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RESUMO

A tirosinase desempenha um papel fundamental na biossintese de melanina e, portanto,
a sua inibicdo paralisa 0 processo como um todo ou pode, até mesmo, minimizar
algumas de suas consequéncias. Assim, manchas de pele e hiper-pigmentacdo cutanea
causadas pela formacgéo excessiva ou acumulo de melanina podem ser tratadas com
formulacdes contendo substancias e ou extratos com acdo anti-tirosinasica. No presente
trabalho, foram coletadas espécies de treze plantas nativas ou exoticas do cerrado
brasileiro e, em seguida, obtidos dezoito extratos etanolicos secos. Esses extratos foram
caracterizados e estudados via espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia no infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de 'H e de C e espectrometria de massas,
empregando-se, quando possivel, padrbes comerciais ou anteriormente isolados. A
atividade anti-tirosinasica das amostras foi avaliada através de bioensaios in vitro,
monitorando-se, via espectroscopia no UV-Vis, a formacdo do dopacromo, um dos
intermediarios do processo de sintese, e em testes com discos de batata, uma das fontes
naturais de tirosinase. Ao final, esses resultados foram comparados com aqueles
advindos do emprego do acido kéjico, um agente anti-tirosinasico amplamente
estudado e empregado. Os resultados dos dois tipos de ensaio foram, em geral,
coincidentes e indicaram que os inibidores de tirosinase mais ativos seriam, em ordem
decrescente, 0s extratos obtidos a partir de Brosimum gaudichaudii, Schinus
terebinthifolius, Stryphnodendron adstringens, Kalanchoe pinnata e Rosa alba. Por
ultimo, formulag6es cosméticas foram preparadas a partir dos trés extratos mais ativos
e, entdo, avaliadas quanto a atividade anti-tirosinasica através dos métodos
mencionados acima. Os resultados demonstraram que as formulagdes apresentaram
atividades inibitdrias similares as determinadas para 0s extratos concentrados e, dessa
maneira, 0 que consistiu uma indicacdo de que esses extratos e respectivas formulacoes

tém propriedades para serem utilizadas no tratamento de manchas de pele.

Palavras-chave: melanina, tirosinase, acido kdjico, atividade anti-tirosinasica.
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ABSTRACT

The enzyme tyrosinase is crucial on the biosynthesis of the melanin. Consequently,
its inhibition stops the synthesis and even can minimize some of its consequences.
For instance, it is well known that lotions and creams containing those inhibitors are
employed to reduce or eliminated some skins blemishes, originated by the excessive
formation or accumulation of the melanin. The first step of the present work was the
collection of 13 different species, native or not, of the Cerrado (brazilian savannah).
It was followed by obtention and characterization of 18 extracts. That
characterization was achieved employing various chromatographic and spectrometric
methods and, when possible, by comparison with commercial or isolated standards.
The inhibition proprieties themselves were evaluated in vitro (through the effect of
the extracts on the formation of the dopachrome, an intermediary of the melanina’s
biosynthesis process, via UV-Vis spectroscopy) or their ability to curb or stop the
spontaneous darkening in discs of potato, a natural and rich source of tyrosinase.
Those results were compared with those achieved by the use of the kojic acid, a
widely studied and known inhibitor of the melanin’s formation. In general, both
methods indicated that the most actives extracts were, in decrescent order, those
obtained from Brosimum gaudichaudii, Schinus terebinthifolius, Stryphnodendron
adstringens, Kalanchoe pinnata and Rosa alba. Finally, it was evaluated the
inhibition activity of some lotions, made from those three most active extracts, and
the results were remarkable coincident with those recorded for the crude extracts,
which indicated their anti-tyrosinase power and their potential use on products

utilized on the healing of some skins blemishes.

Keywords: melanin, tyrosinase, kojic acid, anti-tyrosinase activity.
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1. Introducéo

1.1. Melanina e suas funcdes fisioldgicas

Melanina (do Grego melanos, "escuro™) € o nome dado a um grupo de polimeros que ocorrem na
pele, cabelo, pelos e penas de vertebrados, bem como na parte posterior do globo ocular, na iris, em
certas regides do cérebro e em algumas glandulas. Alguns tipos de melanina ocorrem no
exoesqueleto de cuticula ou quitina dos insetos e nos olhos e ocelos da maioria dos animais. As
melaninas também sdo responsaveis pela coloracdo preta da tinta de camuflagem e fuga secretada
por lulas e outros cefal6podes, atuando, também, como agentes protetores em certos organismos
microscopicos. Em humanos, a melanina é o pigmento que torna a pele preta, marrom, ou ocasiona

tonalidades vermelha e amarela (Riley, 1997).

Sua capacidade de absorver a luz esta associada, consequentemente, a fotoprotecdo e termorregulacéo
dos corpos como um todo e da pele e olhos em particular (Kim & Uyama, 2005). O papel fisiol6gico
da melanina é, também, acentuado pela sua capacidade em diminuir a formacéo, reagir com ou

neutralizar a acdo de radicais livres (Riley, 1997).

Dentre as varias formas de melanina existentes, duas se destacam devido a sua ocorréncia natural

em mamiferos: a eumelanina (1) e a feomelanina (2) (Plonka & Grabacka, 2006).

OH

OH

A eumelanina apresenta coloracdo escura (preta ou marrom) e € a responsavel pelas cores e
tonalidades da pele, do cabelo e dos pelos. Em termos humanos, a eumelanina negra (mais comum
em ndo-caucasianos) ocasiona peles de cores escuras quando presente em grandes quantidades, e

acinzentadas, quando em concentracbes menores. A eumelanina marrom, mais comum em povos de
2
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origem caucasiana, pode conferir tons acastanhados ao cabelo quando presente em abundancia, mas,
em quantidades menores, produz tons marrons mais suaves ou até mesmo loiros. Por sua vez, a
feomelanina (responsavel pela cor vermelha) é, em geral, mais abundante na pele de mulheres do
que na dos homens e, por isso, a pele feminina costuma ser naturalmente um pouco mais vermelha.
A feomelanina é, obviamente, o pigmento mais abundante nos cabelos ruivos. A auséncia de
melanina na pele, cabelo e olhos resulta no albinismo em humanos e animais, o qual esta

intimamente associado a fatores de origem genética de modo geral.

Do ponto de vista quimico, a eumelanina € composta por pigmentos nitrogenados insollveis em
agua, produzidos pela polimerizacdo oxidativa enzimatica de derivados 5,6-di-hidroxi-indolicos a
partir de tirosina via L-Dopa. Ja a feomelanina é constituida de pigmentos basico-sollveis contendo
enxofre, os quais sdo produzidos através da polimerizacdo oxidativa de unidades cisteinildopa via

intermediarios 1,4-benzotiazinicos (FIG. 1, p. 4).

Como dito, a melanina tem propriedades fotoquimicas que a tornam um importante agente protetor
de tecidos e o6rgdos contra os efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta (UV) e dos ions por ela
produzidos (Raposo & Marks, 2007). Praticamente toda radiacdo UV por ela absorvida é convertida
e dispersa na forma de calor em quantidades inofensivas. Nesse processo, a melanina reduz a
geracao de radicais livres a um minimo e, assim, evita danos indiretos ao DNA que poderiam causar

melanomas (tumores malignos de pele).

Quando pessoas de pele clara, ndo albinas, expdem-se ao sol, sua pele primeiramente fica
avermelhada e, em seguida, marrom, a medida em que melanina extra é produzida e acumulada na
pele. A cor marrom € uma resposta natural a luz solar excessiva, agindo na protecdo cutanea.
Todavia, determinadas radiacdes presentes nos raios solares também causam mutacdes genéticas
nas células epidérmicas, levando a producdo excessiva de melanina e a formacdo de melanomas,
que sdo tumores escuros (pretos ou marrons) de pele. Estes também surgem devido a outras causas
e sdo especialmente prevalentes em pessoas de pele e cabelos claros, mas, nem por isso, estdo

sempre e intrinsecamente associados a fatores hereditarios (PBRG, 2011).

Casos de hiper-pigmentacgdo local devida a formacao excessiva ou acumulo concentrado de melanina
sdo problemas que ocorrem em outras doencas de pele tais como lentigo (manchas castanhas planas),
nevus (lesdo nodular, geralmente congénita) e que, tambem, levam a formacéo de sardas, manchas e
marcas de nascenga. Outras causas de hiper-pigmentagdo sdo acnes, eczemas e melasma, este Ultimo

um distarbio associado a gravidez ou tratamentos hormonais (Robb, 1984).
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1.2. Tirosinase e seu papel na melanogénese

A tirosinase é uma metaloenzima do grupo das polifenol oxidases que ocorre em VAarios organismos
(Sendovski et al., 2011; Kaye, 2011) e desempenha algumas fun¢des especificas na melanogénese
(FIG. 1). Nesse processo biossintético, ela age na transformacdo de L-tirosina em L-Dopa atraves de
hidroxilacdo e, depois, na conversdo de L-Dopa em o-dopaquinona por oxidacdo (Kamkaen et al.,
2007). Além disso, catalisa a oxidacdo de 5,6-di-hidroxi-indol (DHI) para formar indol-5,6-quinona, um
dos precursores de melanina. A multiplicidade de fungdes dessa enzima pode ser explicada, a0 menos
em parte, por suas caracteristicas estruturais e por algumas propriedades peculiares, tal como a

plasticidade apresentada por atomos especificos de seu sitio ativo, conforme sera explicado adiante.
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FIGURA 1 — Rota biossintética da melanina com as reaces enziméticas envolvendo as atividades
de fenoloxidase da tirosinase. Adaptado de Kamkaen et al. (2007), Kim & Uyama (2005),
Kobayashi et al. (1995) e Prota (1988).

A tirosinase contém pelo menos um sitio ativo binuclear formado por dois a&tomos de cobre (Kim &
Uyama, 2005). De acordo com Kaye (2011), o sitio ativo desta enzima contém dois atomos de cobre (1)
devidamente coordenados e distanciados entre si por aproximadamente 3,55 A. Com base em estudos
biomiméticos, este sitio é ativado ap6s a ligacdo com o oxigénio molecular, formando compostos de

coordenacdo de di-cobre (1) interligados por uma ponte di-oxigenada (FIG. 2, p. 5).
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FIGURA 2 — Proposta de modelo biomimético para o sitio ativo da tirosinase. Fonte: Kaye (2011).

Recentemente, a estrutura de uma tirosinase de origem bacteriana (FIG. 3) foi caracterizada por
Sendovski et al. (2011), evidenciando que a mesma é um dimero que possui ndo apenas um, mas,
sim, dois sitios ativos ou afins e que os dois &tomos de cobre presentes (CuA e CuB), também
apresentam plasticidade, i.e., a possibilidade de migracdo e consequente mudancga de posi¢cdo na
enzima. Com isso, a tirosinase é capaz de catalisar tanto a o-hidroxilacdo de monofendis quanto a
oxidacdo de dois elétrons de o-difendis para o-quinonas, sendo que esta Ultima reacdo é muito mais
rpida do que a anterior. Assim sendo, a hidroxilagcdo de tirosina e sua conversdo a L-Dopa é

considerada a etapa determinante ou limitante do processo.

Subunidade 2 Subunidade 1

FIGURA 3 — Visdo geral da estrutura dimérica de uma tirosinase de origem bacteriana. Adaptado
de Sendovski et al. (2011).

Na FIG. 3, na imagem maior a esquerda, ambas as subunidades 1 e 2 s&o apresentadas no sentido N-
terminal para C-terminal. Os ions de cobre nos sitios ativos sao representados em marrom. Os pontos
de contato em cada subunidade para formagdo do dimero, Trp4l-Tyr267 e Arg37-Asn270, onde Trp,
Tyr, Arg e Asn significam respectivamente triptofano, tirosina, arginina e asparagina, sendo mostrados

5
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em preto. As quatro hélices principais, a partir das quais os residuos de His (histidina) coordenam-se
com os ions de cobre, sdo apresentadas na subunidade 1: 02 em azul claro, a3 em ciano, a7 em amarelo
escuro ¢ o8 em laranja. A direita, em detalhe, é possivel visualizar a posicdo dos sitios ativos CUA e

CuB com seus respectivos residuos de histidina.

Ainda segundo Sendovski et al. (2011), embora a tirosinase e as proteinas a ela relacionadas ja
tenham sido estudadas intensivamente, seu mecanismo catalitico ainda é assunto de debate
devido a sua complexidade, a existéncia de duas atividades cataliticas no mesmo sitio ativo, e a um
aparente tempo de espera antes do inicio da atuacdo da enzima propriamente dita. Esse tempo de
espera estaria associado a atividade monofenolasica da tirosinase. Comparativamente, com base na falta
de atividade monofenolésica na catecol oxidase, enzima do mesmo grupo da tirosinase e que possui um
grande residuo aromatico que bloqueia o CuA, foi sugerido que, nas tirosinases, as quais ndo possuem

este residuo de bloqueio, monofendis ligariam-se ao CuA e o-difendis ligariam-se ao CuB.

Decker et al. (2006) propuseram um mecanismo no qual o substrato monofendlico é orientado pelo
CuA por interagBes hidrofobicas com um residuo de aminoécido histidina (His194 ou His208,
dependendo da origem da tirosinase) presente na enzima. A hidroxilagdo ocorreria por um mecanismo
de substituicdo eletrofilica enquanto o substrato € posicionado trans em relacdo ao outro residuo de
histidina. Olivares et al. (2002) e Olivares & Solano (2009) também propuseram, com base em
mutacBes de sitio observadas em tirosinase de ratos, que monofendis se ligariam ao CuA e que o-
difendis se ligariam ao CuB. Essa proposta foi reforcada pelas elucidagdes estruturais providas por
Sendovski et al. (2011), que, também, forneceram dados que evidenciam a possibilidade da tirosina e o

L-Dopa se ligarem de forma diferente ao mesmo sitio ativo da enzima.
1.3. Inibidores naturais da tirosinase

Como a tirosinase participa de, pelo menos, trés etapas da melanogénese, sua inibicdo implica,
fundamentalmente, na inibicdo em si da biossintese de melanina e esta inibigdo constitui a base de

muitas das formulag¢Oes empregadas no tratamento de manchas de pele.

Vaérias substancias de origem natural ja foram descritas como inibidoras da tirosinase, muitas das
quais sdo compostos fendlicos como, por exemplo, a hidroquinona (3) e a arbutina (4) (glicosideo da

hidrogquinona), presentes em diversas formulagdes para clareamento de pele (Mufioz et al., 2006).
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Outros reconhecidos e potentes inibidores sdo os estilbenos, derivados do resorcinol com diferentes

substituintes na posicéo 4, como o resveratrol (5) e oxi-resveratrol (6) (Shimizu et al., 2000; Chang, 2009).
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Na mesma linha, flavonoides e biflavonoides (contendo um grupo a-ceto, tais como
flavonas e flavanonas) apresentaram potente atividade anti-tirosinasica (Badria & El Gayyar,
2001; Masuda et al., 2005); flavonois possuindo uma porcdo 3-hidroxi-4-ceto, tais como
kaempferol (7) e quercetina (8), quelam, por inibicdo competitiva, o cobre no sitio ativo da
enzima, levando a inativacdo irreversivel da tirosinase (Kubo & Kinst-Hori, 1999a; Kubo et al.,
1994; Kubo et al., 1999; Kubo et al., 2007); a rutina (9), que é um glicosideo da quercetina, também
inibe a tirosinase, porém é bem menos ativa do que sua porcao aglicona (Chang, 2009). Além disso,
atividade anti-tirosinasica também foi descrita para a flavona luteolina (10) (Kim & Uyama, 2005),

o flavonol miricetina (11), isoflav-3-enos, isoflavanas e isoflavonas (Chang, 2009).



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/09/Rutin_structure.svg
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Algumas chalconas preniladas naturais ja demonstraram potente a¢do anti-tirosinasica (Nerya et al.,
2004), bem como a cumarina aloesina (12), isolada de Aloe vera (Jin et al., 1999; Masamoto et al.,
2003; Kim & Uyama, 2005; Chang, 2009).

12

Taninos também apresentam atividade anti-tirosindsica, como é o caso do galotanino (13). Séo

igualmente ativos inibidores da tirosinase, o acido galico (14) e os seus alquil ésteres (15) e (16)
(respectivamente, galatos de metila e etila), o primeiro fruto da hidrélise alcalina, ou acida, de taninos,

0s ultimos obtidos , obviamente, por esterificacdo deste acido (Kubo, 1999; Kubo, Chen & Nihei, 2003).
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Evidéncias corroboram a hipotese de uma inibicdo competitiva do processo quando se emprega o
acido galico ou seus derivados. Ou seja, 0 acido compete com o L-Dopa pelo sitio ativo onde ocorre
a oxidacéo (Shahidi & Naczk, 1995), sendo que as o-quinonas assim produzidas podem condensar
entre si atraves de uma adigdo de Michael, produzindo um intermediario quinol-quinona

relativamente estavel (Sayre & Nadkarni, 1994).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c4/Ethyl_gallate.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c4/Ethyl_gallate.png
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Processos inibitdrios da tirosinase claramente ndo competitivos sédo gerados por aldeidos alifaticos o,3-
insaturados, em especial os (2E)-alquenais alifaticos, que formam uma base de Schiff com um grupo
amino primario na enzima tirosinase ao invés de se ligarem ao centro ativo binuclear de cobre (Kubo &
Kinst-Hori, 1998a e 1999b). O grupo aldeido é conhecido por reagir com grupos nucleofilicos
biologicamente importantes tais como grupos sulfidrila, amino e hidroxila. Além disso, aldeidos
aromaticos ou derivados do benzaldeido, tais como cinamaldeido (17), 2-hidroxi-4-metoxibenzaldeido
(18), anisaldeido (19), cuminaldeido (20) e acido cumico (21) sdo inibidores da tirosinase (Kubo &
Kinst-Hori, 1998b; Kubo & Kinst-Hori, 1999c; Lee et al., 2000; Ha et al., 2005).

CHO @) H CHO CHO O OH
OCHg OCH, HsC” “CHs HsC” CHs
17 18 19 20 21

Também séo exemplos de inibidores da tirosinase os metabolitos de origem flngica acido azelaico
(22), isolado de Pityrosporum ovale (Schallreuter & Wood, 1990; Kim & Uyama, 2005), acido
kojico (23), isolado de varias espécies de Aspergillus, Penicilium e de algumas bactérias (Parrish et
al., 1966; Wiley et al., 1942; Niwa & Akamatsu, 1991; Bentley, 2006) e agaritina (24), isolada de
espécies de Agaricus (Madhosingh & Sundberg, 1974; Espin et al., 1998; Kim & Uyama, 2005).
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J& foram descritos como fortes inibidores da tirosinase dois alcaloides derivados da serotonina, N-p-
cumaroilserotonina (25) e N-feruloilserotonina (26), e dois fenilpropanoides derivados do acido p-
cumarico, 3-O-p-cumaroil-1-(4-hidroxi-3,5-dimetoxi-fenil)-1-propanona (27) e 3-O-p-cumaroil-1-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1-O-B-D-gulcopiranosilpropanol (28) (Sultana & Lee, 2009).

OH OH
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Na mesma categoria, encontram-se N-benzilbenzamidas (29a a 29d), cujo esqueleto estrutural é
analogo ao das chalconas, mas com uma por¢do amida (e ndo a ligacdo dupla) conectando os dois

anéis aromaticos (Chang, 2009).

R2

RSﬁEI: OH
LI
N
R4
o} R5
29
(29a = 3,5,2' 4'-tetra-hidroxi: R1=R3=H, R2=R4=R5=0H; 29b = 2,4,2' 4'-tetra-hidroxi:
R1=R3=R5=0H, R2=R4=H; 29c = 3,5,4'-tri-hidroxi: R1=R3=R5=H, R2=R4=0H; 29d = 2,4,4'-tri-

hidroxi: R1=R3=0H, R2=R4=R5=H)

Finalmente, a trilinoleina (30), um triacilglicerol, demonstrou ser um inibidor ndo competitivo da
tirosinase tdo potente quanto o &cido kdjico (Jeon et al., 2006) e, também, existem alguns esteroides
caracterizados como inibidores da tirosinase, como € o caso do &cido arjunolico (31) e do estigmast-
5-en-33,26-diol (32) (Sabudak et al., 2006; Ullah et al., 2007).

