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“- Quem estara nas trincheiras ao teu lado?
- E isso importa?

- Mais que a propria guerra.”
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RESUMO GERAL

Produtores rurais, cooperativas agricolas e até as industrias alimenticias, farmacéuticas e
cosméticas tém buscado solugdes para reutilizar residuos de frutos de forma a aproveitar
0s compostos bioativos. Na familia Annonaceae a comercializacdo da atemoia destaca-
se por representar 54% das vendas. A atemoia é um fruto hibrido (Annona squamosa L
x Annona cherimola Mill) que apresenta propriedades organolépticas, fitoquimicas e
farmacologicas relevantes. Geralmente o fruto é descartado quando ndo atende 0s
padroes de uniformidade da cor, tamanho e formato exigidos na comercializacdo
alimenticia. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é caracterizar extratos da casca de
atemoia e em seguida desenvolver uma emulsdo tendo a casca da atemoia como uma
das matérias primas. Na cosmetologia, quando o produto possui propriedade
subterapéutica este é classificado como cosmecéutico. E crescente o interesse mundial
no uso de matérias-primas naturais em cosmecéuticos, por isso, concomitante ao
desenvolvimento de formulages, as concentragdes de todos 0os componentes devem ser
avaliadas em testes de estabilidade fisica, quimica e microbioldgica. Resultados: Os
compostos fendlicos totais nos extratos foram 144mg EAG 100g™ e 153,6 mg EAG
100g! para os extratos a 50:50 e 70:30 respectivamente. os minerais foram K e Fe. No
antibiograma de disco e concentracdo minima bactericida (CMB) por microdiluicdo e
por microgota os extratos tiveram CMB de 25mg.mL™ para Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. O fator de protecédo solar (FPS) foi melhor nas
maiores concentracBes. A atividade anti-inflamatéria avaliada pela inibicdo de
fosfolipases, foi mais efetiva nas maiores concentracfes de extrato, enquanto que na
hemolise térmica as menores concentracdes exerceram maior efeito protetor sobre a
membrana dos eritrocitos. Quando incorporados nas emulsdes, 0s extratos, nas
concentracdes de 2%, 5% e 10% apresentaram estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica com pH 5,8 e densidade 1,2g mL. O FPS reduziu quando comparado
ao extrato bruto. O potencial antimicrobiano ndo se manteve sobre S. aureus mas
persistiu sobre P. aeruginosa. As emulsbes também apresentaram permeacgao
transmembrana significativa com 10% de extrato. E por fim, tiveram bons resultados na
analise sensorial, obtendo uma intencdo de compra em 80% dos entrevistados.
Consideracdes Finais: As atividades avaliadas no presente trabalho sugerem possiveis
aplicacdes destes compostos na industria cosmecéutica e/ou farmacéutica, assim como
de outros extratos vegetais que apresentem composicdo quimica semelhante. Desta
forma, o desenvolvimento de uma emulsdo cosmecéutica podera contribuir
economicamente com o ciclo de producdo agricola, além de resultar em beneficios ao
consumidor do produto em relacdo aos cuidados com a pele e salde.

Palavras-chave: Fotoprotecdo. Compostos fenolicos. Residuos de frutos. Annona.
Cosmecéuticos



