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RESUMO

A exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) pode causar foto envelhecimento, lesGes estéticas ou
mais perigosas, como os carcinomas e/ou melanomas. Os filtros solares sdo substancias
capazes de absorver, refletir ou refratar a radiacdo ultravioleta e assim proteger a pele da
exposicao direta da luz. Uma tendéncia atual da industria cosmética € a exploracdo racional da
biodiversidade brasileira para o desenvolvimento de produtos com componentes de origem
natural, especialmente a partir de plantas. Compostos fendlicos como os flavonoides
provavelmente sdo as substancias presentes nas plantas responsaveis pela absor¢ao na regido
do UV, devido as suas estruturas quimicas. O presente trabalho teve como objetivo determinar
o0 Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro de extratos obtidos da espécie Amburana cearensis.
Foram preparados dois extratos contendo 50 g de matéria-prima com 500 mL diferentes tipos
de solventes (etanol a 70° INPM e etanol absoluto). Anélises espectrofotométricas foram
realizadas para determinacdo do FPS-UVB in vitro, o qual foi avaliado de acordo com o
método desenvolvido por Mansur. Quando realizada a analise em espectrofotdmetro UV-Vis
das diferentes amostras contendo extrato de A. cearensis, foram obtidos graficos com curvas
de absorbancia em um padréo semelhante para todas as concentragdes, com leituras nas faixas
de 200 a 400 nm. Em relagdo ao FPS-UVB o extrato com preparado com etano a 70° INPM
apresentou os melhores valores, obtendo valores de 6,52 + 0,01, 13,97 + 0,01, 19,46 * 0,03,
nas concentracbes de 0,5, 0,75 e 1% respectivamente o que atribui ao mesmo, acao
fotoprotetora segundo a RDC n° 30 de 2012, enquanto o extrato contendo etanol absoluto
apresentou valores positivos nas concentracdes acima de 1%. Este estudo apresentou
informacBes sobre a espécie Amburana cearensis tais como sua acdo fotoprotetora, deste
modo possibilitando sua utilizacdo em preparacdes farmacéuticas fotoprotetoras, sendo
necessaria a realizacdo de estudos futuros visando a melhoria do processo de extracdo e o
desenvolvimento farmacotécnico das formulagdes com esta finalidade.

Palavras chaves: Umburana de cheiro, Fotoprotecdo, Espectrofotometria, Caatinga.



ABSTRACT

Exposure to ultraviolet (UV) radiation can cause photo aging, esthetic or more dangerous
lesions, such as carcinomas and/or melanomas. Sunscreens are substances capable of
absorbing, reflecting or refracting ultraviolet radiation and thus protect the skin from direct
exposure to light. A current trend in the cosmetic industry is the rational exploration of
Brazilian biodiversity for the development of products with components of natural origin,
especially from plants. Phenolic compounds such as flavonoids are probably the substances
present in plants responsible for absorption in the UV region, due to their chemical structures.
The present work had as objective to determine the Sun Protection Factor (SPF) in vitro of
extracts obtained from the species Amburana cearensis. Two extracts containing 50 g of raw
material were prepared with 500 mL of different types of solvents (ethanol at 70° INPM and
absolute ethanol). Spectrophotometric analyzes were performed to determine the FPS-UVB in
vitro, which was evaluated according to the method developed by Mansur. When analyzing
the different samples containing A. cearensis extract in a UV-Vis spectrophotometer, graphs
were obtained with absorbance curves in a similar pattern for all concentrations, with readings
in the ranges from 200 to 400 nm. In relation to FPS-UVB, the extract prepared with ethane at
70° INPM presented the best values, obtaining values of 6.52 + 0.01, 13.97 + 0.01, 19.46 *
0.03, in the concentrations of 0.5, 0.75 and 1% respectively, which gives it a photoprotective
action according to RDC No. 30 of 2012, while the extract containing absolute ethanol
showed positive values at concentrations above 1%. This study presented information about
the Amburana cearensis species such as its photoprotective action, thus enabling its use in
photoprotective pharmaceutical preparations, requiring further studies to improve the
extraction process and the pharmacotechnical development of formulations for this purpose.

Keywords: Umburana de Cheiro, Photoprotection, Spectrophotometry, Caatinga.
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1 INTRODUCAO

Dependendo da intensidade, frequéncia e caracteristicas individuais, a exposi¢cdo aos
raios solares pode resultar em diversos beneficios ao ser humano como bem-estar fisico,
mental, sintese de vitamina D, tratamento da ictericia dentre outros. Contudo, a radiacdo solar
pode causar inlmeros prejuizos ao organismo, caso a exposi¢cdo seja demasiada e sem a
protecdo adequada, tais como, queimaduras, eritemas, edemas, envelhecimento precoce da
pele, sendo atualmente, considerados fatores precursores do cancer de pele (PINHO et al.,
2014).

Uma tendéncia atual da industria cosmética é a exploragdo racional da biodiversidade
brasileira para o desenvolvimento de produtos com componentes de origem natural,
especialmente a partir de plantas (ANDRADE, 2015). Diversos insumos vegetais tém sido
empregados na producdo de filtros solares devido a sua agdo fotoprotetora, isto porque hd uma
equivaléncia estrutural entre os filtros solares sintéticos e os naturais (RAMOS et al., 1996;
VIOLANTE et al., 2009). Dessa forma, o uso de produtos de origem vegetal, para
fotoprotecdo tdpica ou pela ingestdo na dieta constitui-se alvo importante na farmacologia
atual (PEREIRA; CARDOSO 2012).