30 31 32
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No desenvolvimento de uma formulacdo, deve-se levar em conta ndo sé a capacidade inbidora da
substancia, mas também sua permeabilidade celular, de forma que inibidores das classes dos lipidios
de cadeia longa e esteroides com capacidade inibidora moderada possuem, por outro lado, maior
permeabilidade na pele humana e, logo, podem gerar formulagdes bem sucedidas (Chang, 2009).

1.4. O acido kdéjico como inibidor padrao da tirosinase

O é&cido kojico (5-hidroxi-2-(hidroximetil)-y-pirona) (23) é um inibidor padrdo comumente usado
em estudos de inibicdo da tirosinase. Ele € um bom quelador de ions de metais de transi¢cdo, sendo

também um bom sequestrador de radicais livres (Kim & Uyama, 2005).

|0| OH
HO

¢
23

O éacido kojico inibe tirosinases de varias bactérias, cogumelos, plantas e artropodes, sendo usado
atualmente como um agente branqueador da pele e como aditivo em alimentos para prevenir o
escurecimento enzimatico (Chang, 2009). Esta inibicdo é competitiva em se tratando da atividade
monofenolésica e mista para a atividade difenoléasica da tirosinase de cogumelos (Chang, 2009).
Segundo Sendovski et al. (2011), o mecanismo sugerido para explicar esta inibicdo baseia-se na
quelacdo do cobre no sitio ativo da enzima. Além disso, o acido kojico reduz a o-quinona a o-
difenol, prevenindo, assim, a formacdo da melanina. Todavia, observou-se recentemente que 0
acido koéjico também é capaz de se complexar com um sitio diferente do ativo, indicando a
possibilidade de um mecanismo de inibicdo ndo competitiva, contraposta a propria possibilidade de

migracdo (plasticidade) do cobre (Sendovski et al., 2011).

Portanto, apesar de os mecanismos de inibi¢do da tirosinase pelo acido kojico ainda constituirem
objetos de investigacdo, ele é um dos inibidores mais empregados devido a sua eficacia, relativa
estabilidade, facilidade de manuseio e disponibilidade no mercado, sendo usado, também, como
padrdo de comparacdo em estudos de inibicdo da tirosinase.

11
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivos gerais

- Avaliar o potencial de inibicdo da tirosinase de extratos de plantas nativas e exoéticas presentes no
cerrado brasileiro;

- Estudar a inibicdo da tirosinase, pelos extratos testados, centrando-se na etapa de conversao de L-
DOPA em dopacromo;

- Selecionar e utilizar os extratos mais promissores como agentes inibidores da tirosinase na

preparacdo de formulaces cosméticas.
1.5.2. Objetivos especificos

- Selecionar plantas nativas e exdticas do cerrado, classifica-las botanicamente e preparar extratos
etanolicos secos de uma ou mais partes vegetais das espécies escolhidas;

- Selecionar substancias para serem utilizadas como padr@es de referéncia e caracteriza-las por métodos
cromatograficos (CLAE-UV) e espectrométricos (UV-Vis, IV e RMN de *H e de *3C) a fim de adquirir
conhecimentos e dominio sobre estas técnicas analiticas e de obter informagdes que possam ser Uteis na
analise comparativa dos extratos testados;

- Caraterizar e padronizar os extratos vegetais por métodos cromatograficos e espectroscopicos,
comparando os resultados entre si e com os padrdes selecionados;

- Realizar testes de inibicdo da tirosinase com o0s extratos e os padrfes utilizando métodos
espectroscopicos (UV-Vis) e um método alternativo com discos de batata.

- Selecionar 0s extratos mais ativos contra a tirosinase e submeté-los a anélises complementares por
métodos cromatograficos e espectrométricos (CLAE-DAD, CLAE-EM e RMN) a fim de tentar obter
informacdes adicionais que permitam diferenciar estes extratos dos demais.

- Obter formulagdes cosméticas de uso tdpico contendo os extratos mais ativos e submeté-las a um
estudo de estabilidade primaria.

- Avaliar a atividade anti-tirosinasica das formulagdes contendo os extratos mais ativos, comparando

seus resultados entre si e com aqueles obtidos para os extratos.
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2. Metodologia

Na FIG. 4, hd um fluxograma com a sequéncia de etapas seguidas para a realizacdo deste trabalho.

Pesquisa bibliografica
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\d
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extratos e padrées

y

Testes de inibigéo da
tirosinase via

Selecdo de plantas e
escolha dos padrdes

Coleta de amostras
e preparo de exsicatas

Y

Preparo de extratos

etandlicos secos

Secageme
processamento

V

Identificagéo botanica e
depdsito em herbario
oficial

Comparacao de
resultados

Testes de inibicao da
tirosinase através de

espectroscopia UV-Vis bicensaios
Selegdo dos 3 extratos
mais ativos
CLAE-UV Comparagéc de CLAE-UV

dos extratos

-

resultados

dos padrées

v

v

Comparagéo de

Analise por IV

dos extratos mais ativos

Analise per IV >
dos extratos resultados dos padrdes
Analise por RMN > Comparacéo de Analise por RMN

resultados

dos padres

V

v

CLAE-DAD E CLAE-EM
dos extratos mais atives

Testes de formulacéo
com os
3 extratos mais ativos

Estudo de estabilidade
primaria das
formulacdes obtidas

v

N

Testes de inibicao da

espectroscopia UV-Vis

tirosinase via

Testes de inibicdo da tirosinase

via espectroscopia
UV-Vis com DR

tirosinase através de
bioensaios

Testes de inibigédo da

N\

v

Comparacao de resultados
(formulagdes x formulagdes)

(fermulagdes x extratos)

v

Conclusdes

“

FIGURA 4 — Fluxograma de delineamento das etapas deste trabalho.
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2.1. Equipamentos, reagentes e materiais

2.1.1. Equipamentos

« Moinho de laboratério John Willey & Sons — foi utilizado na moagem das plantas para o
preparo dos extratos.

» Espectrofotdmetro UV-Vis Hitachi modelo U-2010 Spectrophotometer, série 9713-002, verséo
room 2550 01 — foi utilizado para registrar espectros no UV-Vis de extratos e padrGes e para gerar
curvas de formacao de dopacromo nos testes de inibi¢do enzimatica em tempo real.

* Espectrofotdometro UV-Vis Shimadzu modelo UVPC série 1601 (pertencente a inddstria Florais
de Minas, Itaina-MG) — foi utilizado na geracdo dos espectros no UV-Vis dos extratos estudados.
« Espectrofotbmetro UV-Vis Varian modelo Cary 100 Bio Spectrophotometer UV1006m029
equipado com suporte para leitura em refletancia difusa — foi utilizado para registrar curvas de
formacéo de dopacromo nos testes de inibi¢do enzimética em tempo real envolvendo as formulacdes
obtidas com os extratos mais ativos.

« Sistema de CLAE Shimadzu composto por duas bombas de CLAE Shimadzu modelo LC-AT,
detector UV-Vis Shimadzu modelo Prominence SPD-20A com dois canais de leitura, valvula de
injecdo manual de amostras com loop de 20 uL, seringa de injecdo de amostras SGE de 250 pL
com agulha sem bisel, coluna cromatografica Agilent modelo Zorbax ODS (octadecilsilano) / C18
(250 mm de comprimento x 4.6 mm de didmetro interno x 0.5 um de didmetro médio das particulas
da fase estacionaria) utilizando o programa LC Solution — foi utilizado para gerar os
cromatogramas das solugdes contendo os extratos vegetais testados.

« Sistema de CLAE Shimadzu equipado com DAD (detector de arranjo de diodo) composto por
duas bombas de CLAE Shimadzu modelo LC-10AD, um mddulo com barramento de
comunicacdo Shimadzu modelo CBM-10A, um detector DAD (detector de arranjo de diodo)
Shimadzu modelo SPD-M10A VP e sistema de injecdo automética de amostras Shimadzu
modelo SIL-10AF contendo o programa Class LC10 — foi utilizado para gerar os cromatogramas
e espectros no UV-Vis.

» Espectrometro infravermelho Varian modelo FTIR Spectrometer 660 — foi utilizado na
geracéo dos espectros no IV.

« Espectrometros de RMN Bruker Avance DRX 400 e DPX 200 — foram utilizados para gerar 0s
espectros de RMN de *H, de **C e DEPT-135.
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« Sistema de cromatografia liquida acoplado a um analisador de massas tipo ion trap LC-
MS/MS(n) Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus (Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Séo Paulo — CA-1Q-USP) — foi utilizado na anélise dos extratos mais ativos.

» Camera fotografica Kodak EasyShare C360 5.0 mega pixels — foi utilizada para fotografar
amostras de plantas e extratos e também na geracdo das imagens usadas nos testes de inibicédo
enzimatica da tirosinase através de um bioensaio com discos de batata.

» Programas computacionais Microsoft Excel v. 7.0, Microcal Origin Pro v. 8.0 e Adobe
Photoshop v. 7.0.1.

« Balanca analitica Quimis, modelo Q-1LA2104, 210 g/ 0,1 mg.

« Balanca eletronica Digimed KN1000C, classe de exatiddo Il, série 04G6.

+ Banho de ultrassom UltraCleaner 800A com aquecimento.

« Evaporador rotativo Blichi Waterbath, modelo B-480 e Fisaton modelo 802, série 531782.

+ Banho Buchi Waterbath B-480.

« Deionizador de agua Millipore modelo Milli-Q.

» Banho de ultra-som Branson modelo 1510.

* Micro-aspirador / bomba de vacuo Nevoni modelo 5005.

2.1.2. Reagentes e materiais

 Enzima tirosinase (Sigma — Aldrich, CAS 9002-10-2, lote EC 232-653-4).

* L-Dopa - 3,4-di-hidroxi-L-fenilalanina (Aldrich, CAS 59-92-7, lote EC 200-445-2).

« Acido acético glacial P.A. (Merck).

« Acidos cafeico e galico (gentilmente cedidos pela Profa. Lucienir P. Duarte, DQ /UFMG).
« Acido kéjico (Acros Organics, lote A0217045001).

« Alcool cetilico (Oxiteno, lote 110505C01027).

« Alcool cetoestearilico etoxilado (Volp, lote 2/2175831 F03).

« Alcool etilico (etanol) com grau de pureza comercial (Minalcool).

* B-amirina (produto natural disponivel no laboratério).

 Brometo de cetiltrimetilaménio (Vetec, lote 043371).

« Estigmasterol (Sigma, lote 56H5001).

« Galato de metila (produto natural isolado por Jociani Ascari e cedido gentilmente pela Profa.
Maria Amelia D. Boaventura, DQ / UFMG).

» Glicerina (Oxiteno, lote 110214C00928 F02).

+ Hidroquinona (Nuclear, lote 01060969).
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« Imidazolinidil uréia (Induchem, lote 313905).

« Luteolina (Sigma, lote 116K4078).

 Metanol grau HPLC (Tedia, lote 1002065R).

» Monoestearato de glicerila (Nacional, lote 2011092819).

« Nipagin (metilparabeno) (Thor, lote BZ1274411308 F01).

* Nipazol (propilparabeno) (Thor, lote PP330909 F04).

« Oleo mineral (Plury Quimica, lote 2102680).

« Palmitato de isopropila (Polytechno, lote PA80321).

* Quercetina di-hidratada (Sigma, lote 110K1836).

* Rutina hidratada (Sigma, lote 085K0196).

« Solucéo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ pH 7,0 (Nalgon, lote 2143, e Synth, lote 109085).

« Cubetas de quartzo com capacidade volumétrica de 4,5 mL, 190 a 2500 nm, marca Micronal
modelo 100-QS K 283.

« Cubetas descartaveis para espectrofotometro de polimetilmetacrilato com capacidade
volumétrica de 4,5 mL, faixa de leitura de 280 a 800 nm, caminho 6tico de 10 mm, marca
Kartell S.P.A. lote 2823/08.

« Filtros descartaveis para seringa Millipore modelo Millex 0,45 um.

» Fatiador de batatas marca Tramontina.

« Micropipeta automatica Finnpipette Colour 4027, Lab systems de 200 — 1000 uL, série E19971.

* Micropipeta automatica Kacil de 100 pL, série 0037201.

» Termdmetro Incoterm, série 313675.

« Seringas descartaveis BD de 5 mL.

2.1.3. Preparo de reagentes

* SolugcBes-amostra de extratos vegetais (Bracarense, 2008)

Aliguotas de 10 ou 30 mg de cada extrato vegetal a ser testado foram dispersadas e ou

dissolvidas em 10 mL de tampdo fosfato pH 7. As solugdes contendo 1 e 3 mg mL™,

respectivamente, foram armazenadas sob refrigeragéo (5 £ 3 °C).

« Solucdes de acido kojico (Bracarense, 2008)

Adicionaram-se, em um baldo volumétrico, 10 ou 30 mg de acido kéjico previamente dissolvido

em ¢.S. de solugdo tampéo fosfato pH 7 e completou-se o volume para 10 mL com solugédo tampé&o
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fosfato pH 7. Estas solucdes contendo 1 e 3 mg mL ™, respectivamente, foram mantidas em banho de
gelo (1 £ 1 °C) ou armazenadas sob congelamento (18 °C).

« Solucdo de L-Dopa (4 mg mL™) (Bracarense, 2008)
Uma aliquota de 100 mg de L-Dopa foi transferida para um baldo volumétrico e dissolvida em 25
mL de solucdo tampdo fosfato pH 7; esta solugédo foi previamente desaerada em banho de ultrassom

por 15 min sempre que usada. Esta solucdo foi mantida ao abrigo da luz em banho de geloa 1 + 1 °C.

« Solucdo de tirosinase (13 U mL™) (Bracarense, 2008)

Uma aliquota de 4,7 mg de tirosinase (5370 U mg ) foi transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50 mL. Em seguida, completou-se o volume com solucdo tampéo fosfato pH
7, obtendo-se uma concentragdo de 504,78 U mL ™. Foram transferidos 0,65 mL (650 uL) desta
solucdo para um baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com tampé&o fosfato pH 7.

Esta solugdo (13 U mL™) foi mantida ao abrigo da luz em banho de geloa 1 + 1 °C.

« Solugdes utilizadas nas analises cromatogréaficas (adaptado de Prediger et al., 2008)

Aliguotas de 10 mg de cada extrato vegetal ou padrdo (&cido cafeico, acido galico, acido kdjico, -
amirina, galato de metila, hidroguinona, luteolina, quercetina e rutina) foram diluidas, separadamente,
em 1 mL de metanol, homogeneizadas, filtradas usando filtros Millipore Millex 0,45 um e transferidas

para vials de cor &mbar.

* Fase movel A
Um mistura de metanol e acido acético, ambos grau HPLC, na proporcdo de 99,7 : 0,3, pH 5,5,

foi usada como fase movel A.

* Fase movel B

Agua purificada (recém deionizada), metanol grau HPLC e &cido acético grau HPLC foram
misturados na proporcdo de 79,7:20:0,3. Uma pequena quantidade de brometo de
cetiltrimetilamdnio (tensoativo) foi adicionada ao meio com o intuito de reduzir a tensdo superficial
da fase movel B, tornando seu fluxo no sistema de CLAE mais constante e uniforme e contribuindo
para gerar uma linha de base mais estavel, com uma resposta do sistema mais segura e confiavel. O

pH do solvente B foi 4,0.
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2.2. Selecdo, coleta e classificacdo boténica das plantas

Treze plantas nativas ou exoticas de interesse presentes na regidao do cerrado foram coletadas (FIG. 5).

Ageratum conyzoides L. Aloe vera L. ex Webb.
(Asteraceae) (Asphodelaceae)

A -
Jacaranda caroba Vell.
(Bignoniaceae)

Brosimum gaudichaudii Trécul. Echinodorus macrophylius
(Moraceae) (Alismataceae)

Schinus terebinthifolius Rddi
(Anacardiaceae)

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek Rosa alba L.
(Crassulaceae) (Celastraceae) (Rosaceae)

Coville (Fabaceae)

Stryp

FIGURA 5 — Fotos das plantas selecionadas para o estudo. Autor: Isaac F. Corradi.

A coleta foi realizada na cidade de Itauna (MG, Brasil) e vizinhangas, seguindo as técnicas usuais
para plantas vasculares (Stace, 1989). Os pontos de coleta foram devidamente localizados por GPS
(sistema de posicionamento global), conforme mostrado na FIG. 6, p. 20, e na TAB. 1, p. 20.
Exsicatas das espécies amostradas foram depositadas no herbario da Universidade Federal de Minas
Gerais (Herbario BHCB) e sua identificagdo foi feita pelo Prof. Alexandre Salino (ICB / UFMG)
usando a literatura taxonémica e por comparacdo com outros espécimes j& classificados. As
espécies foram organizadas e classificadas de acordo com o sistema de classificacdo botanica do
APG Il (APG II, 2003). Os numeros de depdsito no BHCB, os codigos de identificacdo, as partes

usadas de cada planta séo mostrados na TAB. 1, p. 20.
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I E. macrophyllus

I Regidode cerrado o

FIGURA 6 — Mapa do Brasil destacando a regido de cerrado e a localizacdo dos pontos de coleta em
Itadna, Minas Gerais. Adaptado de: Embrapa, 2011. In: http://www.cpac.embrapa.br/cerrado.htm/;
Google Earth, 2010. Acesso em 23/05/2011.

Tabela 1: Classificacdo botanica, dados de localizacdo dos pontos de coleta e nimeros de depdsito

no herbario BHCB das plantas estudadas

Familia Nome cientifico Coordenadas de localizacao* N° BHCB
Alismataceae  Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli 20°03°15,56 S, 44°35°24,72” W 140210
Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi 20°01°56,55” S, 44°35°27,11” W 140206
Asphodelaceae Aloe vera L. 20°04°34,26 S, 44°34°51,66” W 148429

Asteraceae Ageratum conyzoides L. 20°02°08,81 S, 44°35°35,50” W 140211
Baccharis trimera (Less.) DC. 20°02°07,83” S, 44°33°47,57” W 148427

Baccharis trinervis Lam. 20°04°52,02” S, 44°35°35,86” W 140203

Bignoniaceae Jacaranda caroba Vell. 20°07°19,317 S, 44°32°54,56” W 140208
Celastraceae Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek 20°2'7,34" S, 44°35'34,27" W 140204
Crassulaceae Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. 20°04°34,22” S, 44°34°51,69” W 148430
Equisetaceae Equisetum giganteum L. 20°02°07,92” S, 44°35°35,57” W 140212
Fabaceae Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville  20°01°55,10” S, 44°35°27,06” W 140207
Moraceae Brosimum gaudichaudii Trécul. 20°07°19,117 S, 44°32°57,95” W 140205
Rosaceae Rosa alba L. 20°4°36,10” S, 44°34°53,26” W 140209

* Coordenadas de localizacdo dos sitios de coleta das plantas obtidos por GPS.
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2.3. Preparo dos extratos vegetais

As plantas foram secadas ao abrigo da luz, moidas em moinho de facas e submetidas ao preparo dos
extratos, exceto A. vera e K. pinnata, cujas folhas sdo carnosas, com alto teor de agua. Nestes dois

casos, 0s extratos foram preparados a partir dos materiais frescos.

No preparo dos demais extratos, as plantas secas e pulverizadas foram maceradas a temperatura
ambiente em etanol comercial por 48 h. Os extratos etanolicos foram filtrados em gaze, o solvente foi
removido em evaporador rotatorio e os extratos secos foram acondicionados em frascos vedados e

armazenados a 5 + 3 °C. A codificacdo usada para a identificacdo dos extratos estd na TAB. 2.

