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Resumo: Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sdo responsaveis por suas
atividades farmacoldgicas e a produgdo destes metabolitos representa também uma interagao
quimica entre a planta e o ambiente em que as envolve. Logo, tal producao ¢ diretamente
afetada pelas variacdes ambientais. As formulacdes farmacéuticas disponiveis no mercado,
em sua maioria, sdo derivadas direta ou indiretamente de produtos naturais, como por
exemplo, as formulacdes cosméticas utilizadas para protecdo solar. O presente trabalho
trata-se de uma analise fitoquimica qualitativa das principais classes de constituintes quimicos
das partes aéreas das espécies 4. oleracea e C. paludosa do horto das faculdades Nova
Esperanca, buscando-se conhecer o perfil de metabodlitos secundarios produzidos e, se essas
espécies possuem atividade fotoprotetora. Foram obtidos os extratos etanodlicos brutos (EEB)
das plantas a partir das partes aéreas de cada uma separadamente. Para analise qualitativa uma
aliquota de cada extrato foi submetido isoladamente a ensaios especificos, estabelecidos na
literatura, para identificar a presenca das seguintes classes de constituintes: flavonoides,
saponinas, alcaloides, taninos e terpenoides, bem como por analise de espectros de RMN de
'"H. Na determinacio do fator de protecdo solar (FPS), empregou-se o método
espectrofotométrico de amostras em solu¢do adaptado por Mansur. Os testes fitoquimicos
compilados a técnicas espectroscopicas de RMN'H e comparagdes com os dados da literatura,
permitiram constatar o predominio de classes como: flavonoides, na espécie C. paludosa,
taninos na 4. oleracea e terpenoides em ambas. As identificagdes dessas classes de compostos
possibilitaram assim o direcionamento de um perfil fitoquimico para cada planta
separadamente e ratificam o uso e a distribui¢ao destas espécies cultivadas no horto medicinal
das faculdades Nova Esperanga, uma vez que, apresentam as principais faixas de metabolitos
que sdo provavelmente responséaveis pelas suas atividades bioldgicas. Na determinacdo do
FPS, tanto o agrido do Para (4. oleracea), quanto o alho do mato (C. paludosa) apresentaram
valores acima de 6,0 em todas as concentracdes analisadas, o que caracteriza um potencial
fotoprotetor positivo nas duas espécies, sendo este maior no alho do mato, 9,24 ¢ 11,42 ¢ 8,46
e 10,72 para o agrido do Para nas concentracdes de S0ug/mL e 100pug/mL respectivamente,
logo, sdo candidatos promissores para maiores investigagcdes da probabilidade do seu
potencial fotoprotetor. Recomenda-se que pesquisas adicionais sejam realizadas com as
plantas medicinais, fortalecendo assim o uso racional, baseado em estudos cientificos.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Screening Fitoquimico; Metabdlitos Secundarios;
Ressonancia magnética nuclear de H'; Fotoprote¢io.
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Abstract: The secondary metabolites produced by plants are responsible for their
pharmacological activities and the production of these metabolites also represents a chemical
interaction between the plant and the environment in which it involves them. Therefore, such
production is directly affected by environmental variations. The pharmaceutical formulations
available on the market are mostly derived directly or indirectly from natural products, such
as cosmetic formulations used for sun protection. The present work is a qualitative
phytochemical analysis of the main classes of chemical constituents of the aerial parts of the
species A. oleracea and C. paludosa from the Nova Esperanca college garden, seeking to
know the profile of secondary metabolites produced and, if these species have photoprotective
activity. The crude ethanol extracts (BSE) of the plants were obtained from the aerial parts of
each one separately. For qualitative analysis, an aliquot of each extract was separately
submitted to specific tests, established in the literature, to identify the presence of the
following classes of constituents: flavonoids, saponins, alkaloids, tannins and terpenoids, as
well as by analyzing 1H NMR spectra. In determining the sun protection factor (SPF), the
spectrophotometric method of samples in solution adapted by Mansur was used. The
phytochemical tests compiled with 1H NMR spectroscopic techniques and comparisons with
literature data, allowed to verify the predominance of classes such as: flavonoids, in the
species C. paludosa, tannins in A. oleracea and terpenoids in both. The identification of these
classes of compounds thus made it possible to target a phytochemical profile for each plant
separately and confirm the use and distribution of these species cultivated in the medicinal
garden of Nova Esperanca colleges, since they present the main ranges of metabolites that are
probably responsible for its biological activities. In determining the SPF, both Para cress (A.
oleracea) and wild garlic (C. paludosa) presented values above 6.0 in all analyzed
concentrations, which characterizes a positive photoprotective potential in both species, this
being higher in wild garlic, 9.24 and 11.42 and 8.46 and 10.72 for Para cress at concentrations
of 50pg/mL and 100pug/mL respectively, therefore, they are promising candidates for further
investigation of probability of its photoprotective potential. It is recommended that additional
research be carried out with medicinal plants, thus strengthening their rational use, based on
scientific studies.

Keywords: Medicinal plants; Phytochemical Screening; Secondary metabolites; H1 nuclear
magnetic resonance; Photoprotection.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais com o intuito da cura, tratamento ou mesmo a
prevengdo de enfermidades, ¢ uma pratica que atravessa geragdes. Por ser esta uma pratica
antiga, os conhecimentos eram normalmente transmitidos e mantidos principalmente pela
oralidade, motivo pelo qual pesquisadores enxergaram a importincia de estudos
etnofarmacoldgicos como ferramenta para o resgate e registro desses conhecimentos
(ARAUJO,2018; GOMES et al,2019).

A etnofarmacologia ¢ um método bastante utilizado para o estudo de plantas medicinais,
tratando-se da combinacdo de informagdes adquiridas junto a usudrios da flora medicinal
(comunidades e especialistas tradicionais), com estudos quimicos etnofarmacoldgicos
(ELISABETSKY, SETZER,1995; FERNANDES et al, 2019). Essa triagem da flora medicinal
representa um ganho para a exploragdo de novas substancias, assim como para o
desenvolvimento de novos farmacos, tendo em vista a enorme biodiversidade mundial ainda
inexplorada. (SALES; SARTOR;GENTILLI, 2015; NASCIMENTO JUNIOR, 2020).

As plantas medicinais (PM) produzem uma grande e diversa variedade de componentes
organicos, que sao divididos em dois grupos: metabolitos primarios e secundarios, sendo este
ultimo responsavel pelas substancias bioativas produzidas pelos vegetais (SARAIVA et al.,
2018;) . O metabolismo secundario € resultante de varias reagcdes anabolicas e catabolicas das
estruturas celulares; este processo metabodlico € derivado do metabolismo priméario que origina
os metabolitos primarios indispensaveis a vida celular das plantas (carboidratos, proteinas,
aminoacidos e 4cidos nucléicos) e que s@o provenientes das vias fotossintéticas e
respiratorias. (DELBONE; LANDO, 2010; CUNHA et al, 2016).

Assim sendo, os metabolitos secundarios gerados pelas plantas representam uma
interacdo quimica entre a planta ¢ o ambiente em que as envolve, por isso sua sintese ¢
correntemente afetada por variagdes ambientais. A época em que a planta é coletada é um
fator bastante relevante, uma vez que as consequéncias da sazonalidade no crescimento,
desenvolvimento e teor da quantidade dos compostos ativos estd associado a unido de
elementos climdticos, tais como: vento, temperatura, umidade, luz, pluviosidade e pode variar
durante o ano (PROCHNOW, 2015).

Dessa forma, a quimica de produtos naturais, especialmente a fitoquimica, através do

isolamento e determinacdo das suas estruturas quimicas e adotando para tanto os métodos
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cromatograficos e espectroscopicos, respectivamente vislumbra o conhecimento dos
metabolitos secundarios das espécies vegetais (SIMOES et al., 2017; SARAIVA, et al., 2018).

Devido a grande diversidade estrutural de metabdlitos produzidos durante o
metabolismo secundario, tais como: terpenos, alcaldides, saponinas, esteroides, taninos e os
flavonoides, que possuem diversas propriedades farmacoldgicas, as formulagdes
farmacéuticas disponiveis no mercado, em sua maioria, sao derivadas direta ou indiretamente
de produtos naturais (SOUSA et al, 2020).

O cancer ¢, atualmente, um dos mais graves e importantes problemas de satide que
acomete a humanidade. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de
pele ndo melanoma se apresenta como o tipo de cancer mais frequente no Brasil nos dias de
hoje, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais
(GOMES, 2019; INCA, 2021). Os raios Ultravioleta (UV) podem provocar danos ao DNA
das células, sendo assim considerados um dos fatores mais relevantes para a alta incidéncia da
doenga. Os mesmos podem causar imunossupressao, alteragdes quimicas e histoldgicas na
epiderme, envelhecimento precoce, cataratas e carcinogénese, dentre outras deterioracdes
(SOUSA et al, 2020).

