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RESUMO

As cactéceas sdo compostas por um grupo de plantas abundantes nas regifes do semiarido.
Demonstram bastante especificidade com relacdo ao seu habitat e possuem uma série de
adaptacGes morfoldgicas e fisioldgicas que permitem a sua sobrevivéncia em ambientes com
déficit em nutrientes e &gua, além de suportar intensa radiacdo solar (FPS). Dessa forma o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Fator de Protecéo Solar possivelmente presente
em hastes de Cereus jamacaru, verificar a sua porcentagem de atividade antioxidante, testar a
toxicidade através do teste preliminar com Artemia salina e verificar a composi¢édo quimica
do extrato através do infravermelho. Primeiramente foi preparado o material vegetal de
Cereus jamacaru resultando em extrato bruto, derivado de coletas durante o dia (11h) e
coletas durante a noite (23h). Apos isso foi realizado extragdes com etanol a 70% e 95% v/v
para ambos os horérios de coleta. Resultando em: ECD 95%, ECD 70%, ECN 95% e ECN
70%. Os espectros no infravermelho foram verificados tanto para o extrato bruto, quanto para
as fracoes liofilizadas, as bandas de absorc¢ao foram obtidas em comprimento de onda na faixa
de 4000 a 400 cm™. Para o teste de FPS in vitro, as amostras foram diluidas até a
concentracdo final de 0,2 mg/mL, e as absorbancias determinadas na faixa de 220 a 450 nm,
com intervalos de 2 nm. A atividade antioxidante foi avaliada através do método de sequestro
de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), sendo realizados testes para as quatro
amostras nas concentracdes de 5 a 2000pg.mL™ em triplicata. As leituras das absorbancias
foram realizadas a 517 nm. A partir do resultado foi calculado a porcentagem de atividade
antioxidante (AA%). Todas as amostras foram submetidas ao teste de toxicidade com Artemia
salina, nas seguintes concentra¢des de (1000, 500, 250, 125 ¢ 62,5ug.mL™). Logo apds
verificada a mortalidade dos nauplios com 24 e 48h. Com relacdo ao infravermelho foram
verificados picos de absor¢édo diferentes quando comparados tanto o horéario de coleta quanto
a porcentagem de diluicdo do solvente. Para o teste de FPS todas as amostras demonstraram
atividade fotoprotetora sendo que na amostra (ECD 95%) foi verificado uma maior absorcéao
na regido do ultravioleta (UV) com FPS-15,72. As amostras demonstraram uma maior
atividade antioxidante comparado ao B-caroteno, na maioria das concentragdes testadas. Os
testes de toxicidade com Artemia salina resultaram em valores para a concentracdo letal
média (CLso), >1000; 906,32; 622,30; 762,44 ug mL™ para os extratos (ECD 95%, ECD 70%,
ECN 95% e ECN 70%) respectivamente, apos 24h. A amostra ECD 95% mostrou ser atdxica
até a concentracdo testada. As demais amostras demonstraram toxicidade de acordo com o
que é relatado na literatura, em que concentracdes de CLsy abaixo de 1000 é considerado
toxica. Considerando que, para os experimentos em estudo foi verificado tanto efeito
fotoprotetor quanto atividade antioxidante em concentracfes bem abaixo dos valores de
CL50, assim podemos considerar o extrato como atdxico, embora sejam necessarios outros
testes de toxicidade, in vitro e in vivo buscando descartar o efeito toxico que possa vir a ter,
viabilizando a utilizagdo de seus principios ativos em farmacos ou produtos cosméticos.

Palavras chave: Cereus jamacaru, DC. Protecdo solar. Antioxidante. Toxicidade.



ABSTRACT

Cactaceae is family of plants abundant in semi-arid regions. They present a number of
morphological and physiological adaptations that allow their survival in environments with
a deficit in nutrients and water, and supports intense solar radiation. The aim of this study
was to evaluate the chemical composition (by spectroscopy Fourier transform infrared),
toxicity (essays with Artemia salina) and potential photoprotective and antioxidant of
ethanol extract (95 and 70%) of Cereus jamacaru stems collected in the periods of day and
night. The results of the study of the chemical composition showed variation in the
composition according to the sampling period and the process of extracting ethanol (95 or
70%). The 95% ethanol extract of stems collected during the day (ECD 95%) showed no
toxicity while others showed toxicity. All the extracts showed photoprotective and
antioxidant (as compared to beta carotene) activity. However, the highest activities were
observed in the ECD 95%. These results demonstrate the potential photoprotective and
antioxidant of ethanol extracts of Cereus jamacaru stems in the production of
biotechnological products.

Keywords: Cereus jamacaru, DC. Sunscreen. Antioxidant. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

As cacticeas sdo compostas por um grupo de plantas de facil visualizacéo,
principalmente durante a estacdo seca e sdo bastante especificas quanto ao seu habitat, estes
fatores fazem com que as cactaceas estejam entre as melhores espécies indicadoras da
vegetacdo da caatinga predominante no Nordeste brasileiro, exercendo grande importancia
para a fauna e a flora da regido. Muitas vezes ap0s transformacGes ambientais as cactaceas
representam as Unicas espécies tipicas restantes da caatinga original (CAVALCANTE;
RESENDE, 2007; ALBUQUERQUE, 2006; ZAPPI, 2008). Esta especificidade deve-se a
uma série de adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas que permite as cactaceas sobreviver em
lugares extremos, pobres em nutrientes, quantidade minima de agua, sob intensa radiacdo
solar e elevada temperatura (SHEDBALKAR et al., 2010; SILVA et al, 2007).

Entre estas plantas tipicas do semiarido brasileiro estd incluido o mandacaru
(Cereus jamacaru DC.). Esta espécie € caracterizada como uma planta bastante resistente aos
periodos de estiagem, dessa forma tem grande importancia para a sustentabilidade e
conservacdo da biodiversidade local. Seus frutos sdo alimentos para passaros e animais
silvestres da caatinga em periodo, além de serem bastante utilizadas pelos agricultores para
alimentacdo dos animais (CAVALCANTE; RESENDE, 2007). Esta espécie além de
apresentar grande resisténcia aos raios solares ao longo do tempo, séo bastante resistente a
pragas que atacam plantacées visinhas (MACIEL et al., 2002).

Muitos principios ativos sintetizados pelas plantas, exercem diferentes fungbes no
vegetal, podendo também esses provocar reacbes em outros organismos. Atualmente é
encontrado na literatura relatos sobre varios extratos e Oleos essenciais provenientes de
plantas que tém sido utilizadas em produtos farmacéuticos ou cosmeticos. Podendo ser citados
estudos com extratos de plantas relacionados a atividades: antifungica, antibactericida,
antioxidante e fotoprotetora, atividades essas que podem estar relacionada com a presenca de
principios ativos presentes nos vegetais (KOLEVA et al., 2002; FERNANDEZ-LOPEZ et al.,
2010; VIOLANTE, 2009; IHA et al., 2008; MACIEL et al., 2002). Dentre essas substancias
estdo incluidos os compostos fendlicos que caracterizam um grupo bastante representativo de
principios ativos o qual esta intimamente relacionado com a capacidade fotoprotetora de
extratos vegetais (GREGORIS et al., 2011; SOUZA et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas e suas utilizacbes

Produtos naturais foram sendo utilizados pela humanidade ao longo do tempo em
busca por alivio e cura de doencas, o qual tem atraido consideravel atencdo, sendo utilizados
em aplicagBes nas industrias farmacéuticas, cosmeticas e de alimentos (REFAAT, 2013).

A histéria do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizacdo desses recursos naturais na busca do controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagdo Egipcia, Greco-romana e Chinesa
(JUNIOR et al., 2006). A convivéncia com diferentes grupos étnicos trouxeram varias
contribuicdes e aprendizagem para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais,
desde o conhecimento da relacdo intima entre a estrutura quimica até um determinado
composto e suas propriedades bioldgicas (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Inimeras espécies vegetais foram descobertas exclusivamente pelo acaso, através
das observacdes populares, essas utilizagdes foram sendo consideradas como uma selecao
preliminar das plantas que seriam Uteis ou ndo para o tratamento de enfermidades, contribuido
para o0 estudo e a divulgacéo de produtos terapéuticos extraidos dos vegetais. Ainda hoje nas
regibes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais
sdo comercializadas (MACIEL, 2002).

O Brasil possui uma farmacopeia popular muito diversa, principalmente por
possuir uma das maiores diversidades vegetais do planeta, incluindo aproximadamente 55 mil
espécies de plantas superiores (ENGELKE, 2003). O interesse mundial, especialmente de
paises desenvolvidos, vem sendo observado ao longo dos anos, por produtos naturais, tais
como fitoterapicos, fitofdrmacos, cosméticos e suplementos alimentares, estimulando
investimentos de paises industrializados em bioprospeccdo. Estas constatacbes devem
proporcionar o debate, sobretudo em paises em desenvolvimento que possuem uma
biodiversidade riquissima, como ¢ o caso do Brasil (FUNARI; FERRO, 2005).

Uma das tendéncias do mercado cosmético é o desenvolvimento de produtos com
componentes de origem natural, ou pelo menos a incorporacdo de principios ativos naturais
nesses produtos, essa pratica tem gerado grande interesse tanto do mercado nacional quanto
do internacional, por substancias extraidas de plantas, principalmente se ja € apresentado

estudos cientificos comprovando a seguranca e eficacia da utilizagdo desses compostos
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(FERRARI et al., 2007). E importante destacar que o consumidor esta cada vez mais critico e
exigente quanto a escolha de produtos cosméticos, preferindo aqueles de origem natural e

com eficacia comprovada cientificamente.

2.2 Plantas e principios ativos

O desenvolvimento das plantas requerem nutrientes como &gua, sais minerais, luz
solar, gas carbbnico e oxigénio, a partir destes os vegetais produzem substancias quimicas
chamadas de metabdlitos priméarios que sdo essenciais ao seu crescimento, desenvolvimento e
manutencgdo das células, sendo representados pelos lipidios, proteinas, carboidratos e &cidos
nucleicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

As plantas por serem organismos sésseis fotoautotroficos, devem se adaptar
constantemente a fatores ambientais para garantir o seu crescimento e desenvolvimento.
Dessa forma, a luz, € um dos fatores ambientais de extrema importancia para as plantas, ndo
sendo apenas fonte de energia para a realizacdo da fotossintese, mas também representam
sinais informativos dirigidos ao desenvolvimento das mesmas desde a germinacdo até a
floracdo (HEIJDE; ULM, 2012). A maioria dos genes envolvidos na percepcao da luz UVB
sdo naturalmente regulados pela luz durante o desenvolvimento da planta (BHARTI;
KHURANA, 1997).