A atividade bioldgica de um protetor solar é avaliada por sua habilidade em proteger a
pele de eritemas e edemas, reduzir o risco de queimaduras e o0 risco de carcinoma
(TOYOSHIMA et al., 2004). Alguns autores enfatizam que além de serem utilizados como
protetor solar, os extratos vegetais podem apresentar atividades terapéuticas como anti-
inflamatoria e antioxidante, combatendo assim alguns dos danos causados pela radiacao solar.
Flavonoides, antocianinas e derivados do &cido cindmico absorvem na regido do UV,
sugerindo a hipotese de absorcdo desta radiacdo em filtros a base de extratos vegetais
(RAMOS et al., 2010).

Vaérias espécies de plantas nativas da caatinga tais como a Amburana cearensis,
apresentam elevadas concentracdes de compostos fendlicos, tais como os flavonoides, cujo
espectro de absorgdo ocorre com dois picos méximos, um entre 240-280 nm e outro a 300-550
nm (BOBIN et al., 1995).

A. cearensis é uma planta arborea, popularmente conhecida, no Nordeste brasileiro
como ‘“‘umburana-de-cheiro”, “imburana-de-cheiro”, “cumaru” e “cumaru-do-Cearad”

(ALMEIDA, 2010). Encontrada naturalmente do Nordeste ao Brasil Central, em regides de
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caatinga e na floresta pluvial de Minas Gerais, no vale do Rio Doce (CUNHA et al., 2003),
tendo importante papel no bioma da caatinga nordestina (GAZZANEO et al., 2005).

Devido as propriedades medicinais da A. cearensis, a casca da arvore e as sementes
sdo utilizadas na producdo de remédios populares destinados ao tratamento de afeccdes
pulmonares, tosses, asma, bronquite, coqueluche, dor de barriga e reumatismo (BEZERRA et
al., 2005; SILVEIRA et al., 2005). A eficicia do uso popular de A. cearensis é comprovada
por estudos farmacoldgicos a partir do extrato hidro alcodlico da casca do caule e de alguns
de seus constituintes quimicos, o0s quais demonstraram atividades analgeésica,
broncodilatadora e anti-inflamatéria (CANUTO, 2010).

Quimicamente, a casca do caule é basicamente constituida de cumarina, responsavel
pelo seu odor peculiar, dos flavonoides isocampferidio, campferol e afrormosina, pelos
glicosidios fenolicos amburosidios A e B, dos &cidos fendlicos, acido vanilico e acido
protocatecuico, além de quantidades abundantes de sacarose (CANUTO, 2006; SAUVAIN,
1999). Estudos revelaram que a cumarina, o isocampferidio e o amburosideo A possuem
efeitos anti-inflamatorio, antioxidante e bronco dilatador, sendo indicados como principios
ativos da planta (CANUTO, 2010).

Devido a variedade de formulacGes existentes com finalidade fotoprotetora, aliado ao
crescente uso clinico de extratos vegetais nestas preparacdes, a fim de gerar uma diminuigéo
na incidéncia de problemas ocasionados pela radiacdo ultravioleta faz-se, portanto, de suma
importancia o estudo e a analise da acdo fotoprotetora dos extratos hidro alcodlicos oriundos
da A. cearensis tendo em vista que, essa espécie apresenta uma elevada concentracdo de
compostos fendlicos e flavonoides, os quais pela literatura apresenta comprovada acao
fotoprotetora, ademais a adi¢do desses extratos em formulagdes fotoprotetoras resulta em uma

forma mais ecoldgica de se alcancar esse objetivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito fotoprotetor (in vitro) dos extratos obtidos da A. cearensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar dois extratos das sementes de A. cearensis utilizando diferentes tipos de
solventes;

Avaliar a atividade fotoprotetora espectrofotométrica dos extratos obtidos.

13



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RADIACAO ULTRAVIOLETA (UV) E FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)

As radiacBes solares sdo necessarias para diversos processos bioldgicos no ser
humano, plantas e animais, também podem causar danos severos a pele humana, aliado a
frequéncia e tempo de exposicao, além de outros fatores como intensidade das radiacOes e
sensibilidade do individuo (MUNHOZ et al. 2012). Tais danos da radiacdo solar sdo
causados, na sua maioria, pela regido do ultravioleta (UV) do espectro eletromagnético, sendo
responsaveis por causar danos como queimaduras, eritremas, edemas, envelhecimento
precoce da pele e sendo implicados, atualmente, como um fator causador de cancer de pele
(DUTRA et al. 2004).

A radiacdo UV é uma faixa considerada ndo ionizante do espectro eletromagnético
compreendida entre 200-400 nm sendo subdividida em trés tipos UVA, UVB e UVC, de
acordo com a regido do comprimento de onda, detalhadas na Tabela L(NASCIMENTO et. al.,
2009). A intensidade da radiacdo UV na superficie terrestre possui diversos fatores de
variacdo, tais como a poluicdo atmosférica, a existéncia de nuvens, a umidade relativa do ar, o
horario do dia, a estacdo do ano, a altitude e a latitude (DO NASCIMENTO et al., 2014).

Tabela 1. Divisao da radiacdo UV

Radiacdo UV Comprimento de ondas (Anm) Incidéncia terrestre (%)
UVA I 340 - 400
95%
UVA I 320 - 340
uvB 290 — 320 5%
uvcC 200 - 290 -

Fonte: DO NASCIMENTO et al., 2014

Buscando diminuir os ja conhecidos danos causados pela radiacdo UV, a pele possui
um sistema de protecdo que vai da apoptose das células @ mecanismos modulatorios da
geragdo de radicais livres como a expressdo génica de antioxidantes (MELNIKOVA,;
ANANTHASWAMY, 2005). Porem, essa protecdo isoladamente muitas vezes é insuficiente,
sendo necessaria a utilizacdo de outros agentes para obtengdo de um mecanismo de protecdo

mais eficaz (ANDRADE, 2015).
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Com o objetivo de melhorar a eficicia da protecdo cutanea foram desenvolvidos
produtos para aplicacéo exdgena contendo substancias capazes de auxiliar os mecanismos de
protecdo da pele, denominada fotoquimioprotecédo, e/ou de diminuir a penetracdo da radiacao
UV na pele, denominada de protetor solar. Os protetores ou filtros solares sdo formulacbes
cosméticas que contém substancias capazes de absorver, refletir ou refratar a radiacdo
ultravioleta e assim proteger a pele da exposicdo direta da luz solar (RIBEIRO et. al., 2004;
GIOKAS et al., 2005).

