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RESUMO
O mercado dos cosméticos esta em constante crescimento e uma das grandes preocupacdes das
industrias ¢ prolongar a vida util dos produtos. Para isso, os conservantes sdo importantes nas
formulagdes, uma vez que evitam a oxidacao e inibem o crescimento de microrganismos. Uma
classe de conservantes utilizada ¢ a dos parabenos, porém, pelo fato das tendéncias pro-
ecoldgicas e a busca por um estilo de vida saudavel, vem crescendo a busca por produtos que
ndo possuam este tipo de conservante sintético. Neste sentido, os produtos naturais (PN) se
tornam uma alternativa. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades antioxidante
e antimicrobiana dos extratos das folhas, cascas e galhos de Lafoensia replicata Pohl,
preparados por maceragao, bem como identificar seus constituintes quimicos. Para além, foram
avaliados os mesmos pardmetros de um extrato preparado de acordo com metodologias
propostas através do conhecimento popular, comercializado como tintura. Os extratos
etandlicos e tintura apresentaram elevada atividade antimicrobiana para as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas ¢ para o fungo Candida albicans
(concentracdo inibitoria minima — CIM < 100 pg mL™'). Esses mesmos extratos apresentaram
teores de fenois elevados, fato que justifica a elevada atividade antioxidante (CEso <50 pg mL"
! pelo método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila — DPPH; e valores acima de
380 equivalente de Trolox em umol g!' de amostra pelo método da capacidade de redugio do
ferro — FRAP). A partir dos resultados obtidos, foram formulados cremes corporais utilizando-
se estes extratos, a fim de comparar sua eficicia como conservante em relacdo ao
metilparabeno, um dos conservantes mais utilizados nas industrias de cosméticos. Como
resultado, verificou-se que a inibi¢do do crescimento microbiano pelos extratos foi comparavel
a inibicdo promovida pelo conservante sintético. Por meio da espectrometria de massas (EM)
foi possivel identificar os compostos presentes nos extratos etanolicos, sendo as principais
classes de metabolitos as dos flavonoides, taninos e 4cidos fendlicos, como acido elagico, acido
galico, punicalagina, pedunculagina, punicalina e HHDP (hexaidroxidifenol) glicose, os quais
podem ser responsaveis pelas atividades apresentadas. Estes resultados demonstram que os
extratos de L. replicata sdo promissores como fontes de compostos bioativos e que estudos
relacionados a sua utilizagdo como conservantes na produ¢do de cosméticos sao promissores,

além da contribui¢do para a quimiossistematica do género.

PALAVRAS-CHAVE: espectrometria de massas, tintura, atividades bioldgicas, teste de
desafio, DPPH, FRAP.



ABSTRACT
The cosmetics market is constantly rising and one of its biggest objectives is to improve the
lifespan of its products. To achieve this, chemical preservatives are used to avoid oxidation and
inhibit the growth of microorganisms. Due to a tendency of a pro-ecological and healthy
lifestyle, there is a growing search for a chemical preservative that serves as an alternative for
the class of synthetic ones that is widely used in the industry (called parabens). In this way,
natural products (NP), can serve as such an alternative. Given this context, this article's
objective was to evaluate the antioxidant and antimicrobial activities for the extracts of the
leaves, barks and branches of Lafoensia replicata Pohl, produced by maceration, as well as
identify its components. In addition, the same parameters were evaluated in contrast with an
extract prepared following methodologies defined by popular knowledge, commonly sold as
dye. The ethanolic extracts and dyes showed high antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosas and against the fungus Candida albicans (minimum
inhibitory concentration — MIC < 100 pg mL™"). Such extracts showed high content of phenols,
which explains the high antioxidant activity (ECso < 50 pg mL' by the method of the
sequestration of the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl — DPPH — and values over 380
equivalents of Trolox in pmol g™ of sample by the method of iron reduction capacity — FRAP).
Given the results, body creams were produced using the plant extracts with the objective of
measuring its preservative efficacy when compared against methylparaben, one of the chemical
preservatives most used in the cosmetic industry. As a result, the antimicrobial activity of the
extracts was comparable to that observed with the synthetic preservative. Through mass
spectrometry (MS), was identified the chemical compounds present on the ethanolic extract.
The main metabolite classes identified were flavonoids, tanines and phenolic acids, such as
ellagic acid, gallic acid, punicalagin, pedunculagin, punicalin and HHDP glucose, which may
be responsible for the observed activity. The results show that the extracts of L. replicata are a
potentially good source of bioactives and that further study of their utility as chemical
preservatives looks promising, as well as the contribution for the chemosystematics of the

genus.

KEYWORDS: Mass spectrometry, dye, biological activities, challenge test, DPPH, FRAP.
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14

1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos de
higiene pessoal, perfumes e cosméticos (HPPC) sdo:

“preparacdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso
externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar,
unha, ldbios, 6rgdos genitais externos, dentes ¢ membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los,
perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais € ou
protegé-los ou manté-los em bom estado.” (BRASIL, 2005)

E extremamente comum o uso de cosméticos (pastas de dente, sabonetes, xampus, cremes,
etc.) na rotina didria das pessoas para cuidar da higiene pessoal. Tais cuidados sdo formas de
prevenir o contdgio de algumas doencas infecciosas, além de serem utilizados para fins estéticos
para melhorar a aparéncia fisica (NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021).

Em 2020, o mercado global de cosméticos foi de 277,67 bilhdes de dolares e apesar do
aumento no consumo de cosméticos no mundo nos ultimos anos, o mercado registrou uma
queda de 8% neste mesmo ano, devido a crise financeira global e a pandemia de COVID-19.
Projeta-se que o mercado global de cosméticos chegue a U$ 415,29 bilhoes até 2028, com uma
taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 5,3% (COSMETICS, 2020).

Uma das preocupacdes das industrias de cosméticos € prolongar o periodo de uso dos
mesmos, aumentando sua vida util. Para isso, ¢ comum o uso de conservantes (substincias que
inibem o crescimento de microrganismos € que evitam a oxidagdo do produto) em suas
formulagdes (NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021).

Dentre os conservantes existentes, um dos mais utilizados € o parabeno (éster do 4cido para-
hidroxibenzoico), que tem sido o tema de varios estudos pelos seus supostos efeitos adversos,
tais como sensibilizag¢do pelo contato e capacidade de interferir no sistema enddcrino. Pelo fato
das crescentes tendéncias pro-ecologicas e a busca por um estilo de vida sustentavel, os
produtores de cosméticos buscam cada vez mais alternativas para substituir conservantes
sintéticos por outros, preferencialmente de origem natural (FRANSWAY et al., 2019);
(NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021). Os parabenos sdo encontrados em

diferentes formas e alguns exemplos estao representados na Figura 1.
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Figura 1: Estruturas quimicas de alguns parabenos.

sendo:
Q R= CHj;: metilparabeno
OR R= CH,CHyj: etilparabeno
R= CH,CH,CHj: Propilparabeno

R= CH,CH,CH,CHj;: Butilparabeno

HO

Fonte: a autora.

Os produtos naturais sdo utilizados desde as civilizagdes mais antigas para fins medicinais e
para cuidados com a pele. Os extratos de plantas sdo utilizados devido a sua capacidade
antioxidante (conservante natural), de pigmentacdo e inibi¢do de atividade microbiana, que
também pode ser benéfica para prevengao de varias doengas (FOWLER et al., 2010). Ao longo
dos anos, 0 uso com maiores registros para produtos naturais se da para fins medicinais.

Newman e Cragg (2020) fizeram a classificagdo dos farmacos aprovados pelo FDA (do
inglés Food and Drug Administration) entre os anos de 1981 e 2019, considerando as seguintes
classes: produto natural sem nenhuma modificagdo estrutural, mesmo que semi ou totalmente
sintético (N), derivado de produto natural, geralmente com modificagao sintética (ND), produto
natural “botanico” (NB), farmaco produzido de forma sintética, porém com um grupo
farmacoéforico retirado de um produto natural (S*), puramente sintético (S), macromoléculas
biologicas como proteinas ou peptideos (B) e vacinas (V), além das subcategorias nomeadas de
NM, que sdo substancias que imitam produtos naturais, sendo colocadas como S/NM e S*/NM.
Dentro dessa classificacdo, ao considerar somente moléculas pequenas, (fora as vacinas e
macromoléculas bioldgicas), os farmacos produzidos inspirados em produtos naturais,
representam 66,7%, como representado na Figura 2, mostrando a importancia da quimica de

PN nos dias atuais (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Figura 2: Origem dos fArmacos aprovados pela FDA de 1981 a 2019.
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Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).
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Durante estes 38 anos de pesquisa, os farmacos desenvolvidos tiveram maiores indicagdes
para doencas infecciosas, incluindo microbianas, parasitarias e viral, representando 25% do
total de farmacos desenvolvidos. Destes 25%, 16% foram desenvolvidos a partir de produtos
naturais. Outras doencas, como cancer, diabetes e inflamacgOes tiveram mais de 50
medicamentos derivados de PN aprovados para cada uma (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Tendo em vista essa importancia da Quimica de PN para a descoberta de novos farmacos,
fitoterapicos, bem como potenciais utilizagdes nas industrias de cosméticos e alimentos, e
sabendo que as plantas sdo fontes promissoras de compostos bioativos, percebe-se a
necessidade da continuidade desses estudos e de aprofundar as investigagdes nos PN.

O uso de antimicrobianos de origem vegetal, capazes de agir no controle de bactérias,
atrasando ou impedindo seu crescimento, tem ganhado aten¢do mundial. Um dos motivos de
algumas plantas possuirem capacidade antimicrobiana ¢ o fato de elas produzirem, durante o
metabolismo secundario, compostos bioativos para se protegerem de ataques de bactérias,
fungos, virus, insetos e até mesmo de outras plantas concorrentes (ESSAWI; SROUR, 2000,
SCHAFER; WINK, 2009).

Para uma possivel atuagdo como conservante natural, além da atividade antimicrobiana, a
substancia também precisa ter uma boa capacidade antioxidante.

Os radicais livres no organismo humano correspondem as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e em baixo nivel sdo importantes para muitos processos bioquimicos (LIMA;
BEZERRA, 2012). Quando acontece um desequilibrio entre a produ¢do de agentes oxidativos
e sua degradacdo, tem-se o estresse oxidativo (SIES, 1991). Este processo possui importante
papel no desenvolvimento de doengas cronicas como o envelhecimento, diabetes e cancer. O
corpo humano possui alguns mecanismos para reduzir este estresse oxidativo, produzindo
antioxidantes naturalmente ou fornecidos através de suplementos e alimentacdo (PHAM-HUY,
LIEN AI;, HE, HUA; PHAM-HUY, CHUONG, 2008).

Nos ultimos anos, muitos estudos clinicos e laboratoriais identificaram os beneficios de uma
variedade de ingredientes naturais para cuidados com a pele (FOWLER et al., 2010). Familias
vegetais como a Rosaceae, Ericaceae, Punicaceae, entre outras, que fornecem frutas como o
morango, a amora, entre outras, possuem compostos considerados benéficos por possuirem alta
atividade antioxidante. Algumas especiarias e ervas, como tomilho, orégano, lavanda e alecrim,
também demostraram ser fontes promissoras de moléculas antioxidantes naturais
(HALVORSEN et al., 2002, EMBUSCADO, 2015, LOURENCO; MOLDAO-MARTINS;
ALVES, 2019).
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O Brasil se destaca em relagdo a disponibilidade de material vegetal, uma vez que € o pais
com maior biodiversidade do mundo, abrigando aproximadamente 20% do total de espécies
encontradas em terra e 4gua. Sao mais de 46 mil espécies vegetais conhecidas, espalhadas pelos
seis biomas (Amazdnia, Cerrado, Caatinga, Pampa, Pantanal e Mata Atlantica)
(BIODIVERSIDADE, 2022).

O Cerrado ¢ um dos maiores biomas da América do Sul e ocupa cerca de 23% do territério
nacional, abrigando 12.829 espécies nativas. Destas, apenas 17% se encontram em seu estado
de conservacdo. Boa parte deste bioma encontra-se sob alguma categoria de ameaga de
extingdo, devido a destrui¢do ambiental, principalmente voltada ao desenvolvimento de
atividades agropecudrias. Ainda assim, este bioma possui um papel social importante, pois
muitas populagdes sobrevivem de seus recursos naturais € possuem um conhecimento
tradicional de sua biodiversidade (CERRADO, 2022). Isto representa uma grande perda em
termos de biodiversidade e de possiveis compostos bioativos. Por isso, € notoria a necessidade
da continuidade dos estudos de diversas espécies para evitar que o conhecimento ainda
disponivel na natureza seja perdido.

Diante deste contexto, o presente trabalho estudou a composicdo quimica das folhas, galhos
e cascas de Lafoensia replicata Pohl, uma planta endémica do Cerrado, e avaliou as atividades
antimicrobiana e antioxidante. Destaca-se que até o momento ndo foram encontrados estudos
em relacdo a composi¢do quimica desta planta, bem como de atividade biologica. Somente um
estudo farmacologico constatou-se que essa espécie ¢ muito utilizada pela populacdo local do
leste do Maranhao para solucionar problemas relacionados ao figado, inflamagdes, cicatrizagao,
cura ou alivio de problemas renais, gastrite, pressdo alta, dor de cabeca e dor de barriga.
Contudo, nao ha estudo quimico-biologico suficiente desta planta para alicer¢ar os dados
etnofarmacoldgicos apresentados (SOBRINHO; ALMEIDA; MONTEIRO, 2016).

Dessa forma, este trabalho visa contribuir para a valorizagdo de espécies presentes no

Cerrado, bem como seu possivel potencial bioldgico.

2- REFERENCIAL TEORICO
2.1  Cosméticos

A palavra cosmético ¢ derivada do grego Kosmetikos que significa “héabil em adornar”, que
por sua vez teve sua origem na palavra Kosmos, que estd relacionada com algo organizado,
harmonioso e em equilibrio (SARTORI; LOPES; GUARATINI, 2010). Diversos tipos de
cosméticos fazem parte da rotina de milhdes de pessoas com finalidades distintas, como realizar

a higiene pessoal e melhorar a aparéncia e estética corporal. Os consumidores procuram por
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produtos cada vez mais eficazes, o que faz com que as industrias cosméticas invistam em
pesquisas cientificas para o desenvolvimento de novos produtos, que além dessas fungdes,
também beneficie a satide, causando modificagdes positivas e duraveis na pele, mucosa e couro
cabeludo, originando produtos que renovem, restaurem e rejuvenes¢cam (LUPO, 2001,
COSMETICS, 2020).

Existem registros arqueoldgicos do uso de substancias quimicas para fins cosméticos e para
cuidados com a higiene pessoal desde aproximadamente 3000 anos antes de Cristo. Supde-se
que esses materiais foram utilizados em diversas situagdes. As mulheres na Grécia Antiga e no
Império Romano utilizavam substincias para melhorar a aparéncia, esconder manchas,
engrossar ou alongar sobrancelhas, mudar a cor da pele pelo uso de pos faciais feitos de giz em
po, argilas e chumbo brancos. Labios e bochechas eram coloridos com o uso de minerais
extraidos de frutos e plantas. No antigo Egito, pinturas (Figura 3), textos escritos e estatuas
mostram o uso de corantes utilizados por suas propriedades estéticas, religiosas e terapéuticas,
durante rituais e funerais. Os rostos eram pintados para proteger de infecg¢des, raios solares e
insetos. Extratos vegetais eram usados para tingir cabelos e barbas. Além disso, era usado
gordura animal e vegetal, cera de abelha, mel e leite no preparo de cremes e pomadas para
proteger a pele de altas temperaturas e secura do deserto (VAN ELSLANDE et al., 2008,
PEREZ-ARANTEGUI et al., 2009, SARTORI; LOPES; GUARATINI, 2010, TAPSOBA et
al., 2010).

Figura 3: Pintura do timulo de Nakht no antigo Egito representando trés mulheres em um

banquete.

Fonte: (CNN, 2020) apud Werner Forman / Universal Images Group Editorial / via Getty Images.
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A rainha do Egito, Cledpatra, ¢ considerada como o simbolo do inicio do desenvolvimento
da cosmetologia, por conta de seus cuidados de beleza. Existem registros de que ela utilizava
leite para manter pele e cabelos limpos e hidratados e lamas do rio Nilo para melhorar o vigo
da pele. A maquiagem também fazia parte do cotidiano da rainha, bem como de outras
mulheres, homens e criangas. A pintura tradicional dos olhos geralmente era feita de cor
esverdeada e o olhar era alongado (conhecido como K/6/) com uma pasta preta de gordura

animal e chumbo natural (PEYREFITTE et al., 1998), como pode ser visto na Figura 4.

Figura 4: Desenho representativo da Cleopatra.

-

Na Grécia Antiga, a pratica de tomar banhos era bastante comum e a higiene e o asseio eram
valorizados. Lavavam-se antes de preces e viagens e ao chegar ao destino, o anfitrido oferecia
agua para lavar as maos ou at¢ mesmo um banho. Pessoas de classe privilegiada possuiam sala
de banho e banhava-se para ficar mais confortavel e atraente. Os servos utilizavam da 4gua de
cisternas ou pogos proximos a estas salas. Em Atenas, pessoas de classe mais baixa tomavam
banho de tempos em tempos em locais publicos, mantidos pelo governo e por iniciativa privada,
conhecidos como casas de banho, utilizando substancias de limpeza como cinzas de madeira e
argilas. Além disso, também existia o banho do Ginasio (que significa “lugar nu” em grego),
no qual os atletas, ap6s praticar exercicios fisicos, passavam dleo e cobriam-se de areia que em
seguida era retirada com o estrigil (espatula de metal curva) e seguiam-se para um banho frio
em duchas, banheiras ou bacias (ASHENBURG, 2007).

Na Roma Antiga, utilizavam-se de argilas ou terras para limpeza facial e giz para cobrir o
corpo das mulheres de altas posi¢des sociais com pos a base de chumbo e outros metais, para
demonstrar status. O banho, além de estar associado a higiene, também significava bem-estar

e durante este momento, eram utilizados chaés, ervas aromaticas e 6leos para massagem. Os
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romanos incorporaram os hébitos de higiene dos gregos e desenvolveram diversos sistemas de
abastecimento de agua. Os banhos duravam em torno de duas a trés horas e a limpeza era
considerada de grande elegancia entre os povos dessa época (PEYREFITTE et al., 1998).

Porém, com a queda do império Romano ¢ a entrada da Idade Média, um periodo marcado
pelo rigor religioso do cristianismo, o culto a higiene e a exaltagdo da beleza entrou em
decadéncia, pois acreditavam que com os banhos, o corpo ficaria suscetivel a doencas. Esse
habito de higiene passou a ser remetido as religides pagas e os costumes passaram a se resumir
em lavar as maos e o rosto antes das refei¢des (ASHENBURG, 2007, TREVISAN, 2011).