Outras adaptacBGes sdo necessarias aos vegetais em habitat naturais por estarem
cercados por um grande nimero de inimigos potenciais, incluindo bactérias, virus, fungos,
nematodeos e animais herbivoros. Diante disso 0s vegetais desenvolvem mecanismos de
defesa, podendo ser citado, a cuticula (camada externa serosa), a epiderme (tecido protetor
secundario) e um grupo diverso de compostos vegetais, 0s quais também estdo envolvidos na
defesa da planta.

As trés classes principais desses compostos vegetais sao 0s compostos fendlicos,
incluindo os flavonoides e varias classes de ndo flavonoides, como os acidos fendlicos,
ligninas, estilbenos, terpenos e compostos nitrogenados.

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na Natureza,
mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas, podendo se apresentar na
forma pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo
secundario, normalmente derivado de reacdes de defesa das plantas contra agressbes do
ambiente (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Devido a sua diversidade quimica, os compostos fendlicos apresentam uma
variedade de fungdes importantes nos vegetais, agindo como defensores contra herbivoros e
patdgenos, outros estdo relacionados com a fungdo de atracdo a polinizadores e dispersadores
de frutos, na protegdo contra a radiagdo ultravioleta, no suporte mecanico ou reduzindo o
crescimento de plantas competidoras adjacentes (ERKAN,2012; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Dentre o grupo de compostos fendlicos, os flavondides constituem a maior classe,
(TAIZ; ZEIGER, 2013) sintetizados através das vias do &cido chiquimico/fenilpropandide,
amplamente distribuidos no reino vegetal, seus representantes estdo divididos em flavonas,
flavanonas, flavonois, catequinas, antocianidinas, isoflavonoides, flavondides, chalconas, etc.
(XIE, 2011; CESCO, et al., 2012).

Dois de seus representantes, as flavonas e os flavondis estdo relacionados com a
protecdo das células vegetais contra o0 excesso de radiacdo UV-B (280-320 nm), pois se
acumulam nas camadas epidérmicas das folhas e caules e absorvem intensamente a luz nessa
regido, enquanto permitem a passagem continua apenas dos comprimentos de onda de luz
visivel, fotossinteticamente ativos (TAIZ; ZEIGER, 2013). As moléculas de clorofila
localizadas no interior dos tecidos vegetais sao um dos primeiros alvos da radiagdo UV, assim
a planta apresenta compostos absorventes na regido da epiderme limitando a sua
fotodegradacdo (HUPEL; POUPART; GALL, 2011).

Os terpenos constituem a maior classe de metabodlitos secundarios. A maioria das
diversas substancias dessa classe sdo insollveis em agua. Possuem funcdes bem
caracterizadas no crescimento ou no desenvolvimento vegetal, agem na defesa de muitas
plantas contra herbivoros. Essa classe inclui triterpenos, saponinas, dentre outros. Tem sido
atribuido a compostos terpénicos a capacidade de agirem como inseticida natural (JUNIOR,
2003). O triterpeno acido betulinico é citado como responsavel por uma variedade de
atividades bioldgicas, tais como: antimalarica, antinflamatéria, antioxidante, antineoplasicas,
dentre outras (YOGEERSWARI; SRIRAM, 2005).

Os compostos nitrogenados sdo bem representados pelo grupo dos alcaloides,
consistindo numa grande familia com mais de 15. 000 metabolitos secundarios nitrogenados,
sendo encontrados em aproximadamente 20% das espécies de plantas vasculares, 0s mesmos
sdo bem conhecidos pelos seus importantes efeitos farmacologicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de
principios ativos sdo: ritmo circadiano, indice pluviométrico, sazonalidade, altitude,
temperatura, herbivoria, ataque de patogenos, idade da planta, agua e radiagdo UV
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Devido ao desenvolvimento de técnicas analiticas de separacdo e elucidacdo
estrutural, nas Gltimas trés décadas conhecem-se cerca de 50.000 principios ativos isolados de
angiospermas, muitos desses ainda sem qualquer avaliagdo com relacdo ao seu potencial
farmacoldgico. Devido a tais constatacOes, os produtos naturais e derivados continuam sendo,
importantissimos em determinados setores da sociedade moderna, na busca de formulagdes
para a producdo de fitoterdpicos ou fitocosméticos (MONTANARI; BOLZANE 2001;
MACIEL et al., 2002).

2.3 ConsideracOes botanica das cactaceas

Os membros da familia Cactaceae sdo distribuidos quase exclusivamente nas
regides secas das Ameéricas (Figura 1). H& algumas espécies africanas do género Rhipsalis.
As que se encontram no mediterraneo foram emigradas. A familia Cactaceae tem cerca de
170 géneros com aproximadamente 1500 espécies a qual esta dividida em trés subfamilias:
Opuntioideae, Pereskioideae e a mais numerosa com 91 géneros a Cactoideae. As Cactaceas
podem se apresentar como arvores, arbustos, trepadeiras, epifitas ou gedfitas. As plantas ndo
possuem folhas desenvolvidas e apresentam hastes fortemente suculentas. O caule possui
cor verde, variando muito na forma, podendo ser esférico, silindrico, poligonal, articulado,
ramificado, etc. Exercem funcdo de caule (resisténcia) e a funcdo principal das folhas
(clorofiliana). As flores apresentam-se isoladas ou raramente agrupadas, em geral com
tamanho grande e coloridas (brancas, amarelas e vermelhas). O fruto € baciliforme, carnoso
ou seco, glabro, escamoso, tomentoso, cerdoso ou espinhoso, deiscente ou indeiscente em
geral grandes e comumente de cor vermelha, muito procurado por passaros e pelo homem
(KIESLING, 2001; JOLY, 1977; SHULTZ, 1963; BARTHLOTT; HUNT, 1993 apud
DAVET, 2005).
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Fonte: Davet, 2005.

O Género Cereus pertence a subfamilia Cactoideae (ARRUDA; MELO-DE-
PINNA; ALVES, 2005). A espécie Cereus jamacaru DC., popularmente conhecida como

mandararu, é a cactacea colunar mais conhecida da vegetacao caatinga (figura 2)

Figura 2: Cereus jamacaru

Fonte: Arquivo do autor (Local de coleta)
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Essa espécie apresenta ampla distribuicdo no Nordeste do Brasil, ocorrendo
desde o Maranhdo até a Bahia. Encontrada em altitudes de até 800m, presente em &reas
rochosas, solos pedregosos e aceiros da mata, exposta ao sol. De acordo com suas
caracteristicas botanicas apresentam-se como arvores com cerca de 3-7 m de altura, as flores
possuem habito noturno, sdo bastante visitadas geralmente por mariposas e morcegos, no
periodo de janeiro a agosto e os Frutos entre fevereiro e setembro (Figura 3, 4 e 5)
(ROCHA; AGRA, 2002).

Figura 3: haste com flor de C. jamacaru

. %

Figura 4: flor de Cereus jamacaru
8 g

Fonte: arquivo do autor (Local de coleta) Fonte: http://blogs.diariodonrdeste.com.br

Figura 5: fruto de Cereus jamacaru

Fonte: Arquivo do autor

As adaptacBes das cactaceas devem-se a um metabolismo diferenciado,
denominado de Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM, Crassulaceam Acid
Metabolism). O metabolismo MAC é geralmente associado com caracteristicas anatdmicas
que minimizam a perda de agua. As plantas MAC sdo caracterizadas pela fixacdo macica de
CO2 no periodo noturno. Tendo como resultado a diminuicdo da perda de dgua porque a
pressdo do vapor da agua entre as folhas e a atmosfera atinge valores minimos durante a

noite, sendo que ao mesmo tempo devido a presenca de elevadas concentragcdes de CO2 no
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mesoéfilo foliar, durante uma parte do periodo diurno minimiza a fotorrespiracdo. As
espécies caracteristicas do metabolismo MAC abrem os estdbmatos durante a noite e 0s
mantém fechados durante o dia, ao contréario do que ocorre na maioria das plantas terrestres
(TAIZ; ZEIGER, 2013; KERBAUY, 2008).

Nas plantas MAC, o CO2 ¢ fixado inicialmente em células do meséfilo para
formar o acetoacetato, que sera convertido em acido malico. Essa fixacdo ocorre durante a
noite, sendo que, durante o dia o acido malico acumulado é transferido aos cloroplastos,
onde ocorre a descarboxilacdo e o CO2 fornecido é utilizado no ciclo de Calvin-Benson
(PURVES, et al., 2005).

2.4 UtilizacBes populares de cactaceas

Membros da familia Cactaceae, sdo muitas vezes utilizados como plantas
ornamentais, ou cultivados como cultura de plantas. E relatado suas utilizacdes como
alimento, sendo que atualmente tem sido comprovado o alto valor nutritivo de plantas dessa
familia, através de analises bioguimicas, além disso, possuem diversas aplicacdes industriais e
farmacéuticas. (SHETTY; RANA; PREETHAM, 2011; SHEDBALKAR et al., 2010).

Segundo levantamento feito por (ANDRADE; MARQUES; ZAPPI, 2006),
foram identificadas seis espécies de cactaceas dentre elas o Cereus jamacaru, empregadas
no tratamento de saude, tais como inflamacao vaginal, infeccdo urinaria, gripe, problema nos
rins, dor de barriga, reumatismo, sifilis, inflamacdo no Utero, problema na uretra, colica,
dentre outros.

Cavalcante e Resende, (2006), também evidenciam a importancia do mandacaru
na alimentacdo dos animais da caatinga em épocas de seca, embora a composi¢do do
mandacaru ndo seja suficiente para atender todas as necessidades energéticas, pode
contribuir bastante, sendo utilizado como suplemento da racdo dos animais, servindo como
um dos principais suportes forrageiros especialmente nos periodos de secas prolongadas
(SILVA et al., 2005) justificando sua utilizacdo pela capacidade de armazenar grande
quantidade de agua, cerca de 15%, proteina bruta chegando em cerca de 10% e residuo
mineral em torno de 10,66% (DAVET, 2005).

Embora muitos autores tenham estudado utilizacdes das cactaceas para inlmeros
fins, a maioria desses estudos referem-se ao género Opuntia, variedade esta muito
consumida e conhecida mundialmente, sendo o género Cereus um dos menos estudados,

com poucos trabalhos publicados a respeito de suas propriedades, no entanto por apresentar
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caracteristicas muito semelhantes a Opuntia (PILETTI, 2011) o Cereus jamacaru também
pode ser estudado considerado possibilidades semelhantes.