ABSTRACT

Rural producers, agricultural cooperatives and even the food, pharmaceutical and
cosmetic industries have been looking for solutions to reuse fruit residues in order to
take advantage of bioactive compounds. In the Annonaceae family, the
commercialization of atemoia stands out for representing 54% of sales. Atemoia is a
hybrid fruit (Annona squamosa L Xx Annona cherimola Mill) that has relevant
organoleptic, phytochemical and pharmacological properties. Generally, the fruit is
discarded when it does not meet the standards of uniformity of color, size and shape
required in food marketing. In this context, the objective of this work is to characterize
extracts from the atemoia bark and then develop an emulsion with the atemoia bark as
one of the raw materials. In cosmetology, when the product has subtherapeutic
properties, it is classified as cosmeceutical. The worldwide interest in the use of natural
raw materials in cosmeceuticals is growing, therefore, concomitant with the
development of formulations, the concentrations of all components must be evaluated in
tests of physical, chemical and microbiological stability. Results: The total phenolic
compounds in the extracts were 144mg EAG 100g-1 and 153.6 mg EAG 100g-1 for the
extracts at 50:50 and 70:30 respectively. The minerals were K and Fe. In the disk
antibiogram and minimum bactericidal concentration (CMB) by microdilution and by
micro drop, the extracts had CMB of 25mg.mL-1 for Staphylococcus aureus, S.
epidermidis and Pseudomonas aeruginosa. The sun protection factor (SPF) was better
at higher concentrations. The anti-inflammatory activity evaluated by the inhibition of
phospholipases, was more effective in the highest concentrations of extract, while in
thermal hemolysis the lowest concentrations exerted a greater protective effect on the
erythrocyte membrane. When incorporated into the emulsions, the extracts, at
concentrations of 2%, 5% and 10%, showed physical-chemical and microbiological
stability with pH 5.8 and density 1.2g mL-1. The SPF decreased when compared to the
crude extract. The antimicrobial potential was not maintained on S. aureus but persisted
on P. aeruginosa. The emulsions also showed significant transmembrane permeation
with 10% extract. And finally, they had good results in the sensorial analysis, obtaining
a purchase intention in 80% of the interviewees. Final Considerations: The activities
evaluated in the present work suggest possible applications of these compounds in the
cosmeceutical and / or pharmaceutical industry, as well as other plant extracts with
similar chemical composition. In this way, the development of a cosmeceutical
emulsion can contribute economically to the agricultural production cycle, in addition to
resulting in benefits to the consumer of the product in relation to skin care and health.

Keywords: Photoprotection. Phenolic compounds. Fruit residues. Annona.
Cosmeceuticals
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APRESENTACAO

Esta tese estd dividida em capitulos: No primeiro capitulo constam a Introducdo,
Objetivos, Referencial tedrico e as Consideragdes finais. No segundo capitulo constam
os resultados desta tese que estdo apresentados sob a forma de artigos. Cada artigo esta
estruturado de acordo com as normas das revistas cientificas escolhidas para a
submissdo dos mesmos. O primeiro aborda as propriedades dos extratos etandlicos da
casca de atemoia e 0 segundo as propriedades de emulsbes contendo 2%, 5% e 10%

destes extratos.



CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As industrias alimenticias, farmacéuticas e cosmeéticas tém buscado solugdes
para reutilizar residuos de frutos de forma a aproveitar os compostos bioativos. Para
tanto, é necessario o estudo da composicdo das fracdes menos aproveitadas como a
casca, semente e polpa de frutos que ndo atendem os padrdes de uniformidade da cor,
tamanho e formato exigidos na comercializacdo. Quando estes residuos apresentam um

valor agregado passam a ser denominados coprodutos.

Sob o ponto de vista do ciclo de producdo agricola, os grandes centros
comerciais sdo abastecidos por cooperativas sustentadas pela agricultura familiar. Desta
forma, complementar o faturamento com uma fonte de renda obtida a partir de uma

matéria-prima que seria residuo representa uma alternativa econdmica interessante.

Dentre os frutos, a atemoia, um fruto hibrido (Annona squamosa L x Annona
cherimola Mill) que pertence & familia Annonaceae, pode apresentar interesse comercial
devido a suas propriedades organolépticas, fitoquimicas e farmacoldgicas. A expansao
de seu cultivo ocorreu em Séo Paulo, Minas Gerais, Parana atingindo também zonas
semiaridas da Bahia, Pernambuco e Alagoas. Seu consumo € in natura, em sucos,
sorvetes ou geleias, portanto a aparéncia é importante na comercializagdo. Os residuos
sdo gerados a partir da selecdo feita pelos produtores, e do processamento para a
obteng&o de polpas e producdo de sorvetes e geleias, no entanto, poderiam ser fonte de

compostos bioativos utilizados na industria.

Apesar de ndo ter dados sobre a porcentagem de perdas na producdo e
comercializacdo deste fruto, sabe-se que defeitos na casca, danos mecénicos pela
compressdo durante armazenamento ou transporte, rompimento da casca desencadeiam
desvalorizacéo e descarte do fruto. Uma forma de compensar estas perdas seria através

do reaproveitamento destes frutos. A casca da atemoia representa 28% de seu volume



(DA CRUZ et al., 2013), logo, o estudo de seus extratos ou moléculas isoladas poderia

contribuir para o desenvolvimento de matérias-primas para novos produtos.

Seus metabolitos secundarios apresentam fitoconstituintes com propriedades que
permitem a exploragdo em um dos setores que tem crescimento exponencial: a

cosmetologia.