Os filtros solares sdo divididos em dois tipos: 0s organicos, também chamados de
quimicos, e os inorganicos, também conhecidos como fisicos. Para um filtro ser considerado
quimico ndo basta apenas absorver a radiacdo UV (FLOR et al., 2007). Os filtros organicos se
caracterizam por estruturas aromaticas, substituidas em orto ou para, ou conjugadas com um
grupo carbonila, normalmente com um grupo doador de elétrons e outro receptor, podendo o
mesmo composto se apresentar em diferentes conformagdes e consequentemente apresentar
diferentes comportamentos de absorcao nas formulagfes (GAGO-FERRERO et. al., 2012).

Filtros solares fisicos ou inorganicos, geralmente sdo produtos de origem mineral,
que se apresentam na forma de p0s inertes e insoliveis no meio, que quando aplicados sobre a
pele, formam uma barreira fisica promovendo a reflexdo, dispersdo em outras dire¢des ou
absorcdo da radiacdo ultravioleta (VIOLANTE, 2009).. Atualmente, os filtros fisicos mais
utilizados na cosmetologia sdo o Oxido de zinco (ZnO) e o dioxido de titanio (TiO)
(ANDRADE, 2015).

A fotoquimioprotecdo surge como uma alternativa na busca de aumentar a eficécia
dos protetores solares e consiste na adicdo de produtos naturais isolados, normalmente de
extratos vegetais, com atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria, atuando sob os danos
causados pela radiacdo UV (ANDRADE, 2015). Os compostos fendlicos, especialmente os
taninos e flavonoides, se destacam como 0s principais grupos de antioxidante naturais, pois
apresentam uma eficiente captacdo de radicais livres, além da capacidade de interromper as
reacfes em cadeia, e isto se deve ao seu potencial de agir como doadores de hidrogénio
(GAZZANI et al., 2008; HIGDON; FREI, 2003; DELAZAR et al., 2006).

A avaliacdo da atividade bioldgica de um protetor solar consiste na sua capacidade
de protecdo da pele contra eritemas e edemas, que consequentemente reduz o risco de
canceres de pele (TOYOSHIMA et al., 2004; VIOLANTE et. al., 2009).

Uma das formas mais utilizadas de se avaliar a eficacia dos protetores é a determinacdo do

Fator de Protecdo Solar (FPS). De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), o
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FPS é determinado por uma relacdo matematica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM) da
pele protegida com protetor solar, e a DEM da pele ndo protegida de acordo com a Equacéo 1.
Entende-se por DEM a dose minima de energia capaz de produzir uma vermelhiddo
perceptivel na pele (ANDRADE, 2015). Sendo assim, se uma pessoa ficar ao sol por 10
minutos, sem nenhum 21 produto na pele e ndo produz eritema, com um protetor FPS 15 este
tempo podera ser prolongado 15 vezes, isto é, 10 vezes 15, totalizando uma exposicéo,
baseada em dados tedricos, de 150 minutos (2 horas e 30 minutos) (SANTOS,2017).

DEM na pele protegida

FPS =
DEM na pele nao protegida

Equacao 1. Célculo de Fator de Protecdo Solar (FPS), segundo a FDA.

Os danos deletéerios da pele ocorrem devido ao efeito cumulativo da radiagdo sobre
esta por diversos mecanismos, como, por exemplo, a formacdo de 23 radicais livres que em
grandes quantidades podem interagir com o DNA, que acaba por gerar uma perda da
integridade celular e a expressdao anormal de genes celulares. O entendimento dos efeitos
nocivos da radiacdo solar UV sobre a pele vem gerando vérias pesquisas, que buscam avaliar
a capacidade de os compostos naturais absorverem a radiacdo, protegendo assim a pele contra
os efeitos deletérios dos raios UV (PAULETTO et al, 2017).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS E ATIVIDADE FOTOPROTETORA

O metabolismo, realizado pelos organismos vivos, € definido como o conjunto de
reacGes quimicas para sintetizar moléculas organicas complexas a partir de moléculas simples
(GARCIA; CARRIL, 2009). Tais estruturas complexas tém como finalidades o fornecimento
de energia ao organismo, a garantia da continuidade do estado organizado e a rea¢do bioldgica
aos estimulos do meio ambiente (ANADRADE, 2015).

Além do metabolismo primario, representado por reacGes para obtencdo de
moléculas necessarias ao funcionamento do organismo como carboidratos, lipideos,
aminoacidos, entre outros, as plantas apresentam o metabolismo secundario. Na sua maioria,
0s metabolitos secundarios sdo estruturas complexas, de baixo peso molecular e se encontram
em baixas quantidades, podendo variar nos diversos grupos de plantas. Por um bom tempo,

acreditava-se que 0s mesmos eram produtos da excregdo vegetal, porém apresentam funcoes
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ecoldgicas especificas nas plantas levando ao interesse de muitos pesquisadores também
devido as diversas propriedades farmacoldgicas que possuem (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A quantidade e o tipo de metabdlito secundario varia nas plantas de acordo com uma
série de fatores como sazonalidade, temperatura, nutrientes, disponibilidade hidrica e também
pela incidéncia de radiacdo UV (ANDRADE, 2015). Estruturas que contém anéis aromaticos
com substituinte doador de elétrons podem absorver a radiagdo UV, que ao absorvé-la
excitam os elétrons das insaturacdes, 0s quais apos retornarem para o estado fundamental
liberam o excesso de energia absorvida em forma de calor. Deste modo existem varios
produtos naturais com estruturas contendo anéis aromaticos de outras classes de metabdlitos
secundarios, como, por exemplo, propiofenonas, lignanas, flavonoides, acidos fendlicos,
taninos, entre outros (FLOR et al., 2007).