A cactacea do género Opuntia é bastante utilizada como alimento, como planta
medicinal e matéria prima para a producdo de cosméticos. Além disso, em alguns paises
como no Meéxico, ja sdo fabricados shampoos, condicionadores, sabdes, cremes, logdes,
méscaras, géis, etc.; a partir de Opuntia (VILLASENOR, 2008).

Hoje destacam-se uma série de setores industriais que obtém vantagens com a
utilizacdo de produtos provenientes das cactaceas, pois além da indUstria de cosméticos, €
citado outras aplicagfes em indUstria de bebidas, nutricdo animal, indUstria farmacéutica,
industria de suplementos alimenticios (fibras e farinhas dos cladédios), inddstria produtora
de aditivos naturais (gomas e corantes) e setor energético (producédo de biogas). Por todas as
suas caracteristicas e funcgdes, estudos realizados pela FAO (Food and Agriculture
Organization) demonstram a importancia das cactaceas como uma fonte de renda, emprego e
nutrientes a serem explorados tanto em farmacologia quanto na cosmologia, devido
principalmente ao contelido mucilaginoso presente nas cactaceas (VILLASENOR, 2008;
DAVET, 2005).

Apesar de ter poucos trabalhos na literatura a respeito de Cereus jamacaru, €
conhecido publicacdes de bioatividades relacionadas a espécie, onde extratos derivados do
lenho (EBLE) e do cértex (EBCO) de Cereus jamacaru, apresentou atividade

antimicrobiana frente a S. aureus, E. colie P. aeruginosae (DAVET, 2005).

2.5 Protecdo Solar

Ha poucas informacdes sobre a maneira que 0s povos antigos se protegiam contra
0s raios solares. Sabe-se que algumas nacGes (gregos e egipcios) utilizavam roupas de
algoddo, chapéus, luvas e até mesmo sombrinhas. Os tibetanos usavam como protetor solar
uma combinacdo de alcatrdes e ervas. Indios da Guiana decoravam sua pele com uma
variedade de extratos de plantas, provavelmente por razbes estéticas, mas estes também
serviam como protetores solares (URBACH, 2001).

Percebemos que a preocupacdo do ser humano em se proteger do sol existe
desde tempos antigos e acompanhou a evolucdo da humanidade. Atualmente diversos
fatores ambientais contribuem para o aumento da exposi¢do aos efeitos nocivos da radiacédo
UV. A utilizacdo diaria de fotoprotetores tornou-se entdo imperativa nos dias atuais para a
prevencdo dos danos causados a pele (MILESI; GUTERRES, 2002; DECCACHE, 2006).
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O espectro solar, em um dia de verdo sem nuvens as 12h é composto por
diferentes radiacGes, sendo, aproximadamente 50% de infravermelho (1V), 5% de
ultravioleta (UV) e 45% de luz visivel (vis) mostrado na Figura 6 (GUARATINI et al.,
2009).

O comprimento de onda de cada tipo de radiacdo é o que define suas
caracteristicas. Os raios ultravioleta correspondem a uma pequena parte do espectro
eletromagnético (Figura 7) o qual pode ser dividido em trés regides: UV-A, 320-400 nm;
UV-B, 280-320 nm e UV-C, 200-280 nm. A radiacdo UVA atinge as camadas mais
profundas da epiderme e derme e provoca o envelhecimento precoce da pele, e a UVB
atinge principalmente a epiderme, e tanto UVB como UV A agem sobre 0s queratindcitos.

A radiacdo UVC ¢ filtrada na atmosfera ndo chegando a superficie terrestre,
enquanto que as radiagdes UVB e UVA ndo sdo totalmente filtradas pela camada de o0z6nio

possuindo poder de penetracédo na pele.

Figura 6: Espectro da Radiacéo eletromagnético da radiagéo solar

Faixa Invisivel Faixa Visivel Faixa Invisivel
=
S | =
i) % - =
- —
S = B
=
= (8 D =| =
= E— S| S
= s =) ol
= — | =
100 400 425 490 575 585 650 800 1700
(alta energia) (baixa energia)
+—— —_—_—

Comprimento de Onda (nm)
Fonte: (RIBEIRO, 2004)

Figura 7: Espectro da Radiacdo Ultravioleta
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Fonte: (RIBEIRO, 2004)

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e um dos mais complexos, representa a
fronteira entre o corpo e 0 meio ambiente e compreende 5% do peso corporal. Tem grande
capacidade de renovacdo e possui uma infinidade de fungdes como defesa contra elementos

fisicos, quimicos e imunoldgicos, protecdo, deteccdo sensorial e sintese bioquimica (SILVA,
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2007). E dividida em dois tecidos principais: a epiderme e a derme, a parte mais externa da
epiderme é composta pelo extrato corneo, o qual é constituido pelos cornedcitos, compostos
por moléculas umectantes (&cidos pirrolidono-carboxilico) e moléculas absorventes dos raios
ultravioletas (urocanico) ver figura 8 (HARRIS, 2009).

Figura 8: Esquema da penetracédo da radiacdo UV na pele.
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Fonte: http: saudetotal.com.br.

Alguns efeitos danosos na pele estdo relacionados com a radiacdo ultravioleta,
sendo que as principais respostas dessa radiacdo sdo responsaveis por danificar o DNA e
material genético, oxidando lipidios com producdo de radicais livres prejudiciais, causando
inflamacéo, interrompendo a comunicacdo celular, provocando assim maleficios ao
organismo (RANGARAJAN, 2003). Causando efeito anti-inflamatério / imunossupressor, 0s
quais agem alterando a producéo de citocinas como Interleucina 10(1L-10), Interferon-gama
(INF-y) interleucina 1(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-o). Acabam por induzir a
producdo de prostaglandina E pelos queratindcitos, consequentemente havendo diminuicao da
expressdo molecular na superficie das células apresentadoras de antigeno. Promovem também
acdo nos receptores de superficie dos queratindcitos e nas células apresentadoras de antigeno,
alterando a liberacdo das moléculas de adesdo (DUARTE; BUENSE; KOBATA, 2006
RANGARAJAN; ZATZ, 2003).

As radiacbes ultravioletas sdo responsaveis pelo surgimento de canceres que
atingem inimeros individuos, causados por exposicao da pele a repetidas queimaduras solares
representando um fator de risco, para o desenvolvimento de neoplasias cutaneas, incluindo
melanoma. Os danos causados pela radiagdo UV podem ser amenizados com o uso de

substancias denominadas filtros solares, Sendo capazes de absorver a energia eletromagnética
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na faixa denominada ultravioleta e emiti-la sob outra forma, geralmente na faixa do
infravermelho, gerando sensacdo de calor, ndo ocorrendo a penetracéo da radiagdo na pele.

Dessa forma tem-se intensificado o uso de protetores solares com o objetivo de
reduzir a quantidade de radiacdo UV a ser absorvida pela pele humana, servindo como uma
barreira protetora (HOLT; MARK, 2010; ARAUJO; SOUZA. 2008; RIBEIRO, 2004).

Devido a estes fatos, substancias protetoras solares séo agora incorporadas em
produtos de uso diario, como hidratantes, cremes e lo¢Oes para a pele. O uso regular destes
produtos pode ajudar a reduzir os efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta (ROSA et AL.,
2008; ARAUJO; SOUZA; 2008; DUTRA et al., 2004)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ndo desenvolve nenhuma
metodologia especifica, mas exige que sejam utilizadas a metodologia de determinacdo do
fator de protecdo solar indicada pelo FDA, de maio de 1993, ou a norma COLIPA, de outubro
de 1994 (RIBEIRO, 2004).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sob a
Resolucéo - RDC n° 30, de 1° de junho de 2012, o Fator de Protecéo Solar (FPS) é obtido pela
razdo entre a dose minima eritematosa em uma pele protegida por um protetor solar (DMEp) e
a dose minima eritematosa na mesma pele quando desprotegida (DMEnp) por um protetor
solar. Sendo que a Dose Minima Eritematosa (DME) representa a dose minima de radiacdo
ultravioleta requerida para produzir a primeira reacdo eritematosa perceptivel com bordas
claramente definidas, observadas entre 16 e 24 horas apds a exposicao a radiacdo ultravioleta.

Segundo essa mesma resolucdo € necessario estabelecer a rotulagem do produto
com as seguintes especificacoes:

e Na rotulagem principal (priméaria e secundaria) do produto para protecdo solar é
obrigatério indicar de forma destacada o nimero inteiro de protecdo solar precedido
da sigla "FPS", ou das palavras "Fator de Protecdo Solar".

e O numero correspondente ao FPS deve ser determinado de acordo com uma das
metodologias estabelecidas neste Regulamento.

e Deve constar na embalagem a Denominacdo de Categoria de Protecdo (DCP)
informada na Tabela 1(BRASIL, 2012).
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Tabela 1: Denominagdo de Categoria de Protecdo (DCP) relacionada a protecdo oferecida
pelo produto contra radiagdo UVB e UVA para a rotulagem dos Protetores Solares.

Categoria indicada no rotulo Fator de Protegéo Solar
(DCP) Recomendado
BAIXA PROTECAO 6,0 - 14,9
MEDIA PROTECAO 15,0 - 29,9
ALTA PROTECAO 30,0 - 50,0
PROTECAO MUITO ALTA > 50,0 e >100

Adaptado de BRASIL, 2012.

Com o aumento da conscientizagdo da populacdo sobre a necessidade da
utilizacdo de fotoprotetores, novos produtos sdo constantemente desenvolvidos objetivando
aumentar a protecao solar e atender as expectativas do consumidor. Indicando que, as pessoas
estdo conscientes dos possiveis perigos do foto envelhecimento da pele, que ocorre com a
superexposicao ao sol. As radiacdes UVA e UVB estdo associadas ao dano cumulativo a pele
durante os anos de vida do individuo; portanto, torna-se de grande importancia a avaliacéo da
eficacia dos fotoprotetores (MILESI, 2002; VELASCO et al., 2011; DUTRA et al., 2004).

O estudo das relacbes entre a radiacdo solar e a pele humana avangou
consideravelmente nos dltimos anos. Isso deve-se ao fato de uma maior exposicdo cutanea a
luz solar, em consequéncia, aumentaram os problemas dermatoldgicos relacionados com a
foto-exposicdo excessiva. Os efeitos biologicos mais pronunciados sobre a pele humana sdo
exercidos pela radiacao ultravioleta B e A. As criancas sdo geralmente mais prejudicadas, pois
tendo epiderme mais fina e também menos melanizada, é mais facil ocorrer queimadura solar
do que no adulto (RODRIGO; RODRIGO, 2011).