Ja na Idade Moderna, apds a descentralizagdo do poder da Igreja e o fortalecimento da
medicina, a culpa por se embelezar diminuiu e a moda comega a ganhar espago. Mesmo assim,
o habito de se banhar ainda era raro, pelo medo da volta de doengas da era passada, ficando
restrito para os nobres em algumas ocasides especificas. Elizabeth I da Inglaterra, banhava-se
uma vez ao més e seu sucessor, James I, declarava que lavava apenas os dedos das maos
(ASHENBURG, 2007). Apesar dessa restrigao em relacdo aos habitos de higiene, a maquiagem
e o embelezamento estavam em alta. Os produtos aromaticos ganharam muita visibilidade
devido aos péssimos habitos de higiene da populacdo e produtos feitos de tinta branca para o
rosto e misturas para pintar o cabelo ganharam popularidade. Porém, o uso de cosméticos
voltados principalmente para a estética, sofreu varias ondas de restrigdes (PEYREFITTE et al.,
1998, TREVISAN, 2011).

Somente no século XIX, na Idade Contemporanea, os cosméticos e os habitos de higiene
voltam a ser enaltecidos. Os banhos completos comeg¢am a acontecer diariamente e leis foram
criadas para encorajar a criacao de estabelecimentos com rede de 4gua corrente para este feito.
A venda e o uso de produtos cosméticos para higiene pessoal € maquiagens no mundo todo,
comecaram a aumentar cada vez mais. Nos séculos XX e XXI, os produtos voltados para
estética comegam a acompanhar a moda, o filtro solar ganha importancia e ha um aumento na
diversidade dos produtos que entram nessa categoria, bem como a busca obsessiva por unir
beleza e higiene. Ha também um aumento na negag¢ao com a aparéncia natural do corpo, fazendo
com que as pessoas busquem cada vez mais por cirurgias e cosméticos para se sentirem melhor
(PEYREFITTE et al., 1998, ASHENBURG, 2007, TREVISAN, 2011).

O mercado mundial de cosméticos sofreu algumas variagdes nas taxas de crescimento anual
entre os anos de 2004 e 2021 (Figura 5), porém, € possivel perceber o quanto ¢ um mercado

extremamente importante para a economia (COSMETICS, 2020, L’OREAL, 2022).
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Figura 5: Taxa de crescimento anual do mercado global de cosméticos de 2004 a 2021.
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Fonte: (L’OREAL, 2022).

Este setor na economia ¢ responsavel por movimentar aproximadamente 22 bilhdes de
dolares somente no Brasil. O pais € o segundo mercado em fragrancias, produtos masculinos e
desodorantes e o segundo no ranking global de paises que mais langam produtos anualmente
(ABIHPEC, 2022). Em 2018, as industrias de produtos de higiene pessoal, perfumaria e
cosméticos langaram mais de 7400 produtos, gerando cerca de 125 mil empregos. Dentre os
motivos para este crescimento, destaca-se o fato da busca constante por conhecimento,
renovacdo e desenvolvimento de formulas que apresentem seguranga aos consumidores,
seguindo as novas tendéncias e exigéncias dos clientes (ABIHPEC, 2019).

Em dezembro de 2019, iniciou-se uma pandemia, causada pelo coronavirus SARS-CoV—
2, na cidade de Wuhan, na China, o que pode explicar a variagcdo do mercado global de
cosméticos nos anos de 2020 e 2021. Desde entdo, a doenca se espalhou rapidamente pelo
mundo e foi declarada uma pandemia pela Organizacdo Mundial da Satide, em margo de 2020.
Uma das principais medidas de prevengao contra a propagacao da doenga € a higienizacdo das
maos. Isso inclui lavar as maos com agua e sabao por pelo menos 20 segundos, especialmente
apos tossir, espirrar, usar o banheiro ou tocar em superficies compartilhadas. Quando nao ha
agua e sabdo disponiveis, 0 uso de alcool em gel com pelo menos 70% de élcool ¢ uma
alternativa eficaz para desinfectar as maos. Devido a necessidade dessa higienizacdo, alguns

produtos de HPPC ganharam muita aten¢do neste periodo. Porém, existiu neste periodo
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pandémico a politica do “Fique em casa” ou “lockdown”, que foi adotada por muitos paises
como medida de prevencao e controle da pandemia de COVID-19 enquanto ndo existia outra
alternativa para o controle da doenca. Essa politica envolveu medidas para limitar a circulagao
de pessoas ¢ a interagdo social, incluindo o fechamento de escolas, empresas e outros locais
publicos. A ideia por tras desta medida, era reduzir o contato entre as pessoas e, assim, diminuir
a propagacdo do virus. Como consequéncia, o uso de alguns produtos de HPPC, como
maquiagens, diminuiu, o que pode ser explicado pela mudanga na rotina das pessoas. Além
disso, o uso de mascaras faciais também foi um limitante ao uso destes produtos (LANCET,
2020, BAKHATI; AGRAWAL, 2022, PREVENTION, 2023)

Os cosméticos no Brasil sdo controlados pela Camara Técnica de Cosméticos da ANVISA
e pela Resolucdo RDC numero 211 de 14 de julho de 2005. Eles sdo divididos em quatro
categorias (produtos para higiene, cosméticos, perfumes e produtos para bebés) e dois grupos
de risco: nivel 1 (risco minimo), englobando maquiagens, perfumes, sabonetes, xampus, cremes
de barbear, pastas de dente, cremes hidratantes, géis para fixagao de cabelos, talcos perfumados,
sais de banho, etc; e nivel 2 (risco potencial), englobando xampu anticaspa, desodorantes e
sabonetes intimos, desodorante antitranspirante, protetores solares, clareadores de cabelos,
0leos para massagem, etc. Todos os produtos para bebés se enquadram neste grupo e precisam
passar por processos mais rigorosos de inspecdo antes de serem comercializados (BRASIL,
2005).

Os produtos de HPPC antes de serem comercializados precisam ser notificados pela
ANVISA e uma das exigéncias para isso, € que os produtos sejam livres de microrganismos
que possam causar danos a saude (BRASIL, 2022).

Para evitar esta proliferacdo de microrganismos e aumentar a vida util dos cosméticos, as

industrias colocam em sua formulagao substancias conhecidas como conservantes.

2.1.1 Atividade antimicrobiana, antioxidante e uso de conservantes em cosméticos

Os cosméticos estdo suscetiveis a sofrer alteragoes, tais como mudanga das caracteristicas
organolépticas (cor, textura e cheiro), proliferacdo de fungos visivel, variacdo de pH e
viscosidade e liberagdo de gas, que podem acontecer devido a reagdes com oxigénio
atmosférico e/ou a presenca de microrganismos. Para evitar que isso acontega, as industrias
optam por adicionar aos produtos, os conservantes (MARTINI, 2006).

A ANVISA define os conservantes como:

“Substancias que sdo adicionadas como ingredientes aos produtos de

higiene pessoal, cosméticos e perfumes com a finalidade de inibir o
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crescimento de microrganismos durante sua fabricagdo e estocagem ou
proteger os produtos da contaminag¢ao inadvertida durante o uso” (RDC
N° 528, DE 4 DE AGOSTO DE 2021).” (BRASIL, 2021)

Os produtos de HPPC sao formulagdes complexas de materiais organicos € inorganicos com
uma fase aquosa e, consequentemente, ricas em nutrientes, que favorecem o crescimento de
microrganismos no seu meio. Isto pode afetar a eficacia dos conservantes que precisam
funcionar em um amplo espectro (ser eficiente para diferentes tipos de microrganismos) para
manter os produtos estaveis durante todo o seu periodo de validade e protegé-los durante a
fabricagdo e sobretudo durante seu uso. Os conservantes utilizados em cosméticos se dividem
em antimicrobianos e antioxidantes. O primeiro atua contra a proliferacio de bactérias e fungos,
enquanto o segundo evita os fendmenos de oxidagdo e o aparecimento de radicais livres na
mistura (TOLER, 1985, MARTINI, 2006).

A contaminag¢do microbiana de um cosmético pode ser proveniente de diversas fontes
durante seu processo de fabricagdo ou uso pelo consumidor. Algumas bactérias Gram (-) estao
relacionadas a contaminagdo de superficies inertes que podem ser transferidas para o produto,
enquanto bactérias Gram (+) sdo responsdveis pela contaminacdo ambiental. As bactérias
podem ser divididas de acordo com a composi¢ao de suas paredes celulares, em Gram positivas
(+) e Gram negativas (-). O primeiro grupo possui esta parede composta por peptidoglicano e
imersos nesta camada podem estar presentes outros polimeros, como lipoteicoicos, acidos
teicoicos e polissacarideo. J4 nas bactérias Gram negativas, o peptidoglicano constitui uma
camada delgada, sobre a qual se encontra outra camada composta por fosfolipideos,
lipoproteinas, proteinas e lipopolissacarideos. (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Existe também a contaminacdo que ocorre através dos funcionarios, decorrente dos baixos
niveis de higiene durante a fabricagdo dos produtos. A pele e as membranas mucosas possuem
uma protecdo natural e mecanismos de defesas contra os ataques de microrganismos. Embora
comumente encontradas como constituintes da flora normal do corpo, bactérias como
Staphylococcus aureus (Gram positiva), Pseudomonas aeruginosas (Gram negativa) e
Escherichia coli (Gram negativa) podem ser transportadas através da pele, causando infecgdes.
Por esse motivo, ¢ necessario antes de sua comercializacdo que as fontes potenciais de
contaminac¢do (funciondrios, instalagdes, equipamentos, aparelhos, materiais de produgao e
recipientes) passem por um adequado programa de sanitizacdo e higiene para garantir a
qualidade do produto e a seguranca do consumidor. Alternativas possiveis para evitar a
contaminagdo microbioldgica durante o uso dos cosméticos consistem em remover os produtos

com espatulas, o uso de luvas durante a aplicacdo e o acondicionamento em embalagens que
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evitem o contato direto com o consumidor, como bisnagas (BRASIL, 2013, SCCS, 2021)
(BAIRD et al., 1979, PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

No Brasil, a ANVISA ¢ responsavel por fiscalizar este setor e através da RDC n° 630 de 10
de marco de 2022, estabelece os parametros para o controle microbiolégico dos produtos de
HPPC. Cada lote fabricado deve ser analisado antes de entrar no mercado, a fim de manter a

carga microbiana dentro do padrao estabelecido, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Parametros para controle microbioldgico dos produtos de higiene pessoal, perfumes

€ cosméticos.

Microrganismos Limite permitido no produto acabado
Bactérias aerdbias mesofilas totais <10? UFC/grama
Staphylococcus aureus Auséncia em 1 grama de produto
Pseudomonas aeruginosas Auséncia em 1 grama de produto
Coliformes totais e fecais Auséncia em 1 grama de produto

Nota: UFC= Unidade formadora de coldnias.

Nos adultos saudaveis que apresentam resisténcia contra 0s microrganismos, o contato com
produtos de HPPC contaminados ndo representa um risco sério, porém, em pessoas com O
sistema imunologico fragilizado, criangas e idosos, pode acontecer infecg¢des, principalmente
se o produto for de uso em areas da pele com lesdes, membrana mucosa ou olhos. As infec¢des
causadas por este tipo de contaminacdo dependem do microrganismo, da resisténcia do
consumidor e da via de administracao do produto (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

Os conservantes sdo utilizados para evitar a proliferacdo de microrganismos e aumentar a
validade dos produtos. Para escolher qual utilizar, as industrias cosméticas precisam se atentar
ao que ¢ permitido pela legislagdo. A RDC n°® 528, de 4 de agosto de 2021, fornece uma lista
de quase 60 conservantes, indicando os limites de concentragdes a nao ultrapassar e ¢
constantemente atualizada pela ANVISA (BRASIL, 2021). Alguns exemplos das substancias

permitidas para os produtos de HPPC sdo encontrados na Tabela 2.
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Tabela 2: Exemplos de conservantes e suas estruturas moleculares, concentragdes maximas e
limitagdes permitidos pela ANVISA.

(continua)

Substiancia

Estrutura molecular

Concentracido maxima (m/v)/limitacoes

a) 2,5% em produtos que se enxaguem, exceto

O
. . os produtos para uso bucal. b) 1,7% em
Acido benzoico OH
produtos para uso bucal. ¢) 0,5% em produtos
que ndo se enxaguem.
a) 0,5%. Proibido em produtos para criangas
O
. o menores de 3 anos, produtos para uso bucal e
Acido salicilico OH ) ) L .
cuja aplicacdo possa conduzir a exposi¢ao por
OH
via de inalagao
4 . . O
Acido sorbico /\/\)J\ 0,6%
X "OH
OH
Sorbato de
. i 0,6%
trietanolamina
N
Ho/\/ \/\OH
Q
Sulfito de sodio oS0 Na* 0,2%
Na*
Acido 4- 0 . ‘
. ' ' 0,4% para cada substancia considerada em
hidroxibenzoico e OH o )
_ forma individual e 0,8% para misturas.
seus sais HO
0]
) _ 0,4% para cada substincia considerada em
Metilparabeno (0] o )
forma individual e 0,8% para misturas.
HO
O .
_ 0,4% para cada substancia considerada em
Etilparabeno o o )
forma individual e 0,8% para misturas.
HO
0,14% em forma individual e 0,8% para
0]
misturas. Nao usar em produtos que ndo
Propilparabeno o " ) )
enxdguem destinados a area de fraldas em
HO

criangas menores de 3 anos
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Tabela 2: Exemplos de conservantes e suas estruturas moleculares, concentragdes maximas e
limitagdes permitidos pela ANVISA.

(conclusdo)
Substincia Estrutura molecular Concentracido maxima (m/v)/limitacoes
o 0,14% em forma individual e 0,8% para
misturas. Nao usar em produtos que nao
Butilparabeno 07T ‘
enxaguem destinados a area de fraldas em
HO
criancas menores de 3 anos
Acido férmico HO&O 0,5%

2-feniletanol ©\ OH 1,0%
o>

, - ]
Alcool benzlico @ o 1.0%

Hexametilenotetr N~ °N
. N 0,15%
amina NbN

Fonte: Brasil (2021).

Para fazer a escolha de qual conservante utilizar, também ¢ necessario levar em conta o tipo
de produto a ser formulado, para analisar as possiveis incompatibilidades com os componentes
da formula, insumos, embalagens, instalagdes e equipamentos. Algumas propriedades fisico-
quimica dos produtos de HPPC afetam diretamente o crescimento microbiologico e/ou a
capacidade do conservante em atuar, como por exemplo: pH e quantidade de agua, nutrientes e
oxigénio disponivel (MARTINI, 2006, PINTO; KANEKO; PINTO, 2010, ANVISA, 2021).
Algumas substancias que atuam como conservantes ja foram removidas da lista da ANVISA
apos estudos mais aprofundados que revelaram possiveis reagdes nos usuarios.

Os ésteres do acido 4-hidroxibenzoico, sob os nomes de metil, etil, propil, butil parabeno,
citados na Tabela 2, sdo os conservantes mais utilizados pelas industrias de cosméticos e podem
ser utilizados sozinhos ou associados, respeitando-se os limites individuais de cada conservante
as condi¢des para as misturas. A concentragdo maxima permitida para estes conservantes ¢ de
0,14 a 0,4% quando utilizados sozinhos, ou 0,8% para misturas. Eles sdo escolhidos por
conseguirem atuar em um amplo espectro (atuam contra bactérias Gram positivas, negativas e
fungos), por terem fécil solubilidade e boa sensibilidade as variagdes de pH. Porém, a classe
dos parabenos tém sido o tema de varios estudos pelos seus supostos efeitos adversos por uso

continuo, como sensibilizagdo pelo contato e capacidade de interferir no sistema enddcrino ou
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por poder ser toxico para a reprodugdo. Com isso, a ANVISA, em 2021, proibiu o uso de
algumas dessas substancias nos produtos de HPPC, como isopropilparabeno, isobutilparabeno,
fenilparabeno, benzilparabeno, pentaparabeno, quartendrio-15, cloroacetamida e clorofeno
(MARTINI, 2006, FRANSWAY et al., 2019, ANVISA, 2021, NOWAK; JABLONSKA;
RATAJCZAK-WRONA, 2021).

Os conservantes antioxidantes, ao contrario dos antimicrobianos, ndo sao essenciais durante
a formulagao dos cosméticos. Eles sao utilizados nos produtos de HPPC que possuem gorduras
insaturadas e ingredientes ativos que sdo facilmente oxidaveis em sua composicdo. Estas
substancias sdo responsaveis por algumas caracteristicas organolépticas, mas também
aumentam o valor nutritivo da formulagao, formando acidos graxos e vitaminas lipossoluveis,
o que facilita a degradacdo dos produtos (MARTINI, 2006, CHORILLI; LEONARDI;
SALGADO, 2007).

Ainda n3o ha uma lista com essas substidncias e nem restricdes quanto ao uso de
antioxidantes em cosméticos. Os mais utilizados, com a fun¢ao de conservar os produtos, sao
dibutilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), EDTA e galatos de propil, octil e
dodecil e quando usados, devem estar detalhados na embalagem do produto acabado
(FRANKEL, 1980, MARTINI, 2006).

A estrutura fenolica destes compostos (Figura 6) € capaz de doar um atomo de hidrogénio
ao radical livre, transformando-os em radicais livres que podem se estabilizar sem promover
reagdes de oxidacdo (ZEB, 2020). Porém, alguns estudos tém mostrado que embora sejam
considerados seguros para humanos no nivel permitido pela legislagdo, sua presenga no meio
aquatico e a polémica dos dados toxicologicos sao de grande preocupacao (BOTTERWECK et
al., 2000, SARMAH et al., 2020).

Figura 6: Estruturas moleculares do BHA e BHT.

OH
HO

BHT BHA

Fonte: a autora.

O uso de antioxidantes em cosméticos ndo se restringe a fungdo de conservantes. Varios

agentes quimicos, fisicos e microbiologicos aos quais a pele € exposta, sdo responsaveis pela
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formagao das espécies reativas de oxigénio, também conhecidas como radicais livres. Essas
espécies sdo fundamentais para diversos processos bioquimicos do organismo, como a geragao
de energia, ativagao de genes e participa¢ao de mecanismos de defesa. Entretanto, quando ha
um desequilibrio entre sua formagdo e remocdo, ocorre o estresse oxidativo. Os niveis de
antioxidante no organismo nao sdo capazes de compensar os efeitos nocivos dos radicais livres,
causando danos as estruturas celulares através da oxidagcdo de biomoléculas, levando a
problemas como envelhecimento, diabetes e cancer. Para impedir os efeitos negativos das
EROs, desativando-as antes de atacarem as estruturas c€lulas, a industria cosmética opta por
utilizar em suas formulag¢des, compostos antioxidantes que sdo mais facilmente oxidados do
que as estruturas celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, SHAMI; MOREIRA, 2004,
SARTORI; LOPES; GUARATINI, 2010).