Desta forma, a justificativa para uso de coprodutos de frutos obtidos a partir da
casca da atemoia é atribuida aos beneficios cosmecéuticos relacionados aos seus
constituintes e as suas propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, fotoprotetora e
antimicrobiana com vistas ao desenvolvimento de uma nova alternativa econdmica para
0s produtores que descartam os frutos além de promover uma redugdo no impacto

ambiental.

2 OBJETIVOS

Obijetivo geral:

Resgatar os frutos impréprios para a comercializacdo e propor uma nova
alternativa econdmica para estes produtos que seriam descartados através do
desenvolvimento de uma formulacdo cosmecéutica que pode contribuir com a saide da

pele.
Obijetivos especificos:

v" Reduzir o impacto ambiental com o destino consciente e produtivo
economicamente dos residuos obtidos a partir dos coprodutos de atemoia e de
frutos reprovados para comercializagao.

v" Realizar extracdo rapida de compostos bioativos, eficiente e de baixo custo com

a maceracao e ultrassom usando solventes de baixa toxicidade.

Determinar os compostos fendlicos totais.

Avaliar o potencial antimicrobiano.

Determinar a composi¢do mineral.

AR NERNEEN

Avaliar o potencial anti-inflamatorio in vitro (efeito do extrato sobre a Atividade

Fosfolipasica).



v Avaliar a estabilidade da membrana celular através da hemdlise térmica para
prospeccdo da atividade anti-inflamatoria.

v Desenvolver uma pré-formulacdo que sera uma emulsdo com o extrato de casca
de atemoia

v" Realizar andlises de estabilidade preliminar

v" Avaliar o FPS espectrofotométrico, nos comprimentos de onda de UVB, dos
extratos e emulséo.

v Avaliar a permeacédo transmembrana

v Realizar a analise sensorial e intencdo de compra da formulacéo.

3 REFERENCIAL TEORICO

A atemoia € derivada do cruzamento interespecifico de um fruto tropical, fruta-
do-conde ou pinha (Annona squamosa L) e um subtropical, cherimoia (Annona
cherimola Mill) (Figura 1).

Figura 1. Atemoias (Annona squamosa L x Annona cherimola Mill) que seriam
descartadas

Fonte: Do autor (2018)

A polinizagéo natural é feita por insetos nitidulideos mas, em regides onde este
inseto é escasso, a polinizacao artificial com bombinhas ou pinceis garante a melhora da
producédo da atemoia. A colheita ocorre entre 6 e 7 meses apds a poda e estende-se de 30
a 40 dias com a polinizacao artificial. Existem os cultivares: Gefner, African pride,

Bradley, PR3, QAS e Thompson que diferenciam-se quanto a produtividade.



As anonaceas da espécie Annona cherimola sdo cultivadas na Austrélia, Chile,
Espanha, Estados Unidos, Nova Zelandia e Israel; a espécie Annona squamosa €
cultivada na Tailandia, Filipinas, Brasil, Cuba e india (SAO JOSE et al., 2014). No
Brasil a producdo de atemoia destaca-se nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia

e Parand (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo geogréafica das espécies da familia Annonaceae
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Fonte:http://www.tropicos.org/NamePrint.aspx?nameid=42000007 &tab=maps<Acesso em
jun/2020>.

A comercializagdo das Annonaceae concentra-se na CEAGESP (Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo) com 61% e CEASA (Central Estadual de
Abastecimento) no Rio de Janeiro com 29%. A principal anonacea comercializada € a
atemoia (54%), seguida pela pinha (41%) e graviola (5%). Em 2017 a produgéo
nacional de atemoia atingiu 4840 toneladas sendo 2279 toneladas em SP, 2205
toneladas em MG e 186 toneladas na BA. Em Minas gerais destacam-se 0s municipios
de Paraisopolis, Turvolandia e Jaiba com 25%, 22,6% e 18,7% da producdo,
respectivamente. O valor estimado da producdo nacional foi de 21 milhdes de reais
(IBGE, 2017).

Os compostos fitoquimicos da atemoia que se destacam sdo compostos
fendlicos, alcaloides, taninos, a-tocoferol e y-tocoferol e acidos graxos insaturados


http://www.tropicos.org/NamePrint.aspx?nameid=42000007&tab=maps

como o oleico e linoleico (MORAES, 2016). Estes compostos sdo responsaveis pelas
diversas atividades bioldgicas como antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria,

por isso, € relevante explorar seus potenciais para fins cosmecéuticos.