Tabela 2: Codificacdo dos extratos vegetais

Cédigo Espécie Nome popular Partes usadas
IC-01 J. caroba caroba folhas
IC-02 B. trimera carqueja folhas
IC-03 B. gaudichaudii mamacadela folhas
IC-04 K. pinnata saido, folha-santa ou folha-da-fortuna folhas
IC-05 J. caroba caroba caules
IC-06 B. gaudichaudii mamacadela caules
IC-07 K. pinnata saido, folha-santa ou folha-da-fortuna caules
IC-08 S. terebinthifolius aroeira folhas
IC-09 A. vera babosa folhas
IC-10 S. adstringens barbatiméo folhas
IC-11 B. trinervis santaninha partes aéreas
IC-12 M. ilicifolia espinheira-santa folhas
IC-13 E. macrophyllus chapéu-de-couro folhas
IC-14 R. alba rosa branca partes aéreas
IC-15 E. giganteum cavalinha caules
IC-16 A. conyzoides mentrasto partes aéreas
IC-17 S. terebinthifolius aroeira cascas do tronco
IC-18 S. adstringens barbatiméo cascas do tronco

2.4. Selecéo de substancias a serem utilizadas como padrdes de referéncia

Algumas substancias conhecidas foram selecionadas para anélise e comparagdo com os extratos. Na
escolha desses padrdes, considerou-se a possibilidade de sua ocorréncia nas amostras estudadas, ou 0

fato de alguns deles serem conhecidos inibidores da tirosinase. Os padrdes selecionados foram os acidos

21



Metodologia

cafeico (33), galico (14) e kéjico (23), galato de metila (15), hidrogquinona (3), kaempferol (7),
luteolina (10), quercetina (8), rutina (9), B-amirina (34), estigmasterol (35).

0 O~ _OH o 0] OH OH
OH HO ~ fe) O
HOD/\)LOH /é\ /E"J/\ Q)‘\O © H O 0 |
HO
HO OH o) HO OH
HO OH HO OH OH O
33 14 23 15 3 7

HO

35

Os padrdes acima foram caracterizados por cromatografia (CLAE) e por técnicas espectroscopicas
(UV-Vis, 1V, RMN) e tiveram sua atividade anti-tirosinasica determinada pelo mesmo método

espectroscopico utilizado para avaliar os extratos vegetais.

2.5. Caracterizacdo dos extratos e padrdes por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Para a caracterizacdo dos extratos vegetais por espectroscopia UV-Vis, aliquotas de 30,0 mg de cada
extrato foram solubilizadas em quantidade suficiente de metanol PA, completando-se o volume (3,0
mL) com tampéo fosfato pH 7; as amostras foram analisadas em cubetas descartaveis de 1,0 cm de
caminho 6tico em espectrdmetro UV-Vis na faixa de 700 a 200 nm. Esta analise foi realizada para e
durante os testes de inibicdo enzimética da tirosinase a fim de avaliar o perfil espectrométrico das

amostras no mesmo solvente usado nos experimentos.

Aliquotas de 30,0 mg de cada extrato também foram solubilizadas em 3,0 mL metanol PA e em 3,0

mL de duas misturas de metanol PA e tampao fosfato pH 3 nas proporgoes de 1:1 e 1:3 e analisadas
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em cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho Gtico em espectrometro UV-Vis na faixa de 900 a 220
nm. Esta andlise foi realizada antes da padronizacdo dos extratos por CLAE-UV para avaliar
espectrometricamente os efeitos da variacdo de pH no meio e da diluicdo das amostras, verificando
a ocorréncia de deslocamento bato ou hipsocrdmico e ou efeito hipo ou hipercrémico nos espectros
no UV-Vis.

2.6. Testes de inibicao enzimatica da tirosinase via espectroscopia no UV-Vis

A atividade anti-tirosinasica foi analisada in vitro de acordo com o método descrito por Tomita et al.
(1990), Kamkaen et al. (2007) e Ye et al. (2010) atraves da inibicdo enzimatica da converséo de L-
Dopa em dopacromo catalisada pela tirosinase e monitorada em tempo real via espectroscopia no UV-
Vis. A poténcia ou concentracdo 6tima da solucao de tirosinase, preparada em tampéo fosfato pH 7,
foi de 13 U mL™, valor estabelecido previamente por Bracarense (2008). Uma unidade (U) da
atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima capaz de aumentar a absor¢do em
0,001 uA a 475 nm nas condigdes experimentais seguidas no teste (Kubo et al., 2003). A formacéo do
dopacromo foi monitorada por 900 s em 475 nm (475 = 3600 M*cm ™). A atividade anti-tirosinsica

foi calculada usando a seguinte equacdo (Kamkaen et al., 2007)

(A- B)- (C- D)x 100
(A- B)

% inibicao de tirosinase =
EQUACAO 1 - Equacao para o calculo da atividade anti-tirosinasica.
Sendo que A é a absorvancia méaxima da solucdo de referéncia (somente enzima e substrato), B € a

absorvancia inicial da solugdo “branco” (tempo = 0), C é a absorvancia maxima da solu¢do amostra

(amostra + enzima + substrato) e D ¢ a absorvancia inicial da solu¢do amostra.
Como controle, foram usados L-Dopa (IC-C) na geracdo da curva padrdo de formacgdo do

dopacromo, e L-Dopa acrescido de &cido kojico (IC-AK) na geracdo da curva padrdo de inibigdo
enzimatica (TAB. 3, p. 24).
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Tabela 3: Lista de reagentes, quantidades e sequéncia de etapas usadas no teste de inibigéo

enzimatica

Sequéncia de etapas

Cédigos das (1)* _(2) ) 4) (©) (6)
Amostras PBS Solucdo amostra _Sqlggao _ Pré- i L-Dopa Analises
(mL) (mL) enzimatica (mL) incubacéo (mL)
IC-C 1,9 - 0,1 - x 1,0 Obtencédo dos
Pré-incubacéo
) espectros ou curvas

[C-AK** ?:Zggzshnl;ztfz;? de formacéo de

IC-01aiC-18e ¢ Lo 01 00r 300 s 10 dopacromo em 475
referéncia

*PBS = solugao tampao fosfato de sodio pH 7.
** Acido kdjico (IC-AK) foi adicionado na mesma quantidade de cada extrato, ou seja, 1,0 mL. A concentracéo final de
4cido kojico e dos extratos em cada cubeta foi 1 mg mL ™.

Posteriormente, o teste descrito acima foi realizado com aliquotas das formulagdes, concentradas ou
diluidas, contendo os extratos mais ativos contra a tirosinase. Ainda com estas formulagdes, foi
realizado um teste de inibicdo enzimatica utilizando espectroscopia no UV-Vis nas mesmas
condigdes, porém com leitura por reflexdo difusa (DR) a fim de avaliar o efeito do espalhamento do
feixe de radiacdo UV-Vis provocada pela turvacdo do meio devida a dispersdo das formulacGes

emulsionadas no meio diluente do experimento.

2.7. Teste de inibi¢do da tirosinase por bioensaios com discos de batata

Um teste alternativo a analise espectroscépica de inibicdo da tirosinase foi descrito por Girelli et al.
(2004), sendo realizado com vegetais contendo esta enzima alvo em abundéncia, no caso da
tirosinase, macas e batatas, nas quais a inibicdo enzimatica ¢ estudada “in situ”. O método descrito
por Girelli et al. (2004) foi devidamente adaptado, descartando-se o emprego de fatias de maca,
dado o rapido escurecimento observado, e de fatias inteiras de batatas, para se evitar problemas de

contaminag&o cruzada.

Neste trabalho, optou-se pelo emprego de discos simétricos (10 mm de diametro por 3,0 mm de
espessura) de batata inglesa branca (Solanum tuberosum, cultivar de casca e polpa claras). Nos
discos, foram adicionados, de forma sequencial ou alternativa, aliquotas tamponadas (pH 7) de 100
uL de L-Dopa (4 mg mL™), do inibidor padréo acido kéjico (3 mg mL™), de padrdes de referéncia
(10 mg mL™), de extratos problemas (10 mg mL™) e de formulacdes contendo os extratos mais

ativos na forma concentrada e diluida (10 mg mL™).
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As coordenadas cromaticas iniciais foram registradas fotograficamente logo ap6s o fatiamento dos
discos de batata e a adi¢do de solucbes tamponadas (pH 7) de &cido kdjico ou de extratos sobre 0s
mesmos, sendo tais medidas tomadas como a cor original e inicial dos discos de batata. Em seguida,
L-Dopa em solucdo tamponada (pH 7) foi adicionada sobre cada disco. As imagens e coordenadas
finais do experimento foram obtidas 30 min ap6s a adicdo do L-Dopa. Como controle, foram
utilizados, em duplicata, discos de batata sobre os quais foram adicionadas as mesmas solugdes-
amostras, exceto L-Dopa, e um disco acrescido apenas de L-Dopa.

A conversao das variacdes de coloragdo em dados numéricos foi realizada empregando-se o sistema de
leitura de coordenadas cromaticas “CIE-L*a*b*” (Conci, 2010), um aplicativo integrante do programa

Adobe Photoshop® v. 7.0, e procedeu-se ao tratamento matematico e estatistico dos mesmos.

2.8. Padronizacéo e estudo comparativo dos extratos e padrdes por CLAE-UV

Um estudo comparativo dos perfis cromatogréficos dos extratos e padrdes foi realizado a partir da
adaptacdo do método descrito por Prediger et al. (2008). No Quadro 1 estdo resumidas as
condicdes cromatogréaficas utilizadas. As eluicdes cromatograficas foram realizadas em duplicata ou

triplicata.

Quadro 1: Condic¢bes cromatogréaficas utilizadas na caracterizacdo e padronizacdo dos extratos e
padrdes por CLAE-UV

Coluna: Agilent Zorbax ODS, 250mm x 4,6mm i.d. X 0,5um.

Fluxo: 0,9 mL/min.

Detector: UV.

Canais de leitura: 280 nm e 350 nm.

Fase movel: solvente A = metanol / &cido acético (99,7/0,3); solvente B= agua / metanol / acido acético (79,7/20/0,3);
tensoativo (brometo de cetiltrimetilamonio).

Volume de inje¢do de amostra: 20 plL.

Sistema de eluicao:

Tempo / min Solvente A (%) Solvente B (%) Eluicdo
00 0 100 equilibrio
00a10 0-25 100 -75 gradiente linear
10a25 50 50 isocratica
25a40 80 20 isocratica
40a 50 0 100 reequilibrio

Os extratos que demonstraram maior agdo anti-tirosinasica, assim como o extrato que apresentou a

melhor resolugdo de picos na primeira bateria de analises cromatograficas, tiveram seu perfil
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determinado utilizando-se um sistema de CLAE equipado com DAD (detector de arranjo de diodo).
Os espectros no UV-Vis das substancias referentes aos principais picos observados foram obtidos.

2.9. Caracterizacdo dos extratos e dos padroes por espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Amostras de 5,0 mg de cada extrato vegetal e dos padrdes analisados foram preparadas e incorporadas

em pastilhas de brometo de potassio (KBr) para a obtencéo dos espectros no 1V.

2.10. Caracterizacéo e padronizacao dos extratos mais ativos e dos padrdes por ressonancia

magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H, de *3C e DEPT-135 dos extratos mais ativos contra a tirosinase e dos
padrbes foram obtidos em espectrémetro Bruker Avance DPX-200 do Laboratério de Ressonéncia
Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) no DQ da UFMG, operando a temperatura de 300 K. Os
deslocamentos quimicos (5) foram registrados em ppm usando o tetrametilsilano (TMS) como padréo

de referéncia interna e as constantes de acoplamento (J) séo fornecidas em Hz.

2.11. Teste de incorporacao dos extratos mais ativos em uma formulacgdo-base

Os trés extratos com maior acao anti-tirosinasica foram incorporados em uma formulagcdo cosmética

de uso topico constituida por um creme preparado com os reagentes do Quadro 2.

Quadro 2: Composicdo do creme usado como veiculo-base para incorporacdo dos extratos mais ativos.

Fases e reagentes Quantidade (% m/m)
Fase A (oleosa):

Alcool cetilico 3,0
Alcool cetoestearilico etoxilado 5,0
Palmitato de isopropila 15
Oleo mineral 2,0
Monoestearato de glicerila 3,0
Nipazol (propilparabeno) 0,05
Fase B (aquosa):

Agua 80,85
Glicerina 3,0
Nipagin (metilparabeno) 0,1
Fase C:

Imidazolinidil uréia 1,0

No preparo do veiculo-base, a fase A foi inicialmente aquecida, ap0s a pesagem e mistura dos
reagentes, até cerca de 70 °C. Em seguida, a fase B foi aquecida a aproximadamente 75 °C, até a
completa dissolugdo do nipagin. As fases A e B foram, ent&o, misturadas e mantidas sob agitacio

mecénica a 300 rpm. Apds a completa homogeneizacdo das duas fases iniciais e redugdo da
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temperatura abaixo de 40 °C, a fase C foi adicionada, sendo a mistura ainda mantida por agitacdo a

300 rpm até a incorporacgdo desta ultima fase (conservante) a mistura das fases A e B.

Aliquotas de 25,0 mg de &cido kdjico e dos extratos IC-03, IC-08 e IC-17 foram incorporados em
1,0 g de veiculo (creme-base). Para facilitar a incorporacdo, o acido kojico e os extratos foram
previamente solubilizados em 500 uL de etanol comercial 96 °GL, filtrados em filtro-seringa
descartavel de 0,45 um (Millex®) para a remogao de eventuais materiais suspensos. Em seguida, as
solugdes filtradas foram adicionadas aos poucos sobre o creme-base sob agitagéo constante seguida
de sonicacdo em banho de ultrassom por 30 a 60 s até completa solubilizacdo. Também foram
preparadas, nas mesmas condi¢des, algumas formulagdes nas quais o0s extratos solubilizados foram
incorporados sem filtracdo. As formulacBes obtidas, contendo 2,5% m/m de &cido kdjico ou de
extratos, foram acondicionadas em frascos de vidro com tampa de borracha, envoltos em papel

aluminio e armazenados a 5 + 3 °C.
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3. Resultados e discussdo

O mercado mundial de fitoterapicos cresce gradativamente em todo mundo, sendo que, desde 0 ano
2000, ja movimenta cifras superiores a vinte e dois bilhdes de délares anuais. O crescimento deste
mercado é fruto, a0 menos em parte, de uma retomada de valores ecologicos e do resgate da
demanda por produtos de origem natural ocorridos desde meados da década de 90. Este movimento
curiosamente iniciou-se em paises desenvolvidos, onde o uso de medicamentos de origem sintética é
bem estabelecido, e ganhou forca devido ao aprimoramento de tecnologias farmacéuticas e quimicas,
0 que permitiu um melhor controle de qualidade de farmacos e tornou possivel a fabricacdo de

fitoterapicos e fitofarmacos seguros, eficazes e com ac¢des reprodutiveis (Yunes et al., 2001).

Recentemente, os governos do Brasil e de outros paises em desenvolvimento passaram a dar
atencdo especial ao uso racional de medicamentos e terapias naturais, como forma de aumentar e
melhorar o acesso da populacdo a salde com custos mais baixos. Exemplo disso é a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), instituida pelo governo federal brasileiro
em 2006, com o intuito de promover a melhoria da atencdo a salde, o uso sustentavel da
biodiversidade brasileira, o desenvolvimento industrial e tecnoldgico associado a perspectiva de

inclusdo social e regional, dentre outros fatores (Brasil, 2006).

Segundo Yunes et al. (2001), quatro vantagens do uso de fitoterapicos e extratos vegetais brutos sdo
destacadas para justificar seu uso atualmente. A primeira delas € a sinergia de efeitos, pois, de um
modo geral, as plantas apresentam varios compostos com efeitos similares. A segunda vantagem € a
associacdo de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares diferentes. A terceira
vantagem é o menor risco de efeitos colaterais, considerando que 0s compostos ativos se apresentam
em concentracdes reduzidas nas plantas, o que faz com que os riscos de efeitos secundarios nédo
desejaveis sejam bem menores. Por Ultimo, estdo 0os menores custos de pesquisa, ja que, enquanto a
descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco envolvem investimentos muito elevados, com
custo variando entre trezentos a quinhentos milhdes de délares (Binder, 1994), o desenvolvimento de

um novo fitoterapico é alcangado a custos bem menores.

Assim, este trabalho visa a contribuir com a geracédo de informacdes que certamente serdo Uteis para

0 uso das plantas estudadas como fitoterapicos, em confluéncia com as tendéncias acima descritas.
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3.1. Selecéo das plantas e preparo dos extratos

A partir do conhecimento das reacdes envolvidas na biossintese de melanina, do importante papel da
tirosinase em pelo menos trés etapas de sua rota biossintética, foi realizado um levantamento
bibliogréfico de plantas nativas e exoticas do cerrado com potencial atividade inibidora da tirosinase.
Neste levantamento, foram obtidos dados das composi¢es quimicas das plantas selecionadas,

cruzando-se essas informacdes com dados da literatura de produtos naturais inibidores da tirosinase.

Assim, foram estudadas treze espécies vegetais, das quais foram obtidos dezoito extratos em funcao de
se trabalhar com partes distintas de algumas delas, como foi o caso, por exemplo, de Schinus
terebinthifolius e Stryphnodendron adstringens, das quais foram preparados extratos das folhas e das
cascas do tronco. As espécies selecionadas e seus constituintes associados a inibicdo da tirosinase estdo
na TAB. 4.

Tabela 4: Classes de substancias com atividade anti-tirosinésica presentes nas plantas estudadas

Nome cientifico Constituintes associados a inibi¢ao da tirosinase

A. conyzoides  Cumarinas, flavonoides, esteroides, taninos (Kamboj & Saluja, 2011; Castro et al., 2004).
A. vera Antraquinonas, cumarinas (aloesina) (Abu-Gabal & Al Saigh, 2008; Chang, 2009; Rajput et al.,
2009; Choi et al., 1996).
B. gaudichaudii Compostos fendlicos, cumarinas preniladas, chalconas (Monteiro et al., 2002; Jacomassi et al., 2007).
B. trimera Flavonoides (Gosmann et al., 2010; Rendon & Vila, 1995).
B. trinervis Flavonoides (flavonas 6-oxigenadas) (Sharp et al., 2001; Rojas et al. 2008).
E. giganteum  Acido galico, flavonoides, taninos (Lorenzi & Matos, 2008).
E. macrophyllus Flavonoides, taninos (Tanus-Rangel et al., 2010).
J. caroba Taninos, quinonas (hidroquinona) (Gachet & Schihly, 2009; Valadares, 2009).
K. pinnata Flavonoides, fendis, taninos (Okwu & Josiah, 2006).
M. ilicifolia Flavonoides, taninos (BHP, 1996 ; Desmarchelier & Schaus, 2000; Mors et al., 2000; F. Bras. V, 2010;
Queiroga et al., 2000).
S. adstringens  Flavonoides, taninos (F. Bras. V, 2010).

S. terebinthifolius Flavonoides, taninos, esterdides e outros compostos fenélicos (EI-Massry et al., 2009; Moustafa et al., 2007).

As plantas estudadas foram coletadas em pontos mapeados por GPS. Todas as coletas foram
realizadas com a anuéncia dos proprietarios dos sitios de amostragem e as quantidades coletadas
foram pequenas para que o impacto ambiental fosse insignificante, sem nenhum tipo de agresséo ou
desequilibrio ao ecossistema, como reza a atual legislacdo ambiental brasileira. Feita a coleta, foram

preparadas exsicatas que foram depositadas em um herbério credenciado pelo IBAMA, o Herbério do
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Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (BHCB) para que as espécies botanicas fossem
devidamente classificadas, identificadas e rastreadas. Em seguida, as amostras vegetais coletadas

foram processadas para a obtencéo dos extratos etandlicos secos conforme descrito na Metodologia.

A caracterizago e a padronizacdo dos extratos fornecem, obviamente, informages Uteis sobre sua
composicdo quali e quantitativa, e sdo essenciais para assegurar a qualidade, seguranca e, assim,
possibilitar o uso sistematico e racional dos mesmos em etapas posteriores de formulacdo de
produtos naturais cosméticos e ou farmacéuticos. Alem disso, elas também sdo Gteis para avaliar
possiveis variagdes de composicdo das amostras em funcdo de sua origem ou sazonalidade.
Algumas substancias conhecidas foram utilizadas como padrdes, devido & sua ocorréncia nas amostras
estudadas, e/ou por serem conhecidos inibidores da tirosinase. Os padrdes selecionados foram os acidos
galico (14), kojico (23) e cafeico (33), hidroquinona (3), kaempferol (7), quercetina (8), rutina (9),
luteolina (10), galato de metila (15), B-amirina (34) e estigmasterol (35).
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3.2. Testes preliminares

Como os testes de inibicdo enzimatica requerem o uso de tampdo fosfato pH 7 como solvente para
simular o pH fisiologico da pele, foi necessaria a adicdo de um co-solvente para solubilizar os extratos
vegetais antes de incorpora-los ao tampdo, j& que ndo foi possivel realizar a solubilizacéo direta dos

extratos neste tampéo.
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O uso de acetona como co-solvente mostrou-se inadequado, pois a maioria dos extratos apresentou
forte turvacdo neste solvente. Por outro lado, em metanol, ocorreu a solubilizacdo adequada dos
extratos. A fim de evitar a presenca de eventuais particulas no meio, as solucdes metanolicas dos
extratos foram filtradas. Além disso, o espectro no UV-Vis do metanol mostrou que o mesmo nédo
interferiria nas leituras espectrométricas a serem realizadas. Portanto, os extratos foram inicialmente

dissolvidos em 1 mL de metanol PA, completando-se o0 volume com tampéo fosfato pH 7.