Os flavonoides constituem uma classe de fotoquimicos com extensa diversidade
estrutural, cuja sintese ndo ocorre na especie humana (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).
Estdo presentes em praticamente todas as familias boténicas e ja foram identificadas mais de
nove mil substancias pertencentes a este grupo (MARTENS; MITHOFER, 2005). Sdo
bastante conhecidos quanto as suas propriedades bioldgicas, sendo a eles atribuidas varias
funcdes como protecdo dos vegetais contra incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de
acdo antioxidante e inibi¢do de enzimas (MELLO; SANTOS, 2001).

Os compostos fendlicos sdo substancias facilmente encontradas na natureza,
representando compostos de varias classes presentes em plantas (SVOBODOVA et al., 2003;
SILVA et al., 2010). Os polifendis apresentam atividades como anti-inflamatoria,
imunomoduladora, além da capacidade de reparo do DNA, sendo 0s mais promissores a
serem explorados como agentes fotoquimiopreventivos ideais. Estudos recentes tém
demonstrado que muitos compostos fenolicos como silimarina  (flavonoide),
proantocianidinas (flavonoide oligomérico), delfinidina (antocianidina), entre outros,
apresentam um potencial fotoprotetor contra os danos causados pela radiacdo UV. Alguns
estudos sugerem que os efeitos fotoprotetores e a atividade anti-fotocancerigena destes
metabolitos estdo relacionados com a inibicdo de mediadores inflamatorios induzidos por
UVB (ANDRADE, 2015).

Vaérias espécies de plantas nativas da caatinga tais como Neoglaziovia variegata,
Triplaris gardneriana, Alternanthera brasiliana e a Amburana cearensis, apresentam

elevadas concentracdes de compostos fenolicos. Dessa, ha a possibilidade do uso dessas
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espécies vegetais para o desenvolvimento de filtros solares, ja que em sua composicao
predominam tais compostos (ANNDRADE, 2015; BOBIN et al., 1995; JOSE et al., 2016).
3.3 Amburana cearensis: ASPECTOS BOTANICOS, QUIMICOS E
FARMACOLOGICOS

A.cearensis A.C. Smith pertence a familia Leguminoseae Papilionoideae (Fabaceae)
(CANUTO, 2006), apresenta porte mediano, podendo atingir até 10 m de altura nas regides de
caatinga e até 20 m na zona da mata. A planta jovem tem suas folhas compostas, pinadas, com
5 a 9 pinas, alternas, longo pecioladas, imparipinadas e raras vezes paripinadas na mesma
muda (CUNHA et al., 2003).

Seu tronco é revestido por uma casca castanho escuro (GAZZANEO et al., 2005;
AGRA, 1996), cuja parte externa se solta em camadas finas (descasca) formando grandes
manchas vermelho pardacentas e lisas. Flora em setembro e, dois meses depois, tem boa
producéo de frutos (vagens curtas). As sementes, em nimero de uma por fruto, sdo achatadas,
oleaginosas, com manchas marrons e brancas e tém aroma forte e agradavel, proporcionado
pela presenca de cumarina. O mesmo cheiro, embora mais fraco, esta presente em todas as
outras partes da planta (CANUTO, 2006; MAIA 2004).

Figura 01. Sementes de A.cearensis.

Fonte: PROJETO VERDE.

Vérios metabodlitos secundarios foram isolados de A. cearensis incluindo &cido 3,4-
dihidroxi-benzéico (1) (acido protocatecuico), acido vanilico (2), cumarina (3), aiapina (4),
amburosideo A (5a), amburosideo B (5b) quercetina (6), isocampferideo (7), campferol (8), 4-

metoxi-fisetina (9), afrormosina (10), 3,4-dihidroxi-benzoato de 6-cumarila (11), sacarose
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(12), uma mistura de [-sitosterol e estigmasterol glicosilados (13 e 14), além dos
biflavondides 15 e 16. Das sementes foram isolados a 6-hidroxicumarina (17), o acido o-
cumarico (18) e um derivado esterificado do amburosideo (19), acido p-hidroxi-benzéico
(20), acido (E)-o-cumarico glicosilado (21), acido (Z)-o-cumarico glicosilado (22) (&cido o-
cumarinico glicosilado) todas as estruturas estdo demonstradas na figura 2 (BEZERRA et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2005; CANUTO, 2006).

Figura 02. Compostos fotoquimicos isolados da A. cearensis.
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Os principais compostos encontrados na casca do caule da A.cearensis séo: cumarina,
responsavel pelo odor peculiar, flavonoides isocampferidio, e os glicosidios fenolicos
amburosidio A e B (LIMA, 2014), as cumarinas sdo benzoalfapironas, lactonas do acido o-
hidroxicinamico (2H-1-benzopiran-2-onas), sendo o representante mais simples o composto
denominado de cumarina (1,2-benzopirona) que é o esqueleto basico de todos os outros
derivados e é considerado, quimicamente, como a fusdo dos anéis benzeno e 1,2-pirona
(OLIVEIRA; MAIOR; DRESCH, 2018).

O isocampferidio é um derivado flavonico do campferol encontrado em A. cearensis,
Cirsium rivulare e Centaurea bracteatea, dentre outras espécies, na forma livre ou glicosada.
A presenca de flavonoides nos vegetais parece estar relacionada com funcdes de defesa e de
atracdo aos polinizadores. Inicialmente reconhecidos como os pigmentos amarelos das flores,
sdo também encontrados nos frutos, sementes, cascas de caule e em algumas bebidas como
vinho tinto (LEAL, 2006).