A oxidagdo de lipideos insaturados acontece em trés etapas diferentes (Figura 7). O processo
¢ iniciado a partir da interacdo de um iniciador [radicais peroxila (HO") ou hidroperoxila
(HOQO")] ocorrendo a retirada de um atomo de hidrogénio do carbono alfa a dupla ligagdo do
lipideo insaturado, dando origem a um radical livre. Assim sendo, a fase de propagacdo ¢
caracterizada por varias reagdes que levam a formagao de diversos peroxidos, substancias
responsaveis pela deterioragdo de produtos, alimentos e/ou estresse oxidativo no organismo
humano. Cada radical peroxido pode retirar um hidrogénio de uma molécula de acido graxo
que nao foi oxidada. Porém, como os peroxidos sdo moléculas instaveis, sua formacao ¢
limitada pelas fases iniciais da oxidagdo que continuam até a fase de terminagdo. Com o
esgotamento dos substratos, os radicais peroxila sdo transformados em compostos de oxidacao
nao radicalares. Radicais livres interagem entre si para formar substincias estaveis ou nao

reativas, como alcoois, cetonas, aldeidos, éteres e hidrocarbonetos (ZEB, 2020)

Figura 7: Etapas do processo de oxidacdo de lipideos.
Iniciacdo R-H— R
R+0,— RO-0'(radical peroxila)

Propagacdo RO-O +R-H —= R+ ROOH

Reag¢oes em cadeia

RO-O+RO-0—= ROOR+0,

Terminagdo produtos estaveis

RO-O'+R —= ROOR
R +R —= RR

Fonte: adaptado de Zeb (2020).
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As moléculas dos antioxidantes t€ém uma ou mais hidroxilas capazes de interromper a reagao
em cadeia (que acontece na fase de propagacdo da oxidacdo) que leva a formagdo de
hidroperdxidos ou peroxidos através da remocgao ou inativagao dos radicais livres. Na Figura 8
¢ mostrado as equagdes da reacdo de acao, no qual o radical livre captura o hidrogénio ativo do
antioxidante com mais facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas,
formando espécies inativas para a reagao em cadeia e um radical estdvel por ressonancia e nao

¢ capaz de iniciar uma reacao oxidativa.

Figura 8: Reagdes entre radicais livres e antioxidantes fenolicos.

R-0-0" + AH R-O-OH+A’

R+ AH RH+A

Nota: ROO" e R sdo radicais livres, AH antioxidante
com um atomo de hidrogénio ativo e A" radical estavel.

Fonte: Adaptado de Zeb (2020).

Diante das controvérsias existentes em relagdo aos conservantes sintéticos e a crescente
tendéncia pro ecoldgica, juntamente com a busca por um estilo de vida mais saudavel de grande
parte da populagdo, as industrias cosméticas buscam cada vez mais alternativas para substituir
essas substancias por outras, de origem natural (FRANSWAY et al.,, 2019, NOWAK;
JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021). E para que estas substincias naturais
consigam atuar como conservantes, ¢ necessario que possuam atividades antimicrobiana e

antioxidante expressivas.

2.1.2 O uso de produtos naturais nos cosméticos

As industrias cosméticas tém tido interesse em fitoquimicos com atividade antioxidante, pois
¢ uma estratégia promissora por minimizarem os danos causados pela radiagdo na pele, uma
vez que essa exposi¢do a luz solar esta relacionada aos danos oxidativos que podem levar aos
efeitos do envelhecimento, como rugas, falta de elasticidade e marcas de despigmentacdao ou
hiperpigmentacgdo. Extratos naturais de plantas e 6leos essenciais podem atuar nessas areas e
produzirem suavizagdo, cura e efeitos rejuvenescedores, além de terem propriedades
antimicrobiana, emolientes, corantes, umectantes, cicatrizantes, antimutagénicos € sao
considerados possiveis substituintes para os conservantes sintéticos (KOLE et al., 2005,

CHANCHAL; SWARNLATA, 2008, RIVELLI et al., 2008, SARAF; KAUR, 2010).
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Tém se tornado cada vez mais comum o uso de plantas para a formulacdo de produtos de

HPPC e isso se deve aos beneficios que elas possuem e que estdo sendo mostrados em diversos

estudos, como por exemplo o alto teor de compostos fenolicos e a capacidade antioxidante dos

mesmos. Varias empresas fazem o uso de plantas em seus cosméticos e alguns exemplos se

encontram na Tabela 3.

Tabela 3: Exemplos de empresas que utilizam plantas em suas formulagdes.

(continua)
Espécie vegetal Empresas Produtos
Avon! Hidratantes corporal
Boticério? Xampu, condicionador, mascara capilar, hidratante corporal
Persea americana o ‘ ‘
Dove® Xampu, condicionador, mascara capilar, hidratante corporal
(Abacate) . .
Garnier* Tintura de cabelo
Nivea® Hidratante corporal, hidratante labial, desodorante
Avon' Mascara capilar, hidratante corporal
Boticério? Hidratante, pos barba
Aloe vera
Dove® Espuma de barbear
(Babosa) _ _ _
Nivea® Hidratante labial e corporal, sabonete, espuma de barbear
Pantene’ Xampu, condicionador
Boticario® Sabonete
Bambusoideae o _
Dove® Xampu, condicionador, méscara de tratamento capilar
(Bambu) . .
Pantene’ Xampu, condicionador, mascara capilar, creme para pentear
Boticario® Desodorante
Calendula officinalis '
Dove® Hidratante corporal
(Caléndula) ' ' ‘
Simple organic® Espuma facial
Boticario? Hidratante, sabonete, locao pos barba
Dove® Espuma de barbear, sabonete corporal
Matricaria chamomilla
. Garnier* Mascara facial
(Camomila)
Nivea® Sabonete intimo, desodorante, logao pds barba

Simple organic®

Balm para os olhos

Cymbopogon citratus L’occitane’

(Capim Lim3o) Natura’

Hidratante, sabonete, desodorante, xampu, condicionador

Sabonetes, desodorantes, hidratante corporal
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Tabela 3: Exemplos de empresas que utilizam plantas em suas formulagdes.

(conclusdo)
Espécie vegetal Empresas Produtos
Dove? Xampu, condicionador, méscara capilar
Simmondsia chinensis
' Nivea® Hidratante labial e corporal, sabonete intimo
(Tojoba) Pantene’ Mascara de tratamento capilar
Avon' Hidratante corporal
Macadamia Natura’ Sabonete, hidratante corporal, desodorante
Pantene’ Mascara de tratamento capilar
Boticario® Hidratante, xampu, sabonete, batom
Vitellaria paradoxa Dove® Hidratante corporal, sabonete corporal
(Manteiga de karité) Nivea® Hidratante corporal e labial

Simple organic®

Hidratantes

Punica granatum

Avon'
Dove?

L’occitane’

Hidratante corporal
Hidratante corporal, sabonete corporal

Gelatina de banho, batom

(Roma) . .
Natura’ Gel esfoliante, hidratante corporal
Pantene’ Mascara de tratamento capilar, reconstrutor capilar
. ' Avon' Mascara esfoliante, hidratantes, vitamina C concentrada
Acido ascorbico o ‘ .
o Boticario® Séruns, maquiagens, hidratantes
(Vitamina C) ) ] ) )
Garnier* Séruns, mascara facial, gel de limpeza, hidratante, protetor
Nivea® Hidratantes, creme antissinais
Simple organic® Hidratante para area dos olhos, solugdo vitamina C
Boticério? Hidratante, ampola capilar, 6leo de limpeza facial
Dove® Espuma de barbear
Garnier* Mascara facial, hidratante, tintura para cabelo
Vitamina E L’occitane’ Batom
Nivea® Hidratante labial e corporal, logdo p6s barba, sabonete
Simple organic® Batom, hidratante, sérum
Pantene’ Condicionador, mascara capilar, reconstrutor capilar
Nota: Produtos consultados nos sites das respectivas empresas 'www.avon.com.br

Zwww.boticario.com.br

‘www.dove.com.br *www.garnier.com.br *www.loccitaneaubresil.com.br

Swww.nivea.com.br 'www.pantene.com.br *www.simpleorganic.com.br “‘www.natura.com.
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O extrato de abacate (Persea americana) possui grande quantidade de compostos fenolicos
e ja foram identificados flavonoides derivados de glicosideos de quercetina, proantocianidinas,
canferol e acidos fendlicos derivados do acido clorogénico e cumarico (Figura 9). Estudos
mostraram elevadas atividades antimicrobiana e antioxidante para os extratos de cascas,
semente e polpa do fruto, sendo um bom aliado para a produgdo de produtos de HPPC. Uma
patente foi depositada em 1999 de uma formulacao contendo de 5 al5% em massa de lipidios
extraidos do caroco e se mostrou eficaz para melhorar estrias e outras lesdes cutaneas através
da aplicagdo topica na pele afetada (MOY, 1999, KOSINSKA et al., 2012, MELGAR et al.,
2018).

A Aloe vera (Aloe barbadensis), da familia Xanthorrhoeaceae, popularmente conhecida
como babosa, tem sido amplamente utilizada com aplicagdes cosméticas e tradicionalmente ¢
empregada para tratar irritagdes na pele, queimaduras, picadas de inseto e feridas, por possuir
propriedades anti-inflamatoria e cicatrizante. Além disso, melhora a hidratacdo por meio de seu
mecanismo umectante, bem como auxilia no tratamento e redugdo de rugas. O gel de Aloe vera
contém acido salicilico (Figura 9) que possui propriedades bacteriostaticas e € citado como um
bom aliado para peles secas e propensas a inflamagdes, por possuir propriedade hidratante
(CHOlI etal., 2001, WEST; ZHU, 2003, CHANDAN et al., 2007). Além disso, outros principios
ativos isolados (antraquinonas) das folhas da Aloe vera (aloesina, aloeemodina e barbaloina)
foram testados e se mostraram eficazes para exercer efeito quimiopreventivo (EL-SHEMY et
al., 2010).

A camomila (Matricaria chamomilla) ¢ uma planta muito usada pela medicina popular,
principalmente em forma de chd, para acalmar, reduzir a ansiedade, insOnia e ajudar em
problemas com o sono e suas flores eram usadas na Roma e Antigo Egito eram utilizadas em
rituais para reduzir a febre. Em livros recentes sobre aromaterapia e fabricagdo de cosméticos
vendidos na Internet e cada vez mais comuns, encontra-se a indicacdo de extratos e oleo
essencial de camomila para a formulagdo de produtos para aliviar problemas como acnes, couro
cabeludo seco, queimaduras, picadas de inseto e erupgdes cutaneas, bem como seu uso de forma
aromaterapéutica para dores de cabeca, problemas de menopausa, gastrite entre outros
(LAVABRE, 2001, JONES, 2011). Estudos ja mostraram a presen¢a de varios flavonoides,
como quercetina, canferol, rutina e derivados dos 4cidos cafeico e fertlico (Figura 9),
responsaveis pelas atividades antioxidante, anticoagulante e antiplaquetaria dos extratos dessa
planta. Devido as suas propriedades anti-inflamatorias, ¢ utilizada também para tratos

respiratdrios, gastroentérico, mucosas e irritacdes na pele (MCKAY; BLUMBERG, 2006,
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BIJAK et al., 2013, HAGHI et al., 2014, KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2015, RAUF et
al., 2021).

Como observado na Tabela 3, outra planta utilizada por varias empresas na fabricagdo de
hidratantes corporais, sabonetes, desodorantes e mascaras de tratamento capilar, ¢ a
Macadamia. Suas nozes sio ricas em compostos fenolicos, tocoferois e tocotrienois (Figura 9),
o que confere propriedades antioxidante, anticancerigena e redutora de colesterol aos
consumidores. Por conter estas substancias, o 6leo de macadamia pode ser considerado um bom
aliado em produtos para a pele, pois estes compostos sdo eficazes na prevengao do estresse
oxidativo induzido pela luz solar (KOHNO et al., 1995, QUINN; TANG, 1996, PACKER;
WEBER; RIMBACH, 2001, WALL, 2010). J& existem diversas patentes de formulagdes
contendo 6leo de macadamia, dentre elas, um produto para cuidados dos labios contendo pelo
menos 0,5% da massa total do 6leo ou um de seus derivados juntos com uma cera também de
origem natural, sendo a empresa L.’Oréal a requerente (BLIN; GUILLARD, 2010).

Dentre as substancias naturais mais utilizadas e conhecidas pelo seu poder antioxidante,
encontra-se as vitaminas C e E (Figura 9). A primeira, também conhecida como acido
ascorbico, € encontrada em frutas citricas e vegetais. Além de sua propriedade antioxidante e
de atuar diretamente nos radicais livres induzidos por UV, também ¢ considerada um
ingrediente antienvelhecimento pelo fato de conseguir estimular a produgdo de colageno
(DARR et al., 1992, CHAN, 1993, PHILLIPS; COMBS; PINNELL, 1994). Tanto o acido
ascorbico, quanto alguns de seus derivados como palmitato de ascorbila, ascorbil fosfato de
magnésio e acido ascorbico, estdo associados como inibidor de parametros relacionados a
producdo de tumores de pele em camundongos, além de ajudar contra queimaduras de UV,
melhora na cicatrizagdo, psoriase e eczemas, o que ¢ justificado pelas suas atividades
antioxidante e anti-inflamatéria (SMART; CRAWFORD, 1991, RAMALHO; JORGE, 2006,
LIMA et al., 2009). Como observado na Tabela 3, esta substancia muitas vezes ¢ vendida de
forma pura e concentrada pelas empresas de cosméticos, principalmente para produtos

relacionados ao rosto e rejuvenescimento.
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Figura 9: Estrutura moleculares de substancias encontradas nos extratos de plantas usados

em produtos de HPPC.
OH
OH
O
OH O OH O
quercetina canferol alfa-tocoferol
(0] (0]
* o HO  on
0] 7 OH
OH HO :
HO OH
acido salicilico acido cafeico acido fertlico acido ascorbico

Fonte: a autora.

A vitamina E ¢é conhecida por ocorrer na natureza em pelo menos oito formas diferentes: a,
B, v e 6-tocoferol e a, B, y e d tocotrienol, sendo diferenciados pelo numero e posi¢ao do grupo
metila na parte fendlica do anel de cromanol. Sdo antioxidantes lipossoliiveis com um anel de
cromanol e cadeia lateral hidrofobica. No caso dos tocoferois, essa cadeia lateral insaturada
contém 16 atomos de carbono (fitil) e os tocotrienois possuem uma cadeia mais curta, com
cadeias laterais insaturadas (isoprenil) (NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006, PHAM-HUY, L.
A.; HE, H.; PHAM-HUY, C., 2008, SCHWARTZ et al., 2008), conforme mostrado na Figura

10.

Figura 10: Estruturas moleculares de tocoferois e tocotrienois.

Tocoferois
Ry
HO
Rz o CH, a: R; =R, =R;=CH;,4
R3
B:R;=R3;;R,=H
Tocotrienois y:R;=H; R, =R;=CH;

S:RIZRZZH;R3:CH3

Fonte: adaptado de (PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001).
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Dentre todos esses, o a-tocoferol ¢ o mais bioativo para seres humanos e o Instituto
Internacional de Medicina definiu que ele € o Unico que contribui para poder ser chamado de
vitamina E. Estudos mostram que esta vitamina ¢ encontrada em 6leos vegetais, soja, nozes e
farinha e esté relacionada com a redu¢ao dos danos causados pela radiagdo UV, queimaduras
solares, diminui¢cdo das rugas e se mostrou benéfica contra cancer de colon, prdstata, mama e
doengas cardiovasculares (GENSLER; MAGDALENO, 1991, BEIJERSBERGEN VAN
HENEGOUWEN; JUNGINGER; DE VRIES, 1995, LOPEZ-TORRES et al., 1998, PHAM-
HUY, L. A.; HE, H.; PHAM-HUY, C., 2008, AZZI, 2019).

Viarias dessas matérias primas naturais sdo obtidas através do metabolismo especializado
(secundario) das plantas e muitas delas estdo sendo estudadas e usadas em formulagdes de

produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos.

2.2 Metabolismo especializado (secundario)

O metabolismo de uma planta é o conjunto de reacdes quimicas mediadas por enzimas que
esta sempre acontecendo nas células. Esses sistemas enzimaticos sao conhecidos como vias
metabolicas e sdo cruciais para a manutencao da vida dos organismos. Os compostos quimicos
formados, transformados ou degradados, recebem o nome de metabdlitos e sdo divididos em
metabolitos centrais (ou primarios) e especializados (ou secundarios). As plantas sdo eficientes
na sintese de compostos organicos via fotossintese a partir de materiais inorganicos encontrados
no meio ambiente, enquanto outros organismos, como os animais, dependem de conseguir estas
matérias-primas através de dietas ricas em consumo de plantas (DEWICK, 2002).

O metabolismo central acontece da mesma forma em praticamente todos os organismos, com
pequenas variagdes e compreende a produgdo de substancias vitais para a sobrevivéncia das
plantas, como carboidratos, proteinas, polissacarideos, lipideos, 4cidos graxos e nucleicos. Ja o
metabolismo especializado acontece em grupos especificos dos vegetais, expressando a
individualidade das espécies e possui funcdes importantes para o crescimento das plantas. Os
metabolitos especializados (ME) ndo sdo necessariamente produzidos sob todas as condigdes e
as vias de biossintese podem ser ativadas durante um estagio particular do desenvolvimento ou
durante um processo de estresse. Os ME sdo produzidos para auxiliar na prote¢do das plantas
contra agentes externos, na defesa contra exposi¢do a raios UV-B e na comunicacao da planta
para atrair ou alertar outros organismos. Apesar de nao serem considerados essenciais para a
vida dos vegetais, ja que sua auséncia ndo leva o espécime a morte, sdo importantes para sua

sobrevivéncia e ¢ o metabolismo especializado que fornece a maioria dos produtos naturais
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farmacologicamente ativos (DEWICK, 2002, WINK, 2010, KROYMANN, 2011, POTT;
OSORIO; VALLARINO, 2019).

As principais classes de ME sdao derivados do metabolismo central, através de quatro
intermediarios principais: acetil coenzima A (acetil CoA), acido chiquimico, &cido mevaldnico
e fosfato de metileritritol (Figura 11), através de suas vias metabolicas: via do acetato,

chiquimato, mevalonato e metileritriol.

Figura 11: Estruturas moleculares dos intermediarios responsaveis pela formagao dos

metabdlitos secundarios.
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Fonte: a autora.