Uma das tendéncias do mercado no momento é o crescente uso de produtos de
origem vegetal, sendo que o consumidor estd cada vez mais optando pelo uso desse tipo de
produtos com qualidade cientificamente comprovada (FERRARI et al., 2007).

Os filtros organicos sao formados por moléculas organicas capazes de absorver a
radiacdo UV (alta energia) e transforma-la em radiacdes com energias menores e inofensivas
ao ser humano. Atuam por reflexdo da radiacdo incidente, sendo deste modo o seu espectro de
acdo mais abrangente (RODRIGO; RODRIGO, 2011) Estas moléculas sdo, essencialmente,
compostos aromaticos com grupos carboxilicos. Os filtros organicos, apresentam um grupo

doador de elétrons, por exemplo (uma amina ou um grupo metoxila, na posi¢do orto ou para
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do anel aromatico). Ao absorver a radiacdo UV, os elétrons situados no orbital, preenchidos
de mais alta energia, sdo excitados para orbital molecular vazio de mais baixa energia e, ao
retornarem para o estado inicial, o excesso de energia é liberado em forma de calor. Essa
caracteristica confere a esses compostos a¢do fotoprotetora.

Ja os filtros inorganicos sio representados principalmente por dois 6xidos, Oxido
de zinco (ZnO) e diéxido de titdnio (TiO2). Nesses filtros, os processos de protecdo
envolvidos sdo constituidos de particulas, com tamanhos da ordem da radiacdo que se quer
espalhar. Os filtros inorganicos com tamanhos adequados de particulas, exercem absor¢édo e
apresentam espalhamento da luz UV. Um dos pontos negativos sobre esse tipo de filtro solar é
a tendéncia em deixar uma pelicula branca sobre a pele.

A esta associacdo filtro solar/veiculo denomina-se protetor solar ou fotoprotetor.
Para a preparagdo de um protetor solar sdo necessarios dois componentes basicos: 0S
principios ativos e o veiculo. Diversos sdo 0s veiculos possiveis a serem utilizados no preparo
de protetores solares. Sendo que os principais sdo: Locdes hidro-alcodlicas, Cremes e Géis
(FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Os fotoprotetores sdo vendidos livremente, dessa forma a orientacdo profissional
guanto ao uso correto e outras informacgdes importantes referentes a esses produtos € minima,
cabendo assim aos consumidores a responsabilidade pela escolha. Sendo assim é importante
orientacdes referentes ao produto e como utiliza-lo corretamente, conforme indica a legislacao
vigente (SILVA, 2007).

A implementacdo e utilizacdo pela populacdo de fotoprotetores, em especial os
contendo principios ativos naturais, mostra-se de extrema importancia nos dias atuais, visto
gue a uma alta incidéncia de cancer de pele. Esta patologia é uma importante questdo de saude
publica brasileira e mundial, e seu principal fator desencadeador é a radiacdo ultravioleta
proveniente do sol; portanto, a difusdo, da necessidade do uso continuo e correto de
fotoprotetores € uma medida fundamental para prevencdo de novos casos. Aliado a isso, deve-
se ter o incentivo a busca por principios ativos naturais que apresentem eficiéncia e seguranca.
Reinterando que protetores solares naturais apresentam menos efeitos colaterais e menor
agressividade ao meio ambiente, em comparacdo com os filtros sintéticos (POLONINI;
RAPOSO; BRANDAO, 2011).

Muitos trabalhos vem relatando atividade fotoprotetora a partir de vegetais com a
presenca de compostos fendlicos, e a combinacdo desses principios ativos com filtros
inorganicos analisados in vitro (MUNHOZ et al., 2012, VIOLANTE et al., 2009; FERRARI
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et al., 2007, SOUZA et al., 2005; GREGORIS et al., 2011; HUPEL; POUPART; GALL,
2011).

Com a crescente preocupacdo sobre os efeitos deletérios ocasionados pela
exposi¢édo da pele aos raios ultravioleta, torna-se de grande importancia a exploragéo de testes
in vitro capazes de caracterizar as propriedades de um protetor (OLIVEIRA, 2006) ou testar
substancias com principios ativos que possam vir a ser utilizados como fotoprotetores, visto
que tais descobertas possuem alto valor no mercado, e oferecem grande contribuicdo a salde

publica.

2.6 Antioxidantes

O termo oxidacdo de uma substancia pode ser definido como a conversdo de uma
substancia quimica em um derivado com menor nimero de elétrons. A transferéncia de
elétrons é um dos processos importantissimos para a sobrevivéncia das células, sendo que o
efeito colateral desse processo € a producdo de radicais livres e outras espécies reativas de
oxigénio (ERO) que podem causar dano oxidativo (ALVES et al., 2010). S&do formadas
constantemente espécies reativas de oxigénio, durante a reducdo do oxigénio molecular. Os
danos induzidos por esses radicais podem afetar muitas moléculas bioldgicas, incluindo os
lipideos, proteinas, carboidratos e vitaminas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

No organismo humano, a atividade metabolica normal produz radicais livres.
Estes reagem com DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis, estando esses em
excesso podem provocar danos ao organismo, contribuindo para o envelhecimento e a
instalacdo de doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, dentre
outras (MELO et al., 2006).

Para combater os radicais livres 0s organismos vivos produzem substancias capazes
de regenerar ou prevenir os danos oxidativos, além destes, outras substancias com habilidade
de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas naturais, como alimentos,
bebidas e vegetais, devido a essa crescente busca por substancias bioativas, um grande
namero de testes in vitro tem sido desenvolvido para avaliar a atividade antioxidante
proveniente de produtos naturais (ALVES et al., 2010).

Os compostos fenolicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza,
mais de 8000 compostos ja foram detectados em plantas. Podendo se apresentar na forma de
pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo

secundario, normalmente derivado de reacOes de defesa das plantas contra agressbes do
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ambiente, alguns desses compostos sdo muito citados por sua capacidade antioxidante
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; ZHOU et al., 2011).

Os métodos para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas, tém sido fundamentais para a selecdo inicial de compostos, auxiliando
na pesquisa da atividade e na escolha de espécies de plantas para estudos quimicos e
farmacoldgicos (ALVES et al., 2010). Ja que possiveis problemas podem ser provocados por
antioxidantes sintéticos, muitas pesquisas buscam encontrar produtos naturais que apresentem
a capacidade antioxidante, possibilitando em algum momento substituir os antioxidantes
sintéticos ou associa-los aos naturais (SOUSA et al., 2007).

Diversos estudos tem comprovado que antioxidantes exdgenos, obtidos dos
alimentos, sdo essenciais para a resisténcia ao estresse oxidativo. Dessa forma a busca por
antioxidantes naturais para ser utilizado em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos
vem demonstrando um importante desafio para a pesquisa industrial nos ultimos 20 anos
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

O ensaio da capacidade antioxidante pode ser avaliado usando o método
fotocolorimétrico do DDPH, o qual é baseado na reducdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila) na presenca de um antioxidante (AH) doador de um proton (H+) para a
forma ndo radicalar (DPPH-H) demonstrado na Figura 9 (MOLYNEUX, 2004; KOLEVA et
al., 2002). Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a intensidade de absorcéo
diminui, tornando a solucdo amarela, de acordo com o nimero de elétrons capturados
(PRADO, 2009).

Figura 9: Reducéo do radical livre DPPH

NOp_. @ NozH @
Q

O,N N— + AH 2> O)N —N + Ae
antioxidante
NO, NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Fonte: (Molyneux, 2004).
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Os antioxidantes representam um grupo de substancias que, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o0 estresse oxidativo. Os antioxidantes podem ser divididos em
sintéticos: substancias utilizadas na industria alimenticia, destacando-se o BHT, BHA, GP e
TBHQ, ou naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e
0s compostos fenolicos. Estes compostos variam em estrutura, ou seja, 0 nimero de grupos
hidroxilo fendlicos e sua posicdo, caracteristica essa que permite uma variagdo na sua
capacidade antioxidante (ERKAN, 2012; SOUSA et al., 2007).

Portanto, 0 interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes naturais tem
aumentado, levando as inddstrias de alimentos, de cosméticos e farmacéuticos a dar uma
maior atencdo a novas fontes, principalmente as de origem vegetal. Os antioxidantes vegetais
compreendem uma natureza bastante variada, e os compostos fendlicos tém sido apontados
como responsaveis por uma maior capacidade antioxidante, sendo representados pelos
flavonoides e isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas e outros (RAZAVI et al., 2008). A
descoberta de que os vegetais possuem principios ativos que podem vir a trazer beneficios a

salde tem estimulado estudos sobre a suas propriedades antioxidantes (MELO et al., 2006).

2.7 Teste de toxidade em Artemia salina Sp.

O organismo Artemia salina Leach. (Figura 4) é uma espécie de crustaceo
marinho, geralmente escolhido para o ensaio de toxicidade levando em conta a sua
disponibilidade comercial, viabilidade da cultura, facilidade para administracdo, mostrando
ser ideal para avaliar o efeito toxico de extratos vegetais através da resposta dos organismos
expostos a concentragdes da substancia avaliada, durante breves periodos de exposicdo
(BUSTOS-OBREGON; VARGAS, 2010; CAVALCANTE et al., 2000).

Diversos ensaios bioldgicos simples tém sido desenvolvidos com intuito de
monitorar extratos vegetais, dentre esses, o ensaio de toxicidade com A. salina, vem sendo
conveniente como monitoramento prévio de extratos de plantas. Por esse método, é possivel
determinar a concentragdo letal 50% (CLso) de componentes ativos do extrato em um meio
salino, manifestada pela toxicidade desses componentes, frente ao organismo marinho A.
salina (ARAUJO; CUNHA; VENEZIANI, 2010; NUNES et al., 2008).
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Figura 10: Nauplio de Artemia Sp.

Fonte: (http://www.aguaflux.com.br)

O procedimento utilizado determina os valores de concentragdo letal média
(CLso), em pg/mL, sendo que na avaliagdo de toxicidade de compostos ativos e extratos
vegetais para Artemia salina, um valor de CLs, inferior a 1000pg.mL™ permite considerar o
composto como toxico (MEYER et al., 1982, apud SILVA et al, 2010).

E estabelecida uma relagdo entre o grau de toxicidade e a dose letal média, CLsp,
apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina, considerando que quando
verificados valores acima 1000 pg/mL, estes, sdo considerados atoxicos (NASCIMENTO et
al, 2008). A auséncia de citoxicidade dos extratos testados frente a A. salina € um bom
indicador de que a planta e seus constituintes podem ser bem tolerados pelo organismo
(LACERDA, 2011).