A cada dia, a busca por produtos que tenham propriedades de origem natural
vem crescendo em todo o mundo e, sendo o Brasil um pais de vasta biodiversidade, torna-se
cada vez mais possivel a utilizacdo de extratos obtidos de plantas medicinais que apresentam
metabolitos ativos capazes de proteger a pele de fatores extrinsecos. Com isso, tem se
realizado a incorporacdo destes ativos em produtos cosméticos para maximizar os resultados e
estabelecer uma gama de opgdes no que se refere a protecao solar dos individuos (SOUSA et
al, 2020). Diante do que foi exposto, essa pesquisa vislumbra uma andlise fitoquimica e do
fator de protecdo solar (FPS) in vitro de duas espécies coletadas do horto das Faculdades

Nova Esperanca, sendo elas: Acmella oreacea (Agrido do Pard ou Jambt) e Cipura paludosa

(Alho do mato).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma andlise fitoquimica qualitativa das partes aéreas de Acmella oleracea e
Cipura paludosa do horto das faculdades Nova Esperanga, buscando-se conhecer o perfil de

metabolitos secundarios produzidos e se essas espécies possuem atividade fotoprotetora.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Rastrear os metabolitos secundarios dos EEB das partes aéreas das plantas medicinais
através de uma triagem fitoquimica por prospec¢do preliminar, realizando testes para
as classes de metabolitos: alcaloides,taninos, saponinas, terpenos e flavonoides;

e Complementar o conhecimento fitoquimico das espécies auxiliado por espectros de
RMN-H"

e Através de andlises in vitro avaliar se as espécies Acmella oleracea e Cipura paludosa
demonstram atividade fotoprotetora preliminar ;

e Realizar um comparativo se estas também apresentam as classes de metabdlitos

secundarios evidenciadas na literatura.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de produzir principios
ativos que possam alterar o funcionamento de orgdos e sistemas (LIMA et al, 2014,
NOBREGA et al, 2017). O uso terapéutico de plantas ao longo da historia baseou-se,
sobretudo, no conhecimento intuitivo e especulativo de homens e mulheres, que, com o passar
do tempo, aprenderam a diferenciar as ervas benéficas daquelas toxicas a saude (LEITE et al.,
2009; NUNES; MACIEL, 2017).

Tal prética esta inserida na Medicina Tradicional, também conhecida como Medicina
Alternativa ou Complementar, a qual se refere a conhecimentos, habilidades e praticas
baseadas na teoria, crencgas, experiéncias indigenas e de outras culturas, usadas na manutencao
da saude e na prevencao, na melhoria ou no tratamento de doengas fisicas e mentais (LIMA et
al, 2014; NOBREGA et al, 2017).

Atualmente, o interesse nas terapias naturais tem aumentado em todo o mundo. A
fitoterapia, termo dado a terapéutica que utiliza os medicamentos cujos constituintes ativos
sdo plantas ou derivados vegetais, destaca-se por buscar a cura das doencas bem como a
prevengio das mesmas, quando utilizada adequadamente (NOBREGA et al, 2017). No Brasil
a fitoterapia possui suas singularidades devido a ampla flora e a forte tradicdo do uso de
plantas medicinais (ROSA et al., 2011; ZALEWSKI, 2017; TRINDADE et al., 2018).

Sendo assim, o segmento da fitoterapia estd em constante desenvolvimento no
mundo e pode representar uma oportunidade para fortalecimento do setor farmacéutico
brasileiro, tendo em vista a riqueza da biodiversidade atrelada ao conhecimento adquirido
sobre as atividades biologicas das plantas através das instituicdes de ciéncia e tecnologia e

também pela sociedade civil (SOUZA; 2019; SILVA et al.,2020).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS
A disting@o entre metabolismo primario e secundario (ou especial) se da pelo conceito

de que metabdlitos secundarios ndo estdo envolvidos em processos geradores de energia.
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Outro ponto ¢ que os metabdlitos secundarios ndo estdo presentes universalmente entre as
plantas, expressando a individualidade de familias, géneros e, at¢é mesmo, espécies
(REZENDE et al, 2016).

Conhecidas como substancias bioativas, estas, sdo formadas a partir de produtos da
fotossintese com a funcdo de defesa para a planta. Para nds, humanos, sdo essas as substancias
responsaveis pelo efeito medicinal de uma planta, porém dependendo da dose administrada, o
efeito deixa de ser terapéutico e passa a ser toxico (REZENDE et al, 2016).

Tais metabolitos secundarios sdo classificados em trés grandes classes: compostos
fenolicos (flavonoides, taninos, lignina); compostos nitrogenados (alcaldides, glicosideos
cianogénicos) e terpenos (saponinas) (BODAS et al., 2012). Estas substancias secundarias
presentes nas plantas, t€ém papel importantissimo contra o ataque de patdogenos, herbivoria,
competicao entre plantas e aproximagdo de organismos benéficos dentre eles os dispersores
de semente, microrganismos simbiontes e polinizadores. Ainda destacam-se pela acdo
protetora em relacdo a estresses abioticos ligados a mudancas de temperatura, de luz,
exposi¢do a UV, conteudo de 4dgua, deficiéncia e niveis de nutrientes minerais (WANG, 2015).

Por conseguinte, estes metabolitos destacam-se também na farmacologia por serem
capazes de atingir alvos terapéuticos, proporcionando satide e bem-estar para o homem. Além
disso, os mesmos podem ser empregados em diversas outras areas, como na agronomia, no
ramo alimenticio, cosméticos e perfumaria. Assim, o estudo continuo dessas substancias

demonstra-se cada vez mais necessario.

3.2.1 ALCALOIDES

Em sua primeira defini¢do, os alcaldides apresentavam caracteristicas bdsicas,
continham um nitrogénio e eram obtidos de plantas. Hoje, ja se aceita que os alcaldides
podem ser obtidos de outros organismos que nao plantas, como organismos marinhos, fungos
e animais. Ademais, nem todos os alcaldides apresentam caracteristicas basicas, sendo que
alguns podem ser neutros ou até acidos (alcaloides quaternarios). A defini¢do apresentada por
Pelletier é, provavelmente, a mais aceita e diz que “[...] um alcaloide ¢ uma substancia
organica ciclica contendo nitrogénio em um estado de oxidacdo negativa que possui uma

distribui¢do limitada entre os organismos vivos” (Fig. 1, pag. 20)(SIMOES et al, 2017).
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Os alcaloides apresentam subclasses baseadas em suas caracteristicas estruturais, sao
elas: alcaldides verdadeiros - derivam de aminoacidos e possuem o nitrogénio em heterociclo,
os protoalcaldides - possuem o nitrogénio fora de um heterociclo, e, por fim, os
pseudoalcaldides - ndo se originam de aminodcidos, porém que incorporam o nitrogénio por
meio de outras rea¢des, como transaminacdo (SIMOES et al, 2017).

Uma das principais fungdes desse metabdlito € na defesa quimica das plantas contra os
predadores, desde vertebrados até fungos e outras plantas, isto certamente ocorre devido a sua
toxicidade. Além disso, eles podem desempenhar fungdo de protecdo a radiagao ultravioleta
(SIMOES et al, 2017). Comumente se apresentam na forma de cristais, incolores, nio
volateis, sabor amargo, insoliveis em dgua e soliveis em solventes como: etilico, éter,
cloroféormio, tetracloreto de carbono, alcool amilico e¢ benzeno. Para os humanos, os
alcaldides apresentam uma gama de atividades biologicas, pode-se citar, como exemplo, a
emetina (amebicida e emético), atropina e escopolamina (anticolinérgicos), quinina
(antimalarico), cafeina (estimulante do SNC), tubocurarina (miorrelaxante), dentre outros
(SIMOES, SCHENKEL, GOSMANN et al, 2007; CESSINO, 2014; NASCIMENTO
JUNIOR, 2020).

Figura 1. Estrutura quimica de um alcaloide (Morfina).

Fonte: SANTANA, 2018.
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3.2.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo um grupo de substancias naturais de consideravel interesse
cientifico e terapéutico devido a sua estrutura fendlica varidvel. Sdo pigmentos naturais
importantes e nas plantas tem como fung¢ao principal proteger estes organismos contra agentes
oxidantes (LOPES et al. 2010; RODRIGUES DA SILVA, 2015).

Basicamente, todos os flavondides sdo constituidos por trés anéis - dois anéis
benzénicos (anel A e B), ligados a um anel pirano de trés carbonos (anel C), constituindo uma
estrutura com quinze atomos de carbonos (Fig. 2, pag. 21) que podem sofrer variacdes
quimicas, como hidroxilacdo, hidrogenagdo metilagdio e sulfonagdo, proporcionando a
formag¢do de mais de quatro mil compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes (Fig. 3,
pag. 22) (GEORGIEV et al. 2014; RODRIGUES DA SILVA, 2015; ALMEIDA; SANTOS,
2018).