3.1 Propriedades Farmacologicas atribuidas a atemoia

No ambito terapéutico, devido as diversas propriedades da atemoia, foi avaliado
o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério em camundongos usando extrato etandélico
de atemoia (SILVA, 2016). Foram identificadas propriedades antimicrobianas dos
extratos etanolico dos talos e metandlico das folhas contra cepas de Bacillus cereus,
Klebsiella ~ pneumoniae,  Staphylococcus  aureusresistente a  meticilina
(MRSA), Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (RABELO et al., 2014).
Outro estudo com o extrato da casca da atemoia mostrou a inibi¢cdo do crescimento de
E. coli e S. aureus (MORAES, 2016). A acdo antiangiogénica foi atribuida ao extrato
etanolico das sementes de atemoia correspondendo assim a um importante adjuvante na

terapia anticancer (Yl et al., 2014).

Em uma revisdo da espécie Annona squamosa, o extrato das folhas da atemoeira
regulou o hipertireoidismo induzido em ratos (PANDA et al., 2007), o extrato da raiz
apresentou atividade antidiabética (MOHD et al., 2009); foi também relatada atividade
relaxante vascular desencadeada pelo ciclosquamosin B isolado da semente da Annona
squamosa (MORITA et al., 2006) e atividade antitlcera (YADAV et al., 2011) sendo

todas estas caracteristicas supracitadas atribuidas a alguns de seus fitoconstituintes.

Pereanez e colaboradores (2011) mostraram o ancoramento de alguns
metabolitos secundarios vegetais (&cido cafeico, galico, felurico, propilgalato e
epigalocatequina galato) na estrutura de uma fosfolipase A, (PLA2) (Figura 3). Esta
interacdo pode estar relacionada aos efeitos anti-inflamatorios dos frutos que contém

estes acidos fenolicos e seus derivados.



Figura 3. Ancoramento dos compostos fendlicos na PLA; isolada da peconha de
Crotalus durissus terrificus.
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Epigalocatequina galato. F. Ligacdo de célcio entre estes compostos com a PLA » do complexo
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componentes estruturais foram construidos no ChemSketch 12.0, um software da ACD/Labs,
disponivel em <htpp:acdlabs.com/download/chemsketch/download.htmi>



Fonte: Pereanez et al. (2011)

3.2 Fitoquimica das espécies Annona squamosa, A. cherimola e do hibrido atemoia

Estudos fitoquimicos mostram que os frutos do género Annona contém
consideravel quantidade de compostos fenolicos totais (CFT) (BARRECA et al., 2011;
GARCIA-SALAS et al., 2015; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008). Estudos
cientificos tem apresentado o isolamento de um grande numero de acetogeninas
(ACGSs), uma classe de policetideos naturais especificos a familia anonacea que pode
apresentar inimeras atividades bioldgicas como citotdxica, imunossupressora, pesticida,

antiparasitaria e antimicrobiana.

Das sementes de atemoia foram isoladas as acetogeninas artemoina-A + B + C +
D, 12,15-cis-squamostatina-D e 12,15-cis-squamostatina-A (CHANG et al., 1999),
annotemoina-1, annotemoina-2, annonisina (ZAFRA-POLO et al, 1998),
atemotetrolina, buladecina (DURET; HOCQUEMILLER; CAVE, 1998), atemoiacina B
(CHEN; YAO; WU et al., 1995), atemoiacina-E (WU et al., 2001), e da raiz a
acetogenina atemoiacina-C (WU et al., 1999). Numa revisdo sobre os componentes
fitoquimicos da Annona squamosa foram encontrados nas sementes a anonastina,
asimicina, squamocina, 6leos essenciais contendo B-farneseno, B-pireno, o-pireno,
limoneno e no fruto diterpenos tipo caurano, acido (-)-ent-caur-16-en-19-oico e acido
16a, 17-dihidroxi-ent-cauran-19-oico (VYAS et al.,, 2012), compostos estes com
diversas atividades bioldgicas.

