel a
determinacdo in vitro do FPS do extrato etandlico (FPS = 1,7) como em sua mistura com creme
polawax (FPS = 2,6).

A partir da revisdo bibliografica realizada, bem como dos resultados experimentais ja
alcancados como a presenca de flavonoides e atividade antioxidante, foi possivel ratificar o
potencial bioativo do extrato dos frutos da espécie, demonstrando seu potencial, ja que possui
classes de metabolitos secundarios importantes para a utilizagdo em preparacdes cosméticas.

Com as analises realizadas foi possivel verificar que um creme preparado a partir do
extrato dos frutos de P. guineense tem potencial para ser utilizado como antioxidante e
antienvelhecimento, com uma capacidade intrinseca discreta de protecdo solar. Sugerimos a
adicdo de uma substancia natural com maior capacidade de protecdo solar, como o acido

cinamico a fim de potencializar essa acao.
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