Pertencentes a familia de glicosidios fendlicos, os amburosidios foram encontrados
exclusivamente em A. cearensis. A reducdo do acido p-hidroxi-benzoico a alcool p-hidroxi-
bezilico leva a sintese do amburosidio A por meio da glicosilacdo do éster com UDP glicose.
Porém, se o &cido p-hidroxi-benzilico for esterificado com &cido vanilico ocorrerd producédo
do amburosidio B (LIMA, 2014).

As cumarinas presentes no caule da planta sdo certamente responsaveis, juntamente
com outras substancias, pela acdo benéfica das infusbes das cascas e pela atividade
broncodilatadora determinada experimentalmente, validando cientificamente o uso popular e
o tratamento caseiro, principalmente em criangas e idosos (ALMEIDA, 2010).

O dicumarol, outra cumarina presente na A. cearensis, tem acao hipoprotrombinica,
pois atua de maneira competitiva com a vitamina K, mediante a¢do antagbnica com a enzima
hepatica que participa na sintese da pro-trombina (DINIZ, 1998). Na verdade, muitas
atividades farmacologicas ja foram atribuidas as cumarinas, tais como: hipotensiva,
antimicrobiana, antiinflamatéria, antitumoral, antimalérica, leishmanicida e anti-chagasica
(ALVEZ et al., 2016).

Estudos farmacologicos determinaram que a 1,2-benzopirona e 4-coumarinol,
cumarinas existentes na A. cearensis, apresentam efeito antimicrobiano para as linhagens
Gram positivas e Gram negativas onde a concentra¢do inibitéria minima que variam entre

6,75 pg/mL e 200 pg/mL e as bactérias de origem clinica se mostram mais sensiveis as
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cumarinas do que as linhagens padrdo (ALVEZ et al., 2015) conforme pode ser verificado nas
tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Avaliacdo do efeito antibacteriano da 1,2-benzopirona de A. cearensis frente a

bactérias de importancia clinica.

Linhagem Bacteriana Concentracdo Inibitéria Minima (CIM -
pg/mL)

Bacillus subtilis CCT 0516 25
Escherichia coli ATCC 2536 100
Escherichia coli 101 50
Escherichia coli 104 50
Escherichia coli 108 6,75
Escherichia coli 110 6,75
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 23242 200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 23243 100
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25925 100

Fonte: ALVES et al., 2015

Tabela 3. Avaliacdo do efeito antibacteriano da 4-coumarinol de A. cearensis frente a

bactérias de importancia clinica.

L INHAGEM BACTERIANA Concentracédo Inibitéria Minima (CIM -
pg/mL)

Bacillus subtilis CCT 0516 25
Escherichia coli ATCC 2536 200
Escherichia coli 101 200
Escherichia coli 104 100
Escherichia coli 108 100
Escherichia coli 110 100
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 23242 200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 23243 200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25925 200
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Fonte: ALVEZ et al., 2015

O bergapteno e o psoraleno, derivados furocumarinicos, isolados também do extrato
da A. cearensis, apresentam atividade fotossensibilizante e promove a pigmentacdo cutanea,
sendo usado no tratamento do vitiligo Seu efeito anti-inflamatério parece estar relacionado
com a inibi¢do da migragdo de neutréfilos e do aumento da permeabilidade vascular no foco
inflamatério (ALMEIDA, 2010).

Os glicosideos fenolicos identificados na A. cearensis, amburosideo A e B, com
moderada atividade bioldgica, mostraram atividade antimalarica, antiprotozodria, antifingica
e antibacteriana in vitro (CANUTO, 2007). Estudos realizados com o amburosideo A
comprovaram acao neuroprotetora, atuando como antioxidante no teste da neurotoxicidade
induzida pela oxidopamina (6-OHDA, sendo sugestivo seu efeito benéfico na terapéutica de
doencas neurodegenerativas semelhantes a Doenca de Parkinson (ALVEZ et al., 2015).

O amburosideo A apresenta propriedade hepatoprotetora no modelo da toxicidade do
figado induzida por tetracloreto de carbono em ratos. Este efeito pode ser atribuido, em parte,
pela reducdo da atividade da peroxidativa hepatica, assim como pela restauracdo significativa
da atividade da catalase, que estdo amplamente relacionadas a sua propriedade antioxidante.
Estes efeitos estdo relacionados a presenca de grupamentos hidroxila da estrutura do
amburosideo A, como ja foi observado em outros fenois naturais (LEAL et al., 2008).

O isocampferideo, seu principal flavonoide, possui atividade broncodilatadora, dose-
dependente, e atuam de forma inespecifica na inibicdo de contragdes, em traqueias de cobaias,
induzidas pelo carbacol e histamina (ALMEIDA, 2010). O amburosideo A e o isocampferideo
também possuem atividade anti-inflamatoria devido a capacidade de reduzir a degranulagéo
de neutrofilos e a secrecdo de mediadores inflamatérios como o fator de necrose tumoral
(TNF-a) (LEAL et al., 2009). Além disso, alguns estudos sugerem que a presenca de taninos
pode estar relacionada com o efeito analgésico e antiedematogénico dessa espécie (ALVEZ et
al., 2016).

Um estudo realizado por Andrade (2015) demonstrou que espécies nativas da
Caatinga, utilizadas popularmente para tratar processos inflamatorios, apresentaram um bom
potencial fotoprotetor com possibilidade de utilizacdo das mesmas em preparacdes
farmacéuticas de mesma finalidade. Dentre os metabolitos secundérios testados, as cumarinas
se destacaram por apresentar correlagdo com a atividade fotoprotetora, indicando uma

contribuicéo significativa deste grupo de metabolitos para tal atividade.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO E LOCAL DE PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa laboratorial de cunho exploratério que foi realizada nas
instalagdes do laboratorio de Bioquimica da Faculdade Irecé (FAI) e do laboratério Central de
Anélise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco (UNIVASF).