Esse procedimento é relevante, pois compostos bioativos quase sempre mostram-
se toxicos em altas doses. Desta maneira, é importante a avaliacdo da sua suposta letalidade
em um organismo animal menos complexo facilitando o monitoramento e obtendo resultados
mais rapidos durante o fracionamento de extratos (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG,
2006).

Estudo desenvolvido por Parra et al., (2001) analisou toxicologicamente 20
extratos de plantas através de dois métodos diferentes: "in vivo™ em camundongos e "in vitro"
utilizando Artemia salina. Os resultados demonstraram uma boa correlacdo, sugerindo que o

bioensaio com Artemia salina é um modelo alternativo Uutil.


http://www.aquaflux.com.br/
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2.8 Espectroscopia na regido do infravermelho — (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (V) é considerada uma técnica de
inestimavel importancia para analise organica qualitativa e quantitativa, sendo amplamente
utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacGes organicas, sendo
que o espectro de 1V é interpretado em termos de presenca ou auséncia de grupos funcionais
(MACIEL et al., 2002).

A andlise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) tem como componente bésico o interferometro de Michelson o qual consiste
basicamente de dois espelhos (um fixo e um movel) e um divisor de feixe (beam-splitter) que
transmite 50% da radiacdo incidente da fonte para o espelho movel e reflete os outros 50%
para o0 espelho fixo. Os espelhos, por sua vez, refletem os dois feixes para o divisor, onde se
recombinam. Apoés a aquisicdo do interferograma, é aplicada a transformada de Fourier que
converte os dados obtidos no interferdbmetro em um espectro que relaciona a intensidade

versus frequéncia que é dado em nimero de onda (HELFER et al., 2006).

Figura 11: Esquema ilustrativo do interferometro de Michelson e do espectro resultante da
aplicacdo da transformada de Fourier.

Espelho
fixo
Divisor de feixe
“Beam-splitter”
Detector Espelho
movel
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Fonte

J
1

Interferograma Espectro

Fonte: (HELFER, et al., 2006)
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As andlises qualitativas e quantitativas utilizando espectroscopia na regido do
infravermelho expandiram-se a partir do momento em que os dados gerados por um
espectrometro FTIR puderam ser digitalizados (HELFER et al., 2006).

O desenvolvimento do FTIR e 0s novos tipos de amostragem, como a cela ATR
(Reflectancia Total Atenuada) (Figura 12) foram os grandes responsaveis pela utilizacdo da
técnica para analise qualitativa e quantitativa em diversos trabalhos.

A técnica baseia-se na atenuacdo de reflexdo total devido a um contato muito
ténue entre o feixe de luz com a amostra, denominada de absor¢cdo da amostra. Essa técnica
possui a capacidade de produzir cristais que realizam reflexdes multiplas, fazendo com que a
radiacdo entre em contato com a amostra por varias vezes, aumentando assim a sensibilidade
térmica.

Algumas celas utilizam uma fina camada de diamante na superficie, tornando-a
quimicamente inerte e mais resistente a riscos durante as analises, ou até mesmo durante a
limpeza. Dentre as vantagens da técnica pode ser citado a praticidade com que 0s espectros
sdo adquiridos, além disso, € possivel medir espectros de amostras solidas, opacas ou com
alta viscosidade (CAROLEI, 2005).

Figural2: Representacdo de uma cela de ATR

Amostra

Fonte: (Carolei, 2005).

O espectro de absorc¢do € obtido quando o espectro continuo de luz atravessa uma
substancia. Neste caso, duas coisas podem acontecer em maior ou menor proporc¢do, a luz
pode atravessar a substancia ou a luz pode ser absorvida pela substancia. Os atomos e
moléculas tendem a absorver radiacGes eletromagnéticas nas mesmas frequéncias em que as
emitem, de modo que o espectro de absorcdo € equivalente ao espectro de emissdo (LEITE;
PRADO, 2012).
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O infravermelho e demais métodos espectroscdpicos modernos como a
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta—visivel (UV-
VIS) e espectrometria de massas (EM) constituem hoje nos principais recursos para a
identificacédo e elucidacéo estrutural de substancias organicas.

Atualmente essa técnica é bastante utilizada em trabalhos envolvendo
caracterizacbes de compostos organicos (WAHAB et al., 2012; NASCIMENTO, 2011;
SOUZA; FERRAO, 2006; JUNIO et al, 2006; DEVEOGLU et al., 2012; LI; KONG; WU,
2013).

Possuem relevancia também na determinacdo da pureza de substancias organicas,
bem como no controle e acompanhamento de reagcdes e processos de separa¢do. O uso desse
método de analise traz uma série de vantagens, destacando-se a redugdo no tempo de analise,
diminuicdo substancial nas quantidades de amostra e ampliacdo da capacidade de identificar
ou caracterizar estruturas complexas (LOPES; FASCIO, 2004).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho objetiva avaliar o potencial de fotoprotecdo in vitro e atividade
antioxidante e toxidade do extrato etandlico bruto de hastes de Cereus jamacaru DC,

Cactaceae.

3.2 Objetivos Especificos

o Verificar o potencial fotoprotetor do extrato bruto in vitro, mediante a hora de coleta e
a concentracao do solvente.

o Determinar o potencial antioxidante do extrato de hastes de Cereus jamacaru,
observando as variaveis: horario de coleta e concentracdo de solvente.

o Avaliar a composicdo quimica do extrato por infravermelho em relacdo a hora de
coleta, e a concentracao de solvente.

o Avaliar o potencial toxico de Cereus jamacaru em Artemia salina Leach.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e herborizagdo do material vegetal

O material vegetal de partes aéreas de Cereus jamacaru DC, foram coletados na
cidade de Guaraciaba do Norte Ceard, localizada na serra da Ibiapaba, (Altitude de 800m,
latitude 4° 14 34. 55> S, longitude 40° 52°1. 82°° O). Coletado em julho e agosto de 2012,
no periodo do dia e da noite as 11:00 e 23:00h respectivamente, apresentando temperatura
ambiente em torno de 35°C durante o dia, e 26°C durante a noite no horario da coleta. O
material foi devidamente identificado e incorporado ao acervo do Herbario Prof. Francisco de
Abreu Matos da universidade Estadual Vale do Acarat—UVA, sob o nimero de registro—
16232.

4.2 Obtencao do extrato bruto

As amostras foram levadas ao laboratdrio, retirados os espinhos e fatiadas,
posteriormente seca em estufa com temperatura estabilizada em 50°C, logo ap6s moido e
pesado, resultando o extrato bruto extrato da cactacea coletada durante o dia (ECD) e extrato
da cactacea coletada a noite (ECN) desse material resultante foi retirado 10g de cada e
submetido a extracdo em 100 mL de solucédo etandlica a 70% e 95% v/v resultando em quatro
amostras (ECD 95%, ECD 70%, ECN, 95% e ECN 70%. Ap0s uma semana de extracdo de
cada amostra, foi obtido o extrato bruto por filtragdo em papel de filtro.

As porcoes obtidas foram rotoevaporadas a 40 rpm e 60°C, logo apds, liofilizadas,
como mostrado na figura 11 (MELO; RADUNZ; ALVARENGA E MELO, 2004; MEDINA-
TORRES et al., 2011; LEE et al., 2002; BURIOL et al., 2009 com alteracdes)
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Figura 13: Esquema da obteng&o do extrato.
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4.3 Analise dos extratos por espectroscopia no infravermelho

Foi utilizada a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) por meio da técnica de reflectancia total atenuada (ATR) das amostras liofilizadas de
Cereus jamacaru (ECD 70%, ECD 95%, ECN 70% e ECN 95%). As medidas foram
realizadas na resolugdo de 1cm™, de 400 a 4000 cm™ com 40 varreduras em espectrometro
Alpha-T da Bruker (ALVES, 2008). A partir dos dados foram gerados os graficos dos
espectros das amostras.

A espectroscopia no infravermelho produz espectros de absorcdo (e/ou
transmissdo) onde um feixe de luz na regido do infravermelho incidi sobre a substéncia e
determina as frequéncias a serem absorvidas (LEITE; PRADO, 2012). Essa técnica possui
inestimavel importancia em analises de estruturas quimicas de compostos organicos
(LOPES; FASCIO, 2004).
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4.4 Teste de Toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade com Artemia salina foi realizado no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular no BioMol-LAB (Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas) sob coordenagédo do Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada.

Para obtencdo dos nauplios os cistos na proporg¢do de 1L/g foram transferidos para
um recipiente com agua do mar filtrada, recebendo aeracdo constante, apos 48h, os nauplios
estavam na fase I, prontos para serem utilizados nos testes de toxicidade.

As amostras dos extratos: ECD 70%, ECD 95%, ECN 70% e ECN 95% foram
solubilizados em agua destilada acrescida de DMSO a 4%, obtendo-se uma solucdo estoque
na concentracio de 2ug.mL™ e a partir dessa solucdo estoque fez-se diluicdes obtendo as
concentracdes para o teste (1000, 500, 250, 125 e 62,5ug.mL™) e para controle foi utilizado
apenas agua do mar filtrada. Todas as concentracdes e o controle foram feitos em triplicata.

Em cada réplica foram adicionados 10 nauplios na fase Il. O ensaio foi montado
em placas de acrilico estéreis com 24 pocos, sendo verificada a mortalidade dos nauplios com
24 e 48 horas com auxilio de uma lupa. Para a aceitabilidade do teste admitiu-se 10% de

mortalidade no controle. O esquema do teste de toxicidade esta representado na Figura 14.

Figura 14: Representacdo do teste de toxicidade agudo com nauplios de Artemia sp
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4.4.1 Andlise estatistica
O calculo da CLsq foi realizado com o programa estatistico TSK (Trimmed

Spearm Karber). O critério de significancia adotado foi de p<0,05.
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4.5 Capacidade dos extratos como fator de protecéo solar- FPS in vitro

A andlise foi determinada pelo método espectrofotométrico descrito por Mansur
(MANSUR, et al., 1986) utilizado por outros autores (MUNHOZ et al., 2012; VELASCO et
al., 2011 FERRARI et al., 2007; VIOLANTE et al., 2009). As amostras foram diluidas com
etanol 96°GL até a concentracdo final de 0,2 mg/mL. A absorbancia das solucGes foram
determinadas na faixa de 220 a 450 nm, com intervalos de 2 nm, sendo usado etanol 96 °GL
como liquido de referencia (RIBEIRO, 2004). Foram realizadas dez determinacdes para cada
comprimento de onda e o calculo do FPS médio foi obtido pela férmula descrita por Mansur
(MANSUR et al., 1986).