Estes compostos sofrem reagdes catalisadas por enzimas, originando varios ME com uma
grande complexidade de estruturas quimicas. Os principais compostos originados destas vias
metabolicas sdo os terpenos, alcaloides e compostos fenolicos. Os primeiros, juntamente com
os esteroides, sdo produzidos pela via do mevalonato e metileritritol fosfato. Possuem diversas
funcdes nas plantas que possibilitam a sinalizac¢do entre organismos simbioticos e sao utilizados
para atrair insetos polinizadores. Os monoterpenos encontrados nos 6leos essenciais, sao
responsaveis pelo armazenamento e excre¢do de diversas substancias, como por exemplo o
limoneno, responsavel pelo cheiro de frutas citricas como laranja e limdo e o eucaliptol, com
cheiro caracteristico de menta. Além disso, os terpenos também atuam como agentes
antimicrobianos das plantas, sdo constituintes da parede celular vegetal, podem ser usados como
pigmentos, participam diretamente da fotossintese e sdo responsaveis pela prote¢dao da planta
contra o excesso de radiacao solar (DEMMIG-ADAMS; GILMORE; ADAMS, 1996,
DEWICK, 2002, KABERA et al., 2014, BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

Os alcaloides sdo produzidos a partir de aminoacidos aromaticos pela via do chiquimato e
de aminoécidos alifaticos oriundos do ciclo de Krebs. Ja os compostos fenolicos contemplam
uma diversidade de compostos. As antronas e antraquinonas sao oriundas da via do acetato,

fenilpropanoides, ligininas, lignanas, cumarinas e 4cidos fenolicos sao produzidos pela via do
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chiquimato. Os flavonoides podem ser oriundos das vias do acetato e chiquimato (DEWICK,
2002, GUNATILAKA, 2012).

Assim como os terpenos, os compostos fendlicos desempenham fungdes importantes de
suporte e sustentacao para as plantas, sao responsaveis pela pigmentacgao de flores, pela atragao
de animais com finalidade de polinizagdo, bem como protecdo contra raios UV e
microrganismos. As principais vias de sintese para estes compostos sao acetato e chiquimato.
Para os homens, estes compostos sdao altamente utilizados na produg¢dao de farmacos, por
apresentarem atividades anti-inflamatérias, anti-hepatotoxicas, antimicrobianas, antivirais,
dentre outras. Além disso, contribuem significativamente para a cor ¢ sabor de alimentos e
bebidas e sdo eficazes na elimina¢do de radicais livres (DEWICK, 2002, BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015, HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2019).

Como exemplo destes compostos, tem-se as catequinas (flavan-3-ol) também sdo
encontradas na natureza na forma de oligdmeros (pequenos polimeros), que sao chamados de
proantocianidinas ou taninos condensados. Eles contribuem com adstringéncia para alimentos
e bebidas e sdo importantes para o curtimento de couro (DEWICK, 2002, TSIMOGIANNIS;
OREOPOULOU, 2019). Os taninos condensados possuem sua estrutura baseada em
percursores de flavonoides, portanto, também sao sintetizados pelas via acetato e chiquimato e
a hidrolise destes compostos leva a formagdo de antocianidina (QUEIROZ; MORAIS;
NASCIMENTO, 2002, HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2019).

J& os taninos hidrolisaveis sdo polimeros fenolicos que ndo sdo originados dos flavonoides
e sdo formados a partir de varias moléculas de &cidos fenolicos, como galico e
hexahidroxidifénico, unidos por ligacdes éster a uma molécula central de glicose. Os
elagitaninos e galotaninos sdao exemplos de taninos hidrolisaveis e compostos de unidade de
acido elagico e galico, respectivamente (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2019, TSIMOGIANNIS;
OREOPOULOQU, 2019). As estruturas dos taninos condensados e hidrolisaveis sao mostradas

na Figura 12.
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Figura 12: Estruturas de taninos condensados e hidrolisaveis.
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Fonte: adaptado de (GIADA, 2013).

Os taninos sao encontrados em frutas como magas, bananas, amoras, tdmaras, uvas, peras,
framboesas, legumes, graos como favas, ervilhas, vinhos etc. A ingestdo moderada de alguns
tipos de tanino pode ser benéfica para a saide humana e estdo sendo amplamente investigado
pelas suas acdes terapéuticas ¢ como forma de prevenir diversos tipos de cancer. Possuem
funcdo de inibir herbivoros, atividade antimicrobiana, antiviral e alguns estudos mostram
atividade antitumoral e anticancerigena (CHUNG et al., 1998, PIZZI, 2008).

Na Figura 13 s3o mostradas as rotas envolvidas na biossintese dos metabdlitos

especializados de forma simplificada.



39

Figura 13: Fluxograma simplificado das rotas metabdlicas.
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Fonte: adaptado de (CASTRO et al., 2004).

Como citado anteriormente, os estudos dos metabdlitos especializados das plantas possuem
grande importancia para a sociedade, para a criagdo de novos farmacos e fitoterapicos, bem
como para as possiveis utilizagdes nas industrias de cosméticos e alimentos. Plantas do Cerrado

tém ganhado cada vez mais atenc¢ao nestes estudos, dentre elas, espécies da familia Lythraceae.

2.3 Familia Lythraceae

A familia Lythraceae ¢ representada por ervas, (sub)arbustos, arvoretas ou arvores,
distribuidas principalmente nas regides dos tropicos, com poucos registros de algumas ervas em
regides temperadas. Ocupam brejos, campos aridos e pedregosos, cerrados e raramente florestas
tropicais. Inclui 32 géneros e aproximadamente 600 espécies (CAVALCANTI; NORONHA,
2009). No Brasil, encontram-se nove géneros, sendo Cuphea e Diplusodon os mais comuns, com
cerca de 120 e 85 espécies, respectivamente. Algumas espécies desta familia sdo cultivadas no
pais, como por exemplo, Lafoensia acuminata, nativas do Peru para o uso em arborizag¢ao nas
ruas e parques e Lawsonia inermis L. (conhecida como Henna), espécie da Africa e Eurasia,
utilizada nas industrias de cosméticos como tintura para cabelos (CAVALCANTIL, GRAHAM,
2002; CAVALCANTI, NORONHA, 2009).
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Dentre as espécies mais conhecidas desta familia, encontra-se a roma (Punica granatum L.).
E conhecida pelo seu poder antioxidante, anti-inflamatério, anticancerigeno e antimicrobiano.
Normalmente, essas atividades estdo relacionadas principalmente aos compostos fenodlicos,
taninos e seus mondmeros (acidos elagico e galico), acidos organicos e flavonoides encontrados
nas suas sementes, fruto e polpa. Além disso, essa espécie tem sido estudada e utilizada em
formulagdes cosméticas (GUBITOSA et al., 2018, GE et al., 2021, MACHADO; FERREIRA;
SOARES, 2023). Empresas como Avon, Dove, Natura e Pantene utilizam do extrato de P.
granatum em sabonetes, hidratantes, batom e produtos para tratamento capilar.

Dentre os géneros da familia Lythraceae, o Cuphea é o que possui maior quantidade de
espécies no Brasil. E utilizada na medicina tradicional para tratamento de hipertensdo arterial,
insuficiéncia cardiaca, aterosclerose e arritmias. Suas espécies sdo caracterizadas por possuirem
grande quantidade de flavonoides j4 identificados, além de mostrarem alto teor de polifendis,
como quercetina, canferol e éster do acido galico, conferindo poder antioxidante para essas
espécies (SANTOS; SALATINO; SALATINO, 1995, ZAGO et al., 2019).

Outro género pertencente a esta familia ¢ o Lafoensia, sendo encontradas sete espécies no

Brasil: L. acuminata, L. glyptocarpa, L. nummularifolia, L. pacari, L. punicifolia, L. replicata e

L. vandelliana (CAVALCANTI, 2022a).

2.3.1 Género Lafoensia

O género Lafoensia distribui-se do sul do México e no Brasil, com ocorréncia confirmada
nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste (CAVALCANTI, 2022a). E composto
por arvores a arvoretas e raro arbustos, com folhas oposto-cruzadas e flores branca, creme ou
amarelo-clara (CAVALCANTI, GRAHAM, 2002). Trata-se de um género pouco estudado,
apesar de sua grande variedade de espécies. Grande parte dos relatos encontrados sdo da espécie
L. pacari, a qual ¢ usada na medicina popular para tratamento de ulcera géstrica, cicatrizante,
tonico, dores na coluna e cancer (SOLON et al., 2000, NUNES et al., 2003, MUNDO, 2007).

Andlises fitoquimicas qualitativas do extrato etanolico dos caules e folhas de L. pacari
mostram a presenca de compostos fenolicos, particularmente taninos, flavonoides, alcaloides,
saponinas e triterpernos (LIMA et al, 2006, VIOLANTE et al., 2009) . No extrato
hidroalcoolico das cascas foi encontrado resultado positivo para taninos, esteroides, triterpenos
e saponinas (SOLON et al., 2000).

Alguns metabolitos isolados de espécies do género Lafoensia sdao apresentados na Tabela 4,
com suas respectivas atividades biologicas. Na Figura 14 sdo mostradas as estruturas destes

compostos.
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Tabela 4: Compostos identificados de plantas do género Lafoensia.

Espécie Composto isolado

Referéncias

L. punicifolia punicalagina (1)

(KIM et al., 2021)

3p-0-p-D-glucopiranosilitosterol (2)
3p-0-p-L-arabnopyranosylolean-12-
en-28-oic acid 28-0-f-D-

L. glyptocarpa
glucopyranosyl ester (3)

(ALVES DE CARVALHO; DE
CARVALHO; BRAZ-FILHO, 1999)

canferol-O-glicosideo (19)
canferol-O-galactosideo (20)

(C. SANTOS; LUIZAF.
SALATINO; SALATINO, 2000)

punicalagina (1)

(PEREIRA et al., 2018)
(REICHERT et al., 2018)

acido elagico (4)

(SOLON et al., 2000) (ROGERIO et
al., 2006) (PEREIRA et al., 2018)
(JULIO DE SOUZA et al., 2020)

punicalina (5)

(PEREIRA et al., 2018) (REICHERT
et al., 2018)

canferol (6)

PEREIRA et al., 2018)

quercetina-3-O-xilopiranosideo (7)

(PEREIRA et al., 2018) (REICHERT
et al., 2018)

) quercetina-3-0O-hamnopiranosideo (8)
L. pacari

(PEREIRA et al., 2018)

acido clorogénico (9)
acido galico (10)
acido rosmarinico (11)
acido ferulico (12)
di-hexosideo (13)
HHDP—hexosideo (14)
HHDP-galoi glicose
di-HHDP-O-hexosideo
(pedunculagina) (15)
catequina (16)
galocatequina (17)

(REICHERT et al., 2018)
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Figura 14: Estruturas dos compostos identificados das plantas do género Lafoensia.
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Fonte: a autora.

Dos compostos mostrados na Tabela 8, o tnico avaliado para atividades biologicas foi o
acido elagico, o qual mostrou potencial antioxidante e ser inibidor da enzima xantina oxidase,
inibindo a producao de acido urico (PEREIRA et al., 2018). Ja o extrato de L. pacari revelou
atividades antimicrobiana, antioxidante, poder analgésico, cicatrizante, anti-inflamatério e
eficiente para tratamento de feridas cutaneas. Além disso, possui efeito antieosinofilico e pode
desempenhar um papel benéfico na prevengado e progresso de doencas cronicas inflamatorias
como asma, neurodegeneragao e doengas cardiovasculares (SOLON et al., 2000, ROGERIO et
al., 2006, ROGERIO et al., 2008, PEREIRA et al., 2018, JULIO DE SOUZA et al., 2020),
PORFIRIO et al. (2009).

A partir desse levantamento realizado, fica evidente a importancia do género. Sao varios
compostos isolados de diversas classes, além de uma variedade de atividades bioldgicas.
Existem poucos ou nenhum estudo das outras espécies de Lafoensia, dentre elas a L. replicata
Pohl. L. replicata e L. pacari sdo visualmente muito parecidas, se diferindo nas cristas que sao
menos pronunciadas na L. replicata e muitas vezes sdo confundidas, conforme mostrado na

Figura 15.



Figura 15: Fotografias das espécies a) Lafoensia pacari b) Lafoensia replicata.

Fonte: a autora.
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2.3.2 Lafoensia replicata Pohl

A L. replicata ¢ uma arvore endémica do Brasil com ocorréncia no Cerrado de Goias e Minas
Gerais. Possui caule de 2 a 5 metros de altura, folhas com 5 a 15 cm de comprimento e 6 a 11
cm de largura (CAVALCANTI, 2022b). Entretanto, existem poucas informagdes botanicas
sobre essa espécie.

Um estudo etnofarmacolégico sobre L. replicata foi realizado em 2016, a partir de
entrevistas com pessoas da populacao no leste do Maranhao, constatando que essa espécie €
muito utilizada no local para solucionar problemas relacionados ao figado, inflamagdes,
cicatrizagdo, cura ou alivio para os problemas dos rins. Também foi citado pelos entrevistados
seu uso para problemas como gastrite, pressdo alta, dor de cabeca e¢ dor de barriga
(SOBRINHO; ALMEIDA; MONTEIRO, 2016).

A planta ¢ conhecida na regido como mangabeira e a casca do caule foi a parte mais indicada
da planta para ser administrada, sendo que todas as pessoas entrevistas indicam seu uso por via
oral. Cerca de 31% dos entrevistados afirmaram que o tratamento ¢ contraindicado durante a
gravidez e 15% ndo recomendaram o uso para criangas. Porém, ndo ha estudo suficiente desta
espécie para alicer¢car com os dados etnofarmacoldgicos obtidos a partir dessa populacdo
(SOBRINHO, ALMEIDA, MONTEIRO, 2016).

Em um trabalho realizado em 2014 encontrou-se aproximadamente 7,3% (72,75 mg/g de
taninos totais) de taninos totais do peso total seco nas cascas do caule de L. replicata, através
da precipitagdo de caseina (MONTEIRO et al., 2014), o que pode ser indicativo para uma boa
atividade anti-inflamatodria e cicatrizante. Vieira et al. (2017) compararam a concentragdao de
fenois totais nas cascas do caule e nas folhas desta espécie, no Piaui, pelo método Folin-
Ciocalteu, e verificaram que nao houve diferenca no teor de fen6is quando comparado com a
parte da planta utilizada. As quantidades de fendis variaram nos extratos hidrometanoélicos das
cascas de 2,20 a 6,8%. Nos extratos das folhas, essa varia¢do foi entre 0,62 ¢ 7,08%. Além
disso, foi comparado extratos feitos utilizando partes da planta de diferentes alturas e concluiu-
se que a altura da espécie e circunferéncia de seu caule ndo influenciam na quantidade desses
compostos (VIEIRA et al., 2017).

E uma espécie pouco estudada, principalmente quando relacionado a todos os érgios da
planta, tendo poucos trabalhos sobre a sua composi¢do quimica e avaliagdo bioldgica. Assim,
o presente trabalho propde o estudo quimico dos extratos das folhas, cascas e galhos da L.

replicata e a avaliacao do seu potencial biologico.
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3- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo das atividades antioxidante e
antimicrobiana dos extratos das folhas, galhos e cascas de Lafoensia replicata frente as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢ o fungo
Candida albicans, além da identificagdo dos constituintes quimicos destes extratos e
verificagdo do comportamento dos extratos como conservantes em cosmético. Também ¢
objetivo deste trabalho, a comparacao das atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos

secos obtidos por maceragao e tintura.

4- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Instrumentacao
e Balanga analitica SHIMADZU modelo ATX224.
e Balanga de luz infravermelho para determinacao da umidade Quimis modelo Kett FD-
600.
e Evaporador rotatorio IKA modelo RV 10.
e Liofilizador TERRONI modelo LS3000.
e Lavadora ultrassonica UNIQUE modelo USC 750.
e Espectrofotometro Thermo Scientific modelo Genesys 10S UV-Vis
e Espectrometro de massas Maxis Impact, configuracao ESI-Q-TOF (Bruker).
e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Nexera, da Shimadzu

e Incubadora B.0O.D. Nova Etica modelo 411/FDP 155L;

4.2 Solventes e reagentes

Os solventes quimicos utilizados foram de grau analitico. Solventes para a extragdo: hexano
e etanol que foram destinados para maior grau de pureza. Hexano e acetato de etila foram
adquiridos na Isofar. Acetato de sddio, acido galico, polietilenoglicol 4000, carbonato de sodio,
cloreto aluminio, dlcool de cereais, cloreto férrico hexahidratado e vanilina foram adquiridos
da Vetec. Acido acético glacial, acido sulfirico concentrado e metanol foram adquiridos da
Synth. 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e 2.4,6-tris(2-piridil)-s_triazina (TPTZ) foram
adquiridos da Sigma. O 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (TROLOX)
foi adquirido da Aldrich. Folin-Ciocalteu da marca Dinamica. O metilparabeno foi adquirido

da Casa das Esséncias.
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4.3 Material vegetal
4.3.1 Coleta e preparo

Para acesso ao material vegetal, inicialmente foi realizado o cadastro no Sistema Nacional
De Gestao Do Patrimonio Genético E Do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen),
gerando o nimero AFB587D. Em seguida, folhas, galhos e cascas da L. replicata foram
coletados na BR-497 (-18.988982478881983, -48.42070073656116 ou 18°5920.3"S
48°25'14.5"W, sentido Uberlandia — Prata), no dia 14 de julho de 2021 as 09:00 horas, com o
auxilio do Dr. Benedito Alisio da Silva Pereira. As exsicatas foram preparadas e identificadas
pela professora Dra. Taciana B. Cavalcanti, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). Posteriormente, foram depositadas nos herbarios CEN em Brasilia —DF, onde
recebeu o nimero de tombamento CEN 121433 e no herbério da Universidade Federal de
Uberlandia, sob o nimero de registro HUFU 82057.

Apoés a coleta, as partes aéreas foram levadas para o Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais (NuPPeN) no Instituto de Quimica da UFU e colocadas em uma incubadora com
circulagdo de ar a 35 °C para secagem por 5 dias.

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico através de uma balanga de
luz infravermelho utilizando-se cerca de 1,0 grama do material vegetal sob temperatura de
aproximadamente 105 °C por 15 minutos. Apds atingir umidade inferior a 10%, o material foi
triturado em liquidificador industrial até se reduzir a pd. Na Figura 16 ¢ apresentado o esquema

do preparo do material vegetal.

Figura 16: Esquema do preparo do material vegetal.
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Fonte: a autora.
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4.3.2 Obtencao dos extratos hexdanicos e etanolicos

Os extratos das folhas, cascas e galhos foram obtidos através do processo de maceragdo, em
que o material vegetal triturado foi colocado em contato com o hexano durante 48 horas a
temperatura ambiente. Apds decorrido o tempo, o solvente foi filtrado e concentrado utilizando
um evaporador rotatorio a pressao reduzida e banho a 40 °C. O procedimento foi realizado cinco
vezes com o solvente hexano, totalizando uma extracdo por 240 horas, e ao final foi obtido o
extrato hexanico (EH). Posteriormente, o extrato etanolico (EE) foi obtido através da adi¢ao de
etanol ao material remanescente da extracao em hexano e repetido o mesmo procedimento por
cinco vezes. A relagdo massa:volume de solvente utilizado por extracdo para cada parte da

planta de L. replicata esta na Tabela 5.

Tabela 5: Quantidade de material vegetal e solvente utilizada nas extracdes.