4.2 AMOSTRA

Para a obtencdo dos extratos foi utilizado como matéria vegetal as sementes da
Amburana cearesis adquiridas comercialmente em um armazém destinado ao comércio de

produtos naturais.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS SEMENTES DA A. cearensis

A metodologia empregada nessa pesquisa para obtencdo de extratos fluidos ocorreu
por meio de maceracdo, anteriormente descrita por Violante et al. (2009). Para a preparacao
dos extratos foram pesados em uma balanca semi-analitica 100 g de matéria-prima vegetal e
logo apds as sementes passaram por um processo de trituracdo por moagem. Em seguida, em
dois béqueres diferentes, pesou-se 50 g de material vegetal em cada. No primeiro béquer
foram vertidos 500 mL de etanol absoluto, e no segundo béquer 500 mL de etanol 70° INPM
(EtOH70). Ambos os extratos continham a propor¢do 1:10, ou seja, 10 mL de solvente para
cada 1 g de material vegetal.

O processo de extracdo ocorreu por um periodo de 14 dias, a temperatura ambiente.
Passado este periodo, as solucfes extrativas foram filtradas em filtros de papel e armazenadas

sob refrigeragéo.

4.4 AVALIACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR UVB (FPS-UVB) in vitro.

A determinacdo do FPS-UVB in vitro dos extratos fluidos teve como base uma
metodologia descrita por Dutra et al. (2014) por meio da leitura espectrofotométrica de suas

solugdes diluidas. Foram preparadas solucbes dos extratos nas concentragdes de 0,25, 0,50,
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0,75 e 1% (v/v) em etanol absoluto. Apds a diluicdo, realizou-se uma varredura no
espectrofotdmetro de UV-Vis com intervalo de varredura de 200 a 400 nm, contra um branco
composto por etanol absoluto. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1
utilizando-se os dados de absorcdo na faixa de 290 a 320 nm (UVB), com intervalo de 5 nm
(DUTRA et al. 2014). O célculo do FPS-UVB foi obtido pela Equagdo 2, segundo Mansur et
al. (1986) com utilizacdo dos dados padronizados presentes na Tabela 4 (VELASCO et al.
2011).

Equacdo 2. FPS =E.Y33™ EE (1).1(1).Abs(})
Onde:
FC = fator de correcdo;
EE (1) = efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda (L);
I (M) = intensidade de luz solar no comprimento de onda (1);
Abs (1) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da formula¢do em solucéo no

comprimento de onda (A).

Tabela 4. Ponderacdo empregada no calculo do fator de protecdo solar por espectrofotometria

com um fator de correcdo igual a dez.

% (nm) EE (W) xI(})
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0.1864
315 0,0839
320 0,0180

1,0000

Fonte: Velasco et al. 2011.

4.5 ANALISE DOS DADOS OBTIDOS

Todas as amostras foram realizadas em triplicata. Todos os dados obtidos foram
expressos em média + desvio padrdo da média e os graficos foram construidos utilizando o
programa Origin 8.0, e as analises estatisticas realizadas nos programas Graph-Pad Prism 6.0.
Para comparacdo dos valores de FPS-UVB das amostras foram utilizadas solu¢des contendo

Benzofenona-3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Quando realizada a anélise em espectrofotdmetro UV-Vis com intervalo de varredura
de 200 a 400 nm das diferentes amostras contendo extrato de A. cearensis, foram obtidos
graficos com curvas de absorbancia em um padréo semelhante para todas as concentracdes,

conforme podem ser observadas nas figuras 3 e 4.

Figura 3. Curvas de absorcdo dos extratos de A. cearensis preparados em etanol 70° INPM
nas concentracdes de 0,25, 0,5, 0,75 e 1% (v/v).
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Fonte: Autoria propria.

Ao realizar a analise dos graficos resultantes da leitura em espectrofotémetro UV-Vis
das amostras contento extrato de A. cearensis em etanol 70° INPM, observou-se um pico em
210 nm, outro em 273 nm, ambos na faixa UVC, e um terceiro pico em 310 nm, sendo esse
ultimo de grande importancia visto que esta localizado na regido de faixa UVB. Quanto aos
valores de absorbancia observa-se os resultados no extrato com concentra¢do de 1%, o qual
no primeiro pico obteve um valor de absorbancia de 3,6 u.a., no segundo pico apresentou

absorbéancia de 4,0 u.a. e no ultimo pico observou-se absorbancia de 2,0 u.a.
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Figura 4. Curvas de absorgédo dos extratos de A. cearensis preparados em etanol absoluto, nas
concentracgdes de 0,25, 0,5, 0,75 e 1% (v/v).
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Fonte: Autoria propria.

Quando analisado o grafico resultante da analise das solucdes do extrato preparado
com etanol absoluto, observou-se uma curva semelhante para todas as amostras, com picos de
absorcdo em 210 nm, outro em 274 nm, e um ultimo pico em 309 nm. Os dois primeiros picos
estdo dentro da faixa de radiacdo UVC e este ultimo em faixa UVB. Dentre as amostras, a que
apresentou maiores valores de absorbancia era aquela preparada na concentracdo de 1%, a
qual teve valor de absorbancia no primeiro pico de 2,5 u.a, no segundo pico apresentou uma
absorbancia de 1,5 u.a. e no ultimo pico observou-se um valor de absorbancia de 0,75 u.a.

Quando comparados, nota-se que ocorreu uma discrepancia significativa entre os
valores de absorbancias de ambos os extratos nas mesmas concentracdes, essas diferencas
principalmente no pico compreendido dentro da faixa UVB, interferiram consideravelmente
nos valores de FPS das amostras. Essa disparidade pode estar associada ao tipo de solvente
utilizado em cada extracéo.