Férmula 1: Célculo do FPS segundo Mansur.

320
FPS=FC.Y .EE().2.1(L).Abs(})

290

FC = fator de correcéo (igual a 10);

EE (M) = efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda A;

I (M) =intensidade da luz solar no comprimento de onda A;

Abs (L) =leitura espectrofotométrica da absorbancia da solug¢do da preparagdo no

comprimento de onda ().

Tabela 2: Relacdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo em cada

comprimento de onda empregado no calculo de fator de protecdo solar (MANSUR, 1986).

AMnm) EE () x1(})
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
1,0000

EE (}) = efeito eritematogénico da radia¢do de comprimento de onda A
I (V)= intensidade de luz solar no comprimento de onda A
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4.5.1 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi baseada em estatistica descritiva (tendéncia
central e dispersdo), teste de Shapiro-Wilk (para determinar se uma amostra aleatoria segue
ou ndo uma distribuicdo normal) e teste de hip6tese (para verificar a existéncia ou ndo de
diferencas significativas entre grupos amostrais). O nivel de significAncia usado foi de 5%.
Todo o tratamento estatistico foi realizado usando os softwares Excel 2002 e Origin Pro 8.5.

4.6 Avaliacdo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método sequestrador de radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Essa analise é baseada na habilidade de compostos
em doar um préton para o DPPH e formar estruturas de ressonancia estaveis, estabilizando
assim o radical livre (ANGELICO, 2011).

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se uma
aliquota de 2,7mL da solucdo etanélica de DPPH (40 mg.L™) a 300uL do extrato etanélico
nas concentracdes de (5, 10, 25, 50, 100, 125, 225, 300, 500, 1000, 1500 e 2000 ug.mL™) em
triplicata. Apos 30 minutos em auséncia de luz, foram realizadas as leituras de absorbancia a
517nm em espectrofotdmetro Ultrospec 110 Pro. O branco para cada amostra foi realizado
adicionando-se 2,7 mL de etanol a 300uL das concentracfes dos extratos. Como controle
negativo foi usado a mistura de 2,7mL da solucdo de DPPH com 300uL de etanol e como
controle positivo utilizou-se 2,7mL de ectanol e 300uL de cada concentragdao de B-caroteno
(95% obtido da Sigma), o qual foi escolhido como padrédo, por ser um composto encontrado
amplamente distribuido nos alimentos vegetais e muito explorado, por suas propriedades
medicinais relacionadas a sua capacidade antioxidante, diagrama mostrado na Figura 15
(MUELLER; BOEHM, 2011; MARTINEZ-TOMAS et al., 2012; TASCA, 2007; SOUSA et
al., 2007 com adaptacdes).

Os dados obtidos das leituras de absorbancia das diferentes concentracdes de cada
uma das amostras foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA%)
segundo a formula 2.

Formula 2: Célculo da porcentagem de AA%

AA% =100 — {[ AbS cyirato — ABS branco) X 100] / AbS conirole}

Fonte: (ANGELICO, 2011)
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AA%: atividade antioxidante em porcentagem
Abs extrato: absorbancia da amostra
Abs branco: absorbancia do branco

Abs controle: absorbancia do controle positivo
(ANGELICO, 2011)

Figura 15: Esquema ilustrativo do teste antioxidante.

300 L dos extratos etandlicos [
(diluicbes: 5 pg/mL a 2000 pg/mL).

2,7 mL de solucao etanolica de DPPH I/%

hitp:iwawcnpat embeapa be

v

Ap6s 20 min.
emauséncia daluz

Leitura das absorbancias
a 517 nm.

[ Controle positivo: 300 UL B-caroteno + 2,7 mL de DPPH ]

[ Controle negativo: 300 L etanol + 2,7 mL de DPPH ]

4.6.1 Analise estatistica

Para determinar a existéncia de diferencas significativas do efeito das diferentes
concentracBes de cada extrato etanolico (95% e 70% v/v) de hastes de Cereus jamacaru
coletado em diferentes horarios, com controle positivo (B-caroteno) e entre si, foi utilizado o
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para determinar a existéncia ou ndo de
diferencas estatisticas significativas entre os grupos (ECD 95% e 70, ECN 95% e 70%, € 0 j3-

caroteno). O nivel de significancia utilizado foi de 0,01 (P <0,01).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Espectroscopia no infravermelho-(FTIR)

A comparagéo do perfil do espectro no infravermelho obtido para o extrato bruto,
de Cereus jamacaru, coletados durante o dia e durante a noite estdo sendo mostrados na
Figura 16.

Figura 16: Espectroscopia no infravermelho de Cereus jamacaru DC, Cactaceae, para
caracterizacdo quimica do pd obtido apds seco e moido, nos diferentes horarios de coleta:
Dia 11h (ECD) e Noite 23h (ECN).
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As bandas de absorcao obtidas da analise espectroscdpica no infravermelho para o
extrato bruto (ECD e ECN) apresentaram poucas diferencas em seus espectros de
caracterizacdo quimica, sendo semelhantes quando comparado a intensidade dos picos
referentes a coleta dia e noite. Os perfis das bandas observadas no extrato bruto mantiveram-
se nas fracGes, sendo detectado apenas picos mais intensos quando submetido a extragdo com
etanol a 70% e 95%v/v.

As bandas de absorcdo no infravermelho das amostras de Cereus jamacaru,
coletadas durante o dia (ECD) e durante a noite (ECN) extraidas com etanol a 70% e 95%, e

suas respectivas atribuicdes estdo dispostos na Tabela 3.
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Tabela3: Bandas de absorcdo das amostras de Cereus jamacaru no infravermelho- (FTIR)

Numero de onda cm™ das bandas de absorcao

AMOSTRAS

ECD 95% | ECD 70% | ECN 95% | ECN 70% ATRIBUICOES

3500- 3000 | 3500-3000 | 3500- 3000 | 3500- 3000 | Grupo O-H

2925 2925 2925 2925 Estiramento assimétrico C-H
alifatico
2855 2855 - - Estiramento simétrico C-H
alifatico
1735 - - - C=0 cetona alifatica
1610 - 1610 - C=C conjugado com C=0
- 1599 - 1599 Estiramento da ligacdo de C=C de
compostos aromaticos.
1515 1515 1515 1515 Amidas ou grupamentos
carboxilatos de aminoéacidos
1315 - 1315 - Eteres
1228 - 1228 - Eteres
- 1232 - 1232 Eteres

- - - 1322 Eteres

- 1382 - - Estiramento da ligagdo C-O
1034 1034 - - Deformacao C-O

- - 1035 1035 Deformacao C-O
825 828 828 824 -
550 551 550 550 -

Os espectros no infravermelho de todas as extracdes do dia (ECD 70% e ECD
95%) e da noite (ECN 70% e ECN 95%) apresentaram uma larga banda de absorcéo
observada entre 3500-3000 cm™ sugerindo a presenca de hidroxilas, grupos OH de fendis e
alcoois de acucares (ORTEGA, 2007). Sendo que as amostras coletadas a noite apresentaram
maior intensidade nessa faixa (Figura 17).

Nas quatro amostras analisadas (Figura 17), ocorreu uma banda em 2925 cm™, a
qual estd associada aos estiramentos assimétricos da ligacdo C-H, de maior intensidade na
amostra (ECD 95%) essa mesma amostra apresentou uma banda em 2855 cm™, atribuida a

estiramento simétrico C-H alifatico, ndo ocorrendo no extrato da noite.
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As bandas (2925 cm™ e 2855 cm™) e os relativos estiramentos assimétricos e
simétricos da ligacdo C-H, sdo comuns em Vérias classes de compostos alifaticos como
acidos, ésteres graxos, alcoois de cadeia longa assim como esterdides, sugerindo também a
presenca de glicerideos (ROSA, 2010; MARTINS et al., 2010).

Por Cereus jamacaru apresentar um metabolismo (CAM), durante o dia parte da
fisiologia da planta é mais ativa, principalmente relacionada a fotossintese, onde a producgéo
de substratos organicos estdo ligados diretamente com a radiagdo solar. Plantas com folhas
expostas ao sol apresentam uma maior quantidade de acidos, lipideos, flavonoides, amido,
entre outros, pode-se supor que a espécie Cereus jamacaru produza esses cOmpostos em
maior quantidade durante o dia (VIEIRA et al, 2010).

Todos os compostos quimicos possuem um espectro Unico que oS caracteriza,
chamado de assinatura quimica, a qual compreende a zona de impresséo digital localizado em
geral entre 1000-1800 cm™(NASCIMENTO, 2011). Baseado nessa informagéo foi analisado
as bandas de absorcdo mais intensas dos quatro extratos (ECD 95%, ECD 70%, ECN 95% e
ECN 70%) presentes nessa regido (Figura 17).

Dentro da faixa de assinatura quimica foi detectada uma banda em 1735 cm™, na
amostra ECD 95%, sendo atribuida a ligacdo (C=0O de cetona alifatica) associada ao
estiramento da ligacdo C=0 dos acidos carboxilicos (NASCIMENTO, 2011) mostrado na
(Figura 17A). Junior, et al., (2006), revela que absor¢des nessa regido sugerem presenca de
carbonilas. E relatado que bandas em 1740 refere-se a estiramentos dos grupos funcionais
éster de lipidios (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2011), podendo estar presente na faixa de
absorcdo mostrada, para o extrato ECD 95%.

Bandas encontradas em 1610 cm™ nas amostras (ECD 95% e ECN 95%),
apresentam caracteristica de C=C conjugado com C=0, (Figura 17B e 17D) e outra banda em
1515 cm™, presente em todas as amostras, caracteristica de amidas ou grupamentos
carboxilatos de aminoacidos. Ambos os picos (1610 cm™ e 1515cm™) apresentaram maior
intensidade nas extracdes referentes a coleta da noite e extraidas com etanol a 95%. Podendo
assim ser sugerido que a planta produza esses compostos em maior quantidade no periodo
noturno (PINTO et al., 2011).

Foi registrado apenas para 0s materiais vegetais extraidos a 70%, um pico de
absorcdo em 1599 cm™, caracteristico de estiramento da ligacio de C=C de compostos
aromaticos e outra banda em 1382 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo C-O (ROSA,
2010). Pode ser suposto, portanto que essas moléculas sejam mais sollveis nessa

concentracdo de solvente. Dentre a faixa de absorcdo de 1315 cm™ e 1228 cm™ foram
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observados apenas nas extracoes realizadas com etanol a 95%, sendo que na amostra coletada
a noite (ECN 95%) a absorcéao apresentou maior intensidade para ambos 0s picos.