Parte da Massa apos Volume hexano Volume
planta secagem (g) (mL) etanol (mL)
Folhas 246,58 670 430
Galhos 423,07 400 300
Cascas 418,54 560 400

Ap6s a remocao dos solventes através do evaporador rotatorio a pressao reduzida e banho-
maria a 40 °C, os extratos obtidos foram congelados e posteriormente, liofilizados para remog¢ao

de agua.

4.3.3 Obtencao da tintura (extrato comercial)

A tintura das folhas de L. replicata foi obtida de acordo com a literatura (LEMOS; VELHO,
2016), ANVISA, 2019), através do processo de maceragcdo. O material vegetal seco e triturado
foi colocado em contato com alcool de cereais por 30 dias, a temperatura ambiente. Esse extrato

foi preparado em duplicata, como descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Quantidade de material vegetal e solvente utilizada no preparo da tintura.

Tintura Massa de folha seca Volume alcool de cereais (mL)
(®
01 101,72 1000

02 100,51 1000
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Em seguida, o solvente da tintura 01 foi filtrado e removido através do evaporador rotatdrio
a pressao reduzida e banho a 40 °C. A tintura 02 foi filtrada e armazenada em temperatura

ambiente, em frasco de vidro ambar, dando origem ao que ¢ comercializado como tintura.

4.4 Prospeccao fitoquimica preliminar

As classes de compostos presentes nos extratos de L. replicata foram identificadas
preliminarmente por meio da prospeccao fitoquimica, utilizando-se reagdes colorimétricas.

Para tanto, os extratos foram solubilizados em metanol obtendo-se a concentracao de 1 mg
mL! e aplicados, com o auxilio de um capilar, em placas de cromatografia de camada delgada
(CCD) da marca SysCroma, com fase estacionaria de silica (60G) gel e indicador de
fluorescéncia.

Para os extratos hexanicos utilizou-se a fase mével composta por hexano:acetato de etila
(7:3, v/v) e para os extratos etanolicos e tintura, a fase movel foi formada por acetato de etila:
hexano: acido férmico (9:1:0,2, v/v/v).

O preparo dos reveladores utilizados na anélise foi realizado de acordo com WAGNER;
BLADT (1996), conforme descrito a seguir:

a) Detecgao de terpenos, esteroides, aglicares e fenois
Anisaldeido-acido sulfiirico: Uma solugdo contendo 5% (v/v) em &cido acético glacial foi
preparada. A esta solucdo foram adicionados 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico
concentrado, nessa ordem. A placa CCD foi borrifada com o revelador e aquecida a 100 °C por
aproximadamente 10 minutos.

b) Deteccao de terpenos e esteroides
Liebermann-Burchard: 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado
foram adicionados cuidadosamente a 50,0 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A placa
CCD foi pulverizada com 10,0 mL da solugdo e aquecida por aproximadamente 10 minutos e
posteriormente observada em camara luz UV (365 nm).

¢) Detecgdo de terpenos, taninos, flavonoides e saponinas
Vanilina: Uma solugdo A contendo vanilina 1% (m/v) em etanol ¢ uma solu¢do B contendo
acido sulftrico 5% (v/v) em metanol foram preparadas. A placa CCD foi borrifada com solugao
A seguida da B e aquecida a 100 °C por aproximadamente 10 minutos.

d) Detecgao de alcaloides
Dragendorf: Uma solugdo A foi preparada, dissolvendo-se 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0
mL de 4cido acético glacial e adicionados 40,0 mL de dgua destilada, sob aquecimento. Uma

solucdo B foi preparada dissolvendo-se 8,0 gramas de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua.
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Uma solug¢ao estoque foi preparada misturando a solugdo A e B na mesma proporcao. A solucao

reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugdo estoque, 2,0 mL 4cido acético glacial e 10,0

mL de agua.

Iodocloroplatinado: Foi preparada uma solucdo A com 4cido hexacloroplatinico (IV) 5% em

dgua (m/v) e uma solucdo B contendo iodeto de potassio 10% em agua (m/v). A solugdo

reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugdo A, 9,0 mL da solug¢do B e 10,0 mL de agua.
e) Detecgdo de flavonoides

NP/PEG: Foi preparada uma solugdo A contendo difenilboriloxietilamina (NP) 1% (m v'!) em

metanol e uma solugiio B contendo polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) 5% (m v'!) em etanol. A

solugdo reveladora foi preparada com 10,0 mL da solugdo A e 8,0 mL da solugdo B. Apos a

borrifagdo, a placa CCD foi observada em camara de luz UV (365 nm).

Cloreto de aluminio: Uma solugdo contendo AICI3 1% (m v!) em metanol foi preparada. A

placa CCD foi borrifada com o revelador e observada em luz visivel.

4.5 Determinacao do Teor de Fenois Totais (FT)

O teor de fendis totais para os extratos das folhas, cascas e galhos foi determinado de acordo
com a metodologia de QUARESMA et al. (2020). Foi adicionado 0,5 mL de solugao metanolica
do extrato com concentragio de 250 ug mL! em um tubo de ensaio, juntamente com 2,0 mL
de uma solugio recém preparada de carbonato de sodio 7,5% (m v!), seguida de 2,5 mL de
solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v''). Essa mistura foi mantida em banho
a 50 °C por 5 minutos. Para preparo do branco, foi feito o mesmo procedimento utilizando 0,5
mL de metanol.

Uma curva analitica de absorbincia versus concentracdo de acido galico utilizada foi
construida, variando-se a concentragio deste entre solugdes metandlicas de 5 a 60 pg mL™,
reagindo com o Folin-Ciocalteu.

A absorbancia da mistura foi medida em 760 nm, utilizando-se um espectrofotometro. O
resultado obtido foi expresso em mg equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato.

As andlises foram realizadas em triplicata.

4.6 Determinacao da atividade antioxidante
4.6.1 Método do sequestro do radical DPPH

As anélises de atividade antioxidante dos extratos das folhas, cascas, galhos e tintura, foram
realizadas de forma adaptada, segundo QUARESMA et al. (2020), pelo método

espectrofotométrico em 517 nm. Uma solucdo de DPPH foi preparada em metanol na
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concentragio de 38 mg mL!, sendo diluida até apresentar uma absorbancia de 0,99. As solugdes
dos extratos foram preparadas em metanol nas concentragdes de 50 a 333,3 ug mL™! para os
extratos hexanicos, 0,08 a 8,30 pg mL! para os extratos etandlicos e comercial e 0,14 a 1,70
png mL! para o BHT (hidroxitolueno butilado). Foram adicionados 0,2 mL destas solugdes e
2,8 mL de DPPH em tubos de ensaio, protegidos da luz e mantidos em repouso por 1 hora, em
temperatura ambiente. Apos este intervalo, as absorbancias das amostras foram medidas em
517 nm no espectrofotometro. O controle foi realizado substituindo-se 0,2 mL de extrato por
metanol e o branco substituindo-se 2,8 mL de DPPH por metanol. O BHT foi utilizado como
controle positivo.

O calculo da porcentagem de atividade antioxidante (AA) que corresponde a porcentagem

de DPPH sequestrado foi feito a partir da Equagao 1:

AA = DPPHsequestradO (%) — ( AbScontrole‘(I:iiZ:r::::::— AbSbranCo)) 100 Equag:éo 1

em que AbScontrole, AbSamostra € AbSbranco $30, respectivamente, absorbancia inicial da solugao
metanolica de DPPH, absorbancia da mistura reacional (amostra + DPPH) ap6s 1 hora de reagao
e absorbancia da amostra em metanol.

As medidas das concentracdes eficientes (CEso), que representam a concentracdo de
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH, foram calculadas através da
regressao linear da curva analitica do grafico da porcentagem de DPPH sequestrado apds 1 hora

de reagdo versus as concentragdes dos extratos.

4.6.2 Método da capacidade de reducio do Ferro (Ferric Reducing Antioxidant Power —
FRAP)

O ensaio foi feito de acordo com MALTA; LIU (2014), com algumas modificacdes.
Inicialmente foram preparadas as solugdes estoques:

a) Solucdo de HCI 40 mM: Adicionou-se 0,334 mL de HCI concentrado em um baldo
volumétrico de 100 mL e completou o volume com agua destilada. Homogeneizou-se e
transferiu-se para um frasco de vidro ambar.

b) Solugdo de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM: Dissolveu-se 0,078 g de
TPTZ em HCI 40 mM e completou-se o volume para 25 mL em um baldo volumétrico
com HCI 40 mM.

¢) Solucao de cloreto férrico 20 mM: Dissolveu-se 0,0539 g de FeClz em agua destilada e

completou-se o volume para 100 mL em um baldo volumétrico com dgua destilada.
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d) Solugdo tampao acetato 0,3 M pH 3,6: Dissolveu-se 0,3103 g de acetato de sodio em
1,6 mL de acido acético glacial e completou-se o volume para 100 mL em um baldo
volumétrico com agua destilada.

e) Solucao do reagente FRAP: Misturou-se 100 mL de tampao acetato 0,3 M, 10 mL da
solucdo de TPTZ ¢ 10 mL da solucao de cloreto férrico 20 mM. Essa solugdo foi
aquecida por 30 minutos, logo antes de ser usada.

f) Solucao padrao de Trolox 1600 uM: Dissolveu-se 0,0800 g de Trolox em metanol e
completou-se o volume para 200 mL em um baldo volumétrico com metanol.

A partir da solu¢do mae de Trolox, preparou-se uma curva padrao entre 25 ¢ 480 umol/L
em metanol.

Os extratos foram preparados na concentra¢io de 50 ug mL! em metanol. Em tubos de
ensaio, 0,15 mL das solugdes da curva padrdo e dos extratos foram deixadas reagir com
2,85 mL da solucao FRAP (anteriormente aquecida) por 10 minutos no escuro. As leituras
do produto colorido foram feitas em 593 nm. Os resultados foram expressos em umol de

Trolox por grama de massa.

4.7 Avaliacao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando-se o método de microdilui¢cao em caldo,
seguindo a metodologia descrita por CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para
as bactérias Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa e Staphylococcus aureus. As andlises
foram realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins do

Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos (LEA).

4.7.1 Microrganismos utilizados

A atividade antibacteriana da tintura e dos extratos etandlicos e hexanicos das folhas, cascas
e caules de L. replicata foi avaliada utilizando-se as seguintes cepas de bactérias aerobias
provenientes da ATCC (American Type Culture Collection) (Rockville MD, USA):
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus
aureus (ATCC 6538).

.....

O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton (MH) (CLSI, 2012). Para os in6culos
utilizados, com o auxilio de uma al¢a de platina esterilizada, culturas de 24 horas dos

microrganismos crescidos no meio de cultura de 4gar Mueller-Hinton, foram transferidas para
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tubos contendo caldo MH. Através de um turbidimetro, os indculos foram padronizados
fazendo a comparacao de sua turbidez com o tubo 0,5 da escala de McFarland (correspondente
41,5 x 108 UFC mL™!). A andlise da atividade antibacteriana foi realizada em uma microplaca
contendo 96 pogos. O indculo, o caldo e as amostras foram adicionados em cada orificio,
obtendo-se um volume finam de 200 pL. O volume de in6culo adicionado nos orificios da
microplaca foi de 20 pL. O volume de amostra e de caldo variou conforme a concentracdo da
amostra desejada no orificio. As amostras foram inicialmente preparadas com concentragao de
8000 pg mL™! em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas para 3200 pg mL™! utilizando o caldo.
A faixa de concentra¢io de amostras utilizada nos experimentos foi de 0,39 a 800 ug mL™.
Como controle negativo foi utilizado o DMSO (concentragdo de 4%, v:v, na microplaca). Como
controle positivo foi empregada a gentamicina na concentra¢io de 0,015 a 5,90 ug mL™.

Em seguida, as microplacas foram seladas com parafilme e incubadas a 37 °C por 24 horas.
Ap6s o periodo de incubagdo, foram adicionados 30 pL do indicador resazurina (0,02% em
agua) em cada orificio, seguida de nova incubagao por 30 minutos a 37 °C. A coloragdo azul
apos a adigdo do indicador representa a auséncia de crescimento bacteriano, sendo a coloragao

vermelha a presenca do crescimento bacteriano.

4.8 Avaliacao da atividade antifingica

A atividade antifungica foi avaliada utilizando-se o método da microdiluicdo em caldo,
seguindo a metodologia descrita por CLSI (2017). As anélises foram realizadas em colaboragao
com o Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins do Laboratério de Ensaios Antimicrobianos

(LEA).

4.8.1 Microrganismo utilizado

O fungo utilizado foi Candida albicans, obtido da ATCC (Rockville MD, USA).

.....

Solugdes estoque foram inicialmente preparadas dissolvendo-se as amostras dos extratos,
em DMSO na concentracdo de 192.000 ug mL'. Dilui¢des com as solucdes estoque foram
realizadas em meio de cultura RPMI 1640 tamponado a pH 7,2 com 0,165 mol L' do 4cido 3-
N-morfolinopropanosulfonico (MOPS) a 12.000 pg mL™! sendo estas as solu¢des de trabalho.
O indculo foi preparado usando método espectrofotométrico e comparado a escala de
McFarland 0,5 para se obter o valor de 6,0 x 10 UFC mL"!. Em seguida foram realizadas as

diluigdes recomendadas pela CLSI (2008) em caldo RPMI até que o indculo atingisse 1,2 x 10°
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UFC mL!. A determinagio da concentracio inibitoria minima (CIM) foi realizada em placas
de microdiluicdo com 96 pogos, em que foram feitas dilui¢des seriadas com as concentragdes
finais dos extratos e fragdes variando entre 1,46 a 3000 pg mL™'. Cada pogo recebeu 100 pL da
suspensdo do inoculo e o volume final em cada pogo foi de 200 puL. O controle negativo
(DMSO) foi testado com concentragdes variando de 10 a 1% v/v e ndo influenciou no
crescimento da C. albicans. O meio de cultura adicionado de indculo foi usado como controle
de crescimento. Para a validagdo dos ensaios, o controle positivo anfotericina B foi testado
frente a cepas de referéncia C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258) na
concentragio de 0,031 a 16 pg mL™.

4.9 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-IES-
EM)

As andlises para identificacdo de compostos presentes nos extratos foram feitas no Centro
de Espectrometria de Massas de Biomoléculas (CEMBIO), da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), empregando-se espectrometro de massas Maxis Impact, configuracdo ESI-Q-
TOF (Bruker) com fonte de ionizagdo por electrospray, cuja calibracdo interna foi realizada
com formiato de sddio a 100 uM em éagua/acetronitrila 1:1 ¢ modo de aquisicdo dependente de
dados (DDA/AutoMS), com isolamento/fragmentagdo de trés precursores por ciclo. O fluxo de
gés nebulizante foi de 8,0 L min™! e os dados foram adquiridos nos modos positivo e negativo.
Para serem submetidos a analise de LC-MS, os extratos etanolicos e comercial foram preparados
na concentragdo de 2 mg mL™ em metanol. Os extratos hexanicos das cascas e galhos na
concentra¢io de 15 mg mL! em metanol:cloroférmio (3:1, v/v). Para o extrato hexanico das
folhas, foi preparada incialmente uma solu¢do de 15 mg mL! em metanol:cloroférmio (1:1,
v/v) e depois diluida em metanol para 2 mg mL".

Acoplado ao espectrometro de massas, foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia Nexera, da Shimadzu, com coluna Ascentis C18 150 x 1 mm, 3 um de tamanho
de particula (Supelco), fase méovel A: agua com 0,1% acido férmico e B: metanol. Foi injetado
10 pL de amostra, com fluxo 0,075 mL min™! utilizando-se o seguinte sistema gradiente de
solvente: 5-75% de B (1 a 5 min); 75-100% de B (5 — 15 min); 100% de B (15 — 24 min); 100-
5% de B (24 — 25,2 min); 5% de B (25,2 — 32 min).
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4.10 Preparacdo de cremes hidratantes utilizando extrato etanolico das folhas de
Lafoensia replicata, tintura e metilparabeno

Quatro cremes hidratantes de uso topicp foram preparados, de acordo com a RDC n° 14, de
14 de marco de 2013, em parceria com a empresa D’brisse® (BRASIL, 2013). Para todos eles,
foi utilizada uma base creme vendida no mercado, com a seguinte composi¢cdo: alcool
cetearilico, polissorbato 60, estearato de glicerina e de PEG 100, rosa mosqueta e agua.

O extrato etanolico das folhas, o metilparabeno e a tintura seca foram pesados e dissolvidos
em 5% (em relagdo ao peso final do produto) de glicerina e em seguida incorporados no creme
base até perfeita homogeneizagdo. A tintura comercial foi adicionada diretamente na base

creme. As proporgoes utilizadas estdo descritas na Figura 17.

Figura 17: Esquema das formulagdes em base creme comercial manipuladas nesse estudo.

Base creme comercial:
Composigio: agua. alcool
cetearilico, polissorbato 60,
estearato de glicera e de
PEG 100. rosa mosqueta.

Formula 1: Formula 2: Férmula 3: Formula 4:
Metilparabeno: 0.4% Tintura seca 0.4% Extrato etilico das folhas: 0.4% Tintura comercial: 2%
Glicerina: 5% Glicerina: 3% Glicenna: 5%
(BRASIL. 2021) (BRASIL. 2021) (BRASIL, 2021) (LEMOS. VELHO. 2016)

Fonte: a autora.

4.11 Teste de eficacia do sistema conservante dos cremes — “Challenge Test”

O teste de desafio do sistema conservante de cosméticos consiste na contaminac¢ao
proposital do produto com indculos de células/g (a concentra¢do do inoculo utilizado deve ser
suficiente para se obter uma concentracdo final no produto entre 1 x 103 e 1 x 10 UFC/g O e o
volume de indculo a ser introduzido deve estar entre 0,5% e 1,0% em relagdo ao peso) de cada
um dos microrganismos (Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Candida albicans ATCC
10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosas ATCC 9027 e Staphylococcus
aureus ATCC 6538) e determinagdo da carga sobrevivente em determinados intervalos de

tempo (0, 7, 14, 21 e 28 dias), avaliando-se a eficacia dos conservantes utilizados na producao.
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Este ensaio foi realizado por um laboratdrio particular (Prolab Biotecnologia), em parceria
com a empresa de cosméticos D’brisse®, de acordo com a legislacdo vigente na Farmacopeia

Brasileira, 6* edicdo (ANVISA, 2019).

4.12 Analise estatistica

Para avaliar os resultados obtidos nas analises de determinagdo de teor de fenodis totais e
atividade antioxidante, utilizou-se o0 método da Analise de Variancia (ANOVA), sendo que
aqueles que apresentaram nivel de significancia menor que 5% (p <0,05) foram considerados
estatisticamente diferentes. E para determinar as diferengas significativas entre as médias, foi

considerado o teste de Tukey. As andlises foram realizadas usando o programa SigmaPlot 11.0.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento dos extratos obtidos

Na Tabela 7 sdo apresentados os rendimentos das extracdes realizadas por maceragdo das
folhas, galhos e cascas, a temperatura ambiente.