Ademais, os flavonoides apresentam importantes propriedades biologicas
(farmacologicas), incluindo, entre outras, acdo hormonal, anti-hemorragica e antialérgica.
Sdo, ainda, responsdveis pelo aumento da resisténcia capilar. Contudo, o efeito mais
importante ¢ a propriedade antioxidante como sequestradores de radicais livres e quelantes de

metais capazes de catalisar a peroxidacao de lipideos (TELES et al., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica bésica do flavonoide.

Fonte: TELES et al., 2015
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Figura 3. Exemplos de estruturas das classes de flavonoides
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3.2.3 SAPONINAS

As saponinas s3ao metabolitos quimicos chamados fitosterois que tém diversas
propriedades e varias utilizagdes. Sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. E
uma estrutura com carater anfifilico, parte da estrutura com caracteristica lipofilica (triterpeno
ou esteroide) e outra hidrofilica (acucares) (Fig. 4, pag.23) (SCHENKEL et al., 2001;
FERNANDES et al.,2019). Essa caracteristica determina a propriedade tensoativa, logo,
compostos pertencentes a essa classe sdo capazes de formar solugdes espumantes persistentes

e abundantes caracteristicas (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010; FILHO et al, 2020).

As saponinas sd3o componentes importantes para a agdo de muitas drogas vegetais,
destacando-se aquelas tradicionalmente utilizadas como expectorantes e diuréticas. Além
disso, as saponinas encontram utilidade crescente na industria de cosméticos, como

tensoativos naturais (p. ex., em produtos de higiene para criancas, logdes, xampus e
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alimentos). As mesmas podem ainda ser empregadas como adjuvantes no ramo farmacéutico,
aumentando a absor¢do de outros medicamentos mediante aumento da solubilidade ou

interferéncia nos mecanismos de absor¢do e como adjuvante para aumentar a resposta

imunolégica (SIMOES et al, 2017).

Figura 4. Estrutura quimica de uma saponina (glicirrizina)
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Fonte: SIMOES ,2017

3.2.4 TANINOS

Os compostos fendlicos sdo substancias que apresentam propriedades antioxidantes,
anti-inflamatoria e hipocolesterolémica, dentre elas, podemos destacar os Taninos. Estes se
apresentam como os compostos fenodlicos mais abundantes na dieta humana e podem
desempenhar um papel fundamental na redu¢dao do risco de doengas cronicas nao
transmissiveis, como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (GONCALVES,
2008; FISHER et al., 2011; SANTIAGO et al., 2020).

Taninos sao substancias ricas em grupos fendlicos e capazes de precipitar ou se ligar
a proteinas soluveis em agua. O sabor adstringente nos alimentos ¢ um indicativo da presenca

de taninos, ocasionado pela precipitagao das proteinas salivares, sendo um importante fator
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adverso na qualidade de muitas frutas e seus produtos processados (HUMMER &
SCHREIER, 2008; SANTIAGO et al., 2020 ).

Esses compostos sdo encontrados em cascas, folhas, raizes e troncos de diferentes
espécies de vegetais. Nas plantas, os taninos operam como mecanismo de defesa contra acao
de micro-organismos, porém sua forma de atuacdo ainda ndo ¢ completamente entendida
(FALCAO; AMUJO, 2011; AYRES et al, 2014; PUTTI, 2018). Classificados em dois
grandes grupos, taninos condensados - flavonoides que passaram por reagdes de condensagao
e polimerizagdo, formando oligdbmeros com grau variavel de polimerizagao (Fig. 5 pag. 24), e
taninos hidrolisaveis - sdo derivados do acido galico (4cido 3,4,5-triidroxibenzoico) (Fig. 6,
pag 24), geralmente esterificados em um nucleo de carboidratos, principalmente glicose

(RADEBE et al., 2013; PUTTI, 2018).

Figura 5. Estrutura de tanino condensado flavan-3-ol

R = (flavan-3-ol)

Fonte: BATTESTIN et al., 2004; SPIER; GUTTERRES, 2016.

Figura 6. Estruturas de taninos hidrolisaveis: galotanino e elagitanino.
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3.2.5 TERPENOS

Os terpenos ou terpenodides representam a maior classe de metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas, formando uma familia grande e diversificada de estruturas derivadas
de unidades de isopreno (5 carbonos). Nos vegetais, existem duas rotas biossintéticas distintas
que levam a biossintese dos terpenodides: uma ocorre no citoplasma (rota do acido
mevalonico), e a outra, nos plastideos (rota do 2-C-metileritritol-4-fosfato, abreviado como
MEP) (SIMOES, 2017; LOZANO, 2020).

A classificag@o dos terpenos se da de acordo com o nimero de unidades de isopreno,
ou unidades C5 presentes, sendo assim, classificados como: hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Fig. 7, pag. 26)(CRUZ e BRANDELLI, 2017;
SIMOES et al., 2017; LOZANO, 2020 ).

As atividades anti-inflamatdria, antibacteriana, antiviral, antidiabética, hepatoprotetora
e antitumoral aliadas a uma toxicidade reduzida, tornam os triterpenos e esteroides (Fig. 8§,
pag. 26) classes de substancias de bastante relevancia cientifica (FAUSTINO, 2015;
SANTOS, 2011).



Figura 7. Representacdo estrutural das diferentes classes de terpenos
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Figura 8. Estruturas de substancias mevalonicas.
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3.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

O processo de caracterizagdo quimica tem como objetivos a identificacao de grupos
de metabolitos de uma espécie vegetal cuja constituicdo quimica ¢ desconhecida, a busca de
um grupo especifico de metabolitos em uma espécie ja caracterizada previamente, visando ao
isolamento desse metabolito de interesse e sua posterior caracterizagdo estrutural, ou, ainda, a
investigagdo fitoquimica baseada em aspectos etnofarmacoldgicos e/ou quimiotaxondmicos
(SIMOES et al, 2017).

Tal triagem fitoquimica ¢ um recurso que permite determinar qualitativamente os
principais metabolitos presente em um material vegetal, tendo em vista o fato de os extratos
vegetais serem misturas complexas, permitindo-se verificar quais os constituintes mais
abundantes ou mais facilmente caracterizaveis e, neste sentido, orientar a extracdo e/ou
fracionamento de extratos para se obter os grupos de moléculas biologicamente ativas de
interesse. Trata-se de um exame rapido e superficial através de reagentes de coloracao ou
precipitagdo que irdo revelar ou ndo a presenca de metabolitos secundarios em um extrato.
(SHARAPIN, 2000; RIBEIRO, MAYWORM, 2017; DIAS et al.,2017; DE LUCENA et al.,
2020).

Para a identificacdo preliminar destes metabolitos secundarios sdo realizados alguns
testes fitoquimicos com o extrato etanolico, observando precipitacdes ou coloragdes dos
extratos dissolvidos em soluc¢do ou reativo especifico para os testes em estudo (ALMEIDA et
al., 2010; DA SILVA, 2010; SILVA, 2016; NASCIMENTO JUNIOR, 2020). Tais resultados
apresentados nos testes confirmam a presenca dos metabdlitos secundarios, como por
exemplo: coloragdo variavel entre o azul e o vermelho aponta a presenga de fenois e taninos
apos a adi¢do da solucdo alcodlica de FeCl3. No teste para identificacdo de saponinas ha
formagdo de espuma persistente e abundante caracterizando teste positivo, j4 a formagao de
um precipitado vermelho tijolo na presenc¢a do reagente de Dragendorff indica a presenga de
alcaloides (SOUZA et al., 2017).

Para a identificacdo de flavonoides, nota-se uma mudanca de coloragdo a depender
do meio 4cido ou alcalino a que foram submetidos os extratos. Esteroides e triterpendides sdo
confirmados com a presenga de coloracdo azul seguida de verde para esteroides e parda até
vermelha indicando os triterpendides, por extragdo com acido sulfurico, cloroférmio e

anidrido acético. Desta forma, os testes fitoquimicos se mostram de suma importancia no
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processo de determinagdo de metabdlitos secundarios presentes em extratos de plantas

medicinais (SOUZA et al., 2017).