Quanto ao FPS, a espécie A. cearensis apresentou melhores resultados quando
analisado a amostra do extrato contendo EtOH70 o qual obteve valores FPS-UVB de 19,46 +
0,03, 13,97 £ 0,01, 6,52 + 0,01 e 3,67 + 0,01, nas concentracdes de 1%, 0,75%, 0,50% e
0,25%, respectivamente, como mostra a Tabela 5. Enquanto as solugdes do extrato de A.
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cearensis em EtOH absoluto apresentou valores de FPS-UVB de 7,41 = 0,01 (1% v/v), 5,42 +
0,01 (0,75% v/v), 2,05 + 0,01 (0,50% v/v) e 1,05 + 0,01 (0,25% V/v).

Tabela 5. Valores de FPS-UVB das amostras com diferentes concentragdes dos extratos da A.
cearensis em EtOH70 e EtOH absoluto (média desvio + padrédo).
[%] AC-70 AC-ABS
0,25 | 3,67+0,01 | 1,05+0,01
0,5 6,52+0,01 | 2,056+0,01
0,75 | 13,97+0,01 | 542+0,01
1 19,46 +0,03 | 7,41+0,01

Fonte: Autoria propria.

De acordo com a RDC n° 30, de 1 de junho de 2012, um protetor solar deve apossuir
um FPS com valor de no minimo seis (6) para apresentar uma baixa protecdo para peles
pouco sensiveis a queimaduras solar. As formula¢des que contém FPS entre 15,0 e 29,9 séo
os de média protecédo e 0s que possuem FPS acima de 30 sdo classificados como produtos de
alta protecao.

Segundo a metodologia de determinacdo do fator de protecdo solar por
espectrofotometria proposta por Mansur et al. (1986), o extrato de A. cearensis em EtOH70%
nas concentracdes acima de 0,5% apresentam valores superiores a seis (6). Esses resultados
demonstram a presenca de atividade fotoprotetora. Visto que a regulacdo permite a utilizacao
de uma concentracdo de filtros orgénicos de até 15% em formulacGes cosmeéticas, esses
valores de FPS podem ser muito superiores em concentracdes mais elevadas (BRASIL, 2016).

Além de possuir valores significativos de FPS-UVB, o extrato de A. cearensis em
EtOH70 demonstrou leituras de absorbancia nas faixas de UVC e UVB além apresentar um
pico de absor¢do maximo proximo a 290 nm, conforme mostra o figura 1. Este resultado é de
fundamental importancia visto que o pico de absorc¢éo ficou na faixa da radiacdo UVB (290-
320 nm), o que justifica a utilizagcdo desse extrato em concentracGes maiores ou iguais a 1%
em produtos fotoprotetores.

O grafico contendo a absorbancia do extrato de A. cearensis em EtOH absoluto
(figura 4) revela que houve um pico de absorbancia maxima no comprimento de onda de 210
nm, e um segundo pico no comprimento de 290 nm o que atribui a esse extrato uma acéo
fotoprotetora, entretanto somente solugdes acima de 1% apresentam FPS superiores a seis.
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Tais leituras demonstram uma faixa de absorbancia que varia de 200 a 350 nm, por
conseguinte, leituras dentro das faixas de radiagdo UVC e UVB.

Quando relacionados os resultados dos FPS obtidos de ambos os extratos, constata-se
que as amostras que contém extrato de A. cearensis com EtOH70 apresentaram valores
significativos de FPS-UVB em concentragbes menores, visto que o extrato com EtOH
absoluto apresentou resultados de FPS acima de 6 apenas nas concentragdes igual ou maiores
que 1%, e as amostras contento extrato em EtOH70 apresentaram acdo fotoprotetora nas
concentracgdes igual ou superiores a 0,5%.

Tais resultados estdo diretamente relacionados ao tipo de solvente utilizado na
extracdo e a sua polaridade, caracteristicas que podem afetar a transferéncia de elétrons e de
atomos de hidrogénio, que é primordial na extracdo de polifendis (DA COSTA, 2021). Outro
fator importante é que extracdes que utilizam solventes polares acabam extraindo os bioativos
como flavonoides, taninos e saponinas (SILVA, 2019). Fato que foi observado nos resultados
do presente estudo, no qual os maiores valores de FPS-UVB foram detectados no extrato
preparado com a mistura de solventes com maior concentracdo aquosa, por conseguinte é
mais polar.

A partir dos resultados, pode-se entender que o melhor solvente para extrair
metabdlitos secundarios que apresentam acdo fotoprotetora no presente estudo foi o EtOH70.
Logo, os resultados obtidos podem ser relevantes visto que, pesquisas recentes indicam que
h& uma correlacdo entre atividade fotoprotetora e o teor de compostos fenolicos, como 0s
flavonoides. A medida que aumentam esses teores nas amostras, ha o aumento no percentual
da acdo fotoprotetora (ANDRADE, 2015).

Alguns estudos com plantas medicinais da Caatinga apontam a presenca de
compostos fenolicos em vérias espécies deste bioma, sendo um indicativo de que estes
compostos podem estar relacionados com muitas das atividades terapéuticas atribuidas
popularmente a estas espécies (MONTEIRO et al., 2006; ALENCAR et al., 2009). Araujo e
colaboradores (2008) também evidenciaram o quantitativo de taninos e flavonoides de
diversas espécies da Caatinga relacionando estes com uso popular.

Um estudo feito por Andrade e colaboradores em 2015, realizou a analise de
metabolitos secundarios de diferentes espécies vegetais encontradas na caatinga. Dentre as
especies estudadas estava a A. cearensis, a qual apresentou um valor de fendis totais de
221,56 + 18,12 mg/g, taninos totais de 192,20 + 22,17mg/g, flavonoides totais de 141,45 +
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20,73 mg/g e cumarinas totais de 461,40 + 33,84 mg/g. Dentre as 15 espécies analisadas nesse
estudo a A. cearensis foi a que apresentou maior concentragcdo de cumarinas.