Inicialmente, foi feita a extracdo do material de estudo com hexano, dando origem aos
extratos hexanicos (EH) para extrair compostos de baixa polaridade. Em seguida, os extratos
etanolicos (EE) foram obtidos com o etanol 98%, permitindo a extragdo de compostos com
diferentes polaridades (MEDEIROS; KANIS, 2010).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, tintura ¢é:

“a preparagdo alcoolica ou hidroalcoolica resultante da extracdo de
drogas vegetais ou da diluicdo dos respectivos extratos. Sdo obtidas por
extracdo a liquido usando 1 parte, em massa, de droga vegetal e 10
partes de solvente de extragdo. Outras propor¢des de droga vegetal e
solvente de extracdo podem ser utilizadas” (ANVISA, 2019).
No mercado, ¢ comum a venda do alcool etilico hidratado (96%) com o nome de 4lcool de
cereais como totalmente natural e para a finalidade de producdo de cosméticos (CEOTI, 2022,
ESSENCIAS, C. D., 2022, ESSENCIAS, 1. D., 2022, MIDELT, 2022). Por esse motivo, a

tintura foi preparada utilizando este solvente.
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Tabela 7: Rendimentos obtidos dos EH, EE e tintura seca, das folhas, cascas e galhos da L.

replicata.
Massa das folhas Massa obtida de
Extrato Rendimento (%)
secas (g) extrato (g)
EH folhas 246,58 8,85 3,59
EH cascas 418,54 0,47 0,11
EH galhos 423,07 0,87 0,21
EE folhas 246,58 16,43 6,66
EE cascas 418,54 11,83 2,83
EE galhos 423,07 7,22 1,71
Tintura seca 101,72 14,80 14,55

Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etanodlico.

E possivel notar que os extratos etandlicos tiveram maior rendimento que os hexanicos
e isso acontece devido a polaridade do etanol. Nota-se que a tintura obteve o maior rendimento,
seguido dos extratos etanolicos das folhas, cascas e galhos, respectivamente. Comparando as
partes da planta, os extratos que obtiveram maiores rendimentos foram os extraidos a partir das
folhas. Essa diferenca de rendimento para a tintura se deve ao fato de que em sua preparagao,
ndo houve a extracdo com mais de um solvente. Diferente dos demais extratos nos quais os
compostos de baixa polaridade ficaram retidos no extrato hexanico e os compostos polares no
extrato etanolico, na tintura todos os compostos ficaram juntos na mesma fracao.

Compostos macromoleculares como celulose, lignina e hemicelulose que compdem a parede
celular e sdo responséaveis pela sustentagdo vegetal, representam a maior parte da composi¢ao
dos troncos da arvore e ndo sdo extraidos pelo método de maceracdo com solventes organicos.
Isso justifica o menor rendimento dos extratos dos galhos e cascas da L. replicata, uma vez que

a quantidade de compostos que podem ser extraidos por solventes organicos € menor.

5.2 Prospeccio fitoquimica

De acordo com a Tabela 8, ¢ possivel notar um comportamento muito semelhante entre os
extratos preparados utilizando-se o mesmo solvente. Para os extratos hexanicos de todas as
partes da planta, evidenciou-se a presenca de terpenos, esteroides, agucares e fenois. Os mesmos
compostos estdo presentes nos extratos etandlicos e no extrato comercial, sendo que nestes, nos
quais foi usado um solvente com polaridade maior, também confirmou-se a presenca de

flavonoides.
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A presenca de alcaloides ndo foi observada em nenhum dos extratos, o que foi avaliado

através dos reagentes lodocloro platinado e Reagente de Dragendorff.

Tabela 8: Prospecgao fitoquimica dos extratos hexanicos e etandlicos de folhas, cascas e galhos

da planta Lafoensia replicata Pohl e da tintura.

Terpenos, Terpenos, esteroides,
Flavonoides
Esteroides acucares e fenol
Todocloro Libermann Vanilina
NP/PEG AICI; Dragendorff Anisaldeido
platinado Burchard sulfarica
EH folhas - - - - +++ +++ ++
EH cascas - - - - ++ ++ +
EH galhos - - - - ++ +++ ++
EE folhas +++ ++ - - +++ +++ 4+
EE cascas +++ ++ - - +++ ++ A+t
EE galhos +++ ++ - - +++ +4+ ++
Tinturaseca  +++ +++ - - +++ ++ ++

Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etandlico;

(+++): forte.

5.3 Analises do teor de fenois totais

Intensidade: (-): ausente; (+): fraca; (++): média;

O teor de fendis totais (FT) foi determinado por comparacdo com uma curva analitica de um

grafico da absorbancia do produto da reacdo entre o acido galico e o reagente Folin-Ciocalteu

versus a concentracdo do acido gélico, da qual se obteve a equagdo y = 0,0147x + 0,0554 com

> =0,9904, sendo y a absorbancia e x a concentracao de acido galico. O teor de FT foi expresso

em mg de equivalente de 4cido galico por grama de extrato (MgEAG gexirato'). Quanto maior

for este valor, maior € o teor de FT na amostra. Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados obtidos

para todos os extratos em estudo.
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Tabela 9: Teor de fendis totais dos extratos hexanicos e etanolicos de folhas, cascas e galhos da

planta Lafoensia replicata e da tintura.

Amostra Teor de fenois totais (mg EAG gextrato™)
EH folhas 43,4+1,8%
EH cascas 40,7+ 02"
EH galhos 283+1,3¢
EE folhas 253,7+2,64
EE cascas 270,4+£2,2°¢
EE galhos 272,1+£1,6¢
Tintura seca 2302 +2,1°F

Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etandlico. As analises com a mesma letra ndo mostraram
diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p

<0,01 para todas as correlagdes com médias diferentes.

Os extratos etanolicos e a tintura apresentaram maiores indices de fenois totais, com teores
entre 230 € 272 mg EAG gexato . Estatisticamente, os {inicos extratos que nio possuem
diferenga nos valores de fendis totais entre si sdo os extratos etandlicos dos galhos e cascas,
entretanto o extrato etandlico das folhas e tintura também apresentam consideravel teor de FT.
J4 as extracoes hexanicas apresentaram baixas concentracoes de fendis, variando de 28 a 43 mg
EAG gextrato-l-

Algumas espécies da mesma familia j& tiveram o teor de FT determinados, utilizando-se a
mesma metodologia deste trabalho e na Tabela 10 sdo mostradas algumas espécies e seus
respectivos valores em mg EAG gexuato . Pelos dados mostrados pode-se observar que os
extratos da espécie estudada apresentaram valores maiores aos obtidos por outras espécies da

mesma familia.
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Tabela 10: Teor de fenois totais para extratos de espécies da familia Lythraceae.

Teor de fenois totais

Espécie | Referéncia
(mg EAG Gextrato )

Extrato hidroetandlico das folhas de

o . 201,50 + 11,49 (SRECKOVIC et al., 2020)
Lythrum salicaria L (Sérvia)

Extrato aquoso Cuphea calophylla 248,0+ 3,3 (JIMENEZ et al., 2015)
(Antioquia Oriental)
(PALACIOS-ESPINOSA
Extrato aquoso Cuphea aequipetala 109,9 £ 10,3 etal, 2014)
(México)

O reagente Folin-Ciocalteu ¢ a mistura entre dois acidos: fosfotingstico (H3P(W3010)4) €
fosfomolibidico (H3P(Mo03O10)4). O molibdénio deste reagente se encontra no estado de
oxidagdo (VI) e possui coloragao amarela. Quando entra em contato com compostos fendlicos
(que sdo agentes redutores), sio formados complexos de coloracdo azul e os estados de
oxidacdo dos metais (molibdénio-tungsténio) variam entre (V) e (VI), permitindo através do
método colorimétrico, determinar a concentracdo de substincias redutoras presentes nos

extratos (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 18: Reag¢do do acido galico com molibdénio.

NayCOy
—_—

HO OH HO OH

OH OH
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+2Mo® — +2 Mo+ 2 H

HO OH o] OH

OH (8]

Fonte: (OLIVEIRA et al., 2009).

De maneira geral, os compostos fenolicos sdo polares e os diferentes valores na
concentracdo de FT nos extratos podem ser explicados pela diferenca de polaridade do hexano
(apolar) e etanol (polar) que foram utilizados na extragdo que faz com que compostos distintos

presentes nas amostras solubilizem com os solventes. Essas interacdes entre solvente e extrato
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sdo responsaveis pelas caracteristicas individuais de cada extrato, podendo estar presente
uniformemente em diferentes locais da planta ou somente em alguma area especifica.

As plantas sintetizam, durante seu metabolismo secundario por vias bioquimicas,
compostos fenolicos como resposta a estimulos ambientais como ataque de patdgenos e insetos,
ferimentos e radiagdo UV (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Estes compostos possuem em sua estrutura, um anel aromatico com um ou mais grupos
hidroxila. Dentre eles, estdo os taninos condensados, acidos fendlicos, ligninas, lignanas e
flavonoides. Sao considerados de grande interesse por possuirem propriedades antioxidantes,
pois sdo capazes de eliminar os radicais livres, através da doacdo de 4&tomos de hidrogénio ou
elétrons. A estrutura do composto € determinante para sua atividade. Nos acidos fenolicos, por
exemplo, a quantidade e a posicdo das hidroxilas em relagdo a carboxila influenciam
diretamente na atividade antioxidante do composto (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Os resultados espectrofotométricos para o teor de FT corroboram com a prospeccao
fitoquimica, na qual os extratos etanolicos de L. replicata indicaram na sua composicao a
presenca de compostos fenodlicos, incluindo flavonoides. Por isso, foram realizados os testes

para verificar a atividade antioxidante dos mesmos.

5.4 Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH

A analise da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH ¢ baseada na
medida do consumo do radical DPPH pelo extrato. Para isso, mede-se a capacidade do radical
livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil em reagir com substancias doadoras de hidrogénio,
incluindo compostos fendlicos (MENSOR et al., 2001). Ocorre uma reagdo de oxirreducao, na
qual o radical DPPH com coloragao violeta, ¢ reduzido para DPPH-H, alterando a coloragado da
mistura para amarelo (BADARINATH et al., 2010).

Os compostos fenolicos podem reagir com o radical DPPH por dois mecanismos: perda
sequencial de préton na transferéncia de elétron (SPLET — Sequential proton loss electron
transfer) ou por transferéncia de hidrogénio (HAT — Hydrogen atom transfer), como descrito

na Figural9.
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Figura 19: Mecanismos da reac¢ao entre compostos fenolicos e o radical DPPH

HAT .
ArOH + DPPH —— ArO + DPHPH—H

i T}f

- SPLET . _
ArO + DPPH — ArO + DPPH

Fonte: a autora

No mecanismo HAT, mede-se a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais livres
pela doacdo de hidrogénio do composto fendlico para o radical DPPH (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005), enquanto que no mecanismo SPLET ¢ medida a capacidade do anion (ArO
) de transferir um elétron ao radical DPPH, apds a hidroxila do grupo fendlico ter desprotonado
(FOTIL, DAQUINO; GERACI, 2004)

Os extratos hexanicos e etanolicos foram avaliados quanto a capacidade de reagdo com o
radical DPPH. Os resultados foram expressos em concentragio eficiente (CEso), em pg mL™! de
extrato, que ¢ a concentracdo de extrato necessdria para reagir com 50% do radical DPPH.
Quanto menor for este valor, maior ¢ atividade antioxidante da amostra.

De acordo com REYNERTSON; BASILE; KENNELLY (2005), a intensidade da atividade
antioxidante de um extrato pode ser relacionada com o valor obtido de CEso, conforme

mostrado na Tabela 11.

Tabela 11: Relagao entre os valores de CEso e a intensidade de atividade antioxidante.

DPPH Intensidade de atividade
(CEso, pg mL") antioxidante
<50 Elevada
50-100 Moderada
100 - 200 Baixa
>200 Inativa

As absorbancias da rea¢do entre 0,2 mL dos extratos preparados em diferentes
concentracdes (50 a 333,3 pg mL™! para os extratos hexanicos, 0,08 a 8,30 ug mL™! para os
extratos etanélicos e comercial e 0,14 a 1,70 pg mL™! para o BHT) com 2,8 mL do reagente
DPPH, foram medidas em 517 nm, em triplicata. Os valores de CEso foram determinados por
regressao linear e se obteve o grafico no qual a abscissa representa a concentragao do extrato

testado e a ordenada a proporg¢ao da porcentagem da atividade antioxidante.
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Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de CEso da andlise de sequestro do radical DPPH

dos extratos etandlicos, hexanicos das folhas, galhos e cascas e do extrato comercial.

Tabela 12: Valores de CEso da analise da atividade antioxidante pelo método do sequestro do

radical DPPH dos extratos da planta L. replicata.

Amostra DPPH (CEso pg mL™)
EH folhas >200
EH cascas > 200
EH galhos > 200
EE folhas 4,24 +0,16%
EE cascas 4,35+0,37%
EE galhos 3,52+0,10°
Tintura seca 3,50 + 0,06°
BHT 2,58 £0,01°¢

Extrato hidroetanolico de L. pacari

8,5+0,10
(PEREIRA et al., 2018)

Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etanolico. As analises com a mesma letra ndo mostraram
diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p

<0,01 para todas as correlagdes com médias diferentes.

A partir dos dados das Tabelas 15 e 16, pode-se verificar que o extrato comercial e os
extratos etandlicos apresentaram valores de CEso, todos menores que 50, ou seja, apesar da
diferenca estatisticamente significativa entre eles, todos tiveram intensidade de atividade
antioxidante elevada e com valores proximos ao CEso do BHT, um antioxidante sintético e
utilizado como padrdo positivo. Além disso, os valores encontrados para estes extratos foram
melhores que o resultado que Pereira et. al (2018) encontrou para o extrato hidroetanolico de
L. pacari. Isto mostra quao promissor sao os extratos da planta L. replicata.

Os extratos hexanicos apresentaram valores de CEso> 200 ug mL™!, ou seja, ndo possuem
boa atividade antioxidante. Isso pode ser explicado pelo fato de possuirem menor quantidade
de compostos fendlicos em suas composicoes.

Baseado no mecanismo da reducdo da molécula de DPPH e nos resultados obtidos nos
ensaios de prospeccao fitoquimica e indice de fenois dos extratos, € possivel relacionar esta alta

atividade antioxidante dos extratos etandlicos e comercial, pelo menos em parte, a presenca de
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substancias com hidroxilas disponiveis, como por exemplo, flavonoides (MENSOR et al.,

2001).

5.5 Atividade antioxidante pelo método da capacidade da reducao do ferro (FRAP)
Este é um ensaio colorimétrico e mede a capacidade dos fenéis de reduzir o Fe** em Fe?" em
condi¢des acidas. Quando isso acontece na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-trizina (TPTZ)
forma-se um complexo com uma cor azul intensa, com absor¢dao em 593 nm (BENZIE;

STRAIN, 1996).

Figura 20: Reagdo de redugiio do complexo TPTZ com Fe** a Fe?* pela adi¢do de um

antioxidante.
[ ) Mg Sy | | N L= N
=M. M
- n N + antioxidante l - N._ =N
Fe ' e ~ _Fe |
o | -~ - e
N "N Ny, . NT N
_N N || N A N |
. | N ki oMo N
| | I
4+ 2+
[Fe(I)(TPTZ),)® [Fe(l(TPTZ),]
cor: azul-clara cor: azul-escura

Fonte: (RUFINO et al., 2006).

A atividade antioxidante pelo método FRAP ¢ determinada por comparagdo com uma curva
analitica de um gréafico da absorbancia da reagdo entre o Trolox e o reagente FRAP versus a
concentracao do Trolox, da qual se obteve a equagao y = 0,0019x + 0,0489 com r*> = 0,9908,
sendo y a absorbancia e x a concentragdo de Trolox. O resultado foi expresso em pumol de
Trolox equivalente/g de amostra. Sendo assim, esse método foi utilizado para ver o potencial
redutor das amostras. Quanto mais Fe?" no final da reacdo, maior sera a atividade antioxidante.

Na Tabela 13 sdo mostrados os resultados obtidos para todos os extratos em estudo.
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Tabela 13: Valores de Equivalente de Trolox em pmol/g de amostra da andlise da atividade

antioxidante pelo método da capacidade da reducgdo do ferro dos extratos da planta L. replicata.

Amostra Equivalente de Trolox em pmol gamostra™
EH folhas 84,67 £ 3,47
EH cascas 46,42 +2,78°
EH galhos 156,25 + 3,25°¢
EE folhas 473,79 + 6,824
EE cascas 389,23 £ 8,61¢
EE galhos 548,17 +7,31F
Tintura seca 681,16 + 5,238

Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etanolico. Nao houve resultado sem diferenca significativa
entre as médias pelo teste de Tukey a 5% para o mesmo ensaio. Foi obtido p <0,01 para todas as

correlagdes com médias diferentes.

O extrato comercial foi o que apresentou maior atividade antioxidante comparada com os
outros extratos. Nota-se que os extratos hexanicos, pela falta de compostos fendlicos em sua
composi¢do, possuem baixa atividade.

Ao comparar os testes de DPPH e FRAP, observa-se que para ambos, o extrato comercial
foi o que apresentou a melhor atividade antioxidante, seguido dos extratos etanolicos dos
galhos, folhas e cascas.

Essa atividade antioxidante dos extratos de L. replicata pode ser explicada pelo alto teor de

compostos fendlicos encontrado pelo método Folin.

5.6  Atividade antimicrobiana dos extratos de Lafoensia replicata

A Resolucao RDC n° 630, de 10 de margo de 2022 estabelece pardmetros para o controle
microbiologico de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Dentre os
microrganismos que devem ser avaliados estdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosas e coliformes totais e fecais (BRASIL,2022).

Estes produtos estdo sujeitos a contaminagdo por microrganismos durante todo o processo
de fabricagdo. Por isso, € necessario antes de sua comercializagdo que as fontes potenciais de
contaminac¢do (funciondrios, instalacdes, equipamentos e aparelhos, materiais de producao e
recipientes) sejam submetidas a um programa adequado de sanitizacdo e higiene (BRASIL,

2013).
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Um produto que possui conservantes que previnam o crescimento microbiano em sua
composicdo pode sofrer degradacdo se apresentar elevada quantidade de microrganismos,
comprometendo a qualidade e seguranca do mesmo (HUGO, 1991). Além disso, um cosmético
contaminado representa risco de infecgdo em pacientes imunocomprometidos. A contagem e o
tipo de microrganismo que se deve pesquisar podem variar dependendo do uso do produto. A
Pseudomonas aeruginosa estad dentro de um dos patogénicos conhecidos mais pesquisados, a
E.coli ¢ um indicador de contaminagao fecal e o Staphylococcus aureus ¢ um indicador de baixo
nivel de higiene (PINTO; KANKO; PINTO, 2015).

O conservante a ser utilizado na fabricagdo dos cosméticos, também ¢ escolhido de acordo
com seu espectro de atividade. Existem poucos conservantes que sdo universais. Alguns sdo
preferencialmente ativos para bactérias Gram positivas, outros sdo fungicidas. Portanto, ¢
essencial determinar o valor da concentracdo inibitdria minima da substincia para cada
microrganismo.