3.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A técnica de andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) apresenta dados sobre
o numero de dtomos magneticamente distintos de is6topos analisados em uma determinada
molécula. Trata-se de uma técnica de andlise estrutural que pode ser dividida em
espectroscopia de alta resolucdo (alto campo magnético) e baixa resolugdo (baixo campo
magnético). A RMN também ¢é considerada uma forma de espectroscopia de absor¢do, assim
como ¢ o infravermelho e ultravioleta (Fig. 9, pag. 29). Uma amostra que apresenta 'H e "°C,
quando exposta a um campo magnético, pode captar radiacao eletromagnética na faixa de
radiofrequéncia (rf), sendo essa absor¢do definida pelos nicleos das moléculas (BEZZERA,
2013; NASCIMENTO JUNIOR, 2020).

Para que o is6topo de uma molécula possa ser analisado por RMN ¢ fundamental que
este possua a propriedade de spin, ou seja, disponha de massa impar ou nimero atomico
impar ou ambos. O aparelho de RMN moderno (Fig. 10, pag.30) ¢ denominado espectrometro
de pulso com transformada de Fourier, onde um pulso de rf com curta duracdo ¢ capaz de
excitar todos os prétons no mesmo momento, sobre a presenga de um campo magnético
constante. Um computador coleta todas as informagdes e transforma os dados de intensidade
versus tempo em intensidade versus frequéncia, por meio da transformada de Fourier (GIL,
1987; SILVA, 2018). O espectro de RMN ¢ a interpretagdo grafica emitida pelos sinais
mediante sua intensidade e agrega informacdes adicionais junto as técnicas de infravermelho,
e de ultravioleta (DE LIMA, 2013; NASCIMENTO JUNIOR, 2020).

Os espectros de RMN de 'H de amostras bioldgicas (tecidos, extratos de tecidos e
fluidos bioldgicos) contém um grande numero de sinais e, em muitos casos, a simples
inspecao visual destes espectros revela apenas uma pequena quantidade de informacgao.
Sabe-se que esses espectros sdo ricos em informagdes sobre a constitui¢do quimica da
amostra, o que possibilita inferir informagdes sobre propriedades quimicas, fisicas e
biologicas de um material. Usando uma modelagem quimiométrica, pode-se formalizar um

processo de correlacdo entre essas propriedades e seu espectro (MARASCHIN et al., 2016).
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A RMN tem se mostrado muito util ndo apenas para a elucidacdo estrutural, mas
também, na determinagdo da estereoquimica absoluta, na quantificacio de um produto em
mistura € no acompanhamento do rendimento de uma reagdo quimica em industria. Tais fatos
elucidados demonstram a importancia de analises executadas por RMN nos campos da
farmacologia e quimioterapia, uma vez que novas moléculas podem ser sintetizadas suprindo
cada vez mais a necessidade de novos farmacos (FERREIRA ef al., 2019; OLIVEIRA ef al,
2020).

Figura 9: Representagdo do processo de ressonancia
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Figura 10: Esquema representativo do equipamento de RMN.
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3.5 CANCER DE PELE E FATOR DE PROTECAO SOLAR

O cancer surge a partir de uma mutagao genética, ou seja, de uma alteragdo no DNA
da célula, que passa a receber instrugdes erradas para as suas atividades. De acordo com o
INCA, “cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que t€ém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos.” Ou seja, as células
mutadas dividem-se rapidamente e de maneira incontrolavel, levando assim, a formagao de

tumores (GOMES et al, 2019).

O cancer de pele ¢ a neoplasia de maior incidéncia no Brasil. Este, ¢ comumente
dividido em ndo melanoma (Carcinoma Basocelular ou Carcinoma Espinocelular) e
melanoma, sendo o tipo mais frequente e, o mais agressivo, respectivamente (PIRES et al,
2018). O Carcinoma Basocelular (CBC) ¢ o mais comum dos tumores de pele, representando
cerca de 70% dos casos identificados, manifestando-se nas dareas do corpo com maior
exposi¢do a luz solar. O aparecimento deste tumor ¢ diretamente proporcional a idade e a

quantidade de exposicao solar que o individuo sofreu. Sendo incomum em criancas e
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individuos de pele negra, devido a alta concentra¢do de melanina dos mesmos. Apesar da alta
incidéncia do cancer de pele ndo melanoma (CPNM) do tipo basocelular, o mesmo ¢ menos
agressivo. Isto se deve as suas caracteristicas de crescimento lento e de ndo desenvolver

metastase (SILVA, DIAS, 2017).

O Carcinoma Espinocelular (CEC) corresponde a cerca de 25% dos tumores de pele.
Diferentemente do CBC, o CEC tem maior capacidade de produzir metastases linfaticas e
viscerais, porém, se diagnosticado precocemente, ¢ possivel alcangar um bom prognostico de
cura. Os fatores de risco gerais para o desenvolvimento do cancer cutaneo sdo: exposicao
solar, exposi¢do a radiacdo, idade, género (sexo masculino), pele clara, exposi¢cdo a produtos
quimicos (arsénico, alcatrdo, carvao, parafina),dentre outros. Contudo, a radiacdo ultravioleta
(RUV), se apresenta como o fator mais relevante para o surgimento do cancer de pele.
Trata-se de ondas invisiveis emitidas pelo sol, sendo classificadas em UVA, UVB e UVC, de
acordo com o seu comprimento de onda. Os RUV que acometem e afetam a pele humana sao
os raios UVA e UVB, sendo que o UVC ¢ absorvido pela camada de ozonio (SILVA, DIAS,
2017).

O uso frequente de protetor solar constitui a principal ferramenta de prevencio ao
cancer de pele. Entretanto, por se tratar de uma formulagdo cosmética, grande parte da
populagdo tende a ndo priorizar seu uso, tanto por questdes culturais como socioeconomicas.
No Brasil, encontra-se em tramitagdo no Congresso Nacional o projeto de Lei n°
3.730/2004, o qual dispoe a respeito da obrigatoriedade de distribuicdo gratuita de protetor
solar pelo Sistema Unico de Satde (SUS), projeto de suma importancia para incentivar o
cuidado e a prevencao pela populacdo, porém ainda sem aprovacao eminente (MESQUITA et

al, 2020).

3.5.1 PLANTAS MEDICINAIS E ATIVIDADE FOTOPROTETORA

Os filtros solares sdo agentes que, de acordo com a natureza quimica e as propriedades
fisicas dos ingredientes ativos, atenuam a a¢do das radiagdes Ultravioleta (UV) por
mecanismos de absor¢do (organicos), dispersdo e reflexdo (inorgénicos). Nos dias de hoje,
a busca por produtos cosméticos de origem natural tem crescido exponencialmente, fato que

impulsiona pesquisas a respeito de plantas que oferecam substancias ativas capazes de
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prevenir o fotoenvelhecimento atuando contra os crescentes efeitos danosos do sol com o
desenvolvimento de preparagdes topicas naturais combinadas a filtros quimicos para proteger
a pele em toda a faixa de exposicado UVA e UVB (SOUSA et al, 2020; DE SOUSA, et al
2020).

A faixa da radiagao UVA (320-400 nm), com comprimento de onda de maior alcance,
penetra na pele, provocando lesdes na derme, causando fotoenvelhecimento, mutacdo génica
e pigmentacdo da pele. Enquanto que a faixa de radiagdo UVB (280-320 nm) ¢ a
radiacdo que possui energia maior, entre as que atingem a superficie terrestre, € que
promove  uma maior absor¢cdo pela epiderme, causando eritemas (vermelhiddao) e
queimaduras (MACENA et al, 2019).

Segundo a RDC N° 30, de 1° de junho de 2012, Fator de Prote¢ao Solar (FPS) ¢
definido como: “valor obtido pela razdo entre a dose minima eritematosa em uma pele
protegida por um protetor solar (DMEp) e a dose minima eritematosa na mesma pele quando
desprotegida (DMEnp)” (BRASIL, 2012). O valor obtido de FPS determina o potencial de
protecdo fotoprotetora frente a radiagdo UVB, sendo incerto ainda afirmar sua capacidade
com relagdo a protecao da radiagdo UVA (CORREA, 2012; CARVALHO, 2015).

Os extratos vegetais, atuam isolados ou em conjunto com os filtros quimicos na
absorcdo de radiagdes de forma semelhante aos ativos convencionais devido a presenca
dos polifendis. Estes compostos, sdo capazes de reduzir ou eliminar os efeitos causados por
meio dos raios ultravioletas (NASCIMENTO et al., 2009; CEFALI et al, 2016;
CONSTANTINI et al., 2014; MACENA et al, 2019). Metabdlitos como os alcaldides, com
nucleos aromaticos agem como absorvedores da radiagdo ultravioleta devido uma “excitagdo”
da sua molécula quando exposta (HENRIQUE ef a/, 2000; DA SILVA, 2016).

Em investigacao realizada por Macena et al (2019), uma formulagdao semi-solida
(bastdao) de protecdo solar contendo extrato glicolico de romad (Punica granatum) foi
produzida e analisada. A mesma apresentou estabilidade para a veiculagdo do ativo com a
presenca do extrato de roma, além de suas propriedades antioxidantes, que promoveu um
aumento no FPS em relacdo a formulagdo sem extrato. Dentre os metabdlitos destacados no
estudo, um teor bastante robusto de quercetina (flavonéide) pode ser observado.