A maioria dos padrdes foi solivel em metanol, exceto o estigmasterol. A B-amirina foi solivel em

metanol apds sonicacéo.

3.3. Caracterizacao dos extratos e padrdes por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os extratos e os padrdes foram caracterizados inicialmente por espectroscopia no UV-Vis. Os
espectros no UV-Vis das amostras testadas encontram-se nos ANEXOS 1 a 3, p. 91-99. De um
modo geral, as bandas de absor¢ao observadas nos espectros no UV-Vis dos extratos e dos padrdes em
metanol ficaram entre 380 a 260 nm. A maioria dos extratos também apresentou uma banda de

absorcdo de baixa intensidade (< 0,2 uA), acima de 660 nm.

Nos espectros das amostras em tampéo fosfato pH 7, observou-se, em geral, um deslocamento
batocromico em relacdo aos espectros obtidos com metanol, com bandas de absor¢do maxima em
torno de 350 nm, sendo esta uma banda tipica de compostos polifendlicos. Em meio tamponado
acido (pH 3), os extratos apresentaram bandas de absorcdo maxima na regido entre 350 e 340 nm,
tal como as observadas com a quercetina e luteolina, e bandas intensas em torno de 280 nm, sendo
estas Ultimas bandas tipicas de sistemas conjugados, como é o caso dos &cidos kojico e géalico e da
hidroquinona, por exemplo. Devido a pequena quantidade disponivel, os padrdes ndo foram

analisados, via UV-Vis, em tampao acido.

Os resultados observados para os extratos e os padrdes nesta etapa do trabalho foram usados na
avaliagdo de possiveis interferéncias nos testes espectroscopicos de inibigdo da tirosinase e na
escolha dos comprimentos de onda adotados durante a etapa de padronizagdo dos extratos por
CLAE-UV.
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3.4. Teste de inibigcao da tirosinase via espectroscopia no UV-Vis

A andlise da atividade anti-tirosinasica dos extratos e padrdes foi realizada a temperatura ambiente a
partir da comparacdo entre as curvas-padrdo de formacdo de dopacromo obtidas na auséncia e na

presenca dos extratos e dos padrdes de referéncia (ANEXO 4, p. 100-105).

O gréfico da FIG. 7 ilustra a andlise efetuada, ao se comparar as curvas dos controles negativo
(auséncia de inibicéao) e positivo (presenca de inibicdo provocada pelo acido kojico) com aquelas dos
extratos I1C-03 e IC-17. Quanto menos inclinada € a curva, maior € o poder de inibicdo da tirosinase

apresentado pela amostra. Por exemplo, o extrato IC-03 é um inibidor melhor do que o extrato 1C-17.
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A = curva padrdo de formacdo de dopacromo; B = curva de inibi¢do da formag8o de dopacromo na presenca de acido kéjico
(inibidor padrdo); C = comportamento do sistema na presenca do extrato de folhas de B. gaudichaudii (IC-03); D =
comportamento do sistema na presenca do extrato de cascas do tronco de S. terebinthifolius (IC-17).

FIGURA 7 — Curvas de formagéo do dopacromo em quatro situagoes diferentes.
O gradiente (grau de inclinagéo) das curvas foi calculado pela seguinte equagéo:

_Af- Ay
Ctr-tp
EQUACAO 2 — Equago para céalculo do grau de inclinagdo na parte ascendente das curvas de

formacéo de dopacromo em fungéo do tempo.
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Na EQ. 2 acima, k é o gradiente, o “coeficiente de inclinacdo da reta”, que corresponde, dessa
maneira, a0 aumento da concentracdo de dopacromo em fungdo do tempo; As é a absorvancia no

tempo final; Ao é a absorvancia no tempo inicial; t; € o tempo final e tp, 0 tempo inicial.

O valor k é equivalente a velocidade inicial da formacdo de dopacromo; consequentemente, quanto
menor o valor de k, mais efetiva ¢ a inibicdo. Os valores de k calculados para diferentes intervalos

de tempo (segundos) sao apresentados na TAB. 5.

Tabela 5: Coeficientes de inclinacdo (k) das partes ascendentes das curvas de formacéo de
dopacromo obtidas na auséncia e na presenca dos padroes e extratos testados

Amostra 0-100 s 100 -200s 200-300s
ki/st K'y/s™ k' /s™

Controle (IC-C) 0,002 0,002 0,002
Acidokéjico (IC-AK) ] nd* nd. ] nd.
Acido cafeico (IC-AC) 0,002 0,002 0,002
Acido galico (IC-AG) 0,001 0,001 0,001
Galato de metila (IC-GM) 0,001 0,001 0,001
Hidroquinona (IC-HQ) 0,001 0,002 0,002
Luteolina (IC-LT) 0,001 0,002 0,002
Quercetina (IC-QC) 0,001 0,002 0,002
Rutina (IC-RT) 0,002 0,003 0,002
b-Amirina (IC-BA) 0,001 0,002 0,001
Estigmasterol (IC-ST) 0002 0002 | 0002
J. caroba folhas (IC-01) 0,002 0,002 0,002
B. trimera folhas (1C-02) 0,002 0,002 0,002
B. gaudichaudii folhas (1C-03) n.d. n.d. n.d.
K. pinnata folhas (1C-04) 0,001 0,001 0,001
J. caroba caules (1C-05) 0,002 0,002 0,002
B. gaudichaudii caules (1C-06) 0,002 0,002 0,002
K. pinnata caules (1C-07) 0,002 0,002 0,002
S. terebinthifolius folhas (1C-08) 0,001 0,001 0,001
A. vera folhas (1C-09) 0,002 0,002 0,002
S. adstringens folhas (1C-10) 0,001 0,001 0,001
B. trinervis partes aéreas (IC-11) 0,002 0,002 0,002
M. ilicifolia folhas (IC-12) 0,002 0,002 0,002
E. macrophyllus folhas (1C-13) 0,002 0,002 0,002
R. alba partes aéreas (1C-14) 0,001 0,001 0,001
E. giganteum caules (IC-15) 0,001 0,002 0,002
A. conyzoides partes aéreas (IC-16) 0,001 0,002 0,002
S. terebinthifolius cascas do tronco (I1C-17) n.d. n.d. n.d.
S. adstringens cascas do tronco (1C-18) 0,001 0,001 0,001

*n.d.: ndo detectado.
Os parametros de controle (IC-C e IC-AK) e os extratos com maior a¢do anti-tirosinasica foram destacados em negrito.
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Em geral, k independe do intervalo de tempo e pequenas flutuacbes sdo atribuidas & perda da
transparéncia do meio devido ao avanco da reacdo. A modificacdo drastica na linearidade
observada na curva A, apos aproximadamente 400 s, (FIG. 7, p. 33), foi aqui atribuida ao completo
consumo do L-Dopa e, assim, a concentracdo de dopacromo diminuiu pela sua transformacéo em
DHI (5,6-di-hidroxi-indol), o qual origina, por sua vez, outros produtos que sdo encontrados na rota
biossintética da melanina (FIG. 1, p. 4).

Pela analise preliminar das curvas de formacdo de dopacromo (FIG. 7, p. 33 e TAB. 5, p. 34),
observou-se que os extratos mais ativos (com maior atividade inibitdria, ou seja, aqueles que apresentam
menores coeficientes de inclinagdo) foram, na ordem, os obtidos das folhas de B. gaudichaudii (1C-03),
da casca do tronco (IC-17) e das folhas (IC-08) de S. terebinthifolius e da casca do tronco de S.
adstringens (I1C-18).

Nos diagramas das FIGs. 8 e 9, p. 36 e 37, esta representada a acdo inibitoria dos extratos e dos padrdes
em comparacdo com a efetividade do inibidor padrdo, o acido kéjico. Os valores de inibicdo foram
calculados a partir da EQ. 1, p. 23. O ponto maximo de formacéo do dopacromo ocorreu em torno de
400 a 450 s apds a adicdo de L-Dopa ao sistema, de acordo com observacdes da curva de formacdo de
dopacromo a partir de L-Dopa catalisada pela tirosinase na auséncia de inibidores (vide FIG. 7, p. 33,
curva A). Os valores dos parametros B e D da EQ. 1, p. 23, foram determinados no inicio de cada
corrida (t = 0 s), a fim de corrigir as interferéncias causadas pela transparéncia parcial da mistura

naquele comprimento de onda.

Em termos de atividade, os extratos foram divididos em trés categorias principais A, B e C. O grupo
A reuniu extratos com atividade anti-tirosinasica acima de 60% (colunas em cinza claro na FIG. 8, p.
36), contendo os trés extratos mais ativos (IC-03, IC-17 e 1C-08, respectivamente). No grupo B, ficaram
0s extratos com agdo anti-tirosinasica intermediaria, em torno de 30 a 45% (colunas em cinza escuro na
FIG. 8, p. 35), dentre os quais estdo os extratos de cascas do tronco de S. adstringens (IC-18 = 44%), de
folhas de K. pinnata (IC-04 = 36%), de folhas de S. adstringens (IC-10 = 34%) e de partes aéreas de R.
alba (IC-14 = 32%). Por dltimo, os extratos com atividade anti-tirosinasica pequena ou pouco
expressiva (abaixo de 23%) (colunas pretas na FIG. 8, p. 36) foram reunidos no grupo C.
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IC-C = controle; IC-AK = &cido kojico; 1C-01 a I1C-18 = extratos testados; colunas cinza claro = extratos do grupo A
(elevada atividade anti-tirosinasica); colunas cinza escuro = extratos do grupo B (atividade anti-tirosinasica intermediaria);
colunas pretas = extratos do grupo C (baixa atividade anti-tirosinasica).

FIGURA 8 — Diagrama dos valores percentuais de inibicdo da tirosinase dos extratos testados.

Em relacdo as familias boténicas, o maior nimero de espécies avaliadas neste estudo pertence a familia
Asteraceae (dois géneros e trés espécies), das quais os extratos de B. trimera (IC-02) e B. trinervis (IC-
11) apresentaram valores proximos de inibicdo da tirosinase (12% e 10%, respectivamente), indicando
possivelmente que a composicéo e ou o teor de substancias inibidoras poderiam ser similares em ambos
0s casos. O extrato IC-16, preparado a partir da outra espécie desta familia, A. conyzoides, demonstrou

ser quase duas vezes mais ativo (23%) do que os extratos das plantas do género Baccharis.

A acdo anti-tirosinasica em diferentes partes de uma mesma espécie também foi avaliada em alguns
casos. O extrato de folhas de K. pinnata (IC-04) apresentou acdo anti-tirosinasica intermediaria
(36%), enquanto que o respectivo extrato de caules (IC-07) ndo apresentou atividade, indicando que,
nesta espécie, a(s) substancia(s) inibidora(s) esta(do) concentrada(s) nas folhas e ndo nos caules. O
mesmo ocorreu com B. gaudichaudii, cujo extrato de folhas (IC-03) apresentou elevada agéo anti-
tirosinasica (96%), enquanto que o extrato de caules (IC-11) demonstrou pequena inibi¢do (10%). Em
S. terebinthifolius, ambos os extratos de cascas do tronco (IC-17) e de folhas (IC-08) apresentaram
atividade anti-tirosinasica elevada (79% e 65%, respectivamente). Resultado similar foi observado

para S. adstringens, cujo extrato de cascas do tronco (IC-18) apresentou maior agdo anti-tirosinasica
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(44%) do que o respectivo extrato de folhas (IC-10, 34%). Para J. caroba, os valores de inibicdo
foram muito préximos para ambas as partes vegetais testadas, folhas (IC-01, 16%) e caules (IC-05,
17%). O extrato das partes aéreas de R. alba (IC-14), incluido aleatoriamente neste estudo,
apresentou atividade anti-tirosinasica mediana (32%).

Os resultados da atividade anti-tirosinasica dos padrdes encontram-se na FI1G.9.
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FIGURA 9 — Diagrama dos valores percentuais de inibicdo da tirosinase para os padrdes testados.

Dentre as substancias testadas e descritas como capazes de inibir a tirosinase ou que possuem
estrutura muito semelhante a de inibidores conhecidos desta enzima, trés (ndo considerando o &cido
kojico) apresentaram atividade superior a 10% de inibicdo nas condic6es do teste, o acido galico (14),
0 galato de metila (15) e a quercetina (8). As demais substancias inibiram muito pouco a acdo da
enzima ou ndo foi detectada tal inibicdo, mesmo algumas possuindo similaridade estrutural com as
substancias que se mostraram ativas. A inibicdo causada pelo acido kdjico (23), como visto no item
1.4 (p. 11) pode ser do tipo competitiva (quelacdo do cobre no sitio ativo da enzima), mista (quelacao
do cobre associada a reducdo da o-quinona a o-difenol, prevenindo a formacdo da melanina) ou néo

competitiva (complexa¢do com um sitio diferente do ativo) (Chang, 2009; Sendovski et al., 2011),
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sendo que tal flexibilidade de opcbes explicaria o porqué de sua excelente capacidade inibitoria da
tirosinase. A inibicéo pelo galato de metila (15) e pelo &cido gélico (14) é do tipo competitiva, sendo
que esses compostos competem com o L-Dopa pelo sitio ativo onde ocorre a oxidacdo (item 1.3, p.
6) (Shahidi & Naczk, 1995). A quercetina (8) também inibe competitivamente a tirosinase, porém o
que justifica sua atividade € a presenca, em sua estrutura, de uma porc¢édo 3-hidroxi-4-ceto (vide sua
similaridade com o acido kdjico) capaz de quelar o cobre no sitio ativo da enzima, levando a
inativacdo irreversivel desta Gltima (Kubo & Kinst-Hori, 1999a; Kubo et al., 1994; Kubo et al.,
2000; Kubo et al., 2007). Comparada a quercetina, a luteolina (10) apresenta atividade anti-
tirosinasica quase quatro vezes menor, o que, do ponto de vista da relacdo estrutura x atividade, €
justificado pela auséncia da hidroxila na posi¢do 3 nesta Ultima, ja que, no restante, as formulas
estruturais de ambas sdo idénticas. A rutina (9), um glicosideo da quercetina, mostrou-se inativa
neste estudo, evidenciando que a porc¢éo glicosidica prejudica sua interacdo com a tirosinase, ja que
sua aglicona mostrou-se bem mais ativa (15%). O estigmasterol (35), apesar de ndo ter sido
mencionado como inibidor da tirosinase em revisdes literarias recentes (Kim & Uyama, 2005;
Chang, 2009, Sendovski et al., 2011), apresentou um percentual de inibic&o de 9%.

HO OH
OH

14

Em relagdo as trés substancias mais ativas mencionadas acima, e considerando os trés extratos mais
ativos (IC-03, IC-17 e IC-08), a presenca de &cido galico foi descrita por Lima et al. (2009) para o
extrato de cascas do tronco de S. terebinthifolius (IC-17) e confirmada nas analises cromatogréaficas
como serd mostrado adiante; galato de metila foi descrito como presente no extrato de folhas de S.
terebinthifolius (IC-08) (Ceruks et al., 2007; Salvi Jr, 2009).
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3.5. Teste de inibigdo da tirosinase usando discos de batata

Girelli et al. (2004) descreveram bioensaios de inibicdo de polifenol-oxidases por dipeptideos em
fatias de batatas e macds, respectivamente um tubérculo e uma fruta contendo tirosinase em
quantidades significativas. Tendo em mé&os os resultados dos testes espectroscopicos de inibicdo da
tirosinase, realizou-se o bioensaio com discos de batata para determinar a confiabilidade desta
metodologia alternativa. Os controles empregados foram discos isentos de L-Dopa aos quais foi
adicionado apenas tampéo fosfato pH 7 ou solu¢des-amostra, para comprovar que estes, por si so,
né&o escurecem os discos de batata. Como escurecimento, entende-se a modificacdo da cor do disco
ap6s a adicdo de L-Dopa e ou dos inibidores. A quantificacdo desse processo foi obtida
empregando-se o programa computacional Adobe Photoshop® v. 7, a partir de fotografias

registradas nos tempos inicial e final do experimento (FIG. 10).
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FIGURA 10 - Fotos dos discos de batata no inicio (A, t = 0 min) e no fim (B, t = 30 min) do
bioensaio para avaliacdo da atividade anti-tirosinasica dos extratos. Fotos: Isaac F. Corradi.

Os discos AK e LD correspondem, respectivamente, aos controles positivo e negativo do
experimento. Os discos a esquerda de cada coluna representam os controles utilizados para

comprovar que 0s extratos, por si s, ndo provocaram o escurecimento do substrato.

Utilizando o programa Photoshop®, pontos especificos das imagens da FIG. 10 foram convertidos
em coordenadas numeéricas através do sistema de coordenadas crométicas CIE-L*a*b*, um recurso
disponivel naquele programa. Assim, as leituras de cada amostra foram obtidas a partir da média de
trés valores de pontos diferentes das areas consideradas (pontos de aplicacdo das amostras e do L-
Dopa) a fim de se obter medidas uniformes de cor. As diferengas entre cada conjunto de duas cores

entre os tempos inicial (0 min) e final (30 min), determinadas em termos de L, a* e b*, foram

expressadas pela medida da variagéo total de cor (AE*) atraves da EQ. 3.
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AE" = [(AL)* + (Aa")? + (Ab*)?]1/2
EQUACAO 3 - Equacéo para calculo da variacdo total de cor a partir de coordenadas numéricas do
sistema espacial de cores L*a*b*.

Em seguida, a eficiéncia de inibicdo da tirosinase por cada amostra foi medida através da inibicéo

percentual de escurecimento e expressada como

% inibicao da tirosinase = (AE_ nirole — AEinibidor)X 100/AE o ntrole
EQUACAO 4 — Equacio utilizada no célculo do percentual de inibicdo da tirosinase a partir dos

valores de variacdo total de cor (AE*).

Na equacao anterior, AE*controle refere-se a variacao total de cor observada no disco de batata ao
qual se adicionou apenas L-Dopa, e AE*inivigor refere-se a variacdo de cor observada nos discos de

batata aos quais se adicionaram o inibidor padrdo acido kdjico ou os extratos vegetais testados.

A comparacdo dos resultados dos testes usando discos de batata e espectroscopicos sdo apresentados
na FIG. 11. Embora tenham sido observados diversos resultados confluentes, houve discrepancias em
relacéo aos resultados obtidos para os extratos 1C-02 (4 e 12%), 1C-05 (24 e 17%), IC-06 (38 e 10%),
IC-07 (9 e 0%), IC-10 (78 e 34%) e IC-18 (94 e 44%).
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FIGURA 11 — Diagrama comparativo dos valores percentuais de inibi¢do da tirosinase obtidos para os

extratos vegetais analisados pelo teste com discos de batata e pelo teste via espectroscopia no UV-Vis.
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A partir dos resultados observados no teste espectroscopico de inibicdo da tirosinase, reduziu-se o
namero de alvos de estudo de dezoito extratos iniciais para os trés mais ativos: 1C-03, IC-17 e IC-08.
Os extratos IC-10 e 1C-18 ndo foram selecionados por terem apresentado valores elevados de inibigdo
enzimatica somente no bioensaio com discos de batata. Esta escolha foi baseada no fato de que o
método espectroscopico, quando comparado ao bioensaio com discos de batata, € muito mais
confiavel e menos sujeito a erros causados por variaveis de controle dificil ou impossivel, tal como as
que inevitavelmente ocorrem em ensaios de natureza biol6gica, como, por exemplo, 0 escurecimento
natural da batata com o tempo neste caso em especifico. Logo, mesmo levando em consideragédo que
0 teste com discos de batata € pratico e de boas repetibilidade e reprodutibilidade, 0 mesmo néo
substitui, de modo algum, o método espectrométrico na avaliacdo da atividade anti-tirosinasica.
Todavia, ele é util como um modo alternativo e de baixo custo para se adquirir informacdes

complementares sobre a inibicdo da tirosinase.
3.6. Padronizacéo e caracterizacao dos extratos e dos padroes por CLAE

Os extratos e os padrdes selecionados, exceto o estigmasterol, devido a sua baixa solubilidade em
metanol, foram analisados por CLAE-UV. Na obtencdo dos perfis cromatograficos, partiu-se
inicialmente do método descrito por Prediger et al. (2008), aplicado na analise de extratos similares,
porém de espécies distintas das pesquisadas neste estudo. Para otimizar as analises, 0 método de
Prediger et al., cujo tempo total de eluicdo era de 60 min, foi alterado nos tempos de cada estagio de
eluicdo e na acidificacdo das fases mdveis (uso de acido acético ao invés de acido férmico) até se

chegar ao método descrito neste trabalho, cujo tempo total de eluicao foi de 50 min para cada amostra.