Estudos de Verma e colaboradores (2011) mostraram que 0s constituintes
fitoquimicos da Annona cherimola foram alcaloides, flavonoides, glicosideos,
saponinas, taninos, carboidratos, proteinas, compostos fendlicos, fitoesterdis e
aminoacidos. Do caule e sementes da Annona cherimola foram isolados quatro ligninas
e seis cauranos: (+)-epi-siringaresinol, annocherino-A (16p-hidroxi-17,19-diacetoxi-ent-
caurano), (+)-siringaresinol, (+)-dia-siringaresinol, liriodendrino[(+)-siringaresinol-di-
O-B-D-glucopiranosideo], Acido 16a-hidro-17-acetoxi-ent-caurano-19-oico, 16B-hidro-
17-hidroxi-ent-cauran-19-al, 160-hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-al, Acido 16B-hidro-



17-hidroxi-ent-cauran-19-oico e Acido  160-hidro-17-hidroxi-ent-cauran-19-oico
(CHEN et al, 1998) também do caule foram isolados 4 alcaloides annocherine A,
annocherine B, cherianoine e romucosine H (CHEN et al., 2001). Enquanto que no 6leo
essencial dos frutos, 0s monoterpenos representam os constituintes principais (55,98%)
e 0s sesquiterpenos estdo presentes na propor¢do de 16%, sendo este Gleo essencial
ativo contra Staphyloccocus aureus e Pseudomonas mirabilis (RIOS et al., 2003).

Nas folhas de atemoeira foram identificados através de uma série de métodos
espectrofotométricos (MS e RMN) sete alcaloides: incluindo duas aporfinas (anonaina e
asimilobina), trés oxoaporfinas (lanuginosina, liriodenina e lisicamina) e duas
propanofinas (prontidifera e estefarina) (RABELO et al., 2014).

Além disso, do extrato etandlico obtido das cascas do caule da Annona foetida
foram isolados alcaloides que apresentaram atividade antipromastigota em Leishmania
braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. donovani e atividade anti-tripanossoma
(QUEIROZ et al., 1996; COSTA et al., 2006, 2011).

Ha poucos estudos sobre analise fitoquimica da casca do fruto. Moraes (2016)
mostrou que o extrato etandlico (50:50 m/m) da casca de atemoia apresentou teor de
CFT variando de 73 a 111 mg GAEY/100g peso seco (p.s), elevada capacidade
antioxidante, além de apresentar um eficiente controle do Bacillus cereus e inibir o
crescimento da Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Esses resultados destacam o
potencial bioativo dos frutos das anonaceas, inclusive da atemoia e incentivam o
aproveitamento dos coprodutos do fruto na aplicacdo em inddstrias alimenticias,
cosméticas e farmacéuticas (Figura 4). O conteudo de compostos fendlicos da casca

apresenta-se maior quando comparado as outras por¢oes do fruto.

L GAE: Acido Galico Equivalente



Figura 4. Compostos bioativos presentes nas porc¢des da fruta Annona chemirola Mill x
Annona squamosa L (Atemoia)
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Fonte: Cruz et al. (2013); Moraes (2016)

A extensdo qualitativa e quantitativa das biomoléculas e micronutrientes do fruto
agregam as caracteristicas organolépticas e nutricionais, caracterizando um estimulo ao
consumo e uso como cosmético. Por isso, € importante explorar os potenciais
antioxidante, fotoprotetor, antibacteriano e anti-inflamatorio da casca da atemoia através

do desenvolvimento de uma pre-formulacdo cosmecéutica.
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3.3 Formulacdes fitocosméticas

Produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC), sdo preparacoes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do
corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-
los, perfumé-los, alterar sua aparéncia, corrigir odores corporais, protegé-los e/ou
manté-los em bom estado (ANVISA, 2004). Entretanto, no que tange 0s cosmecéuticos,
o termo ndo é aplicado aos mesmos produtos universalmente (por exemplo, o protetor
solar é considerado um medicamento de venda livre na América do Norte, mas um
cosmecéutico na Europa), ¢ o termo “cosmecéutico” ndo ¢ reconhecido pelo FDA (Food
and Drug Administration) dos EUA. A categorizacao e a regulamentacio dependerado de
como as declaracdes de produtos sao apresentadas ao publico. Trata-se de um cosmético

com propriedades subterapéuticas (RIVERS et al., 2008).

Os cosméticos sdo apresentados em formulacGes sélidas, semissélidas ou
liquidas cujo principio ativo é incorporado a um veiculo classificado como emulsbes
agua/dleo (A/O) ou (O/A) oleo/agua, logcdes e géis (Farmacopeia Brasileira, 2019;
FLOR; DAVOLOS; CORREA et al., 2007). Os principais constituintes séo a base
emulsionante, autoemulsionante, conservantes, antioxidantes e componentes que
contribuam com uma textura e odor agradavel quando aplicado a pele e seus anexos. O
agente emulsificante pode perder suas caracteristicas quando sofre reacdes de
oxirreducdo ou decomposicao, liberando acidos graxos de cadeia curta que podem, por
exemplo reduzir o pH do meio. Quando as emulsdo sdo expostas ao sol, a radiagdo UV
catalisa reacdes de descarboxilagdo produzindo CO2 que em contato com a agua
produzira HCO3 reduzindo o pH e consequentemente levando a protonagdo do
carboxilato dos agentes emulsificante, desestabilizando a emulsdo (CALVO et al.,
2020).