A classe dos flavondides ¢ a mais estudada quando se fala de fotoprotetores, pois sao
uma classe de compostos polifendlicos sintetizados pelas plantas através da via metabdlica de

fenilpropanoides, além disto, possuem anéis aromaticos na estrutura molecular que
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confere-lhes a capacidade de absorver radiacdo UV entre 200 ¢ 400 nm, o que os torna
adequados para utilizacdo como agentes de prote¢do solar. Uma andlise de 6leos essenciais e
de extratos de folhas e galhos de Casca-preciosa ou Pau-rosa (4niba canelilla) apresentaram
um alto fator de protecdo solar. Sendo o valor maximo de FPS encontrado nas fases
diclorometanicas, das folhas e galhos, obtidas a partir dos extratos etanolicos. Ademais, os
extratos exibiram uma alta absor¢do da radiacio UVB em comparagdao com os padrdes
quercetina, benzofenona e o protetor solar comercial (DA SILVA, 2016).

Extratos de cajueiro (Anacardium occidentale) também ja foram estudados quanto ao
seu teor fotoprotetor e antioxidante. As leituras dos FPS dos extratos foram obtidos por ensaio
in vitro espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al. (1989) e realizadas em triplicata.
Estes, apresentaram valores de FPS 6,37 e 6,07, respectivamente. Onde de acordo com a
Resolucdo da ANVISA, considera-se um produto como protetor solar quando este possuir
FPS de no minimo 6, sendo assim, esses extratos tem grande perspectiva de utilizagdo como
fotoprotetores (NASCIMENTO et al, 2017; MOURA, 2020 ).

Segundo o INMETRO, o Brasil tem vasta parte de sua superficie demografica
localizada entre o Tropico de Capricornio e o Equador. Os raios solares, nesta regido, incidem
em um angulo mais perpendicular, fazendo do Brasil o pais com a maior area intertropical e
um dos mais ensolarados do mundo. Tal fato, associado a resisténcia de grande parte da
populagdo brasileira em utilizar protetores solares, corrobora com a alta incidéncia de casos
de cancer de pele constatados no Pais (FREITAS; JALIL, 2018; MOURA, 2020). Diante
deste cenario, pesquisas a respeito de plantas medicinais que possam ajudar na formulagdo de
protetores solares mais seguros e baratos crescem cada vez mais a fim de contribuir para uma

melhor e maior expectativa de vida do ser humano.

3.6 PLANTAS MEDICINAIS DO HORTO DAS FACULDADES NOVA ESPERANCA

3.6.1 Acmella oleracea (L) (Agriao do Para ou Jambu)

Acmella oleracea (L) R.K. Jansen, conhecida no Brasil, principalmente, como jambu

ou Agriao do Para, ¢ nativa da regido Amazonica brasileira, principalmente do estado do Para

e pertence a familia Asteraceae (Fig. 11, pag.34) (BESSADA ; BARREIRA; OLIVEIRA,
2015; NASCIMENTO,2019). Na medicina tradicional amazonica, o jambu ¢ consumido na
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comida ou cha para dor de dente, feridas na boca, pela sua acdo anestésica, analgésico,
antipirético, anti-inflamatorio, antioxidante, anti-hipertensivo, antifingico, antimalarico,
diurético e vasorelaxante (YAMANE, RODRIGUES, 2016).

Estudos em animais modelos de laboratério ou em célula in vitro tém relatado efeito
neuroprotetor (SUWANJANG et al., 2017; NASCIMENTO, 2019), atividade vasodilatadora e
antioxidante (WONGSAWATKUL et al, 2008; NASCIMENTO, 2019), acao
anti-inflamatoria, antimicrobiana (GUPTA; PATEL; RAVINDRA et al, 2012
NASCIMENTO, 2019). Além de apresentar tais efeitos medicinais, o jambu também
apresenta propriedades com caracteristicas semelhantes a produtos da industria quimica, como
a atividade larvicida e inseticida (MORENO et al, 2012; SIMAS et al., 2013;
NASCIMENTO,2019).

Dentre os metabolitos encontrados no jambu podemos destacar os compostos
fenolicos, alcaldides, flavonodides, saponinas, glicosideos esterdides e taninos. Em pesquisa
realizada por Yamane, 2016, o extrato etanolico do jambu foi utilizado na producdo de uma
formulagdo topica juntamente com o Oleo essencial da macela (Achyrocline satureioides
LAM), onde foi comprovada a atividade cicatrizante e antinociceptiva, principalmente em
razdo da presenga da substancia espilantol no extrato.

Devido a ampla variedade de compostos encontrados no jambu, 0 mesmo tem sido
utilizado como matéria prima para a produg¢do de produtos e processos na industria
alimenticia, farmacologica e¢ quimica (MONTECINOS et al.,2007; LIU et al., 2015;
NASCIMENTO,2019).

Figura 11:4Acmella oleracea (L) (Agrido do Pard ou Jambu)

Qs
¢ <

Fonte: YAMANE, 2016
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3.6.2 Cipura paludosa Aubl. (Alho do Mato)

O alho do mato (Cipura paludosa Aubl.) ¢ uma planta medicinal encontrada na
floresta Amazodnica, norte do Brasil. Membro da familia Iridaceae, a mesma tem sido usada
tradicionalmente para tratar dores, processos inflamatorios e infecciosos (SILVA NETO et al,
2014). Alguns géneros de Iridaceac possuem grande valor econdmico, isto se deve,
principalmente, ao potencial ornamental e uso em paisagismo, possuem raizes em forma de
bulbos, folhas plicadas e flores de cores variadas (amarelas, lilases, roxas, azuis ou brancas).
No género Cipura apenas a C. paludosa Aubl. é usada como ornamental e medicinal (Fig. 12,
pag.35) (LOPES, 2018).

Uma andlise fitoquimica do extrato etandlico de Cipura paludosa Aubl. com o uso de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) evidenciou a presenga de terpenos e / ou esteroides, alcaldides, quinoas e compostos
fendlicos, principalmente naftoquinona. Em investigagao realizada por Silva Neto et al, 2014,
avaliou-se a atividade antiinflamatéria do alho do mato em formulagdes topicas usando o
modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, comumente usado como modelo
experimental de inflamacao aguda. Os resultados da pesquisa indicaram que o extrato
etandlico de Cipura paludosa Aubl. tem uma capacidade marcante de conter a inflamagao

aguda induzida por carragenina (SILVA NETO et al, 2014).

Figura 12: Cipura paludosa Aubl. (Alho do mato)

© Mauro Peixoto

Fonte: https://www.brazilplants.com/iridaceae



36

4. METODOLOGIA

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo
Braz Filho (IPeFarM/UFPB) com a colaboragdo do Dr. Yuri Mangueira do Nascimento,
farmacéutico da Universidade Federal da Paraiba e no laboratério de bioquimica das
faculdades Nova Esperanga. O estudo fitoquimico ocorreu segundo a sequéncia descrita

abaixo:

4.1.0 Coleta de materiais vegetais
As partes aéreas (folhas) de duas plantas medicinais selecionadas (Tabela 1, pag.36)
foram coletadas no Horto das Faculdades Nova Esperanga, situada na cidade de Joao

Pessoa-PB e identificadas pela botanica Prof. Dra. Maria de Fatima Agra (UFPB).

Tabela 1: Plantas coletadas para investigagao.

No. Nome Cientifico Nome Popular Partes usadas da planta
1. Acmella oreacea Agrido do Para ou Partes aéreas
Jambu
2. Cipura paludosa Alho do mato Partes aéreas

Fonte: SILVA, 2020.

4.1.1 Processamento das plantas

O material botanico de cada espécie foi desidratado individualmente em estufa, com ar
circulante, a temperatura média de 40 °C, durante 72 horas, e posteriormente triturados em
moinho mecanico, obtendo-se os seus respectivos pos. Os pos das espécies, separadamente,
foram submetidos a uma maceragdo exaustiva por 72h, com etanol 98% (EtOH). As solu¢des
extrativas obtidas foram evaporadas em rotaevaporador, fornecendo seus respectivos extratos

etanolicos brutos (EEB).
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4.1.2 Prospecgao fitoquimica dos extratos etanolicos brutos (EEB)

As triagens fitoquimicas dos metabolitos secundarios presentes nos extratos etanolicos
brutos das espécies vegetais ocorreram de acordo com metodologia preconizada por SOUZA;
SILVA, 2006; SILVA et al., 2010; NASCIMENTO JUNIOR,2020. Para o EEB de cada

espécie os testes foram realizados separadamente, como descrito abaixo.