Os cromatogramas obtidos para os extratos foram compilados nos diagramas comparativos da FIG.
12, p 43. De um modo geral, em ambos os comprimentos de onda dos canais de detec¢do do sistema,
280 e 350 nm, os cromatogramas dos extratos testados apresentaram maior abundancia de substancias
em tempos de retencdo compreendidos entre 0 e 5 min, entre 15 e 20 min e entre 30 e 45 min,
conforme evidenciado pela existéncia de picos nesses intervalos. Nos cromatogramas dos trés extratos
mais ativos (IC-03, IC-17 e IC-08), buscou-se observar a presenca de picos que 0s caracterizassem,
visto que ndo é rara a ocorréncia de mais de uma planta com o mesmo nome popular, o que infere a
necessidade de métodos que possam ser usados para garantir a origem de um determinado extrato
vegetal. O cromatograma de 1C-03 apresentou trés picos entre 15 e 18 min em 350 nm, indicativos de
compostos polifendlicos (Monteiro et al., 2002; Jacomassi et al., 2007). No cromatograma do extrato
IC-08, observaram-se duas substancias correspondentes a dois picos em 5 e 7,5 min e um grupo de

substancias relativas a uma sequéncia de picos mais intensos e sobrepostos entre 13 e 17 min, sendo
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todos eles detectados em 280 nm. Neste mesmo comprimento de onda, o cromatograma de 1C-17
apresentou uma substancia com tempo de retengéo de 5 min cujo pico foi um pouco mais intenso e
largo do que aquele observado em 1C-08. Porém, para as substancias com tempos de retencéo entre 13
e 17 min em IC-17, a intensidade e a sobreposic¢do de picos foi menor do que em IC-08, lembrando

que estes dois extratos foram obtidos de partes diferentes da mesma espécie.

Os cromatogramas obtidos para padrbes foram compilados nos diagramas comparativos da FIG. 13,
p 44. Os tempos de retencao (TR) e os melhores comprimentos de onda para a deteccao dos padrdes
foram os seguintes: &cido kdjico (5 min, 280 nm), acido gélico (5 min, 280 nm); hidroquinona (6-7
min, 280 nm), galato de metila (10-13 min, 280 nm), &cido cafeico (15 min, 280 nm), rutina (18
min, 350 nm), quercetina (22 min, 350 nm) e luteolina (23 min, 350 nm). A B-amirina praticamente

ndo apresentou absorcGes significativas nestes comprimentos de onda.

Comparando-se 0s cromatogramas dos extratos com aqueles dos padrdes, foi possivel inferir sobre a
presenca destes compostos nos extratos. Acido gélico (TR = 5 min) esta presente no extrato de cascas
do tronco de S. terbinthifolius (IC-17), confirmando Lima et al. (2009); este &cido também foi
encontrado no extrato de cascas do tronco de S. adstringens (IC-18), coincidindo com Santos et al.
(2002) e no extrato de partes aéreas de R. alba (IC-14), o que explicaria a atividade anti-tirosinasica
nessas amostras. Em literatura recente consultada para R. alba, ndo foi encontrada citacdo sobre a
presenca desta substancia (Dobreva & Kovacheva, 2010). Acido cafeico (TR = 16 min) esta presente
nos extratos de S. terebinthifolius (1C-08 e IC-17), em conformidade com EI Massry et al. (2009), sendo
que, no extrato das folhas, o0 mesmo é evidenciado por um pico bastante intenso. Galato de metila (TR =
12 min) deveria estar presente nos extratos de S. terebinthifolius (IC-08 e 1C-17), conforme descrito por
Ceruks et al. (2007) e Salvi Jr (2009), porém o pico caracteristico desta substancia, cuja absorcédo
méaxima ocorre em 280 hm e sem praticamente nenhuma alteracao significativa na absor¢do em 350 nm,
ndo aparece nos cromatogramas destes extratos, ou, no caso de 1C-08, parece ter ocorrido aos 14 min,
com um pequeno atraso no TR. Rutina (TR = 18 min), cuja absor¢do mais intensa se da em 350 nm, foi
observada nos extratos 1C-01 (J. caroba, folhas), IC-03 (B. gaudichaudii, folhas), IC-04 (K. pinnata,
folhas), IC-14 (R. alba, partes aereas). f-Amirina (TR = 33 min) esta presente nos extratos de B.
gaudichaudii (IC-03 e 1C-06) (Monteiro et al., 2002), mas a pequena intensidade do pico deste padrado
e a interferéncia causada pela sobreposicdo de picos relativos a outras substancias com tempos de
retencdo proximos ao dele limitaram a identificacdo de seu pico na amostra. Os cromatogramas dos
extratos de J. caroba (IC-01 e IC-05) ndo apresentaram 0s picos caracteristicos da hidroquinona (TR
= 18 min) e da luteolina (TR = 24 min), conforme seria esperado (Gachet & Schihly, 2009). A

presenca da quercetina (TR = 22 min) ndo foi observada em nenhum dos extratos.
42



Resultados e discussao

Intensidade (0-180 mV)

Intensidade (0-180 mV)

Intensidade (0-180 mV)

=280 NM == 350nm

N AJLL\_/L

Ic-01
& - A |z
JJL_ A e 08
_

A AAL — A —— A \c-04
e Do — —— Ic-05
A Lt ; QAJ&AT—/,\ *,/\‘ 1c-06

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)
= 280 nm === 350nm

—— /—Jl\\& - M L ic-07
A B ‘AJAL’—\ /L ficiog
| - Joan J‘J\ VA \iic:00
[ J‘g_/\ D\ T 1o
. a AMAJ\_ A i
L . J&rik‘ ‘/\—~ "\ Ic-12

5 10 15 20 25 30 35 40 as 50

Tempo (min)
= 280nm =——350nm ‘

- A&\ A o5
L_J\ M L 2\ ‘Ic-la
Ic-15
Lv A u AJLA D\ . licie
A )\ Mk'\—ﬂ\ /\JL‘-M /L .
A A k . . S bic-18

«

10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min)

50

IC-01-J.

IC-02 - B.

IC-03 - B.

1C-04 - K.

1C-05-J.

1C-06 - B.

IC-07 - K.

IC-08 - S.

1C-09 - A

IC-10-S.

IC-11 - B.

IC-12 - M.

IC-13-E.

IC-14 -R.

IC-15-E.

IC-16 - A.

IC-17 -S.

IC-18 -S.

caroba folhas

trimera folhas

gaudichaudii folhas

pinnata folhas

caroba caules

gaudichaudii caules

pinnata caules

terebinthifolius folhas

vera folhas

adstringens folhas

trinervis partes aéreas

ilicifolia folhas

macrophyllus folhas

alba partes aéreas

giganteum caules

conyzoides partes aéreas

terebinthifolius cascas do tronco

adstringens cascas do tronco

FIGURA 12 — Diagramas comparativos mostrando os cromotagramas (CLAE) dos extratos.
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sobreposicao, dos padrdes testados.
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3.7. Caracterizacdo dos extratos e dos padrdes por espectroscopia no 1V

O uso de espectros no infravermelho (IV) para padronizar extratos é descrito por Egwaikhide &
Gimba (2007), inclusive com o uso de técnicas sofisticadas, como o uso de suporte de leitura por
refletdncia total atenuada (ATR), que permite a analise direta de substancias sem qualquer
tratamento prévio. Com o objetivo de gerar resultados que pudessem ser utilizados em estudos mais
sofisticados no futuro, os extratos vegetais estudados e alguns padrées selecionados (&cidos cafeico,
gélico e kojico, galato de metila, hidroquinona, quercetina, rutina, f-amirina e estigmasterol) foram
caracterizados via espectroscopia no IV. Os espectros obtidos (ANEXO 5, p. 106-114) foram
comparados com aqueles disponiveis no Banco de Dados de Espectros Para Compostos Organicos
(SDBS, 2012) do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Industrial Avangada do Japdo (AIST).
Como o espectro no IV da B-amirina ndo estava disponivel no SDBS, a mesma foi caracterizada
utilizando-se as bandas caracteristicas principais conforme Lopes & Fascio (2004) e Martins (2009).
As TABs. 6 e 7 resumem as principais bandas observadas nos espectros no IV para os padrdes e

extratos analisados.

Tabela 6: Principais bandas de absorcdo observadas nos espectros no 1V para os padrdes analisados.

Caodigo Padréao Principais bandas observadas nos espectros no IV, v (cm ™)

IC-AC | Acido cafeico [3400 (O-H); 1500 (C=C); 960 (C-H de alqueno trans).

IC-AG Acido galico 3300 (O-H); 1700 (C=0 de &cido carboxilico); 1500 (C=C); 1050 (C-O).

IC-AK | Acido kéjico [3200 (O-H); 1670 (C=0); 1080 (C-O).

3300 (O-H); 2900 (C-H de alcano); 1400 (-CH3 de grupo gem-

IC-BA B-Amirina o
dimetila); 990 (C-H de alqueno).

IC-GM | Galato de Metila {3400 (O-H); 1750 (C=0 de éster); 1500 (C=C aromaético).

3200 (O-H); 1500 (C=C aromatico); 1150 (C-O); 790 (C-H de

IC-HQ Hidroquinona )
benzeno p-substituido); 600 (-OH).

IC-QC Quercetina 3275 (O-H); 1650 (C=0); 1525 (C=C aromatico); 1050 (C-O).

IC-RT Rutina 3300 (O-H); 1650 (C=0); 1525 (C=C aromatico); 1150 (C-0).

IC-ST Estigmasterol {3400 (O-H); 1400 (-CH3 de grupo gem-dimetila); 1070, 980 (—C=C-).
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Tabela 7: Principais bandas de absorg¢éo observadas nos espectros no IV dos extratos.

Caodigo do extrato

Principais bandas observadas nos espectros no IV, v (cm ™)

3300 (O-H); 3000 (C-H aromatico ou olefinico); 1640 (C=0); 1580, 1450 (C=C

IC-01
aromatico); 1030 (O-H).

IC-02 3200 (O-H), 3000 (C-H aromatico ou olefinico), 1630 (C=0), 1030 (O-H).

C.03 3200 (O-H), 3000 (C-H aromatico ou olefinico), 1650 (C=0), 1580, 1450 (C=C
aromatico); 1050 (O-H).

C.04 3300 (O-H), 2900 (C-H aromatico ou olefinico), 2850 (C-H de alcano), 1640
(C=0), 1050 (O-H).

C.05 3300 (O-H), 2900 (C-H aromaético ou olefinico), 2850 (C-H de alcano), 1030
(O-H).

IC-06 3300 (O-H), 1640 (C=0), 1030 (O-H).

IC-07 3300 (O-H), 3000 (C-H aromatico ou olefinico), 1640 (C=0).

C.08 3200 (O-H); 2900 (C-H aromaético ou olefinico); 2850 (C-H de alcano); 1640
(C=0); 1030 (OH).

IC-09 3200 (O-H); 3000 (C-H aromético ou olefinico); 1640 (C=0); 1030 (O-H).

110 3400 (O-H, banda pouco intensa); 3000 (C-H aromaético); 2850 (C-H de alcano);
1500; 1450 (C=C aromatico).

IC-11 3400 (O-H, banda pouco intensa); 2900 (C-H olefinico); 2850 (C-H de alcano).

IC-12 3300 (O-H); 3000 (C-H olefinico); 1640 (C=0); 1050 (O-H).

IC-13 3200 (O-H); 1640 (C=0); 1030 (O-H).

IC-14 3200 (O-H); 3000 (C-H aromatico ou olefinico); 1640 (C=0); 1030 (O-H).

IC-15 3200 (O-H); 3000 (C-H aromatico ou olefinico); 1640 (C=0); 1030 (O-H).

IC-16 3200 (O-H); 1640 (C=0); 1030 (O-H).

C.17 3200 (O-H); 2950 (C-H aromatico ou olefinico); 1640 (C=0); 1500, 1450 (C=C
aromatico); 1050 (O-H).

Ic18 3200 (O-H); 3000 (C-H aromatico ou olefinico); 1640 (C=0); 1500, 1450 (C=C

aromatico); 1050 (O-H).

Os resultados obtidos a partir das analises por espectrometria no IV foram Uteis para evidenciar as

principais fungdes quimicas presentes nos constituintes dos extratos, tais como fenois, alcoois,

alquenos, grupos aromaticos, carbonilas (indicio da presenca de &cidos, ésteres, cetonas, aldeidos, etc.).

Apesar de ndo ter sido possivel obter muitas informagdes que pudessem diferenciar os extratos mais
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ativos dos demais, 0s espectros no IV corroboram a idéia de que sua atividade anti-tirosinasica esta

relacionada especialmente a presenca de compostos polifendlicos e aromaticos em sua composicao.

3.8. Analise e caracterizacdo dos padrbes e dos extratos mais ativos por ressonancia

magnética nuclear (RMN)

Alguns padrdes — hidroquinona (3), kaempferol (7), quercetina (8), rutina (9), &cidos gélico (14) e
kojico (23), B-amirina (34) e estigmasterol (35) — foram selecionados e submetidos a uma analise

por RMN de *H e de *3C, visando a sua autenticacao.

35

O espectro de RMN de *H (FIG 14, p. 48) do &cido galico (14), foi observado um simpleto em &
7,06, caracteristico dos hidrogénios H-2 e H-6, que tém o mesmo deslocamento quimico devido a
simetria da molécula. No espectro de RMN de **C do 4cido gélico (FIG 15, p 48), o sinal da
carbonila de &cido carboxilico foi visualizado em 6 170,6 enquanto o sinal dos carbonos C-2 e C-6,
carbonos metinicos de acordo com o subespectro DEPT (FIG 16, p. 49) esta presente em 6 110,5.
Os demais sinais dos carbonos quaternarios foram visualizados em ¢ 122,1 (C-1), 139,7 (C-4) e

146,5 (C-3 e C-5). Os resultados encontrados coincidem com dados da literatura (Ascari, 2011).
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FIGURA 14 — Espectro de RMN de *H do &cido gélico (200 MHz, CD;0D).
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FIGURA 15 — Espectro de RMN de **C do 4cido galico (50 MHz, CDs0OD).
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FIGURA 16 — Subespectro DEPT do acido géalico (50 MHz, CD30D).

O 4cido kdjico (23) foi caracterizado pelo seu espectro RMN de *H (FIG 17, p. 50) através da
presenca de dois simpletos (integrados para 1H cada) em & 6,50 e 7,95 referentes a H-3 e H-6,
respectivamente, além de um simpleto (2H) associado aos hidrogénios metilénicos de C-7 em &
4,41. O sinal deste carbono foi visualizado em & 61,3 no espectro de RMN de **C (FIG 18, p. 50)
bem como os sinais dos carbonos metinicos C-3 (6 110,9) e C-6 (6 141,2). O carbono carbonilico
insaturado C-4 apresentou deslocamento quimico em 6177,0. Esta atribuicdo estd consistente com
0 subespectro DEPT (FIG 19, p. 51). Os resultados observados coincidem com os de Bracarense
(2008).

49



Resultados e discussao

2232 zaewns s cxsam
g8 2737 EBETEITA ARAsd
P déeca PR o e
I AN74 VNV N\
Ic- AK Isaac
Current Data Parameters
NAME r10211cAK
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20111031
Time 1223
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 2830
™ S5.
SOLVENT McOH
NS 16
DS 2
SWH 4139.073 Hz
FIDRES  0.063157 Hz
AQ 7.9167986 sec
RG 2
DW 120.800 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
™o 1
==———— CHANNEL 1
NuCH 1H
Pl 11.32 usec
PL1 -2.00 dB
SFO1  200.1312359 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 200.1300011 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
o GB 0
PC 1.00
[ f ]
L . [
£ E g
s s = <
T T T T T T T T T — T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm
1 ; = T
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FIGURA 18 — Espectro de RMN de “*C do acido kéjico (50 MHz, CD3;0D).
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FIGURA 19 — Subespectro DEPT do acido kéjico (50 MHz, CD3;OD). Nota: o sinal atribuido ao
carbono metilénico encontra-se em fase (orientado para cima).

A hidroquinona (3) apresentou, no espectro de RMN de 'H (FIG 20, p. 52), um simpleto
caracteristico dos hidrogénios aromaticos desta molécula simétrica em & 6,62, enquanto 0 espectro
de RMN de *C (FIG 21, p. 52) apresentou dois sinais, sendo o primeiro em §117,0, referente aos
carbonos metinicos 2, 3, 5 e 6, de acordo com o subespectro DEPT (FIG 22, p. 53) e, 0 segundo,

em 0 151,4, referente aos carbonos aromaticos hidroxilados C-1 e C-4.
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FIGURA 21 — Espectro de RMN de **C da hidroquinona (50 MHz, CDsOD).
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FIGURA 22 — Subespectro DEPT da hidroquinona (50 MHz, CD3;0D).

No espectro de RMN de *H (FIG 23, p. 54) do kaempferol (7), foram observados dois dupletos em
06,92 e 8,11, integrando para 2H cada, referentes aos hidrogénios aromaticos H-2'/H-6' e H-3'/H-5',
com constantes de acoplamento de J = 9,0 e J = 7,0 Hz, respectivamente. Dupletos em 66,40 (J =
2,0 Hz) e 6,18 (J = 2,2 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente. O
espectro de RMN de *C do kaempferol (FIG 24, p. 54) e o subespectro DEPT (FIG 25, p. 55)
foram consistentes com a estrutura deste padrdo, sendo observados quatro sinais de carbonos
metinicos em & 94,6, 99,4, 116,5 e 130,8. Os resultados obtidos estdo de acordo com aqueles

descritos por Pastene et al. (2001).
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FIGURA 25 — Subespectro DEPT do kaempferol (50 MHz, CD3;0D).

O espectro de RMN de *H (FIG. 26, p. 56) da quercetina (8) apresentou quatro dupletos em 6,18
(J =2,2 Hz), 6,38 (J = 2,2 Hz), 6,88 (J = 8,4 Hz) e 7,73 (J = 2,2 Hz) relativos aos hidrogénios
aromaticos 6, 8, 5' e 2', respectivamente. Além disso, foi observado um dupleto duploem 67,63 (J
= 8,4 e 2,2 Hz), referente ao H-6', cujas duas constantes de acoplamento corroboram a presenca de
dois hidrogénios na vizinhanca, o H-5' em orto e 0 H-2', em meta. O espectro de RMN de *C da
quercetina (FIG. 27, p. 56) apresentou treze sinais devido a coincidéncia de deslocamentos
quimicos (Martins et al., 2006). A presenca dos cinco carbonos aromaticos metinicos foi

confirmada pela expansdo do espectro de RMN de **C da quercetina (FIG. 28, p. 57).
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FIGURA 28 — Expanséo do espectro de RMN de **C da quercetina (50 MHz, CD3;0D).