Todas as amostras (Figura 17A, B, C e D) apresentaram bandas entre a faixa de
1100 — 1331 cm™, localizadas dentro da faixa de assinatura espectral do composto, sendo
caracteristico de (éteres), sugerindo a presenca de uma vasta classe de metabolitos
secundarios tais como: flavonoides, cumarinas, antraquinonas, alcaldides quinolinicos e
quinoldnicos e outros fenil propandides (JUNIOR, et al., 2006).

Os espetros obtidos dentro da faixa de assinatura quimica das amostras extraidas
com etanol a 70% apresentaram uma banda em 1232 cm™, observada nas amostras do dia e da
noite (Figura 17C e D) e outra banda em 1322 cm™ estando presente apenas na amostra da
noite.

Todas as amostras apresentaram pico em torno de 1034 e 1035 cm™ relativo a
deformacdo C-O, caracteristico de vibragGes de carboidratos (ROSA, 2010; ALVAREZ-
ORDONEZ et al., 2011). Em todas as fracdes hidroalcodlicas, a intensidade das bandas
aumentou significativamente em relacdo ao extrato bruto, ocorrendo também o aparecimento
de bandas intensas que nao foram percebidas no espectro do extrato bruto. Podendo assim ser
verificado a eficiéncia das concentracdes do solvente utilizado, as quais ja foram citadas em
estudos feitos por (BURIOL et al., 2009) onde extracfes etandlicas a 70, 80 e 95% vlv,
apresentaram maiores rendimentos de extracéo relacionado ao teor de compostos fenolicos e
flavondides extraidos da propolis bruta.

De acordo com as bandas mais intensas de absorcdo, podemos concluir que, 0s
extratos feitos a partir da coleta no periodo diurno apresentaram em maior quantidade
caracteristica de compostos com presenca de estiramentos simétrico C-H alifatico, comuns em
acido, ésteres graxos, e alcodis de cadeia longa, como os esteroides.

Ja os extratos referentes a coleta do periodo noturno mostraram maior intensidade
das bandas referentes ha hidroxilas, grupos O-H de fendis e alcoois de acgUcares, amidas e
grupamentos carboxilicos de aminoécidos. Em todas as amostras estudadas foram observadas

bandas referentes ha presenca de principios ativos, carboidratos e esteroides.
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Figura 17: Espectros de FTIR das amostras coletadas durante o dia e durante a noite extraidas com etanol a 70% e 95%:

(A) ECD 70%, (B) ECN 70%, (C) ECD 95% e (D) ECN 95%.



48

5.2 Ensaio de toxicidade com Artemia salina
No presente estudo verificou-se a toxicidade das amostras de Cereus
jamacaru coletadas durante o dia e durante a noite, ambas extraidas com etanol a 70% e

95%v/v. Resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Teste de toxicidade dos extratos de Cereus jamacaru contra A. salina

Amostras
CLso
ECD 95% ECD 70% ECN 95% ECN 70%
CLso (24h) >1000 906,32 622,30 762,44
CLso (48 h) >1000 564,06 286,44 434,43

Apenas a amostra coletada durante o dia (ECD) e extraida com etanol a 95%
ndo foi possivel calcular o 1Cso nas concentragdes testadas, demonstrando ndo possuir
toxidade, considerando que, o grau de toxicidade, por extratos de plantas sobre larvas de
A. salina, sdo atoxicos quando os valores de CLso estdo acima 1000ug/mL
(NASCIMENTO et al., 2008).

As demais amostras (ECD 70%, ECN 70% e ECN 95%) apresentaram
toxidade nas concentracOes testadas obtendo efeito toxico apos 24 e 48h de inicio do
teste, os valores de CLsg estdo dispostos na Tabela 4. Sendo que nas amostras coletadas
durante o dia mostrou uma menor toxidade em relagdo as amostras coletas a noite,
evidenciando que compostos tdxicos possam ser mais produzidos nesse periodo.

Sdo citados alguns compostos relacionados com a toxidade da planta
descritos por (TAIZ; ZEIGER, 2013), dentre esses, os alcaldides, que agem na defesa
contra herbivoros, em especial os mamiferos, devido a sua toxidade geral, é citado
também, que todos os alcaldides sdo toxicos para os humanos em quantidades elevadas,
quando ingeridos em quantidades suficientes. Os terpenos também sdo considerados
toxicos e inibidores para muitos insetos e mamiferos.

Silva et al., (2010) relatou que a toxicidade de compostos ativos e extratos

vegetais para Artemia salina com um valor de CLso inferior a 1000ug.mL™ permite
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considerar o composto como tdxico. Deve ser levado em conta que esta técnica é
adequada para determinacdo de toxicidade provenientes de produtos naturais
correlacionando com CLsy em ensaios in vivo em camundongos constituindo uma
ferramenta Gtil para predicdo de toxicidade de extratos de plantas (SPARIGLIA et al.,
2010).

Com relacdo a quantidade de solvente utilizado, observamos que, quando
comparado apenas as extracoes do dia, foi percebido que a extracdo a 70% demonstrou
maior toxidade, da mesma forma na extracdo da noite utilizando etanol 70%, foi mais
toxica do que quando extraido com etanol 95%. Devido aos alcalbides serem
considerados em geral sollveis em &gua (TAIZ; ZEIGER, 2013) pode-se inferir que o
solvente 70% tenha extraido esse tipo de compostos em maior quantidade.

Para a complementacdo de estudos fitoquimicos de produtos naturais tem
sido utilizado ensaios biologicos simples, com o intuito de selecionar e monitorar a
pesquisa desses extratos, na procura por substancias bioativas (NASCIMENTO et al.,
2008).

Dessa forma, concluimos que o extrato coletado durante o dia (ECD 95%)
ndo apresentou toxidade, quando extraido a 95% seguido por uma menor toxidade
quando extraido a 70%. Sendo um resultado relevante visto que o ECD 95% apresentou

uma maior atividade fotoprotetora e antioxidante.

5.3 Fator de protecao solar — FPS

As analises espectroscopicas foram realisadas com o intuito de identificar a
acdo fotoprotetora in vitro do extrato bruto de Cereus jamacaru e verificar possiveis
diferencas considerando as variaveis: coleta durante o dia (11h) e durante a noite (23h) e

extracdo etandlica nas concentracdes de 70% e 95% v/v, como mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5: Determinacdo do valor do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro

Extratos FPS in vitro
ECD 95% 15,72 + 0,43*
ECD 70% 7,58 0,24
ECN 95% 10,23 + 0,12
ECN 70% 6,41 +0,16"

Os valores foram calculados pelos valores originais (in vitro, n = 10) e expressos pela média + desvio
padrdo. Simbolos diferentes indicam que ouve diferenca significativa entre as amostras.

Foi verificado uma maior acdo fotoprotetora no extrato ECD 95% atingindo
um fator de protecéo solar de 15,72 seguido do ECN 95% com 10,23. Ja o extrato ECD
70% atingiu um FPS 7,58 e 0 ECN 70% chegou a 6,41.

Analisando os resultados podemos verificar que se comparados 0s extratos
do dia e da noite em ambas as concentragdes de solvente, percebemos que as amostras
coletadas durante o dia tiveram um maior fator de protecdo solar do que as amostras
coletadas durante a noite. Levando em consideracdo a informacdo de que a producgéo
dos principios ativos das plantas podem ser influenciados, dentre outros, por fatores
abidticos como luminosidade, temperatura, época e horario de coleta. Esse resultado
pode ser relacionado com uma maior producéo de principios ativos sob altos niveis de
radiacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004; MORAIS, 2009).

Pode-se supor que substancias conhecidas como protetoras da radiacdo UV,
como as fenolicas dentre elas as flavonas, flavondis e antocianidinas podem estar
presentes em maior quantidade no periodo do dia, pois se acumulam nas camadas
epidérmicas das folhas e caules e absorvem intensamente a luz na regido do UV-B.
Além disso, foi demonstrado que embora esses compostos possam ser sintetizados no
escuro 0 aumento da exposicdo da luz em especial a luz UV-B, resulta em maior
acumulo de substancias fenolicas (TAIZ; ZEIGER, 2013; KERBAUY, 2008).

A extracdo etandlica a 95% demonstrou maior eficiéncia com relacdo a
absorcéo de luz na faixa do ultravioleta tanto utilizando as hastes coletadas durante o dia

quanto durante a noite, sendo observado que a variagdo na graduacdo do etanol alterou o
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seu poder dissolvente. Diversos trabalhos utilizam a extracdo etanélica para verificar o
potencial preliminar de vegetais como fotoprotetores (SOUZA, et al., 2005; MUNHOZ,
et al., 2012; FUNARI et al., 2011) por extrair compostos importantes relacionados a
absorcéo da radiacdo UV.

Levando em conta que 0s extratos testados estdo em estado bruto, podendo
apenas ser citado a presenca de alguns principios ativos pela caracterizacdo do
infravermelho. Foi verificado picos de absor¢do de uma vasta classe de compostos
ativos, tais como: flavondides, cumarinas, antraquinonas, alcaldides quinolinicos,
quinolénicos e outros fenil propandides. Embora tenha sido verificado a presenga desses
compostos pelo infravermelho em todas as amostras, possivelmente na amostra do dia,
extraido com etanol a 95%, ouve uma maior extracdo dessas substancias.

Portanto, ha possibilidade de isolamento dos compostos bioativos presentes
no extrato, podendo apresentar uma maior eficiéncia fotoprotetora, por estarem em
maior quantidade e sem interferéncias de outros compostos. Davet, (2005), relata que,
em hastes de Cereus jamacaru foi verificado a presenca de alcaldides, antraquinonas, e
triterpenos (DAVET, 2005).

Pesquisas demonstraram que as plantas que absorvem na regido ultravioleta
apresentam em sua composicdo complexa, diferentes moléculas, destacando-se o0s
flavondides, taninos, antraquinonas, alcaldides e polifendis. As cumarinas, componentes
da classe dos compostos fendlicos, também apresentam espectro caracteristico dessa
regido (VIOLANTE et al., 2009).

Estudo realizado por Munhoz et al., (2012), analisou a eficécia in
vitro da propriedade fotoprotetora de uma formulacdo contendo filtros solares quimicos,
adicionada de extratos vegetais da flora brasileira ricos em substancias fenolicas, tendo
em vista que as flavonas e os flavonois sdo protetores quimicos que absorvem luz em
comprimentos de onda UV, protegendo as celulas vegetais dos danos causados pela
fotoxidacdo, além disso, foi demonstrado que o aumento da exposicdo de plantas a luz
UV-B resulta em maior sintese dessas duas substancias (FERREIRA, OLIVEIRA,
SANTOS, 2008).