4.1.3 Teste para Flavonoides

Executou-se o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e magnésio). Onde, 5
mg do extrato foi adicionado, a aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita com 2 ml de
acido cloridrico concentrado. O fim da reacdo verificou-se pelo término da efervescéncia.

Aparecimento de cor parda ou vermelha, indicou a presenga de flavonoides no extrato.

4.1.4 Teste para Saponinas

Em 5 mg do extrato adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 5 ml de dgua destilada, logo
ap6s este foi filtrado para um tubo de ensaio, em seguida a solucdo foi agitada
permanentemente por 3 minutos e entdo observou-se a formacdo de espuma. Espuma

persistente e abundante (colarinho) indicou a presenca de saponina.

4.1.5 Teste para Alcaloides

Cerca de 5 mg do extrato teste, foi aquecido até¢ a fervura, com 30 ml de acido
cloridrico diluido. Em seguida, foi filtrado e dividido em 4 tubos de ensaios. Em 3 desses
tubos adicionou-se trés gotas dos reagentes de Dragendorff, Mayer e Bertrand,
respectivamente. Um tubo era o branco. A formacao de turvagado e/ou precipitado demonstrou

uma reacao positiva para alcaloides.

4.1.6 Teste para Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 ml do extrato teste (solubilizado em solvente
organico) foram adicionadas trés gotas de solu¢do alcodlica de FeCl;, sendo agitada
fortemente, para observar qualquer variacao de cor. Precipitado de tonalidade azul mostrou a

presenga de taninos hidrolisaveis, e verde, a presenca de taninos condensados.
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4.1.7 Teste para Terpenoides

Os testes para Esterdides/triterpendides foram executados pela reacdo de Lieberman
Burchard (anidrido acético + acido sulfurico concentrado), tomando 10 mg do extrato e
misturando-o a 2 ml de cloroférmio, em seguida filtrou-se a solugdo cloroférmica gota a gota
em um funil com algoddo coberto com alguns decigramas de Na2SO4 anidro. Em tubo de
ensaio, foi adicionado 1 ml de anidrido acético, agitando suavemente, e acrescentou-se
cuidadosamente trés gotas de H2SO4 concentrado, agitando suavemente e observando, se
haveria desenvolvimento de cores. Coloragdo azul evanescente seguida de verde, demonstrou

a presenca de esterdides/triterpendides respectivamente.

4.1.8 Analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H)
transcorreram no Laboratorio Multiusudrio de Caracterizagdo e Analise (LMCA-UFPB) da
Universidade Federal da Paraiba, com auxilio de um espectrometro da Bruker (400 MHz ('H).
Uma aliquota de 1 mg de cada EEB, separadamente, foi solubilizada em solvente
DMSO-d,; (Dimetilsulfoxidodeuterado), e, em seguida, com auxilio de pipeta de vidro
transferido para tubos de 5 mm de RMN e enviado para a central analitica para obtengao dos

espectros.

4.2 Estudo do fator de prote¢do solar - FPS
Os testes de FPS ocorreram no Laboratorio de Fitoterapia Bioquimica e Microbiologia
da UFCG-LAFBIM com a colaboragao e orientagao do Prof. Dr. Abrahdo Alves ¢ do aluno de

doutorado e Me. Aleson Pereira de Souza.

4.2.1 Determinagao do fator de protecao solar - FPS

Na determinacdo do fator de protecdo solar (FPS), empregou-se o método
espectrofotométrico de amostras em solugdo adaptado por Mansur. O método propde a analise
das solucdes contendo os extratos testes ( Acmella oreacea e Cipura paludosa), alcangando a
concentragdo final de 2 ml e diluicdo em etanol. Para tanto, as fragdes foram previamente
solubilizadas em agua deionizada, levadas ao vortex e, em seguida, diluidas em solugao

alcodlica (alcool etilico PA). As solugdes foram submetidas as leituras de suas absorbancias,
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de 5 em 5 nm, utilizando-se cubetas de quartzo em espectrofotometro na faixa do UV (290 a
320 nm). Em seguida, substituiu-se os valores de absorbancia obtidos na equagdo adaptada
(Figura 13, pag.39) por Mansur et al. (1986), que relaciona o produto entre o efeito
eritematogeno (EE) e a intensidade da radiagdo (I), que é constante em cada comprimento de

onda. Os testes ocorreram em triplicatas (DE SOUSA et a/, 2020).

Figura 13: Equacdo matematica utilizada no método de Mansur et al. (1986).

320

FPS espectrofotométrico = FC.Z EE(A).1(A). Abs(A)
290

Fonte: DE SOUSA, 2021

Sendo que a férmula de Mansur et al. (1986) [13] ¢ também composta pela leitura
espectrofotométrica da absorbancia da solugao (Figura 14, pag. 40) e fator de correcao (= 10).
Na qual: FPS = fator de protegdo solar; FC = fator de correcdo, calculado de acordo com dois
filtros solares de FPS conhecidos e testados em seres humanos de tal forma que um creme
contendo 8% de homossalato resultasse no FPS 4; EE(L) = efeito eritemogénico da radia¢do
de comprimento de onda; I (A) = a intensidade da luz solar no comprimento de onda e Abs (1)

= a absorbancia da formulagdo no comprimento de onda (DE SOUSA et al, 2020).



40

Figura 14: Representacao do método de Mansur.
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Fonte: DE SOUSA, 2021

4.2.2 Analises de dados

A anélise decorreu através da apresentagdo dos dados na forma de graficos e tabelas,

utilizando para isso o programa Microsoft Office 2007.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente estudo pode ser caracterizado quanto a sua finalidade como uma pesquisa
aplicada ou tecnolodgica, de natureza experimental com abordagem quantitativa analitica e
procedimentos técnicos laboratoriais (FONTELLES et al, 2009; OLIVEIRA,2020).

Para a andlise fitoquimica e a determinagdo do fator de protecdo solar das espécies
contamos com parcerias, com o Laboratorio de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho
(IPeFarM/UFPB) com a colaboracdo do Dr. Yuri Mangueira do Nascimento. E com o
Laboratorio de Fitoterapia, Bioquimica e Microbiologia -LAFBIM (UFCG) com a
colaboracao do Prof. Dr. Abrahdao Alves e do aluno de doutorado e Me. Aleson Pereira de
Souza, respectivamente. Vale ressaltar que a pesquisa teve como objetivo realizar a
determinagdo fitoquimica e andlise do FPS das espécies Acmella oleracea (L) R.K. Jansen e

Cipura paludosa Aubl.

5.1 Triagem Fitoquimica

Estudos fitoquimicos de triagem realizados nesta pesquisa, com A. oleracea (L) e C.
paludosa Aubl., utilizando os seus extratos etanolicos brutos (EEB), foram feitas por meio de
técnicas classicas, reagdes analitico-qualitativas para detectar a presenca de certos grupos de
fitoconstituintes (Tabela 2, pag.42). O mesmo foi direcionado para a busca dos principais
grupos de metabdlitos secundarios (alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos e saponinas)
(DA SILVA, 2021).

Os testes mostraram-se positivos para terpenoides em ambas as espécies, em
contrapartida, mostraram-se negativos para a classe dos alcaloides e saponinas. Para as
demais classes verificadas, na presente pesquisa, houve variagdes quanto aos resultados da

triagem, como podemos observar na tabela 2.
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Tabela 2: Prospeccao fitoquimica do EEBs de duas espécies coletadas no horto de plantas

medicinais da Facene.

Reacgdes Espécies vegetais

Agrido Alho do mato

Flavonoides/AICl; - +

Alcaloide/ Mayer - -
Dragendorff e Buchard

Terpenos/H,SO, + +

Taninos/FeCl, + -

Saponinas - -

Fonte: GOMES, 2021.

Os flavonoides sdo os mais estudados quando se fala de fotoprotetores, pois sdo uma
classe de compostos polifenolicos sintetizados pelas plantas através da via metabolica de
fenilpropanoides, além disto, possuem anéis aromaticos na estrutura molecular que
confere-lhes a capacidade de absorver radiacdo UV entre 200 e 400 nm, o que os torna
adequados para utilizagdo como agentes de protecao solar (DA SILVA, 2016).

Os testes da analise fitoquimica, possibilitaram sugerir a presenga de flavonoides na
espécie C. paludosa (Alho do Mato), corroborando com a literatura (Figura 15, pag.43) Silva
Neto e colaboradores (2014) conduziram uma pesquisa onde avaliou-se a atividade
antiinflamatdria do alho do mato em formulagdes topicas usando o modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos, sendo possivel confirmar a presenca de compostos
fenodlicos, principalmente as naftoquinonas - eleuterina e isoeleuterina, na espécie. Quanto a

A. oleracea, os teste para flavonoides mostraram-se negativos, fato que diverge da literatura,
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como afirma Yamane (2016) que utilizou o extrato etano6lico do jambu na produ¢do de uma
formulagdo topica juntamente com o 6leo essencial da macela. Tal divergéncia nos resultados

pode ser atribuida a fatores como a sazonalidade.