No espectro de RMN de *H (FIG 29, p. 58) obtido para a rutina (9), foi observado um conjunto de
sinais registrados entre 6 3,20 e 6 3,90 referente aos hidrogénios da porc¢do glicosidica. Também
foram observados quatro dupletos em 66,20 (J =2 Hz), 6,39 (J =2 Hz), 6,87 (J =8,2 Hz) e 7,61 (J
= 2,2 Hz) correspondentes aos hidrogénios aromaticos 6, 8, 5' e 2', respectivamente. Outro dupleto,
observado em 61,12 (J = 6,2 Hz), integrando para 3 H, é relativo aos hidrogénios metilénicos H-6".
No espectro de RMN de **C da rutina (FIG 30, p. 58) e em sua expanséo (FIG 31, p. 59), deu-se
destaque a presenca dos sinais em & 179,5, relativo ao carbono C-4 carbonilico, & 123,2,
correspondente ao carbono C-1', e ¢ 102,5, referente ao carbono C-1". Todos estes resultados

coincidem com dados da literatura (Niassy et al., 2004; Endringer, 2007).
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FIGURA 31 — Expansdo do espectro de RMN de **C da rutina (50 MHz, CD;0D).

O espectro de RMN de *H (FIG 32, p. 60) da B-amirina (34) apresentou um tripleto em 55,18 (J =
3,4 Hz), que corresponde ao hidrogénio olefinico H-12, um dupleto duplo em 63,22 (J = 6,6 € 5,4
Hz), relativo ao hidrogénio carbindlico em C-3, e uma série de sete simpletos entre 60,79 e 1,13,
referentes aos hidrogénios dos oito grupos metila, sendo que o sinal em ¢ 0,87, devido a sua
integral, esta associado aos seis hidrogénios equivalentes dos carbonos C-29 e C-30. O espectro de
RMN de **C da B-amirina (FIG 33, p. 60) demonstrou a presenca de 30 carbonos, sendo oito CH3,
dez CH,, cinco CH e sete C, utilizando-se o subespectro DEPT (FIG 34, p. 61). Dentre os
principais sinais de carbono observados, destacam-se aquele em & 144,9 (quaternério), atribuido ao
carbono C-13, o sinal em & 121,4 (olefinico), relativo ao carbono C-12, e o sinal em & 78,7,

correspondente ao carbono C-3. Os dados de RMN de *H e de *3C experimentais estdo de acordo
com dados da literatura (Duarte, 2000; Martins, 2009).

59



Resultados e discussao

7.262

isaac/jacqueline - icbetaS

Current Data Parameters

NAME  il021beta
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20111022
Time 21.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinuel
PULPROG 2830
™ 65536
SOLVENT cpe
NS 16
DS 2
SWH 4139.073 Hz
FIDRES _ 0.063157 Hz
AQ 7.9167986 sec
RG 203.2
DW 120.800 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
DI 1.00000000 sec
TN 1
=== CHANNEL f1 ===

c1 1H
Pl 11.32 usec
PLI -2.00 dB
SFOI  200.1312359 MHz

F2 - Processing parameters
sl 32768

SF 200.1300017 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 100
L = L ) L E
s e e S
g JE
78 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3s 30 25 20 0.0 0.5 ppm
1 - .
FIGURA 32 — Espectro de RMN de “H da -amirina (200 MHz, CDCls3).
i iacaueli ; 5 ke it CHREERAESTR583TRET22CRECERE]
isnac/jacqueline - ichetaS 3 a B SFL CE S R B EE T M ANSHEE S S wimm
— — [ ol S R B e . e e T T B T T B B T T B B B B
l ‘ \'\m“\\\\\\ //%/ F2 - Acquisition Parameters
it
052
oM et
PROBHD S mm Multinuci
PULPROG 2gpg30
[ SOLVENT 5 €D
NS 30n
DS 1
S pdasam
FIDRES 0.383387 Hx
AQ 1.3042164 sec
RG
DW  3ws00 e
DE 6.50 usec
TE 3000 K
ot sec
dil sec
DELTA 189999998 sec
:
o CHANNEL 1 se—
1 13C
9.50 usec
PLL .00 dB
SFO1 50.3282440 MHz
CHANNEL 2 -
waltzl6
70,00 see
2000
13.83 dB
13 120.00 dB
SFO2 200.1308005 MHz
F2- Processing parameters
St 32768
S st i
WD M
SSB 0
i 100 1s
GB )
PC 140
. —— Lo
o NPT EPI T CTITRUUITN PO ” o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9% 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

FIGURA 33 — Espectro de RMN de “*C da B-amirina (50 MHz, CDCls).

60



Resultados e discussao

o

w ) CMANXITITMUN -~ NMNSSNRRDSRS o

—_ @ o 9 o e e o Tt e B i B R S T e Bt e 5

a % Toee TR o i i =

~ T vt T R RER RSN 1 %
!

isaac/jacqueline - icbet:

Current
NAME
EXPNO
PROCNO 1

F2 - Acquisition
‘ | Date 201

Time 217

| INSTRUM pect

| PROBHD 5 mm Multinuel

PULPROG  dept135
327

™D 2768
SOLVENT CDCI3
NS 15/

| DS

‘ SWH
FIDRES
AQ
RG
DW
DE
TE
CNST
DI
@2 0.00344828 sec
b 412 0.00002000 sec
LTA  0.00001210 sec
DO 1
CHANNEL f1
NuCl 13¢
Pl 9.50 usec
19.00 usec
PLI 0.00 di
SFOI 503277408 MHz
- CHANNEL 2 ———
CPDPR( waltz16
c2
P3 11.32 usec
2

pd 22.64 usec
PCPD2 70.00 usec
PL2 2.00 dB

12 13.83 dB
SFO2  200.1308005 MHz

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

FIGURA 34 — Subespectro DEPT da -amirina (50 MHz, CDCls).

O estigmasterol (35) foi caracterizado por seu espectro de RMN de *H (FIG 35, p. 62) no qual foram
observados especialmente os sinais referentes a H-3 (6 3,50) e os hidrogénios das ligagdes duplas C5-
C6 (5 5,33) e C22-C23 (5 5,15). O espectro de RMN de *3C do estigmasterol (FIG 36, p. 62)
mostrou 0s sinais caracteristicos de C-3 em 6 71,5, e aqueles dos quatro carbonos olefinicos entre &
121,4 e 140,4. Destes, o sinal em 6 140,4 ndo foi visualizado no subespectro DEPT (FIG 37, p. 63)

mostrando ser este o sinal do carbono quaternario C-5. Os resultados encontrados experimentalmente

coincidem com informacdes da literatura (Forgo & Kovér, 2004).
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FIGURA 37 — Subespectro DEPT do estigmasterol (50 MHz, CDCly).

A analise por RMN dos extratos selecionados ndo pdde ser realizada da forma planejada, pois 0s
espectros foram obtidos com baixa resolucdo, o que pode ser devido a natureza complexa das
amostras ou a inadequacdo dos parametros operacionais. Entre os extratos, o que apresentou a
melhor resoluco de sinais nos espectros de RMN de *H (FIG. 38, p. 64) e de *C (FIGs. 39, p. 64
e 40, p. 64) foi 0 1C-08. No espectro de RMN de 'H do extrato 1C-08 (FIG. 38, p. 64), foram
detectados sinais entre ¢ 0,70 e 1,50, referentes a hidrogénio de alcanos, indicativos da presenga de
terpenos ou compostos graxos. Entre 62,00 e 2,50, foram notados sinais de hidrogénio ligado a
carbono vizinho a carbonila; entre 63,00 e 3,50, sinais de hidrogénio ligado a carbono oxigenado,
tal como em acucares, por exemplo. Na regido de 6 3,50 a 4,60, observaram-se sinais de baixa
intensidade relacionados a hidrogénio ligado a carbono olefinico (HC=C). Por ultimo, entre 66,50 e
7,50, foram observados sinais relativos a hidrogénios aromaticos. Associando dados do espectro de
RMN de C (FIG. 39, p. 64) e do subespectro DEPT (FIG. 40, p. 65) de 1C-08, foram observados
dois sinais de CH ou CHs de alcanos em 6 14,6 e 14,8, trés sinais relativos a CH, em 630,9, 40,4 e
64,3 (RCH,0OH), um sinal de CH de alcano em ¢ 44,3, dois sinais em ¢ 71,1 e 72,0 referentes a
carbonos metinicos ligados a OH, um sinal de carbono olefinico C em 6 110,1, e dois sinais de

carbonos olefinicos em 6146,5 e 146,6.
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FIGURA 40 — Subespectro DEPT do extrato 1C-08 (50 MHz, CD3;0D).

O espectro de RMN de 'H do extrato IC-17 (FIG. 41, p. 66) apresentou perfil semelhante ao do
extrato 1C-08. Isto, em parte, ja era esperado, pois se tratam de extratos de uma mesma espécie, S.
terebinthifolius, apesar de oriundos de partes vegetais diferentes (cascas do tronco, em IC-17, e
folhas, em 1C-08). Os sinais observados entre ¢ 0,7 e 1,5 foram praticamente 0os mesmos de 1C-08.
Entre 62,00 e 2,50, IC-17 apresentou um sinal em 62,10 com intensidade um pouco maior do que 0s
demais sinais desta regido, o que néo foi observado com IC-08. Com IC-17, observou-se um sinal em
02,60 que ndo esta presente no espectro de 1C-08. No 1C-08, observou-se um sinal em 6 3,00, o qual
ndo aparece no espectro do-IC-17. Na regido entre 6 3,30 e 4,50, ambos os espectros voltam a
apresentar uma relativa similaridade. J& entre 66,50 e 7,50, IC-17 apresenta apenas um pequeno sinal
relativo a hidrogénio aromatico, enquanto que, nesta regido, 1C-08 apresenta trés sinais. Como 1C-17
apresentou atividade anti-tirosinasica maior do que 1C-08, espera-se que a diferenca observada nesta
propriedade seja causada pela acdo de uma ou mais substancias que estejam presentes apenas em IC-

17. Para este extrato, infelizmente nenhum sinal foi observado na analise por RMN de **C.

O espectro de RMN de 'H do extrato 1C-03 (FIG. 42, p. 66) foi inserido neste trabalho apenas a

titulo ilustrativo, dadas as limitacdes observadas em sua obtencéo (ja mencionadas na p. 63).
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3.9. Estudo dos extratos mais ativos via CLAE-DAD e CLAE-EM

Com o objetivo de obter informacGes adicionais a respeito de suas composi¢cdes quimicas, os trés
extratos mais ativos foram analisados por CLAE-DAD e por CLAE-EM. E importante ressaltar que
extratos vegetais devem ser padronizados para uso como fitoterapicos e que CLAE é um dos processos
mais usados, sendo mais informativo nestes casos do que espectroscopia no UV, espectroscopia no 1V
e ressonancia magnética nuclear (RMN). Embora estas técnicas sejam capazes de mostrar o perfil dos
extratos (amostras complexas), CLAE também informa sobre o nimero de substancias presentes e a
proporcao relativa entre elas. Em sistemas de CLAE-UV convencional, os detectores UV-Vis operam
em comprimentos de onda fixos ou pré-determinados, fazendo com que o monitoramento da
absorvancia dos analitos seja feito em um Gnico comprimento de onda por canal de leitura (Jinno,
2004). Em CLAE-DAD, o detector de arranjo de diodos € capaz de captar sinais espectrais de
substancias relativas a cada pico cromatogréafico, dentro de uma faixa de comprimentos de onda. Pelo
fato de operar com um feixe de luz continua que consegue obter informacgdes espectrais dentro de 4-20
ms, Ou Sseja, mesmo para substancias cujos picos sdo muito estreitos (com tempo de retencdo muito
rapido), é possivel gerar espectros sem parar o fluxo, sendo muito Gtil por fornecer dados sobre a
identidade e a pureza das substancias correspondentes a cada pico detectado (Jinno, 2004). CLAE-EM
associa a cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizada na separacéo de substancias dos extratos, a
espectrometria de massas, que analisa cada substancia passivel de ionizagdo ap6s sua eluicdo e
separacdo por CLAE (Botsoglou, 2004).

Nas andlises feitas por CLAE-DAD (ANEXO 6, p. 115-122), foram obtidas informacdes sobre a
composicdo dos trés extratos mais ativos a partir dos perfis espectroscopicos no UV-Vis das
substancias correspondentes a cada pico cromatografico. Por questdo de comparacdo, o extrato IC-15,
mesmo ndo sendo um dos mais ativos, também foi analisado por esta técnica pelo fato de ter
apresentado a melhor resolucdo de picos através de CLAE-UV (FIG. 12, p. 43). Os cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD apresentaram 0s mesmos perfis daqueles obtidos por CLAE-UV. Os
espectros no UV-Vis, obtidos por CLAE-DAD, relativos as substancias correspondentes aos picos
cromatograficos apresentaram, de um modo geral, bandas maximas de absor¢do em torno de 350 e
abaixo de 300 nm. Dos extratos testados, apenas o IC-03 apresentou espectros no UV-Vis com bandas
maximas de absor¢cdo em 525 nm e 400 nm, além das outras ja mencionadas. Os resultados
encontrados reforcam a ideia de que os inibidores da tirosinase eventualmente presentes nos extratos
mais ativos pertencem a classe dos compostos aromaticos e ou polifendlicos, ja que as absorgdes

visualizadas ocorreram na regido entre 350 e 280 nm (Andrade & Seabra, 2003).
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Nas andlises realizadas por CLAE-EM (ANEXO 7, p. 123-134), os perfis obtidos nos
cromatogramas por CLAE-DAD foram diferentes daqueles obtidos por espectrometria de massas, 0
que é justificado pelo fato de que quando uma amostra € analisada por CLAE-EM, ela passa por
ambos os detectores, DAD e de massas. No DAD, sdo detectadas as substancias que absorvem na
regido do UV-Vis, enquanto que, no detector de massas utilizado, as amostras devem ser ionizadas
por eletrospray (ESI) para serem detectadas. Nem todas as substancias ionizaveis presentes absorvem
no UV-Vis, assim como nem todas as substancias séo ionizaveis, sendo esta ultima afirmativa
verdadeira somente no caso especifico de determinadas substancias cuja ionizacdo depende do tipo de
feixe do aparelho e das condicdes aplicadas na analise (Silverstein et al., 2005). Isto explica a
diferenca entre os cromatogramas no UV-Vis e os de ions (ANEXOS 6 e 7). Muitas vezes, as
intensidades dos picos também sdo diferentes devido a facilidade com que uma amostra € ionizada
frente a outras, 0 que ndo estd diretamente relacionado com a concentracdo nem com a absorvancia

observada no UV-Vis.

As analises por CLAE-EM foram realizadas com autofragmentacdo. Os espectros de massas
(ANEXO 7) que foram identificados com a sigla +MS foram obtidos por varredura completa,
enquanto aqueles identificados com +MS2 (xxx) correspondem aos espectros de fragmentacao
ampliados nas proximidades do pico de massa xxx a partir dos espectros +MS. Por se tratar de um
processo automatico, nem todos os ions sdo fragmentados, apenas 0s mais intensos. Nos espectros
de massas obtidos, e dada a complexidade das amostras, procurou-se identificar principalmente 0s
picos mais intensos e, portanto, 0s mais estaveis, cujas razdes m/z estdo relacionadas as massas
molares (MM) de constituintes ja descritos na literatura para cada extrato. Paralelamente, a
atividade anti-tirosinasica destes constituintes foi consultada em algumas referéncias (Kim &
Uyama, 2005; Chang, 2009; Smit et al., 2009).

A partir de informacdes sobre a composicdo quimica do extrato 1C-03 (folhas de B. gaudichaudii),
descritas por Lourenco (2001), Monteiro et al. (2002) e Pozetti (2005), e da analise dos espectros de
massas deste extrato, foram observados sinais possivelmente relacionados a presenga de
umbeliferona (36), acido cafeico (33), isoorientina (37) e p-sitosterol (38) ou estigmasterol (35),
(TAB. 8, p. 69). Destas substancias, a umbeliferona € um conhecido inibidor da tirosinase (Matos et
al., 2011).
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Tabela 8: Resultados obtidos a partir da analise dos espectros de massas de I1C-03.

) Razéo m/z Substéncia ou
Tipo de espectro e A Massa molar (MM) da
By da substancia ou fragmento A
tempo de retencao . substancia ou fragmento
. fragmento referente ao possivelmente "
(min) : . . (gmol™)
pico observado associado ao pico
+MS, 2 min 161,1 umbeliferona 162,14
+MS2(161,2), 2 min 179,1 acido cafeico 180,16
+MS, 21 min 449,1 isoorientina 448,38
+MS2(449,2), 20,9 413 [-sitosterol ou 414,71
min estigmasterol 412,69
+MS, 21,7 min 449,1 isoorientina 448,38
+MS2(449,2), 21,9 413 B-sitosterol ou 414,71
min estigmasterol 412,69

Nos espectros de massas do extrato IC-08 (folhas de S. terebinthifolius), foram observados sinais
possivelmente devidos a miricetrina (39), ao acido elagico (40) ou um fragmento de miricetina (11)
apos perda de um oxigénio e ao kaempferol (7), luteolina (10) ou outro flavondide analogo a estes,
conforme mostrado na TAB 9. Tais substancias coincidem com dados da literatura sobre a
composicao deste extrato (Ceruks et al., 2007; Salvi Jr, 2009; EI Massry et al., 2009). Dentre elas,

miricetina, kaempferol e luteolina ja foram descritas como inibidores da tirosinase.

OH
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Tabela 9: Resultados obtidos a partir da analise dos espectros de massas de 1C-08.

. . Substéancia ou fragmento | Massa molar (MM) da
Tipo de espectro e Razéo m/z . . A
x . . possivelmente associado | substancia ou fragmento
tempo de retencdo (min)| do pico observado . 1
ao pico (g mol™)
+MS, 13,7 min 465,0 miricetrina 464,38
acido elagi
. doe aglc? .ou : 302,20
+MS2(465,1), 27,6 min 302,9 fragmento de miricetina
R 318,24
(M™—16)
. kaempferol ou 286,23
+MS2(284,4), 46,9 min 286,3 .
luteolina 286,24

Os espectros de massas do extrato IC-17 (cascas do tronco de S. terebinthifolius) apresentaram
sinais indicativos da presenca de tetrahidroamentoflavona (41), &cido p-cumarico (42), fragmento
de quercetina (8) (ou anélogo) ap6s a perda de uma molécula de &gua, e de kaempferol (7) ou
luteolina (10) (ou um analogo destas substancias) (TAB. 10), de acordo com a composi¢do quimica
descrita na literatura para este extrato (Carvalho et al., 2003; EI Massry et al., 2009). Dentre os

compostos citados, somente a tetrahidroamentoflavona nédo foi descrita como inibidor da tirosinase.

41 42

Tabela 10: Resultados obtidos a partir da analise dos espectros de massas de IC-17.

. . Substéncia ou fragmento | Massa molar (MM) da
Tipo de espectro e Razédo m/z . . A
y ) ) possivelmente associado | substancia ou fragmento
tempo de retencdo (min)| do pico observado ) i
ao pico (g mol™)
+MS, 2,9 min 5440 tetrahidroamentoflavona 544,51
acido p-cumarico
+MS, 12,8 min 163,1 100 p-etmart 164,16
(M7 -1)
+MS2(355,0), 12,8 min 163,1 acido p-cumarico 164,16
+MS, 35,1 min 163,1 acido p-cumarico 164,16
+MS, 47,0 min 284,3 quercetina (M~ — 18) 302,24
. kaempferol ou 286,23
+MS2(284,4), 47,0 min 286,2 .
luteolina 286,24
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3.10. Incorporacéo dos extratos mais ativos em uma formulacgédo-base farmacéutica

Um creme-base de sensacdo suave ao toque, de facil espalhabilidade e rapida absorcao pela pele
sem deixa-la oleosa, foi preparado segundo os principios classicos de formulacdo de emulsGes do
tipo O/A (6leo em &gua) (Ansel et al., 2000). Empregou-se a formula de um creme normalmente
utilizado como veiculo em formulagdes farmacéuticas ou cosméticas indicadas ao cuidado da pele,

tais como hidratantes e protetores solares.

Os extratos mais ativos (IC-03, IC-17 e IC-08) foram incorporados isoladamente neste creme-base de
duas formas distintas: na primeira, os extratos foram solubilizados em 1 mL de etanol e, em seguida,
filtrados em membrana de 0,45 um; na segunda, os extratos foram solubilizados em etanol e
incorporados diretamente no creme sem filtracdo. Como controle, um creme contendo acido kojico
também foi preparado nas mesmas condi¢des que as demais formulacGes. Para a incorporacdo dos
extratos e do &cido kojico no creme-base, os mesmos foram, apds a solubilizacdo em etanol,
adicionados aos poucos, sob agitagdo e, em seguida, as preparacdes foram sonicadas por 30 a 60 s a

fim de garantir uma boa homogeneizacdo das amostras nas formulagoes.