Ainda nesse estudo, Andrade e colaboradores (2015) obtiveram valores de FPS de
extratos alcodlicos destas espécies estudadas, utilizando o mesmo principio de leitura
espectrofotométrica descrita por Mansur (1986), com faixa de absor¢édo em 200 a 400 nm. As
solucBes foram diluidas nas concentracBes de 5, 25, 50 e 100 mg/L, e os resultados obtidos

dos extratos de A. cearensis estdo expostos na tabela 6.

Tabela 6. Valores de FPS de extratos da A.cearensis.

Concentracdes | FPS-UVB
5 mg/L 0,42 + 0,01

25 mg/L 1,96 +£ 0,04

50 mg/L 3,89+ 0,04
100 mg/L 7,61+0,1

Fonte: ANDRADE, 2015.

Este estudo demonstrou que espécies nativas da Caatinga, tais como A. cearensis,
apresentaram um bom potencial fotoprotetor com possibilidade de utilizacdo das mesmas em
preparacdes cosméticas de mesma finalidade. Dentre os metabolitos secundarios testados, as
cumarinas se destacaram por apresentar correlacdo com a atividade fotoprotetora, indicando
uma contribuicdo significativa deste grupo de metabdlitos para tal atividade (ANDRADE,
2015).

A vista disso, os resultados descritos por Andrade (2015), solidificam os resultados
obtidos no presente estudo, visto que ambos encontraram um bom potencial de atividade
fotoprotetora em extratos obtidos da A. cearensis. Assegurando desta maneira a utilizacdo de
extratos dessa espécie em formulagdes cosméticas com finalidade fotoprotetora.

Entre as substancias aprovadas pela ANVISA na RDC n° 69 de 23 de marco de 2016,
estd a benzofenona e seus derivados. Apesar de listadas no documento e possuirem uma boa
estabilidade fotoquimica, além de elevados valores de FPS mesmo em baixas concentracdes,
essas substancias fazem parte de um grupo que apresentam uma baixa tolerabilidade, podendo

assim estar relacionadas a diversas respostas alérgicas. Por conseguinte, a utilizagdo de altas
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concentragbes de BZF-3 se torna inviavel devido ao alto risco de lesdes cutdneas em
decorréncia da sua toxicidade (BRASIL, 2016).

Inicialmente, o presente estudo usaria como parametro de comparacao dos valores de
FPS-UVB, uma solucdo controle contendo Benzofenona-3 (BZF-3) nas mesmas
concentragOes de extratos das amostras analisadas. Entretanto ndo foi possivel a realizacéo
das leituras das solugfes em concentracOes elevadas de BZF-3, deste modo solucGes em
menores concentracdes foram feitas e as leituras realizadas, tais resultados estdo expostos na
figura 5, os valores FPS-UVB dessas solucdes estdo dispostos na tabela 7.

Figura 5. Curvas de absorcdo UV da benzofenona-3 nas concentragdes de 0,001,
0,005 e 0,01%.

BZF-3 0,001%
- — BZF-3 0,005%
A0 —— BZF-30,01%

3,5
3,0 4
2,5 -

2,0 A

Absorbancia (a.u)

T T T T T o T Y T
200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 7. Valores de FPS-UVB para benzofenona-3.

[%] BZF-3

0,001 2,28+0,01

0,005 17,37 + 0,01

0,01 25,78 £ 0,01

Fonte: Autoria prépria.
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No momento em que analisado o gréfico, observa-se a presenca de cinco picos
distintos, sendo o primeiro no comprimento de onda de 213 nm, o segundo muito préximo em
224 nm, o terceiro em 242 nm, o quarto pico teve comprimento de onda de 288 nm e o ultimo
denotou comprimento de onda de 325 nm. Em decorréncia dos resultados obtidos pode-se
afirmar que a BZF-3 apresenta fotoprotecdo UV-A, UV-B e UV-C. Visto que a mesma
apresentou leituras dentro das trés faixas de radiagdo UV.

Quando comparados os graficos de absorcdo da BZF-3 e dos extratos hidro
alcdolicos da A. cearensis nota-se que alguns picos apresentaram valores de comprimento de
onda muito préximos, exemplificando, o primeiro pico de BZF-3 teve comprimento de 213
nm e ambos 0s extratos apresentaram picos em 210 nm, o extrato contendo etanol 70 INPM e
0 extrato com etanol absoluto apresentaram um segundo pico nos comprimentos de onda de
273 nm e 274 nm respectivamente, enquanto a benzofenona-3 apresentou um pico com
comprimento de 288 nm.

Essa proximidade de valores possui grande relevancia para o presente estudo visto
gue mesmo em concentracbes muito diferentes os graficos apresentaram picos em
comprimento de ondas muito préximos, por conseguinte padrdes parecidos o que consolida o0s
valores de FPS-UVB obtidos das amostras dos extratos de A. cearensis, visto que a
Benzofenona-3 possui acédo fotoprotetora comprovada.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel analisar que o extrato que apresentou melhores valores de FPS-UVB, foi
0 que possuia como solvente o EtOH70, o qual apresentou resultados positivos na
concentracdo de 0,5%. Ja o extrato com EtOH absoluto apresentou acdo fotoprotetora em
concentragOes acima de 1%. Tais resultados decorrem da maior polaridade apresentada pelo
EtOH70 quando comparado com o EtOH absoluto.

Diante dos dados supracitados conclui-se que o presente estudo constatou a presenca
significativa de acdo fotoprotetora nos extratos oriundos da espécie A. cearensis,
popularmente conhecida por sua acdo farmacoldgica, possibilitando assim que 0s mesmos
sejam utilizados em formulacdes com finalidade fotoprotetora, ja que ambos apresentaram
valores significativos nas concentragfes maiores ou iguais a 1%.

Ademais, processos de aprimoramento das técnicas de extracdo e a utilizacdo de
outras partes da planta sdo interessantes para aquisicdo de maiores teores de metabolitos

secundarios e consequentemente aumento da atividade desejada.
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