Figura 15 : Teste positivo para flavonoides (alho do mato).

Fonte: GOMES,2021

Em relacdo a classe dos alcaloides, os testes para as duas espécies demonstraram
resultados negativos (Figura 16, pag.44), o que ndo condiz com a literatura das espécies. Vale
destacar que inumeros fatores podem influenciar na produ¢do e/ou identificagdo destes
metabolicos, dentre eles, variagdes genéticas, nutricdo, localizacdo geografica, variagdes
sazonais, estresse durante o crescimento ou maturidade, e, at¢é mesmo a metodologia utilizada

na pesquisa (DO NASCIMENTO JUNIOR, 2020; DA SILVA, 2021).
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Figura 16 : Teste negativo para alcaloides (Reagente Mayer).

Fonte: GOMES,2021.

Para os terpenos, os resultados foram positivos para as duas espécies pesquisadas
(Figura 17, pag.45) o que condiz com a literatura que afirma que estes sdo constituintes
presentes em varias familias de plantas, sendo também a maior classe de metabdlitos
produzidos por plantas (SIMOES, 2017; LOZANO, 2020).

Os terpenos apresentam atividades anti-inflamatoria e antibacteriana que ja foram
comprovadas em estudos realizados com ambas as espécies (NASCIMENTO,2019; SILVA
NETO et al, 2014). Além disto, eles ainda sdo responsaveis pelas caracteristicas aromaticas
das plantas, como a produgdo de 6leos essenciais, que podem atuar na protecdo contra os
herbivoros e patdogenos, na propria competicao entre as plantas ou mesmo para fins de atragao
de organismos benéficos a elas, como animais polinizadores e dispersores (GREEN
POWER,2018). O Agrido do Pard e o Alho do mato s3o tradicionalmente utilizados na
culindria e na ornamentagdo de ambientes, respectivamente, justamente devido a tais

caracteristicas aromaticas ligadas a presenga de terpenos.
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Figura 17 : Teste positivo para terpenos (Agrido ¢ Alho)

R » |\

Fonte: GOMES,2021.

Taninos foram encontrados apenas na A. oleracea (L), fato que confirma o que diz a
literatura (Figura 18, pag.45). Na medicina tradicional amazdnica, o jambu é consumido na
comida ou chéd para dor de dente, feridas na boca, pela sua acdo anestésica, analgésico,
antipirético, anti-inflamatério (YAMANE, RODRIGUES, 2016). Em contrapartida, a analise
da C. paludosa Aubl para taninos mostrou-se negativa. A auséncia desse metabolito ¢
confirmada em pesquisa realizada por Silva Neto e colaboradores (2014), utilizando o extrato
etandlico na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia em Camada
Delgada (CCD).

Figura 18 : Teste positivo para taninos (4. oleracea)

Fonte: GOMES,2021.
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Os testes para identificacdo de saponinas foram negativos para ambas as espécies,
resultado caracterizado pela auséncia de espuma abundante apds a agitagdo das amostras
(Figura 19, pag.46). Esse resultado diverge da literatura encontrada para a A. oleracea (L).
Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de fatores associados a sazonalidade, ou, até
mesmo, a metodologia, terem influenciado na biossintese e na identificacdo deste metabdlito,
respectivamente. Quanto a C. paludosa, a andlise foi condizente com a literatura, que
confirma a auséncia desse metabolito no extrato (YAMANE, RODRIGUES, 2016; SILVA
NETO et al, 2014).

Figura 19 : Testes negativos para saponinas (Agrido e Alho).

Fonte: GOMES,2021.

5.2 Espectros de RMN'H das espécies vegetais

5.2.1 Acmella oleracea (L) (Agrido do Para ou Jambu)

No espectro de RMN de H' (Figuras 20 e 21, pag. 48) foi evidenciado um envelope de
sinais de alta multiplicidade compreendidos na regido entre oy 0,88 e 2,85 ppm,
caracteristicos de deslocamentos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos de

substancias da classe dos terpenos ou esteroides.
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Podemos também elencar nesses espectros varios multipletos na regido entre 6 3,0 e
5,0 ppm (Figuras 21, pag. 47) que ¢ tipica de hidrogénios oximetinicos ligados a carbonos
oxigenados, sugerindo a presenga de unidade de agucar, compostos glicosilados, na espécie,
como por exemplo, heterosideos de flavonoides. Os singletos em 4,10 ¢ 4,12 ppm, nos
permitiram inferir a possivel existéncia de hidrogénios de grupos metoxila que também sao
comuns nessa classe e em compostos fendlicos como os taninos (TELES et al., 2015;
FERREIRA et al., 2019).

Os nossos dados mostram regides condizentes com a literatura, em que dentre os
metabolitos encontrados no jambu podemos destacar os compostos fenodlicos, alcaldides,
flavondides, saponinas, glicosideos esterdides e taninos que ja foram isolados e/ou
identificados nas folhas da espécie (YAMANE, 2016).

A andlise fitoquimica realizada com os extratos aquoso e etandlico da planta revelou
presenga de saponinas, acidos organicos, acucares redutores, fendis, taninos, alcaloides,
esteroides, triterpenos, cumarinas, heterosideos cianogénicos e resinas (SAMPAIO et al.,
2015).

Diante das anélises fitoquimicas de A. oleracea, sao relatados em diversos trabalhos, o
grande potencial antioxidante e citotoxico da espécie. Que estariam atribuidas a presenca de
flavonoides, e outros compostos fendlicos como taninos, alcaloides, saponinas, 4cidos
organicos e agucares redutores (SIMOES et al., 2010; SILVA, 2003; SAMPAIO et al., 2015).

Romao et al. (2015), corroboram com os resultados dessa pesquisa, uma vez que
demonstraram no extrato aquoso de flores e folhas de 4. oleracea a presenca de esteroides e
flavonoides, com a ressalva de que o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais pode ser
considerado baixo, assim como sua atividade antioxidante, o que pode estar envolvido com a
parte vegetal utilizada.

A andlise dos extratos de 4. oleracea mostram uma espécie capaz de ser utilizada na
prevencdo de doencas transmitidas por vetores como o Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus (SILVA, 2015).

Os resultados obtidos sugerem que os dados de RMN 'H em conjunto com a triagem
fitoquimica, ratificam o uso e a distribuicdo, para a comunidade, do jambu cultivado no horto
medicinal das faculdades Nova Esperanca, uma vez que, a espécie apresenta as principais

faixas de metabolitos que sdo diretamente responsaveis pelas suas atividades biologicas.
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Figura 20 . Expansdo 1 do Espectro de RMN de 'H na regido de (8, DMSO-d,, 400 MHz) —

Acmella oleracea (L) (Agrido do Para ou Jambu).
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Figura 21. Expansdo 2 do Espectro de RMN de 'H na regido de (5, DMSO-d,, 400 MHz) —

Acmella oleracea (L) (Agrido do Para ou Jambu).
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5.2.2 Cipura paludosa Aubl. (Alho do Mato)

O espectro de RMN 'H (Figura 22 e 23, pags. 50) apresentou um conjunto de sinais
(multipletos) na regido entre oy 0,83 e 2,71 ppm, caracteristicos de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos, sugestivo de substancias que comportam um esqueleto triterpénico
e/ou esteroidal (FERREIRA et al., 2019).

Os multipletos elencados na expansdo 02 (Figura 23, pags. 49) em aproximadamente
Ou: 3,10 e 4,27 ppm sdo caracteristicos de caracteristicos de hidrogénios oximetinicos ligados
a carbonos oxigenados, indicios da presen¢a de hidrogénios anoméricos de agucares, como
também de protons de hidroxilas de taninos (GAIKWAD et al., 2017).

O espectro de RMN 'H e expansdes ainda exibiram um conjunto de deslocamentos
usualmente encontrados em anéis aromaticos dy: 6,66 ¢ 7,25 ppm, a presenca desses sinais
sdo comuns em flavonoides. Nas andlises fitoquimicas realizadas com a espécie, foi possivel
constatar a presenga de diversos compostos, incluindo alcaldides, flavonodides, terpenoides,
glicosideos, esterdides, dentre outros (SILVA NETO,2014).