As formulacbes foram submetidas a um estudo de estabilidade priméaria no qual foi observada a
existéncia de variagdes significativas nos cremes, tais como separacdo de fases, mudanca de cor,
precipitacdo e outros aspectos fisicos ou quimicos. Ndo foram observadas alteracfes significativas

apos 60 dias contados a partir de seu preparo, mostrando a estabilidade primaria das formulagoes.

3.11. Testes de inibig¢&o da tirosinase com as formulagdes contendo 0s extratos mais ativos

As formulagbes contendo os trés extratos mais ativos (2,5% m/m) foram submetidas aos testes de
inibicdo da tirosinase via espectroscopia no UV-Vis e com discos de batata. Adicionalmente, devido
a natureza das amostras (cremes), também foi realizada uma analise complementar através de
espectroscopia no UV-Vis utilizando um acessorio para leitura por reflexdo difusa (DR), técnica
utilizada para avaliar as propriedades dos materiais com base na luz refletida, sendo extensamente
aplicada a uma ampla gama de analises quimicas de gases, liquidos e sélidos, com a principal
vantagem de contornar erros e limitagdes geralmente ocorridos quando se analisam liquidos ou

materiais turvos (como é o0 caso de cremes) por espectroscopia no UV-Vis com leitura em
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absorvancia, em fungdo do inevitavel espalnamento do feixe de luz que ocorre nesta ultima técnica
(Mamangkey et al., 2010).

Os resultados do teste de inibicdo enzimatica via espectroscopia no UV-Vis para 0s cremes Sao
apresentados na TAB. 11 e FIG. 43, p. 73. Em comparacao com os inibidores puros (acido kojico e
extratos), observou-se uma reducdo nos valores de inibicdo, sendo esta mais acentuada para oS
extratos. Esta reducdo é explicada, em parte, pela menor concentracdo dos extratos devido a sua
diluicdo no creme-base (2,5% m/m). Entre os cremes contendo solugdes filtradas (C) e solugdes nao
filtradas (C-SF) dos extratos, observaram-se diferencas nos valores de atividade anti-tirosinasica. A
formulacdo contendo solucgéo filtrada do extrato 1C-03 apresentou um percentual de inibicdo maior
(31%) quando comparada com a formulacdo contendo solucdo ndo filtrada deste extrato (26%).
Para os extratos IC-08 e IC-17, a inibicdo enzimatica maior foi observada com as formulacdes
contendo solugdes ndo filtradas destes extratos (32 e 45%, respectivamente, contra 22 e 20%
registrados para os cremes contendo solucGes filtradas dos extratos IC-08 e IC-17). A mesma
tendéncia foi observada no teste via espectroscopia no UV-Vis com deteccao por reflexdo difusa e

no teste com discos de batata para estes dois extratos, como apresentado adiante.

Tabela 11: Coeficientes de inclinagéo (k) das partes ascendentes das curvas de formacdo de
dopacromo obtidas na auséncia e presenca dos cremes contendo acido kojico e os trés extratos

vegetais mais ativos.

Amostra 0-100 s 100 - 200 s 200 —300 s
ki/s™ k'y /st k' /st
IC-CB 0,001 0,002 0,001
IC-AK-C n.d.* 8 x 107 1x10*
IC-03-C 0,001 0,001 0,001
IC-03-C-SF 0,001 0,001 0,001
IC-08-C 0,001 0,001 0,001
IC-08-SF 7x10™ 8 x 10™ 8 x 10™
IC-17-C 0,001 0,001 0,001
IC-17-C-SF 6 x 10™ 7x10* 6x10*

*n.d.: ndo detectado.
IC-CB e IC-AK-C referem-se aos parametros de controle ou comparagdo; os dados destacados em negrito referem-se
aos extratos que apresentaram maior atividade anti-tirosinasica.
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FIGURA 43 — Diagrama dos valores percentuais de inibig&o da tirosinase obtidos nos testes via UV-

Vis convencional para os cremes preparados com acido kojico e com os trés extratos mais ativos.

A FIG. 44, p. 74, mostra os resultados obtidos no teste via espectroscopia no UV-Vis com deteccao
por reflexdo difusa (DR). Nele, as curvas de formacdo de dopacromo (ANEXO 8, p. 135-138)
apresentam um formato diferente das curvas geradas no ensaio via UV-Vis convencional, com
deteccdo por absorvancia. Ao contrario desta Ultima, no teste via UV-Vis-DR, a formacdo de
dopacromo e o consequente escurecimento do meio sdo acompanhados da reducdo da refletancia
percentual, ou seja, o ponto maximo de formacdo de dopacromo corresponde ao ponto minimo de
reflexdo, o qual foi observado em 480 nm e ap6s 5 min (300 s) apds o inicio da reacdo. Os valores de
inibicdo encontrados foram menores do que aqueles observados no teste via espectroscopia no UV-Vis
convencional. Com base na observacdo dos aspectos inicial e final dos meios reacionais nas cubetas
em ambos os testes, essa reducdo é explicada pela limitacdo em se comparar medidas feitas na
superficie (com o detector de reflex&o difusa) com medidas ocorridas em profundidade (com o detector
de absorvancia), ou melhor, na extensdo do caminho otico (1 cm) da amostra. Na técnica de reflex&o
difusa, é necessario supor que o creme (e 0 que nele esta contido) foi espalhado de forma
completamente homogénea na cubeta. Por outro lado, hd razBes praticas para se imaginar que o
dopacromo formado neste meio reacional tende a migrar das laterais para o centro e a superficie. Logo,
a distribuicdo do creme e do dopacromo na parede da cubeta € menor que a média da sua distribuicdo

no todo (corpo da cubeta). Como essa ddvida s6 poderia ser resolvida empregando-se filmes ou
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cubetas com caminho 6tico menor, o que néo foi realizado no presente trabalho, abre-se a perspectiva

de que os resultados aqui descritos sirvam de base para estudos complementares no futuro.
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C = creme diluido (7 mg mL™) contendo soluco filtrada do extrato; SF = creme diluido contendo solugo
ndo filtrada do extrato.

FIGURA 44 — Diagrama dos valores percentuais de inibicdo da tirosinase obtidos no teste via UV-
Vis com leitura por refletancia difusa (DR), para os cremes preparados com &cido kdjico e com os trés

extratos mais ativos.

A FIG. 45 e a FIG. 46, p. 75, mostram a evolucdo do teste de inibigdo enzimatica utilizando discos

de batata para avaliagédo das formulagdes obtidas.

FIGURA 45 — Fotos dos discos de batata no inicio (A, t = 0 min) e no fim (B, t = 30 min) do
bioensaio para avaliacdo da atividade anti-tirosinasica das formulages contendo acido kojico e os

extratos mais ativos. Fotos: Isaac F. Corradi.
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FIGURA 46 — Diagrama dos valores percentuais de inibicdo da tirosinase obtidos no bioensaio com

discos de batata para os cremes preparados com acido kojico e com os trés extratos mais ativos.

Os resultados acima sdo similares aqueles obtidos via UV-Vis convencional. Além disso, neste
bioensaio, foi possivel testar os cremes sem qualquer diluicdo prévia, avaliando se, no processo de

filtracdo das solucdes dos extratos, houve retencdo de substancias inibidoras da tirosinase nos filtros.
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4, Conclusodes

Este trabalho visou a ser uma contribuicdo ao estudo da atividade anti-tirosinasica de extratos
vegetais e ao aprimoramento do emprego de técnicas espectroscopicas e cromatograficas na analise
destes extratos visando a sua aplicacdo no controle de qualidade de produtos cosméticos e ou
farmacéuticos destinados ao tratamento de manchas de pele. Foram coletadas treze espécies
vegetais nativas e exaticas do cerrado brasileiro e obtidos dezoito extratos etanolicos secos, 0s quais
foram caracterizados e estudados via espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia no infravermelho (IV), ressonancia magnética
nuclear de *H e de *C (incluindo DEPT) e espectrometria de massas. A aplicacdo destas técnicas
foi importante para a caracterizacdo e a padronizacdo dos extratos, além de fornecer subsidios
importantes para a analise comparativa das amostras. Nesta fase do estudo, o0 emprego de padrdes
de referéncia foi utilizado com o objetivo de gerar de informacdes que serviram de suporte a analise
comparativa dos resultados obtidos para o0s extratos. Dentre as técnicas empregadas, as que
apresentaram 0s melhores resultados de caracterizacdo e padronizacdo dos extratos foram a
espectroscopia no UV-Vis, CLAE-UV e CLAE-DAD, em funcdo dos perfis de absorcdo e ou das
caracteristicas dos picos cromatograficos associadas a seus respectivos tempos de retencdo
observados nestas técnicas. A CLAE-EM também foi muito atil, permitindo associar fragmentos

dos espectros de massas a substancias possivelmente presentes nas amostras.

Realizaram-se bioensaios envolvendo estudos espectroscopicos e um teste alternativo com discos de
batata para avaliar a capacidade dos extratos em inibir a tirosinase. Os resultados foram comparados

e serviram de base para a selecdo dos extratos mais ativos.

Os métodos empregados na avaliagdo da atividade anti-tirosinasica dos extratos e dos padrdes
selecionados neste trabalho demonstraram boa repetibilidade e reprodutibilidade. Embora os estudos
tenham concentrado esfor¢os nos trés extratos mais ativos, atividade anti-tirosinasica (> 30%) foi
confirmada em sete dos dezoito extratos avaliados, o que significa que cerca de 40% das plantas
estudadas apresentaram acdo anti-tirosinasica satisfatoria, o que as tornam potencialmente adequadas
para serem utilizadas no desenvolvimento de produtos farmacéuticos ou cosméticos destinados ao

tratamento de manchas de pele.

O extrato de folhas de B. gaudichaudii (1C-03) apresentou a maior atividade anti-tirosinasica (96%), a
qual foi quase igual a acdo do inibidor padrdo, acido koéjico (98%). Ele foi seguido por S.
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terebinthifolius, com extratos de cascas do tronco (IC-17, 76%) e de folhas (1C-08, 65%). Em seguida,
vieram 0s extratos de cascas do tronco de S. adstringens (IC-18, 44%), folhas de K. pinnata (I1C-04,
36%), folhas de S. adstringens (IC-10, 34%) e partes aéreas de R. alba (IC-14, 32%). Os demais
extratos apresentaram atividade anti-tirosinasica em torno ou abaixo de 25% em relacdo a acdo do
inibidor padrdo. Todavia, 0 emprego destes extratos de menor atividade como materiais de partida ndo
pode ser descartado apressadamente, uma vez que a baixa acéo inibidora encontrada neles poderia ser
explicada pela pequena concentracdo de agentes anti-tirosindsicos nas solugBes de trabalho e néo

necessariamente devida a possivel auséncia de compostos ativos nas partes vegetais testadas.

As formulagBGes cosméticas obtidas com os extratos mais ativos permaneceram estaveis até o prazo
final de realizacdo deste projeto, evidenciando sua viabilidade de preparo. Nos testes de inibigdo da
tirosinase, as mesmas também apresentaram atividade inibitoria, ainda que menor do que a dos
extratos puros, indicando seu potencial para uso no tratamento de manchas de pele. A reducdo
observada nos valores de inibicdo enzimatica, em comparacdo com os resultados dos extratos puros,
pode ser explicada pela menor concentracdo de ativos devido a dilui¢do inevitavel destes extratos no

creme-base utilizado como veiculo padronizado das formulagdes.

Este trabalho demonstrou como a aplica¢do do conhecimento cientifico € Gtil na pesquisa de plantas
medicinais com atividade potencial para a inibi¢éo da tirosinase e de como métodos cromatograficos e
espectroscopicos sao importantes na caracterizacdo de insumos naturais, possibilitando sua aplicacédo

por industrias cosméticas e ou farmacéuticas.
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ANEXOS

ANEXO 1: Espectros no UV-Vis dos extratos e padrées em metanol.
ANEXO 2: Espectros no UV-Vis dos extratos em solugdo tamponada pH 7.
ANEXO 3: Espectros no UV-Vis dos extratos em solucdo tamponada pH 3.

ANEXO 4: Curvas de formacao de dopacromo obtidas no teste de inibigé&o da tirosinase via

espectroscopia UV-Vis para 0s extratos e padroes.
ANEXO 5: Espectros no IV dos padrdes e dos extratos.

ANEXO 6: Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais

ativos e o extrato IC-15.
ANEXO 7: Cromatogramas e espectros obtidos por CLAE-EM para 0s extratos mais ativos.

ANEXO 8: Curvas de formacao de dopacromo obtidas no teste de inibicdo da tirosinase por

espectroscopia no UV-Vis com deteccdo por reflexdo difusa para os cremes.
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ANEXO 1 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em metanol. (continua)
Espectros no UV-Vis dos extratos em metanol
[
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Condigdes espectrométricas nas anélises dos extratos: solugdes 10 mg mL™; solvente: metanol grau PA; cubetas: quartzo 1 cm; varredura = 900 a 220 nm;
aparelho = espectrofotometro UV-Vis Shimadzu modelo UVPC-1601 (Florais de Minas Ltda.); analista = Isaac F. Corradi; data de analise = 16/12/2010.
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ANEXO 1 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em metanol. (continuacao)

Espectros no UV-Vis dos padrdes em metanol
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Legenda:
IC-AC = 4cido cafeico; IC-AG = &cido galico; IC-AK = 4cido kéjico; IC-bA = B-amirina; IC-GM = galato de metila; IC-HQ = hidroquinona.
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ANEXO 1 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em metanol. (concluséo)

Espectros no UV-Vis dos padrdes em metanol

’_J'?)l»h IC-KP 2"0119 IC-LT
1.9 1.9
18] 1.8
17 1.7
165 1.6 A
152 | 1.5 |
1.4 | 1.4 AR
13 Vi 133 / |
123 | 123 ‘
1.1-3 \ 1.1-2 |
1.0 \ | | 1.0 | \
092 | \ I 0.9 |
osd | \ | 0.8 |
07g | \ 0.7 |
063 | \ 064 |
058 | \ | 052 | N
049 | . 0.4
03g | \ 03]
024g | \ 003
04 M 042 \.
005 — - o0t B — e —
0.1 0.1
0.2 025
0.3 0.3
0.4 0.4
T TTTTTTTTT T TITTTTTTT T T T T TTTITTTTITTTTT ] nm RN RN LR L T T T T T T T [T T T nm
2 300 400 500 800 700 800 200 200 300 400 500 800 700 800 900
J},‘P 1C-QC E%hs IC-RT
1.9 i 1.9
1.8~ ral 1.8
174 / 1.7
18 / 1.6 \
153 | 1.5] 1
1.4 N 14 |
1.3 ré | 1.3 a |
123 . / | 1.2 i
1.1 \ | 11 |
1.0 | \ 1.0 |
0.9- 0.93
0.8 / | 0.8 I
0.7 \ 0.7
0.6 \ oed |
052 | ‘-\7‘." 05§ | \
0.4 04F |
0.3 0.3
02§ | 0.2
015 | 0.1 \
0.0 S — 00 _—
0.1 0.1
-0.23 0.2
035 0.3
0.4 0.4
R n s a s e a s ABARSRREREsEannsnnsss nnn sy ey H AR RN RRRRRRERRNERRREREEES I ARRRARRERRARRRRRRRRRRRRRES I
200 300 400 500 600 700 800 900 200 300 400 500 600 7 00 200
Legenda:

IC-KP = kaempferol; IC-LT = luteolina; IC-QC = quercetina; IC-RT = rutina.

Condigdes espectrométricas nas analises dos padrées: soluges-amostra = 10 mg mL™; solvente: metanol grau PA; cubetas: quartzo 1 cm; varredura =
900 a 200 nm; aparelho = espectrofotdmetro UV-Vis Hitachi modelo U-2010 DQ-UFMG); analista = Isaac F. Corradi; data de andlise = 02/12/2011.
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ANEXO 2 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em solugcdo tamponada pH 7.

Espectros no UV-Vis dos extratos em solucdo tamponada pH 7

(continua)

Abs IG-01, IG-02, IG-03, 1G-04, 1G-05, IC-06

Legenda:

IC-01 = J. caroba (folhas)

IC-02 = B. trimera (folhas)
IC-03 = B. gaudichaudii (folhas)
IC-04 = K. pinnata (folhas)
IC-05 = J. caroba (caules)
IC-06 = B. gaudichaudii (caules)

Abs IC-07, IC-08, IC-09, IC-10, IC-11, IC-12

Legenda:

IC-07 = K. pinnata (caules)
IC-08 = S. terebinthifolius (folhas)
IC-09 = A. vera (folhas)

IC-10 = S. adstringens (folhas)
IC-11 = B. trinervis (partes aéreas)
IC-12 = M. ilicifolia (folhas)

0.00 ———— 77— — T e e e e m
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2.00-

Legenda:

IC-13 = E. macrophyllus (folhas)
IC-14 = R. alba (partes aéreas)
IC-15 = E. giganteum (caules)
IC-16 = A. conyzoides (partes
aéreas)

IC-17 = S. terebinthifolius
(cascas do tronco)

IC-18 = S. adstringens (cascas
do tronco)

w77 —_—
300 350 400 450 500 550

T
600 650 700

Condigbes espectrométricas: solugdes 10 mg mL™; solvente: PBS pH 7 + gs metanol grau PA; cubetas: descartaveis de polimetiimetacrilato 1 cm; varredura
=700 a 300 nm; aparelho = espectrofotdmetro UV-Vis Hitachi modelo U-2010 (DQ-UFMG); analista = Isaac F. Corradi; datas de andlise = 12 e 19/11/2010.
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ANEXO 2 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em solucdo tamponada pH 7. (continuacéo)

Espectros no UV-Vis dos padrdes em solucdo tamponada pH 7

Abs IC-AG Abs 1C-AG
20 20+
199 1.
182 1.8
1.7 1.7
1.6 1.6
1.5 1.5
1.4 1.4
1.3 A 1.3
1.2 I 1.2
1.1 I 1.1
1.0 '1| 1.0
\ 0.9
‘u 0o}
\ 0.7
| 0.6
I"‘. 0.5
\ 0.4+
L\.‘
\
\. N
RN B e e e R B e e e e B T L e e e o LA e e e L B N T
400 500 500 700 300 400 500 700
Abs 1C-AK Abs IC-bA
20y 2.0
195 1.9+
185 1.8+
1.7+ 1.7
1.6 16+
155 1.5+
145 1.4
132 1.3
1.2 1.2+
1.1- |\‘a| 1.1
1.0 | ‘I 1.0
0.9- I 0.9
0.6 {1 0.8
0.7 [ 0.7 - .
0.6 [ 0.6 . T
05- | \ 0.5 ."‘/ I— .
0.4 | \ 0.4 [ T
0.3 | | 034
0zf | | 027
0.1 \\ 0.4
0.05" —_— 00
L 0 LA e e e e e s T B e e e e B NS e s s BN
3 400 500 800 700 300 400 500 600 700
1G-GM zi\ﬁﬁ 1C-HQ
1.9-
i 1.8
3 1.7
k 164
1.5 1.5
145 147
133 1.3
1.2 124
117 1.1
102 10
0.9 0.9
0.8-
0.7-
0.6
0.5
0.4 |
0.3 \
0.2 ;' "'\‘
01y | A
e . = — —
LA | 1T T T | T | nm L L L L L UL B | nm
3 400 500 600 500 600 700
Legenda:

IC-AC = &cido cafeico; IC-AG = &cido galico; IC-AK = &cido kéjico; IC-bA = B-amirina; IC-GM = galato de metila; IC-HQ = hidroquinona.
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ANEXO 2 — Espectros no UV-Vis dos extratos e padrdes em solugdo tamponada pH 7. (concluséo)

Espectros no UV-Vis dos padrdes em solucdo tamponada pH 7

IC-LT 1C-QC

L S B s B By B

T am
400 500 600 700

LI e e L e L III7$@ m

Legenda:
IC-LT = luteolina; IC-QC = quercetina; IC-RT = rutina.