Uma das formas de inibir este crescimento microbiano ¢ utilizando conservantes nas
formulacdes. Por isso, foi avaliada a concentragdo inibitéria minima de cada extrato para os
microrganismos mais propicios de serem encontrados em cosméticos, para uma possivel
utilizagdo deles como conservantes em cremes hidratantes.

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos hexanicos, etandlicos e comercial de

L. replicata estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Concentracdes inibitorias minima (CIM) dos extratos da planta L. replicata.

Concentragio inibitéria minima (CIM) - ng mL!

Extratos brutos

Microrganismos EH EH EH EE EE EE Tintura
folhas cascas galhos folhas cascas galhos seca
Staphylococcus aureus >800 >800 >800 50 100 50 25
Escherichia coli >800 >800  >800  >800  >800  >800 >800
Pseudomonas aeruginosas >800 800 >800 100 100 200 50
Candida albicans 400 800 100 3,12 1,56 3,12 3,12

Nota: EH: extrato hexéanico; EE: extrato etandlico. Concentragdo do controle positivo gentamicina:

0,0115 pg mL"! a 5,90 ug mL'; antofericina B = 0,031 pg mL"' a 16,0 pg mL"".

Pode-se observar que todos os extratos etandlicos da planta inibiram o crescimento dos

microrganismos avaliados, exceto para E.coli com valores de CIM entre 50 pg mL™! e 100 pg
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mL!. A tintura mostrou-se mais ativa contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aerugionosas, com CIM de 25 pg mL! e 50 ug mL"!, respectivamente.

Nota-se que para o fungo Candida albicans, todos os extratos, exceto o hexanico extraido
das cascas e folhas, apresentaram CIM < 100 pg mL™!, sendo que os extratos etandlicos
apresentaram valores baixos (entre 1,56 ng mL™! e 3,12 ug mL™!), mostrando uma boa atividade
antifungica.

O extrato etanolico das folhas de L. pacari mostrou atividade antimicrobiana com
concentragdo inibitoria minima (CIM) de 312,5 pg/mL contra S. aureus e o extrato etanolico
do caule apresentou CIM de 625 pg/mL contra essa mesma bactéria (LIMA et al., 2006).
PORFIRIO et al. (2009) encontraram uma CIM de 250 pg/mL para P. aeruginosa ¢ CIM de
125 pg/mL contra S. aureus para o extrato hidroalcodlico das folhas de L. pacari. Para os
extratos obtidos das cascas do caule, a CIM para as duas bactérias foi de 250 ng/mL.

Os resultados dessa andlise sdo considerados relevantes e promissores, visto que todos os
extratos etandlicos e tintura apresentaram valores de CIM menores que 100 pg mL™! para trés
dos microrganismos avaliados (RIOS; RECIO, 2005), além de apresentarem resultados

melhores quando comparado com a espécie L. pacari.

5.7 Analise do teste de eficacia do sistema conservante dos cremes — “Challenge Test”

Devido aos bons resultados das analises do teor de fendis totais, atividade antimicrobiana e
antioxidante dos extratos etanolicos de L. replicata, optou-se por avaliar o seu uso como
conservante em cosmeéticos.

A ANVISA, através da RDC n° 528, de 4 de agosto de 2021, dispde sobre a lista de
substancias de ag¢do conservante permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes. A partir disso, foi feito um creme hidratante com 0,4% de metilparabeno, um dos
conservantes mais utilizados nas industrias cosméticas (BRASIL, 2021).

Pela grande busca das pessoas por um estilo de vida saudavel, varias pessoas buscam
comprar produtos que ndo possuem conservantes sintéticos nas suas formulagdes e pelos
extratos etandlicos terem apresentado boa atividade antimicrobiana e antioxidante, foram
produzidos cremes hidratantes utilizando os extratos de L. replicata para verificar sua possivel
utilizagdo como conservantes em cosméticos.

O teste de desafio (Challenge test) € usado durante o desenvolvimento de um produto para
determinar a eficacia e estabilidade do conservante ao longo do tempo. Ele ¢ realizado através
da inoculacdo de uma quantidade conhecida de microrganismos (bactérias e fungos). Os

recipientes sdo protegidos da luz e incubados por 28 dias.
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Para tanto, o teste foi realizado de acordo com a Farmacopeia Brasileira, 6* edi¢do, e
consistiu em inocular nos produtos, determinada quantidade de microrganismos especificos
(Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538) para se
obter uma concentracdo final no produto entre 1 x 103 e 1 x 10° UFC/g de amostra. As taxas de
mortalidade foram medidas com 7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados sdo apresentados na Tabela

15.
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Tabela 15: Teste de desafio do sistema conservante dos cremes com metilparabeno, tintura e

extrato etanolico das folhas de Lafoensia replicata, nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias.

Microrganismos 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
log/UFC | log/UFC | log/UFC log/UFC | log/UFC
o Aspergillus brasiliensis 5,70 5,65 5,63 5,69 5,72
é kA Candida albicans 6,91 6,74 6,74 6,88 6,84
é § Escherichia coli 7,20 7,11 7,31 7,20 7,12
é g Pseudomonas aeruginosa 6,18 6,14 6,14 6,21 6,26
S Staphylococcus aureus 6,26 6,35 6,35 6,25 6,43
Aspergillus brasiliensis 5,00 <1,00 < 1,00 <1,00 < 1,00
£ % Candida albicans 6,08 < 1,00 <1,00 < 1,00 < 1,00
g g Escherichia coli 6,14 <1,00 < 1,00 <1,00 < 1,00
S é Pseudomonas aeruginosa 6,15 <1,00 < 1,00 < 1,00 < 1,00
Staphylococcus aureus 6,36 < 1,00 <1,00 < 1,00 < 1,00
Aspergillus brasiliensis 5,86 1,24 1,24 <1,00 < 1,00
g Candida albicans 6,43 1,70 1,70 <1,00 < 1,00
g Escherichia coli 6,60 3,21 2,30 < 1,00 < 1,00
% Pseudomonas aeruginosa 6,49 3,18 3,18 <1,00 < 1,00
S Staphylococcus aureus 6,91 <1,00 < 1,00 <1,00 < 1,00
Aspergillus brasiliensis 5,78 1,74 <1,00 < 1,00 <1,00
g Candida albicans 6,33 2,01 <1,00 < 1,00 < 1,00
% § Escherichia coli 6,46 2,12 < 1,00 <1,00 < 1,00
é i Pseudomonas aeruginosa 6,89 2,34 <1,00 < 1,00 < 1,00
S Staphylococcus aureus 6,47 2,14 <1,00 < 1,00 <1,00
) Aspergillus brasiliensis 5,63 <1,00 < 1,00 <1,00 < 1,00
'3 Candida albicans 6,89 1,00 < 1,00 <1,00 < 1,00
g ff Escherichia coli 6,89 2,31 < 1,00 <1,00 < 1,00
% Pseudomonas aeruginosa 6,88 2,90 2,04 < 1,00 < 1,00
S Staphylococcus aureus 6,71 1,30 < 1,00 <1,00 < 1,00

Nota: Log/UFC — Unidades Formadoras de Colonia em logaritmo de base 10.
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Para estimar o nivel de microrganismos inoculados em uma amostra de cosmético, ¢
necessario selecionar as condi¢cdes adequadas de cada cultura (meio de cultura, temperatura e
periodo de incubacao) e elas devem proporcionar um crescimento ilimitado de microrganismos,
resultando na inativacdo do sistema conservante presente na amostra. O numero de
microrganismos viaveis existentes na suspensdo do indculo ¢ determinado pelo método de
contagem em placas, medido em UFC/g no produto. A carga microbiana ¢ determinada em 7,
14,21 e 28 dias ap0s a inoculagdo e o nimero de microrganismos (UFC/g) ¢ determinado a cada
intervalo de tempo, sendo a porcentagem de microrganismos estimado em relagdo a
concentragao inicial.

Nos testes realizados, pode-se observar que para todos os cremes houve reducdo progressiva
da carga microbiana em relag¢do ao tempo. A partir do sétimo dia aconteceu redugdo de bactérias
viadveis da contagem inicial, seguida de redu¢do continua até a finaliza¢do do ensaio. Esse perfil
também aconteceu para o fungo Candida albicans.

Para o creme produzido com metilparabeno, um dos conservantes mais utilizados na
industria cosmética, no sétimo dia ja ndo havia mais nenhum microrganismo no produto. Para
os cremes fabricados com a tintura e o extrato etandlico das folhas da L. replicata, apesar de a
partir de 7 dias ja ter sido observado reducao da carga de microrganismos, apenas com 21 dias
nao havia mais crescimento deles.

Foram feitos dois cremes utilizando a tintura. Em um deles, foi utilizado 2% de tintura no
alcool de cereais e no outro, foi utilizado 0,4% da tintura seca dissolvida em glicerina, da mesma
forma como foi feito com o metilparabeno. Para o creme utilizando 2% de tintura, foram
necessarios 21 dias para a inibicdo completa dos microrganismos, enquanto para o creme
utilizando 0,4% de tintura seca, com 14 dias ja ndo tinha mais proliferagdo de bactérias e fungos.
Isso pode ser explicado, pelo fato de que 2% da tintura comercial em 350 gramas de creme,
corresponde a aproximadamente uma concentragdo de 0,3% de extrato.

Ja para o creme em que ndo foi adicionado nenhum sistema conservante, nao houve redugao
na quantidade de microrganismos no produto. Apesar da tintura e o extrato etandlico das folhas
da planta precisarem de mais dias para inibir o crescimento microbiano quando comparado com
o metilparabeno, ambos também estdo dentro do permitido pela legislagdo para uso como
conservantes (inibicao total do crescimento microbiano até 28 dias) (ANVISA, 2019). Pode-se
entdo considerar os extratos obtidos desta espécie como uma fonte natural promissora para o
estudo de outras atividades e novos testes para seu uso como conservante aliado na produgao

de cosmeéticos.
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5.8 Identificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas dos compostos presentes nos extratos
A caracteriza¢ao dos compostos presentes nos extratos foi realizada através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM), com sistema de
ionizacao por electrospray (IES). As anélises foram feitas em modo negativo. Na Tabela 16 sao
mostradas as propostas de identificagdo dos compostos para o extrato etanolico das folhas,
cascas e galhos e tintura das folhas de L. replicata com seus respectivos valores de m/z € o erro
em ppm atribuido para cada composto. Nas Figuras 21 e 22 estdo representadas as estruturas
dos compostos identificados. O cromatograma do modo negativo e os espectros de massas de

cada substancia da tabela se encontram no apéndice.
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Tabela 16: Proposta de identificacio dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata

(continua)
Formula m/z m/z
Tr Erro Fragmentos
Composto molecular experimental Calculado Extratos Referéncias
(min) (ppm) MS?
M -HJ M -HJ M -HJ
EE folhas; EE
(LIMA et al., 2022); (JIN et al.,
1 1,967 Sorbitol Ce¢H1306™ 181,0724 181,0718 3,31 163 cascas, EE galhos 2018)
Tintura
EE folhas; EE
. (SINGH et al., 2016); (MENA
2 1,967 HHDP-glicose C20H17014” 481,0635 481,0622 0,70 421,301,275  cascas, EE galhos, 1. 2012)
etal.,
Tintura
Pedunculagina EE folhas; EE (SINGH et al., 2016);
) ] 481, 301, 291,
3 2,094 isomero (bis C34H23025~ 783,0685 783,0686 -0,12 275 249, 145 cascas, EE galhos, (CAROCHO et al., 2014);
HHDP hexoside) ’ ’ Tintura (MENA et al., 2012)
Pedunculagina
) ] 301, 291, 275, )
4% 2,097 isomero (bis C34H23025™ 391,0303 391,0307 -1,02 145 Tintura (CHANG et al., 2019)
HHDP hexoside)
EE folhas; EE
Sacarose + acido 341,179, 161,
5 2,178 Ci2H21011™ 387,1166 387,1144 5,68 cascas, EE galhos, (JIN et al., 2018)
féormico 143
Tintura
765, 721, 601, EE folhas, EE
(SINGH et al., 2016); (MENA
6 2,220 Punicalina C34H21022 781,0530 781,0530 0,00 575,481,393, cascas, EE galhos,

301, 299, 273

Tintura

et al., 2012)
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Tabela 16: Proposta de identificacio dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata.

(continuacao)
Formula m/z m/z
Tr Erro Fragmentos
Substincia molecular experimental Calculado Extratos Referéncias
(min) (ppm) MS?
[M-H] M -H] IM-H]
) EE folhas. EE (SINGH et al., 2016);
HHDP - galoil 463, 275, 301,
7 2,473 ) . Cy7H21015” 633,0733 633,0733 0,00 cascas, EE (CAROCHO et al., 2014);
glicose isomero I 249, 169 )
galhos,Tintura (MENA et al., 2012)
) ) EE folhas. EE
8% 2,490 Punicalagina CasH70 541,0269 541,0260  -0,17 001,531, 402, EE galh
> 3 5 ) -0, cascas, alhos,
isdmero T 301, 124 . & (MENA et al., 2012)
Tintura
9 2515  Galoil gli Ci3H 50 331,0686 331,0671 0,45 304,170,169, EE folhas, EE
s aloil glicose 13015010~ ) > >
139, 125 cascas, Tintura (SINGH et al., 2016)
trisgaloil -HHDP 907, 605, 425, (SINGH et al., 2016);
10 2,541 . C41H27027” 951,0784 951,0740 0,46 EE folhas
glicose 341, 301, 275 (QUATRIN, 2019)
EE folhas, EE
11 2,566  Galoil punicali CaiHas026” 933,0627 933,0640 1,39 031,431, 425, EE galh
, aloil punicalina 41H25026 , ’ ) 301 cascas, EE galhos, (SINGH et al., 2016)
Tintura
EE folhas; EE
12 2,617 Acido galico C7H505~ 169,0139 169,0142 1,77 125 cascas, EE galhos, (SINGH et al., 2016),
Tintura
Acido 470, 425,407,
13 2,687 C21HoO13~ 469,0051 469,0049 043 Tintura, EE cascas (SINGH et al., 2016)
flavogalonico 299
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Tabela 16: Proposta de identificacio dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata.

(continuacao)
Formula m/g m/z
Tr Erro Fragmentos
Substincia molecular experimental Calculado Extratos Referéncias
(min) (ppm) MS?
M -HJ M —HJ [M - HJ
] 933, 783, 631, EE folhas; EE
14 2,768 Terflavin A CasH20030™ 1085,0754 1085,074 0,46 (SINGH et al., 2016)
601, 451, 301 galhos, Tintura
. . EE folhas, EE
Punicalagina 781, 601, 451, (SINGH et al., 2016); (MENA
15 2,937 ) CasH27030” 1083,0578 1083,059 -1,38 cascas, EE galhos,
isdmero 301 ) etal., 2012)
Tintura
) EE folhas, EE
HHDP — galoil (SINGH et al., 2016); (MENA
16 3,131 ) . Cy7H21015” 633,0725 633,0733 1,26 301, 275 cascas EE galhos,
glicose isomero II ) et al., 2012)
Tintura
HHDP — galoil EE folhas, EE
) . (SINGH et al., 2016); (MENA
17 4,251 glicose isomero Ca7H21015” 633,0686 633,0733 7,42 301, 275 cascas EE galhos, L 2012)
etal.,
I Tintura
HHDP — galoil EE folhas, EE
) . (SINGH et al., 2016); (MENA
18 4,639 glicose isomero Cy7H21015” 633,0736 633,0733 0,47 301, 275 cascas, EE galhos L 2012)
etal.,
v Tintura
. . (SINGH et al., 2016);
Trigaloil 483, 465, 313,
19 9,385 Cx7H23015” 635,0895 635,0890 0,79 EE folhas, Tintura (KACHKOUL et al., 2020);
hexosideo 301, 169, 125

(CHANG et al., 2019)
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Tabela 16: Proposta de identificacio dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata.

(continuacao)
Formula m/g m/z
Tr Erro Fragmentos
Substincia molecular experimental Calculado Extratos Referéncias
(min) (ppm) MS?
[M-H] M -H] IM-H]
785, 635, 465,
(HOOI POAY; SUI KIONG;
20 9,385 Pterocarinina C C41H20026~ 937,0968 937,0953 1,60 301, 275, Tintura
CHENG HOCK, 2011)
169,125
635, 617, 465, (ABU-REIDAH et al., 2015),
21 9,764  Tetragaloil hexose Cs4H27022~ 787,0977 787,0999 -2,79 EE folhas, Tintura
169 (ERSAN et al., 2016);
(SINGH et al.,
EE folhas, Tintura;
22 10,101 Etil galato CoHoOs~ 197,0456 197,0455 0,51 169, 125 2016);(WYREPKOWSKI et
EE cascas
al., 2014)
Pentagaloil 787, 617, 465, )
23 10,312 C41H31026” 939,1112 939,1109 0,32 Tintura (ABU-REIDAH et al., 2015)
hexosideo 393,241, 169
581, 579, 487,
Quercetina (GOUVEIA; CASTILHO,
24 10,481 C27H20017” 625,1412 625,1410 0,32 463,301,300, EE folhas; Tintura
dihexosideo 2010); (HAMED et al., 2016)
271,169, 151
433,314, 313, (ABU-REIDAH et al., 2015)
Hexosideo de .
25 10,481 ) ) C»H21012” 477,1036 477,1038  -0,42 301,271,169, Tintura; EE cascas (BEN SAID et al., 2017)
isorhamnetina
125 (HAMED et al., 2016)
Quercetina 300, 301, 271, ) (DA VEIGA CORREIA et al.,
26 10,565 Ca6H27016” 595,1315 595,1305 1,68 EE folhas, Tintura
arabinoglicosideo 169 2021)
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Tabela 16: Proposta de identificacio dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata.

(conclusao)
Formula m/g m/z
Tr Erro Fragmentos
Substincia molecular experimental Calculado Extratos Referéncias
(min) (ppm) MS?
[M-HJ [M-HJ [M-H]
(PEREIRA et al., 2015)
Quercetina Galoil 463, 300, 301, )
27 10,776 CsH23016” 615,0982 615,0992 -1,62 EE folhas, Tintura (SALDANHA; VILEGAS;
hexosideo 271
DOKKEDAL, 2013)
. (PEREIRA et al., 2015)
" EE folhas, Tintura;
28 11,071 Quercetina C21H19012 463,0882 463,0881 0,22 301, 300,271 (SALDANHA; VILEGAS;
hexosideo EE cascas
DOKKEDAL, 2013)
EE folhas, Tintura; (ERSAN et al., 2016); (ABU-
29 11,404 Galoil quercetrina CaH23015™ 599,1040 599,1042 -0,33 463, 301, 285
EE cascas REIDAH et al., 2015)
EE folhas; EE
, 284,173, 145, (FRATERNALE et al., 2015);
30 11,362 Acido elagico Ci4Hs05™ 300,9996 300,9984 -0,39 cascas, EE galhos,
133 ] (MENA et al., 2012);
Tintura
EE folhas; EE (ABU-REIDAH et al., 2015);
Canferol 285, 284, 255,
31 11,573 C21H19011™ 447,0934 447,0933 0,22 cascas, EE galhos, (COSTA SILVA et al., 2019)
hexosideo 227
Tintura (MENA et al., 2012)
273,169, 151, ) (ABU-REIDAH et al., 2015);
32 12,206 Quercetina CisHoO7~ 301,0370 301,0354 5,31 EE folhas; Tintura
134 (BEN SAID et al., 2017)

Nota: Tr: tempo de retengdo; HHDP: Grupo hexaidroxidifenol, *[M—2H]>".