Os dados compilados da triagem fitoquimica e dos RMN 'H véo de encontro a estudos
fitoquimicos realizados com as partes aéreas de C. paludosa mostram que esta espécie produz
principalmente os flavonoides 3,5-diidroxi-7, 4’-dimetoxiflavona-3-O-neohesperidosideo,
canferol-3-O-neohesperidosideo, canferideo-3-neohesperidosideo, quercetina
3-O-neohesperidosideo e tamarixetina (SILVA, PARENTE e ANTUNES, 2000), esteroides,
alcaloides (BRAGA et al., 2007), saponinas, sistosterol, (SILVA e PARENTE, 2004). Na
fracdo metanolica, Braga et al. (2007) relataram os seguintes constituintes: flavonoides,
esteroides e alcaloides (DUARTE et al., 2017).

Essa pesquisa sugere, de forma indireta, a possibilidade de utilizagdo desta planta
medicinalmente, como estabelecida na literatura, uma vez que apresenta faixas de
constituintes quimicos condizentes com sua principal atividade bioldgica, como agente
diurético, uma vez seguindo a monografia da espécie para sua utilizacdo correta. Também
enfatizamos que fatores dentre eles sazonais ¢ metodologicos podem influenciar na producao

e sintese de metabdlitos secundarios.
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Figura 22. Expansdo 1 do Espectro de RMN de 'H na regido de (5, DMSO-d,, 400 MHz) —
Cipura paludosa Aubl. (Alho do Mato).
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Figura 23. Expansdo 2 do Espectro de RMN de 'H na regido de (5, DMSO-d,, 400 MHz) —
Cipura paludosa Aubl. (Alho do Mato).
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5.3 Atividade Fotoprotetora - FPS

De acordo com a RDC N° 30/2012 da ANVISA, considera-se um produto como
protetor solar quando este possuir FPS de no minimo 6,0. Na tabela 3 (pag. 51) € possivel
observar que tanto o agrido do Para, quanto o alho do mato apresentaram valores acima de 6,0
em todas as concentragdes analisadas, o que caracteriza um potencial fotoprotetor positivo nas
duas espécies. Ainda ¢ possivel constatar também que, ambas as espécies demonstraram o
valor de 25,01 nas concentragdes de 500pg/mL e 1000pg/mL. No entanto, nas concentragdes
de 50pg/mL e 100ug/mL o Alho do mato alcangou valores maiores que o Agrido do Para,

sendo eles, 9,24 e 11,42 para o Alho do mato e 8,46 e 10,72 para o Agrido do Pard,

respectivamente.
Tabela 3: Determinacao de FPS das espécies
No. Nome Cientifico 50ug/mL 100pg/mL  500pg/mL  1000pg/m

1. Acmella oleracea (L) R.K. 8,46 10,72 25,01 25,01
Jansen (Agridao do Pard ou
Jambu)

2. Cipura paludosa Aubl. (Alho 9,24 11,42 25,01 25,01
do mato)

Fonte: GOMES, 2021.

Os dados sugerem que os efeitos fotoprotetorores dos extratos ocorrem de forma
concentragdo dependentes, ou seja, quanto maior a concentra¢do dos extratos em solucao,
maior sera o FPS e, consequentemente, a atividade fotoprotetora (VIOLANTE et al., 2008).

Para alcangar tais resultados, a espectrofotometria de absor¢ao dos EEB de Agrido do
Pard e Alho do Mato ocorreram no espectro da radiacdo ultravioleta como proposto por
Mansur et al.,(1986), assim realizou-se varreduras de 290 a 320nm (em intervalos de 5 nm)
com duragdo de 5 minutos, sendo que ao término desse tempo foi efetuado as mensuragdes

das absorbancias.
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Na obten¢do da leitura, utilizou-se o espectrofotometro digital (Biospectro®) com

cubeta de quartzo de 1 cm. Realizada a mensuragdo das absorbancias, os dados extraidos
foram submetidos a equacao de Mansur et al. (1986) (Figura 13, pg. 39) para verificar o Fator
de Protecdo Solar (FPS) in vitro. Esse método coloca em lista o efeito eritematdgeno e a
intensidade da radiagdo (EE x I) que foram medidos por Sayre et al. (1979). Esses sdo

demonstrados na tabela 4.

Tabela 4: Relagdo efeito eritematdgeno (EE) versus intensidade da radiacdo (I) conforme
o comprimento de onda (1).

A/nm EE x 1
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)

Os resultados obtidos vao de encontro com a literatura, como afirma Santos et al., (2021)
sobre o extrato aquoso das cascas do fruto de Tamarindus indica L. nas concentragdes de 50 e
500 pg.mL-1 que apresentaram valores de FPS de 6,54 ¢ 12,77, respectivamente, ¢ poderiam
ser utilizadas como protetores solares em fitocosméticos. De acordo com o estudo de Simdes
et al., (2019a), o extrato etanolico de Gossypium hirsutum L. (algoddo), nas concentragdes de
500 pg.mL-1 e 1000 pg.mL-1, apresentou relevante potencial fotoprotetor com FPS de 16,17
e 25, nessa ordem (SIMOES., et al, 2019; SANTOS, et al,2021).

Pesquisa realizada utilizando o extrato etandlico de Rhaphiodon echinus em quatro

concentracoes diferentes, demonstrou que apenas as duas maiores concentragdes (500 ug/mL
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e 1000 pg/mL) apresentaram valor de fator de fotoprotecao acima de 6 FPS, com os valores
de 23,65 e 25,00 respectivamente (MEDEIROS, et al, 2020).

Os resultados obtidos nessa pesquisa sao melhores que outros encontrados na literatura.
Em estudos realizados por Rosa et a/ (2008) utilizando o mesmo método, foram encontrados
FPS 8 para mil-folhas (Achillea millefolium L.), 6 para repolho (Brassica oleracea var.
capitata L.),5 para tiririca (Cyperus rotundus L.), 5 para boldo-brasileiro (Plectranthus
barbatus Andr.), 2 para arnica paulista (Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.) e 1 para serralha
(Sonchus oleraceus L.), ja o extrato EEB das folhas de O. gratissimum nas concentragdes de
0,01 a 0,09 pgmL’, tiveram atividades fotoprotetoras satisfatorias (6,0 a 23,98,
respectivamente) e acima do limite minimo exigido pela ANVISA (VIEIRA;ORLANDA,
2018).

A associagdo de uma amostra com boa atividade antioxidante ¢ um elevado nivel de
compostos fenolicos a um filtro protetor, podera ampliar a eficacia desse protetor, tendo em
vista que os compostos fendlicos podem reduzir a penetragdo da radiagdo UVB nas células,
atuando como um complemento aos protetores solares topicos (POLONINI et al., 2011.;
SOUZA et al., 2020), as espécies estudadas nessa pesquisa mostram em diversos trabalhos
uma boa atividade antioxidante e flavonoides, o qual ¢ o principal grupo quimico responsavel
pelo efeito fotoprotetor de vegetais, fato que pode estar correlacionado com a atividade
fotoprotetora de ambas (SILVA-NETO et al., 2014; YAMANE, 2016).

Como exposto por De Sousa et al. (2020) muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o
objetivo de desenvolver fotoprotetores naturais, pois estes apresentam menores efeitos
colaterais ¢ menor agressividade ao meio ambiente quando comparados aos protetores
sintéticos.

Assim, todos os estudos sugerem o desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras
naturais a partir de extratos com valores de FPS acima de 6,0, como também recomenda-se a
utilizagdo dos extratos vegetais como coadjuvantes aos filtros sintéticos, dessa forma estudos
complementares devem ser realizados para comprovagdo e eficiéncia da atividade
fotoprotetora, tendo como perspectiva a sua utilizagdo como principio ativo para formulagdes

fitocosméticas inovadoras.



54

6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato etanolico bruto das partes aéreas das duas espécies
vegetais Acmella oleracea (L)., e Cipura paludosa Aubl., permitiram constatar o predominio
de classes como: flavonoides, na espécie C. paludosa, taninos na A. oleracea e terpenoides
em ambas as espécies, as identificacdes dessas classes de compostos permitiram assim o
direcionamento de um perfil fitoquimico destas. Tendo em vista que os fatores sazonais
(clima, temperatura, época de colheita) e metodologicos, podem ser os aspectos que
influenciam na sintese de metabolitos secundarios.

Quanto a atividade fotoprotetora, evidenciou-se que as espécies 4. oleracea e C.
paludosa apresentaram potencial fotoprotetor caracterizado pelos valores de FPS acima de
6,0, como preconizado pela ANVISA. Os dados indicam que os extratos poderiam tornar-se
alternativas terapéuticas e candidatos promissores para maiores investigagdes da
probabilidade do seu efeito fotoprotetor.

Os dados apresentados nesta pesquisa abrem perspectivas para estudos futuros mais
aprofundados com estas plantas e com as demais espécies cultivadas no horto de plantas
medicinais das faculdades Nova Esperanca em prol da melhoria da qualidade de vida da

comunidade.
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