Condigdes espectrométricas nas analises dos padrdes: solugdes-amostra = 10 mg mL™; solvente: PBS pH 7; cubetas: descartaveis de
polimetilmetacrilato 1 cm; varredura = 700 a 300 nm; aparelho = espectrofotdmetro UV-Vis Hitachi modelo U-2010 DQ-UFMG); analista = Isaac F. Corradi;
data de anélise = 02/12/2011.
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ANEXO 3 - Espectros no UV-Vis dos extratos em solucdo tamponada em pH 3. (continua)
2,0
1,8
1,5
= |C-01
1,3 e |C-01-T [ |
g ~—IC-01-TD
Iy H
-g \ o |C-02
08 [\ ——I1C-02-T | |
A «==1C-02-TD
03 l SN :
0,0
200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
2,0
18 Legenda geral:
IC-... = extrato em 100% metanol;
15 IC-...-T = extrato em 50% metanol
—c-03 e 50% tampéo fosfato pH 3;
13 — et H IC-...-TD = extrato diluido pela
= metade em 25% metanol e 75%
- ——1C-03-TD _
=10 | | |tampd&o fosfato pH 3.
ft ‘\ - IC-04
03 —Ic-04T | | Legenda de extratos:
—1C-04-TD IC-01 = J. caroba (folhas)
05 IC-02 = B. trimera (folhas)
\\ IC-03 = B. gaudichaudii (folhas)
03 o\ IC-04 = K. pinnata (folhas)
/ M—/\ IC-05 = J. caroba (caules)
00 %‘ — . IC-06 = B. gaudichaudii (caules)
200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
2,0
1,8
1,5
= |C-05
1,3 = |C-05-T ||
5 = 1C-05-TD
@ 1,0 -
-<° = |C-06
0,8 —IC-06-T | |
\\ ~==1C-06-TD
) /N
0,0
200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
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ANEXO 3 - Espectros no UV-Vis dos extratos em solucdo tamponada em pH 3.

(continuag&o)

2,0
18
15
/\ —IC-07
13 \ —I1C-07-T ||
< —
s k\ \ 1C-07-TD
i 1,0 ||
—1C-08
) [\\\ N\ —
038 \/ 1C-08-T | |
}\\\ \ =
05 \ /\ \\‘
03 \ :S \
00 —
200 300 400 500 700
A (nm)
2,0
18
15
—1C-09
13 ——1C-09-T
< —
s 1C-09-TD
2 1,0
—1C-10
) \
08 —lc-10T | |
\ l ——IC-10-TD
05 \
"IN
00 ————
200 300 400 500 700
A (nm)
2,0
18
15
—ic-11
13 —I1c11T [
< — 111
s 1C-11-TD
4 ¥ Ic-12
2 x
08 —_—Ilc12T | |
——IC-12-TD
05
% T\
i /Z&v ;\_
00 e
200 300 400 500 700
A (nm)

Legenda geral:

IC-... = extrato em 100% metanol;
IC-...-T = extrato em 50% metanol
e 50% tampao fosfato pH 3;
IC-...-TD = extrato diluido pela
metade em 25% metanol e 75%
tampdo fosfato pH 3.

Legenda de extratos:

IC-07 = K. pinnata (caules)

IC-08 = S. terebinthifolius (folhas)
IC-09 = A. vera (folhas)

IC-10 = S. adstringens (folhas)
IC-11 = B. trinervis (partes aéreas)
1C-12 = M. ilicifolia (folhas)
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ANEXO 3 - Espectros no UV-Vis dos extratos em solucdo tamponada em pH 3. (concluséo)

\ = |C-13

13 —IC-13-T [ ]
«=1C-13-TD

1,0 -

—IC-14

Abs. (UA)

08 —ICc-14T | |

\A
JNAN o
JAQ N

00 kﬁ
200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
20 Legenda geral:
IC-... = extrato em 100% metanol;
1,8
IC-...-T = extrato em 50% metanol
e 50% tampao fosfato pH 3;
15 i
IC-...-TD = extrato diluido pela
= |C-15
metade em 25% metanol e 75%
13 —IC15-T [ ~
tampdo fosfato pH 3.
E ——1C-15-TD
~ 10 H
é —IC16 Legenda de extratos:
o8 — et | | IC-13 = E. macrophyllus (folhas)
IC-14 = Rosa alba (partes aéreas)
~——I1C-16-TD .
IC-15 = E. giganteum (caules)

IC-17 = S. terebinthifolius (cascas

0s 11\
WM IC-16 = A. conyzoides (partes
~— aéreas
03 y ; N )

do tronco)
0,0 )
200 300 400 500 600 700 800 g0 |C-18=S. adstringens (cascas do
tronco
A (nm) )
2,0 \
1,8 \
15
—IC-17
13 —ic17T [
? —
2 IC-17-TD
4 * i ||
2 \ -
——1C-18-T
08 v L
~==I1C-18-TD
) \V/A\\‘\
03 \
0,0
200 300 400 500 600 700 800 900

A (nm)
Condigdes espectrométricas: solugdes-amostra = 10 mg mL™; solventes: metanol grau PA, solugéo tampéo fosfato pH 3 (formulada com fosfato de
potassio anidro PA e &cido fosférico 85% PA); cubetas: quartzo 1 cm; varredura = 900 a 220 nm; aparelho = espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu
modelo UVPC-1601 (Florais de Minas Ltda.); analista = Isaac F. Corradi; data de andlise = 27/12/2010.
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ANEXO 4 - Curvas de formacgdo de dopacromo obtidas nos testes de inibi¢do da tirosinase via

espectroscopia UV-Vis para 0s extratos, padroes e formulaces. (continua)
Curvas obtidas para os controles e os extratos
Abs IG-C Abs 1C-AK
2.0 2.0
102 104
182 1.8
1,7; 1 TE
1.6 1 :
15 152
1,4j
1.3
1.2
1.1
1.0
. — _ 0.9-
0.6 B - 0.8-
0.7- /,,4 0.7-
0.6 P 0.8
0.6 - /"/' :
0.4 -
0.3 e
D2 -
0.1+
00 i i T T 1 T i sec T T T T T e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Abs 1G-01 Abs IC-02
2, 20
1. 3
1.8
1.7
16 .
! o —
1.4
1 - —_—
1
1.1 -
1
0
0
0.7
0
o5
04 0.4
03 0.3
1} 023
01 0. |:§
0.6 ! ! ! T ! ! ! ! sec O 5 i i T ! T ! i ' ! sec
1] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
1C-03 ;f 1C-04
1.9
1.8
175
164
1.5
1.4~
1.3~
1.2
113
105
0.9
0.8 —
0.7- -
0.6 - -
0.5- Pt
0.4~ ./'/::
0.3 -
o - 0.2 ]
T —_ o N 0.1-=
! ' J ! ! ! | seq 00 ! ! ! T ! ! ! ' seo
300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 BOO 200

100



AnNexos

ANEXO 4 - Curvas de formacdo de dopacromo obtidas nos testes de inibicdo da tirosinase via
espectroscopia UV-Vis para os extratos, padrdes e formulacoes. (continuacéo)

1C-05 ZADbS IC-08
19
1.8
T L -
0.5
0.4-
035
02d—"
0.1-
00 ‘ T T T ‘ ' se
0 100 400 500 700 800 500
1c-07 1C-08
13
12
= .
0.1
0.0 T T T i ' osec
400 500 700 800 900
ZADKZ 1C-08 22&5 Ic-10
1 ag 1.0
185 1.8
174 17+
164 16
154 15
1.44 14
I.GE 1.3
|.2§ 124
|,13=' 1.1
1.05 1.0
083 - 0.8 I
073 0.7+
0 5% 0.6
05§ 0.5
045 0.4
033 0.3
023 02d
013 04—
0.03 T 0.0 T T T T ' sec
0 100 0 400 500 700 800 200
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ANEXO 4 - Curvas de formacdo de dopacromo obtidas nos testes de inibicdo da tirosinase via
espectroscopia UV-Vis para os extratos, padrdes e formulacoes. (continuacéo)

Abs 1G-11 Abs
2.0+ 2.0
19 19
1.8 185
-
1.3 13
1.2 1.2
1.1 1.1 _
1.0~
0.9
0.8
07
064
0.5~
960 sec
1c-13 ng_s
1.9
1.8
1.7~
1.6~
1.6
1.4
3 1.3
1.2 1.2+
1.1 1.1
1.0- 1.0+
0.9 " 0.9 B
0.8~ 0.8
0.7 0.7
0.6~ 0.6
0.5 0.5
0.4 0.4
058 0.4+
0.2 02F"
0.1 015
0.0
0.0 T sec w0 5
IC-15 2‘3}‘:
1.9+
1.8
1.4
1.3 1.3+
1.2 124
1.1 1.1
sec 00 ' sec
200
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ANEXO 4 - Curvas de formacdo de dopacromo obtidas nos testes de inibicdo da tirosinase via
espectroscopia UV-Vis para os extratos, padrdes e formulacoes. (continuacao)

Abs 1C-17 Abs Ic-18
203 2.0
192 1.9
1,9% 18
1,7—2 174
163 164
1.5% 1 5*;
149 14
1.3% 1.3
1.2E 1.2
1.1 1.1=
1.0 1.0- _ _
0.9+ SIS 0.9 :
08 o B 08
o7 N - 079 o
064 I ' 063 -
[T = 0.5+ =~
0.4 0.4- ~
0.3 03
0.2} 024
0.12 0.4
0.0 T T ! T ! ! ' osec 007 T T T T i T ! sec
100 200 300 400 500 800 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Curvas obtidas para os padrdes de referéncia
1C-AC IC-AG
e B T
! i ' ' T ! ! ! T T T T T T ' oseo
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
1G-AK E%bé 1C-GM
195
185
174
|.dj:
15
1.4-=
133
125
|.1E
1.05
0.9
0.6
0.7
0.6
054 o o —
Dd—’ ~ ’
0.3 T
023 -
0. 1:2 ~ -
T e P T —— |, 007 i i T T T T T T 1 seo
100 200 300 400 500 600 700 200 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
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ANEXO 4 - Curvas de formacdo de dopacromo obtidas nos testes de inibicdo da tirosinase via
espectroscopia UV-Vis para os extratos, padrdes e formulacoes. (continuacao)

IC-HQ Abs 1G-LT
2.0
1.9
1.5
: 172
1.6 162
1.6- 152
142 1.4 B -l
E 1.8 " T
) 124
. - ——-; e 1.1
— o 1.0
7 0.9
T 0.8
0.7
06—
0.5 057
0.4 0.4
0.3 0.3
0.2 002
0.1 0.1
0o ' ! ! i 1 geo OO0 ' ' ' sec
400 500 600 700 800 900 700 800 800
2”(\35 IG-QC 2'&01)_2 1G-RT
1.9 192
1.8 .
1.7 173
16 162
1.5 152
1,42 143
1.3 13-
1.2 1.0
144 . - -
1.0 — -
0.9 _— )
0.8 ~
0.7
06+
0.5+
0.4
0.5
0.2 A" -
0.1
0.0 T T : - !
400 500 700 800 so0
1C-bA Eﬁs IC-ST
1.9
1.8
1.7
T ! ! T i ' osec
400 500 800 700 700 800 900
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ANEXO 4 - Curvas de formacdo de dopacromo obtidas nos testes de inibicdo da tirosinase via

espectroscopia UV-Vis para os extratos, padrdes e formulacoes. (concluséo)
Curvas obtidas para as formulac¢des controle e as formulagdes contendo os extratos mais ativos
Creme-base (controle) Creme com &cido kgjico (controle)
2{““ Ic-cB IC-AK-C
1
1
1.7
1.
1
14
1.
1.2
1.1
1.4
09
0
07 -
0. T
0. -
0.4 -
03 PSS
02 T T
0.1 _,/
0.05 T T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1 sec
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 800
Cremes com solucdes filtradas dos extratos mais ativos Cremes com solucdes ndo filtradas dos extratos mais ativos
IC-03-C 1C-03-C
e b
1.1
0.1 E
. . . . . . 005 + - + + - : ' e
100 200 300 400 500 800 700 800 900 100 200 300 400 500 800 700 800 800
Ic-08-C Abs IC-08-C
2.0z
19
18
— 0.8
- 0.7-3
0.6
0.5
043
[EE
0.23
0.1
. T . T - T Y 0. T T T T T T T T 1 e
100 200 300 400 500 600 700 BOD 900 100 200 300 400 500 800 700 80O 900
Abs IC-17-C 1C-17-C
20
19
16
1.7-
16
15 153
1.4 1.4
13 1.3 -
12 123 B T
11 114 P
1.0 1.0 o et
08 e 093 =
P oo
08 e - 083
07 T 013
06 o 0.6=
05 e - 05
0.4 0.4
03 037
0.2 023
01 0.1-3
003 ; ; . . , , . 0.0 T T T T T T -
a 100 200 300 400 500 600 700 200 900 100 200 a0 400 500 €00 oo Boo 800
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ANEXO 5 — Espectros no 1V dos padrdes e extratos. (continua)
IC-AC — Acido cafeico
100
80 _—J\\/\/\M
g
o 60 4
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20 - HOj©/\Q‘\OH
HO
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IC-AG — Acido galico
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100
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ANEXO 5 — Espectros no 1V dos padrdes e extratos.
IC-BA — B-Amirina
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(continuagéo)
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ANEXO 5 — Espectros no IV dos padrdes e extratos. (continuacéo)
IC-ST - Estigmasterol
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ANEXO 5 — Espectros no IV dos padrdes e extratos. (continuagao)
IC-01 — J. caroba folhas
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ANEXO 5 — Espectros no IV dos padrdes e extratos.

IC-04 - K. pinnata folhas
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(continuagao)
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ANEXO 5 — Espectros no IV dos padrdes e extratos.

IC-07 — K. pinnata caules

100
su —\ m ,\
S
Q
2 60
5 W
=]
£
w
c
©
o
-
X 40
20 \
01— . . . . . . . . . . . . . . .
4400 4150 3900 3650 3400 3150 2900 2650 2400 2150 1900 1650 1400 1150 900 650 400
Wavenumber (cm)
IC-08 — S. terebinthifolius folhas
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(continuagao)
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ANEXO 5 — Espectros no 1V dos padrdes e extratos. (continuacéo)
IC-10 — S. adstringens folhas
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ANEXO 5 — Espectros no IV dos padrdes e extratos.

IC-13 — E. macrophyllus folhas
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IC-15 — E. giganteum caules
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(continuacéo)
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ANEXO 5 — Espectros no 1V dos padrdes e extratos.

IC-16 — A. conyzoides partes aéreas
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais

Amostra:

méb:

s
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ativos e o extrato 1C-15. (continua)
1C-03 Descrigéo: B. gaudichaudii (folhas) % Inibi¢ao datirosinase: 96%
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Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm:
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)

Amostra: 1C-03 Descrigéo: Brosimum gaudichaudii (extrato folhas) % Inibi¢ao datirosinase: 96%

Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm:

— E E E B

—up_ —gen o

—up_—spex o —up_—mpex_—wm —up_—wmpex_—em
wa

s i s

—— m> W fm w6 w008 Sw %8 6w | an-> f00 %5 w380 W 480 SN0 %5 @0 | ww> 00 250 W G5 W0 em 00 oW G0 |awe-am w0 w3 o ew  sw  sw _ew
1y m Wz i
s ) 15 1
2% n ses i

““““ i | i I
L L e 7

I T TR T TR TR TH 17} FE T T TR T R TR TH 7} T T T T [
v s T T e yeup o35 ey oy 0w e rup o
a1 w30 0. a5 om0 a4 om0/ 8470

R TR R R S TR TR T R TR R R S TR TR 1) TR TR R R S TR TR T
a1 s 0
W o i
5 i 17

->\\--\\‘\‘\
bt
B

T T T T T B T T TR T T T T T T
g 0 St 0230 g 0gem
43 sana ssic

116



AnNexos

ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)

Amostra: 1C-08 Descrigéo: S. terebinthifolius (folhas) % Inibi¢ao datirosinase: 65%

Cromatograma em 280 nm:
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)

Amostra: 1C-08 Descrigéo: S. terebinthifolius (folhas) % Inibi¢ao datirosinase: 65%

Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm:
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)

Amostra: IC-17 Descricao: S. terebinthifolius (cascas do tronco) % Inibi¢c&o da tirosinase: 79%

Cromatograma em 280 nm:
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Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm:
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais

ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)
Amostra: IC-17 Descrigéo: S. terebinthifolius (cascas do tronco) % Inibi¢ao datirosinase: 79%
Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm (conclus&o):
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (continuagéo)

Amostra: IC-15 Descrigéo: E. giganteum (caules) % Inibi¢ao datirosinase: 19%*

Cromatograma em 280 nm:
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Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm (continua):
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ANEXO 6 — Cromatogramas e espectros no UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para 0s extratos mais
ativos e o extrato IC-15. (concluséo)

Amostra: IC-15 Descrigao: E. giganteum (extrato caules) % Inibi¢c&o da tirosinase: 19%*

Espectros UV-Vis das substancias relativas aos picos do cromatograma em 280 nm (conclus&o):
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Observacgéo:
* A amostra / extrato IC-15 apresentou uma agéo anti-tirosinasica pequena. Apesar disso, seus cromatogramas e espectros UV-Vis foram gerados em HPLC-

DAD pelo fato de seus cromatogramas gerados no sistema de HPLC-UV-Vis (convencional) terem apresentado uma das melhores resolucdes de picos em

relacdo as demais amostras.
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continua)
IC-03 — B. gaudichaudii folhas
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuagéo)

IC-03 — B. gaudichaudii folhas

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-03 — B. gaudichaudii folhas

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+

Intens.
X105 449.1

99.4 547.0

159.1 471.0
Lol

+MS, 21.0min #592

A ot Ll l

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600

e
1000 miz

413.0

329.0

| 2001 | 3530

0 | N O I Y I O T Y

+MS2(449.2), 20.9min #587

100 200 300 400 500 600

1000 miz

Intens.-
X108 | 449.1

1.0
0.8 4
0.6
0.4

0.2
471.1 547.1

493.0

0.0 s " — L sl P e Lt L

99.3

+MS, 21.7min #615

100 200 300 400 500 600

1000 miz

Intens.
x104 ]

o 383.1

1 299.1
329.0

+MS2(449.2), 21.9min #620

T T T T L T
100 200 300 400 500

T
1000 m/z

Intens. ]
x105] 433.1

w ~ 3}
PRI P EETETIN IF AT AT I ATErS I ATErAra A

N}

99.3 455.0

-

531.0

159.0 415.0 477.0 571.0 631.7
1 | L L L it s

o
S

+MS, 26.0min #738

T
100 200 300 400 500 600

T
1000 miz

125




AnNexos

ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-03 — B. gaudichaudii folhas
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacéo)

IC-08 — S. terebinthifolius folhas
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-08 — S. terebinthifolius folhas
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-08 — S. terebinthifolius folhas

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-08 — S. terebinthifolius folhas

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+
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ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacéo)

IC-17 — S. terebinthifolius cascas do tronco
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AnNexos

ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-17 — S. terebinthifolius cascas do tronco
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AnNexos

ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos. (continuacao)

IC-17 — S. terebinthifolius cascas do tronco

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+
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AnNexos

ANEXO 7 — Cromatogramas e espectros, obtidos por CLAE-EM, dos extratos mais ativos.  (concluséo)

IC-17 — S. terebinthifolius cascas do tronco

ESPECTROS DE MASSAS - ESI+
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AnNexos

ANEXO 8 — Curvas de formacdo de dopacromo obtidas no teste de inibicdo da tirosinase por

espectroscopia no UV-Vis com deteccdo por reflexdo difusa para os cremes. (continua)
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ANEXO 8 — Curvas de formacdo de dopacromo obtidas no teste de inibicdo da tirosinase por
espectroscopia no UV-Vis com deteccdo por reflexdo difusa para os cremes. (continuacao)
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ANEXO 8 — Curvas de formacdo de dopacromo obtidas no teste de inibicdo da tirosinase por

espectroscopia no UV-Vis com deteccdo por reflexdo difusa para os cremes. (continuagéo)
IC-08-C (creme com solugao filtrada de extrato de folhas de S. terebinthifolius)
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ANEXO 8 — Curvas de formacdo de dopacromo obtidas no teste de inibicdo da tirosinase por
espectroscopia no UV-Vis com deteccdo por reflexdo difusa para os cremes. (concluséo)

IC-17-C (creme com solugdo filtrada de extrato de cascas de tronco de S. terebinthifolius)
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