Assim, a busca por novas moléculas ricas em substancias fendlicas tornou-
se extremamente importante, pois estas possuem uma grande semelhanca estrutural com

os filtros quimicos. Portanto tais substancias provenientes de vegetais tém sido
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estudadas com o objetivo de avaliar a sua capacidade fotoprototera (MUNHOZ et al.,
2012).

O potencial fotoprotetor apresentado por Cereus jamacaru, possibilita sua
aplicagédo biotecnologica e comercial. Sendo uma fonte potencial de fator de protecéo
solar, de baixo custo, j& que é abundante na regido e apresenta cultivo simples, podendo
assim, ser utilizado como matéria prima para a formulacdo de um produto de boa

qualidade e acessivel a populacéo.
5.4 Atividade antioxidante

Os resultados referentes a porcentagem de atividade antioxidante
apresentada pela analise feita com hastes de Cereus jamacaru, em diferentes horarios de
coleta e diferentes concentracdo de solvente estdo sendo mostradas nas figuras 18, 19,
20e21.

Figura 18: Porcentagem de atividade antioxidante referente ao extrato de Cereus
jamacaru coletado durante o dia (ECD) e extraido com etanol a 70% e 95% vl/v,
comparado ao padrao -caroteno.
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Dentro da mesma concentragdo, simbolos diferentes sobre as barras indicam a existéncia de diferenga
significativa e simbolos iguais indicam que ndo ouve diferenca significativa.

Foi observado atividade antioxidante nos extratos de Cereus jamacaru
coletados durante o dia, tanto extraidos com etanol a 95% e 70%, apresentando
diferenca estatistica significativa com relagdo ao controle positivo (B-caroteno) a partir

da concentragdo de 50pg.mL™*, nas concentracBes de 25 e 125ug.mL™ a amostra
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extraida com 70% nao demonstrou diferenga significativa com relagdo ao B-caroteno.
Em todas as concentragdes referentes a coleta do dia extraidas a 95% foram
estatisticamente superiores em total de atividade antioxidante comparada a extragdo a
70%. Na concentragdo méxima utilizada de (2000pg.mL™), os extratos de Cereus
jamacaru apresentaram porcentagem de atividade antioxidante acima de 90%, e o

controle positivo nas mesmas condigdes alcangou apenas 70% (Figura 18).

Figura 19: Porcentagem de atividade antioxidante referente ao extrato de Cereus
jamacaru coletado durante a noite (ECN) e extraido com etanol a 70% e 95% vi/v,
comparado ao padrao -caroteno.
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Dentro da mesma concentracao, simbolos diferentes sobre as barras indicam a existéncia de diferenca
significativa e simbolos iguais indicam que n&o ouve diferenca significativa.

Foi observado atividade antioxidante nos extratos de Cereus jamacaru
coletados durante a noite, tanto extraidos com etanol a 95% e 70%, apresentando
diferenca estatistica significativa com relagdo ao controle positivo (B-caroteno) a partir
da concentragdo de 100 pg.mL™, sendo que nas duas concentragdes menores apenas a
amostra extraida com 95% de etanol demonstrou atividade, embora tenha cido
considerada menor do que o controle. Nas concentracdes de 25, 50 e 500 pg.mL™ néo
ouve diferenca estatistica entre as amostras extraidas com 95% e 70% de etanol e
apenas nas concentragdes de 100, 125 e 300 pg.mL™ a extracéo a 70% foi superior a de
95% na capacidade antioxidante. Ja a partir da concentracdo de 1000 pg.mL™ a
extracdo a 95% de etanol mostrou ser mais eficiente (Figura 19).

Quanto a variacdo da quantidade do solvente utilizado nas amostras, ouve

diferenca na eficicia da atividade antioxidante observada, sendo que, as amostras
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submetidas a extracdo etandlica a 70%, apresentaram menor potencial de atividade
antioxidante em comparacdo com as amostras extraidas em solucdo etandlica a 95%,
podendo ser verificado tanto nas amostras coletadas durante o dia quanto durante a
noite. Portanto imagina-se que a concentracdo de etanol 95%, foi responsavel por extrair
moléculas com maior acdo redutora de radicais livres (Figura 18 e 19). Dentre essas
moléculas com bioatividade antioxidante, encontram-se os compostos fendlicos, sendo
que alguns sdo sollveis apenas em solventes organicos como os alcalédes, dentre outros
(TAIZ; ZEIGER, 2013; PEREZ et al., 2003).

O extrato etandlico de hastes de Opuntia ficus-indica var. saboten
apresentaram atividade antioxidante, sendo caracterizado como rico em compostos
fendlicos, provavelmente sendo estes os responsaveis pela atividade relatada, ja que
esses compostos possuem estruturas quimicas com presenca de hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante.
Uma correlagdo positiva também foi observada entre a atividade antioxidante e
contetdo fendlico, em um estudo feito com espécies de plantas pertencentes a familia
Lamiaceae (SPIRIDON; BODIRLAU; TEACA,; 2011; DAVET, 2005).

A melhor eficiéncia do extrato etandlico a 95%, pode ser explicado, pela
capacidade de interacdo do etanol com compostos organicos e grupos fenolicos em que
apresentam melhor solubilidade em etanol, demonstrado em trabalho realizado por
(ROCHA et al., 2011) com frutas nativas do cerrado, em que a extracdo com etanol a
95% foi mais eficiente na extracdo de fendlicos totais de Jaracatia spinosa e de taninos
condensados de Brosimium gaudichaudii. Tambem relatado em (TAIZ; ZEIGER, 2013;
PEREZ et al., 2003) que alguns compostos fendlicos s&o sollveis apenas em solventes
organicos.

Em estudos fitoquimicos com a espécie Cereus jamacaru, foi comprovado
que atravéz da extracdo etanolica é possivel a obtencdo de compostos fenolicos,
presentes nesse vegetal (DAVET, 2005).

Os estudos realizados com o extrato etandlico bruto e as fragdes de Acacia
podalyriifolia, apresentaram capacidade antioxidante, demonstrando a acdo dos
compostos fendlicos presentes no extrato (ANDRADE et al., 2007).

Os extratos utilizados nos ensaios, estavam em estado bruto, contendo na
solucdo outras moléculas sem atividade antioxidante, portanto ao serem isoladas essas

moléculas com suposta atividade antioxidante presentes no extrato, aumentaria a
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concentracdo das mesmas em relacdo aos demais compostos e concequentemente a sua
capacidade antioxidante.

Figura 20: A porcentagem de atividade antioxidante referente ao extrato de Cereus
jamacaru coletado durante o dia (ECD) e durante a noite (ECN) extraido com etanol a
95%
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Dentro da mesma concentracdo, simbolos diferentes sobre as barras indicam a existéncia de diferenca
significativa e simbolos iguais indicam que ndo ouve diferenca significativa.

Foi observado a diferenca da acdo dos extratos variando apenas o horario de
coleta (ECD 95% e ECN 95%) apresentando diferenca estatistica em todas as
concentracdes, demonstrado que o extrato coletado durante o dia, apresentou um perfil
de atividade antioxidante superior ao extrato coletado durante a noite, mostrando maior

diferenca nas concentrac@es de 500 e 1000ug/ml (Figura 20).
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Figura 21: A porcentagem de atividade antioxidante referente ao extrato de Cereus
jamacaru coletado durante o dia (ECD) e durante a noite (ECN) extraido com etanol a
70%.
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Dentro da mesma concentracdo, simbolos diferentes sobre as barras indicam a existéncia de
diferenca significativa e simbolos iguais indicam que ndo ouve diferenga significativa.

Foi observado a diferenca da acéo dos extratos variando apenas o horario de
coleta (ECD 70% e ECN 70%) apresentando diferenca estatistica apenas nas
concentracdes de 25, 50, 100, 125, 225, 1000, 1500 e 2000pg.ml™ demonstrado que o
extrato coletado durante a noite, apresentou uma porcentagem de atividade antioxidante
superior ao extrato coletado durante o dia quando utilizado etanol a 70%, mostrando
maior diferenca nas concentragdes de 1500 e 2000pg.ml™. No entanto, mesmo com
extracdo a 70%, nas concentracdes de 5 e 10pg.ml™ apenas foi possivel observar
reducdo do radical livre DPPH com o extrato do dia (ECD), mostrado na Figura 20.

Percebemos que a extracdo com 95%, mostrou ser mais eficiente para
extracdo de substancias antioxidantes extraidas de Cereus jamacaru a partir de coletas
feitas durante o dia. J& a extracdo a 70% mostrou ser um pouco mais efetiva em extrair
compostos antioxidantes presentes em Cereus jamacaru coletadas durante a noite.

Concluindo entdo que os extratos de Cereus jamacaru, mesmo em estado
bruto, possui atividade antioxidante, mostrando ser superior ao composto antioxidante

isolado o B-caroteno, na maioria das concentracdes testadas.
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6. CONCLUSAO

e Para os testes de toxicidade com Artemia salina a amostra ECD 95% foi
considerada atoxica com CLsp >1000. Para as demais amostras (ECD 70%,
ECN 95% e ECN70%) resultaram em valores para a concentragdo letal média
(CLso) de 906,32; 622,30; 762,44 pg mL™, respectivamente.

e Todas as amostras (ECD 95%, ECD 70%, ECN 95% e ECN70%)
demonstraram atividade fotoprotetora com FPS de 15,72; 7,58; 10,23 e
6,41respectivamente.

e As amostras coletadas durante o dia apresentaram um maior potencial

fotoprotetor.

e As amostras extraidas com etanol a 95% apresentaram maior FPS do que as

amostras extraidas com etanol a 70%.

e O extrato bruto de Cereus jamacaru apresentou uma porcentagem de atividade
antioxidante superior ao controle positivo (p-caroteno) na maioria das

concentragdes testadas.

e A amostra coletadas durante o dia demonstrou maior atividade antioxidante.

e As amostras extraidas com etanol a 95% apresentaram uma porcentagem de
atividade antioxidante superior as amostras extraidas com etanol a 70% na

coleta do dia.

6. ESPECTATIVAS

Os extratos de hastes de Cereus jamacaru, poderdo ser utilizados como aditivos em
fotoprotetores sintéticos, ou na fabricagdo de um fotoprotetor de origem vegetal em
forma de locdo, creme ou gel, contendo principios ativos naturais com acao

antioxidante.
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