Figura 21: Estrutura dos compostos identificados (Tabela 20: 1-13, 15-18) nos extratos etanolicos e tintura da L. replicata.

Nota: *compostos isdmeros

Fonte: a autora.

76



7

Figura 22: Estrutura dos compostos identificados (Tabela 20: 14, 19-32) nos extratos etandlicos e tintura da L. replicata.

Fonte: a autora.
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Tanto o extrato etandlico das folhas como a tintura mostraram uma predominancia de
taninos, flavonoides e acidos fenolicos. Os elagitaninos sdo taninos hidrolisaveis que tém
atraido muita atengao por possuirem diversas propriedades benéficas a saide humana, incluindo
capacidade de reduzir riscos de diabetes, atividades anticancerigena e antioxidante (VIVAS et
al., 2004).

A Punicalagina (Figura 23) faz parte deste grupo de taninos e contém em sua estrutura
grupos galagil e HHDP (hexaidroxidifenois) ligados a uma porg¢ao de glicose. Este composto ¢
abundante em frutos de roma e ja foi isolada da planta L. pacari (CARNEIRO et al., 2016),

espécie pertencente a mesma familia da L. replicata.

Figura 23: Estrutura molecular da punicalagina.

grupo HHDP

Fonte: a autora.

Na Figura 24 sdo apresentados os espectros de massas referentes a este composto,

encontrado tanto no extrato etanolico das folhas como na tintura.
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Figura 24: Espectro de massas da punicalagina (m/z 1083,0578 [M - H]"): A) (-)-IES-EM, B)
(-)-IES-EM/EM
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Fonte: a autora.
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A proposta de fragmentagdo para este composto se encontra na Figura 25. A primeira

fragmentacdo (linha azul) mostrada para a punicalagina € referente a perda de 302 u de massas

(correspondente ao acido elagico), formando o ion m/z 781, identificado como punicalina

(composto 6). O segundo padrao de fragmentacao observado (linha vermelha) ¢ referente ao

ion m/z 601. oriundo da perda de 482 u de massa atomica.
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Figura 25: Proposta de fragmentacao para a punicalagina.

m/z 781

Fonte: a autora.

Alguns estudos ja confirmaram atividades bioldgicas, como antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria e antimaléria para este composto (REDDY et al., 2007, LEE et al., 2010).

Outro composto pertencente a classe de elagitanino que também foi identificado, foi a
pedunculagina (composto 3), com ion molecular em m/z 783, que produziu um fragmento de
ion em m/z 481 que corresponde ao HHDP-glicose (composto 2).

Na Figura 26 encontram-se os espectros de massas referentes ao composto 2, identificado

tanto nos extratos etanolicos das folhas, cascas e galhos, como na tintura.
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Figura 26: Espectro de massas do HHDP-glicose (m/z 481,0635 [M - H]): A) (-)-IES-EM, B)
(-)-IES-EM/EM.

Intens. ] -MS, 1.967min #165
1047 A) 1814.(:724
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37
2
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1[][]0—_
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] | ‘ ‘ 702.9087 1034 3985
0 | : |l | L Ll : I : : .
200 400 600 800 1000 miz

Fonte: a autora.

Na figura 27 tem-se uma representacao das propostas de fragmentagdo para este composto,
que se fragmenta em m/z 301 (acido elagico), apds a perda de uma glicose e o fragmento m/z

421 formado a partir da liberagdo de uma molécula neutra (C2H4O»).

Figura 27: Proposta de fragmentacao para o HHDP-glicose.

H
"o Yo Ho
o o) d
m/z 481 m/z 421
" OH OH
HO.__o HOIOI HO. o
(0 OH HO
OH H o) - OH

m/z 481 OH

Fonte: a autora.
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Outra classe de compostos que também foi identificada, foi a dos acidos fendlicos. Diversas
frutas, legumes e plantas medicinais possuem em sua estrutura os acidos fendlicos, incluindo o
acido galico (composto 12) que foi encontrado neste extrato em estudo. Ele possui propriedades
antibacteriana, antialérgica, antiviral e antioxidante. Com ion molecular m/z 169, tem fragmento
caracteristico em m/z 125 [M — H — CO2] (SIGNTH, 2016). Os espectros deste composto se

encontram na Figura 28 e a proposta de mecanismo dos fragmentos se encontra na Figura 29.

Figura 28: Espectro de massas da acido galico (m/z 169,0139 [M - H]): A) (-)-IES-EM,
B) (-)-IES-EM/EM
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Figura 29: Proposta de fragmentagao para o acido galico.
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Fonte: a autora.
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Outro acido encontrado somente na tintura o no extrato etanolico das cascas, € o acido

flavogalonico (composto 13). Seus espectros de massas estdo mostrados na Figura 30.

Figura 30: Espectro de massas do acido flavogalonico (m/z 469,0051 [M - H]): A) (-)-IES-
EM, B) (-)-IES-EM/EM.
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1083.0593
541.0232
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27 481.0632 | 933.0636
217.0482 331 377.084469.0051 819.0469 |
l ﬂ 633.0749 l ? \
0 ' “ W | tl o o | D R o JIN :
0 200 400 600 800 1000 1200 m/z
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1000 4 B) 425.0193
800
600+ 407.0128
200 299.9938
270.9933 383.8747 470.0985
363.0293
200 ‘ ‘ 540.9689
: I Ll . . . .
300 350 400 450 500 550 600 miz

Fonte: a autora.

O ion molecular m/z 469 sofre descarboxilagdo e forma o fragmento m/z 425. Ao perder uma
molécula de agua, este mesmo ion pode formar o fragmento m/z 451. Através de uma quebra
homolitica, o fragmento m/z 425 forma o fragmento m/z 300. Este mesmo fragmento, ao
eliminar uma molécula de 4gua, d4 origem ao fragmento m/z 407. A proposta de fragmentagao

para este composto esta representada na Figura 31.
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Figura 31: Proposta de fragmentacdo para o 4cido flavogaldnico.

m/z 300

m/z 469 m/z 451

Fonte: a autora.

Também era esperada pela prospeccao fitoquimica encontrar flavonoides, que foi uma classe
de compostos também identificada nos extratos. O composto 31 foi identificado como canferol
hexosideo, um flavonoide ligado a uma unidade de agucar em sua estrutura. Seus espectros de

massas se encontram na Figura 32.



85

Figura 32: Espectro de massas do canferol hexosideo (m/z 447,0934 [M - H]): A) (-)-IES-
EM, B) (-)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

O fragmento m/z 284 ¢ formado a partir de uma quebra homolitica da ligagdo entre a unidade
hexose e a aglicona canfero. Os demais fragmentos sdo correspondentes aos fragmentos do
canferol, O fragmento m/z 255 ¢ formado através da liberagio de uma molécula neutra de
formaldeido (CH2O) em duas etapas: a quebra da ligacdo C3-C4 levando a abertura do anel
com a formagdo de um aldeido na estrutura e em seguida formagdo de um epdxido com a
liberagdao de CH2O. O fragmento m/z 227 forma-se a partir do fragmento m/z 255 com a perda
de uma molécula neutra de CO.

O flavonoide canferol foi isolado e caracterizado por RMN e EM-IES por Costa Silva et al.
(2019) e apresentou elevada atividade antioxidante no método ORAC (4198,0 + 42,6 pumol
Trolox eq/g amostra e foi ativo por DPPH (CEsp 10,2 + 0,1 pg mL™). A proposta de

fragmentacdo para este composto esta na Figura 33.
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Figura 33: Proposta de fragmentacao para o canferol hexosideo.

m/z 447 OH m/z 284

Fonte: a autora.

Outro composto desta classe, também identificado nos extratos de L. replicata, foi a
quercetina (composto 32) e quercetina dihexosideo (composto 24). Este composto ¢ um dos
flavonoides antioxidantes mais eficazes e sua estrutura apresenta caracteristicas que favorecem
essa atividade, fazendo dela uma boa aliada no tratamento de diabetes, cancer e algumas
doengas cardiovasculares (OZGEN; KILINC; SELAMOGLU, 2016). Seus espectros de massa

se encontram na Figura 34.

Figura 34: Espectro de massas da quercetina dihexosideo (m/z 625,1412 [M - H]): A) (-)-
IES-EM, B) (-)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.
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O fragmento m/z 581 é formado a partir da elimina¢do de uma molécula neutra (C2H4O).
O fragmento m/z 463 ¢ formado pela quebra homolitica da liga¢do entre a unidade hexose e a
quercetina. Este fragmento formado, perde uma unidade hexose, formando o fragmento m/z 301
que através do mecanismo de RDA, forma o fragmento m/z 151. A proposta de fragmentagao

para este composto esta na Figura 35.

Figura 35: Proposta de fragmentacao para a quercetina dihexosideo.

o._0O
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HO OH
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o

—H —H
o -] T
H HO o) O OH
> o HO o)
| RDA +
OH OH O OH OH
OH

OH m/z 301 m/z 151

m/z 463

Fonte: a autora.

Organizando as propostas de identificagdo dos compostos da Tabela 16, em um
Diagrama de Venn (Figura 36), ¢ possivel visualizar de uma melhor maneira, quais os
compostos comuns em todos os extratos etanolicos e quais sdo aqueles encontrados em apenas

um ou dois extratos.
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Figura 36: Diagrama de Venn das propostas de identificacdo dos compostos dos extratos etandlicos e tintura de L. replicata

(8e 15)*

Nota: TF: Compostos identificados na tintura e EF; TFC: Compostos identificados na tintura, EF e EC; TC: Compostos identificados na tintura e
EC; TFG: Compostos identificados na tintura, EF e EG; TFGC: Compostos identificados na tintura, EF, EG e EC
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E possivel perceber a grande quantidade de compostos fenélicos, que foram identificados
pela andlise pelo método de Folin-Ciocalteu, entre eles acidos, flavonoides e taninos, os quais
possivelmente sao responsaveis pela alta atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos.

Como perspectivas para o grupo de pesquisa, sera realizado o fracionamento dos extratos

na tentativa de isolar moléculas responsaveis por estas atividades avaliadas.

6 CONCLUSOES

Os extratos hexanicos, etanolicos e tintura das folhas, cascas e galhos da Lafoensia replicata
foram preparados via extragdo por maceracao.

A partir da prospecgdo fitoquimica preliminar realizada em CCD com a utilizacdo de
reveladores especificos, foi identificada a presencga de classes de metabolitos especializados,
como flavonoides, terpenos e acidos fenodlicos.

Através da analise de teor de fenois totais, foi possivel verificar que independente da parte
da planta utilizada para preparar os extratos etandlicos (folhas, cascas ou galhos), todos
apresentaram grande quantidade de compostos fenolicos (com teores entre 230 e 272 mg EAG
extrato ), alta atividade antioxidante (CEsp < 50 pg mL™! para o teste com DPPH e valores
maiores que 350 Equivalente de Trolox em pmol/g de amostra para o teste FRAP), e potencial
antimicrobiano (CIM < 100 pg mL™"). Além disso, foi possivel observar que a tintura disponivel
comercialmente, obtida via extracdo com dalcool de cereais de acordo com metodologias
disponiveis na Internet, apresenta resultados similares com os extratos etanolicos de Lafoensia
replicata.

A andlise por CLAE-(-)-IES-EM possibilitou a identificagdo de alguns metabolitos
presentes nestes extratos sendo possivel correlacionar tal presenga ao elevado teor de fenois
toais e as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos.

Jé os extratos hexanicos apresentaram baixo teor de fenois totais e, consequentemente, baixa
atividade antioxidante a antimicrobiana.

Ao comparar os cremes fabricados com os extratos das folhas de L. repicata e o creme
utilizando metilparabeno, um dos conservantes mais utilizados nas industrias de cosméticos,
percebe-se que os extratos possuem a mesma capacidade de serem usados como conservantes,
uma vez que foram capazes de reduzir as bactérias viaveis e fungos em pelo menos 99,9% da
contagem inicial. Isso também esta correlacionado as atividades encontradas através deste
estudo. Pode-se entdo considerar os extratos obtidos desta espécie como uma fonte natural
promissora para o estudo de outras atividades, bem como um possivel aliado para a produgao

de cosméticos.
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Figura A1: (-)-EM dos compostos 1 e 2 (m/z 181,0724 ¢ 481,0635 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A2: (-)-IES-EM/EM do composto 1 (m/z 181,0724 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A3: (-)-IES-EM/EM do composto 2 (m/z 481,0635 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A4: (-)-EM do composto 3 (m/z 783,0685 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura AS: (-)-IES-EM/EM do composto 3 (m/z 783,0685 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A6: (-)-EM do composto 4 (m/z 391,0303 [M—2H]*>") da Tabela 20.
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Figura A7: (-)-IES-EM/EM do composto 4 (m/z 391,0303 [M—2H]*") da Tabela 20.
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Figura A8: (-)-EM do composto 5 (m/z 387,1166 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A9: (—-)-IES-EM/EM do composto 5 (m/z 387,1166 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A10: (—)-EM do composto 6 (m/z 781,0530 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A11: (—)-IES-EM/EM do composto 6 (m/z 781,0530 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A12: (—)-EM do composto 7 (m/z 633,0733 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A13: (-)-IES-EM/EM do composto 7 (m/z 633,0733 [M - H]') da Tabela 20.
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Figura A14: (-)-EM do composto 8 (m/z 541,0249 [M - 2H]*) da Tabela 20.
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Figura A15: (-)-IES-EM/EM do composto 8 (m/z 541,0249 [M - 2H]*) da Tabela 20.
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Figura A16: (—)-EM do composto 9 (m/z 331,0686 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A17: (-)-IES-EM/EM do composto 9 (m/z 331,0686 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A18: (—)-EM do composto 10 (m/z 951,0784 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A17: (—)-IES-EM/EM do composto 10 (m/z 951,0784 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A19: (—)-EM do composto 11 (m/z 933,0627 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A20: (—)-IES-EM/EM do composto 11 (m/z 933,0627 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A21: (—)-EM do composto 12 (m/z 169,0139 [M - H]") da Tabela 20.
Intens.’] -MS, 2.599min #225
x10%; 783.0672
2.5 181.0723 X
2.0
1.5
10 541.0254
] 160,013 ] 785.0781 1083.0609
0.5 2489609 481.0647 633.0742707.0591 0330633
] 331.0694 1 1 l
0.0-] |'JI.“n|I dal L ll:l PETSROTA NI £ T W) '1 b LL s Lk y
200 400 600 800 1000 m/z

Figura A22: (—)-IES-EM/EM do composto 12 (m/z 169,0139 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A23: (—)-EM do composto 13 (m/z 469,0051 [M - H]") da Tabela 20.

Intens. -MS, 2.560min #221
x104]
1083.0593
541.0232
6_
4 -
783.0684
2+ 481.0632 | 933.0636
217.0482 331 347 084:469.0051 819.0469 |
l 633.0749
0 . “ sl g ..1 tl ‘ﬂ b l? L. .L.l .
0 200 400 600 800 1000 1200 m/z

Figura A24: (—)-IES-EM/EM do composto 13 (m/z 469,0051 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A25: (—)-EM do composto 14 (m/z 1085,0754 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A26: (—)-IES-EM/EM do composto 14 (m/z 1085,0754 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A27: (—)-EM do composto 15 (m/z 1083,0578 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A28: (—)-IES-EM/EM do composto 15 (m/z 1083,0578 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A29: (—)-EM do composto 16 (m/z 633,0725 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A30: (—)-IES-EM/EM do composto 16 (m/z 633,0725[M - H]") da Tabela 20.
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Figura A31: (—)-EM do composto 17 (m/z 633,0686 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A31: (—)-IES-EM/EM do composto 17 (m/z 633,0686[M - H]").
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Figura A32: (—)-EM do composto 18 (m/z 633,0736 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A33: (—)-IES-EM/EM do composto 18 (m/z 633,0736 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A33: (—)-EM dos compostos 19 e 20 (m/z 635,0895 e m/z 937,0968 [M - H]) da
Tabela 20.
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Figura A34: (—)-IES-EM/EM do composto 19 (m/z 635,0895 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A35: (—)-IES-EM/EM do composto 20 (m/z 937,0968 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A36: (—)-EM do composto 21 (m/z 787,0977 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A37: (—)-IES-EM/EM do composto 21 (m/z 787,0977 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A38: (—)-EM do composto 22 (m/z 197,0456 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A39: (—)-IES-EM/EM do composto 22 (m/z 197,0456 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A40: (—)-EM do composto 23 (m/z 939,1112 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A41: (—)-IES-EM/EM do composto 23 (m/z 939,1112 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A42: (—)-EM dos compostos 24 e 25 (m/z 625,1412 e m/z 477,1036 [M - H]) da
Tabela 20.
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Figura A43: (—)-IES-EM/EM do composto 24 (m/z 625,1412 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A44: (-)-IES-EM/EM do composto 25 (m/z 477,1036 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A45: (—)-EM do composto 26 (m/z 595,1315 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A46: (—)-IES-EM/EM do composto 26 (m/z 595,1315 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A47: (—)-EM do composto 27 (m/z 615,0982 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A48: (—)-IES-EM/EM do composto 27 (m/z 615,0982 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A49: (—)-EM do composto 28 (m/z 463,0881 [M - H]") da Tabela 20.

Intens. -MS, 11.071min #1029
T 4630881 1906
8000 A 4

6000 -

40007 354 0123 4211126 531.0761

2000 - 384.9353 541.0261

452.9236 495.1112

350 375 400 425 450 475 500 525 550 m/z

Figura A50: (—)-IES-EM/EM do composto 28 (m/z 615,0982 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura A51: (—)-EM do composto 29 (m/z 599,1040 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A52: (—)-IES-EM/EM do composto 29 (m/z 599,1040 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A53: (—)-EM do composto 30 (m/z 301,0010 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A54: (—)-IES-EM/EM do composto 30 (m/z 301,0010 [M - H]) da Tabela 20.
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Figura ASS: (—)-EM do composto 31 (m/z 447,0934 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A56: (—)-IES-EM/EM do composto 31 (m/z 447,0934 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A57: (—)-EM do composto 32 (m/z 301,0370 [M - H]") da Tabela 20.
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Figura A58: (—)-IES-EM/EM do composto 32 (m/z 301,0370 [M - H]") da Tabela 20.
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