A pele é um habitat para diferentes bactérias hospedeiras que a protegem.
Variagdes em fatores hormonais, nutricionais, pH, temperatura, umidade, suor e
conteddo de sebo, podem promover um desequilibrio neste ecossistema e desencadear
infeccbes. A flora microbiana que parece levar a patogénese da acne inclui:
Pseudomonas acnes, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus, Enterobacter, etc., (KUMAR et al., 2016).
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Alguns fatores estdo implicados na patogénese da acne, todos profundamente
inter-relacionados sendo estes a producdo de sebo pelas glandulas sebaceas;
hiperqueratinizacdo folicular; colonizacao bacteriana do foliculo e por fim, a liberacao
de mediadores da inflamacdo no foliculo e derme adjacente (WALTON; WYATT;
CUNLIFFE, 1988) desta forma, cosmecéuticos que apresentarem atividade
antibacteriana as cepas que colonizam o foliculo podem contribuir para o tratamento da

acne.

E crescente o interesse mundial no uso de ingredientes naturais em cosméticos
(LEUNG; FOSTER, 2003), por isso, concomitante ao desenvolvimento de formulagdes,
as concentracdes de todos os constituintes e dos compostos fitoquimicos devem ser
avaliadas em testes de estabilidade fisica, quimica e microbioldgica. A analise sensorial
¢ uma medida complementar que mensura em uma escala hed6énica a aceitabilidade do

consumidor pelo produto e sua intencdo de compra (CHORILLI et al., 2009).

No contexto dos cosméticos, 0s protetores solares sdo definidos como
preparacdes cosméticas que protegem a pele contra a radiacdo ultravioleta B (UVB -
290-320 nm) e A (UVA - 320-400 nm). A fotoprotecdo envolve fatores primarios e
secundarios. Os fatores primarios sdo protetores solares; isso inclui barreiras fisicas que
refletem e dispersam a luz e barreiras quimicas que absorvem a luz. Os fatores
secundarios incluem antioxidantes, osmolitos (pequenas moléculas que estabilizam a
célula em condicdes estressantes, regulando a hidratagdo como a taurina) e enzimas de
reparo do DNA, que ajudam a limitar os danos a pele, perturbando a cascata
fotoquimica que ocorre com a luz solar UV (CAMPOS et al., 2019; RAI;
SHANMUGA,; SRINIVA, 2012).

Quando uma ligacdo quimica é formada, se forma um orbital ligante e anti-
ligante. Quando uma molécula recebe energia UV os elétrons de orbitais ligantes
passam para os orbitais anti-ligantes. Quando este fornecimento de energia termina 0s
elétrons saem do orbital anti-ligante e retornam para o orbital ligante. O estado excitado
é quando os elétrons estdo no orbital anti-ligante. Desta forma, a absorgéo de energia
UV pelos filtros solares quimicos a transforma em uma energia menos danosa (PAVIA
etal., 2015).

Os fotoprotetores sdo constituidos por principios ativos classificados como

filtros fisicos ou quimicos. Os filtros fisicos, sdo moléculas inorganicas como o oxido
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de zinco e dioxido de titdnio. O mecanismo destes filtros consiste basicamente na
reflexdo e a disperséo da luz UVA e UVB. As propriedades refletivas determinam a
eficacia dos filtros solares. Essas propriedades incluem o indice refletivo, o tamanho das
particulas, a espessura do filme e a dispersdo da base. Quanto maior o indice refletivo,
melhor o filtro UV (CAMPOS et al., 2019; HEURUNG; RAJU; WARSHAW, 2014).

Por outro lado, os filtros quimicos sdo compostos orgénicos que absorvem
principalmente a radiacdo UVB e dissipam a energia como calor ou luz. Estes
compostos incluem: inoxato, dioxibenzona, ensulizol, homosalato, meradima,
octinoxato, octilato, octocrileno, padimate, sulisobenzona, oxibenzona e
avobenzona, geralmente formulados em vérias combinacdes (CAMPOS et al., 2019;
SAUCEDO; VALLEJO; GIMENEZ, 2020) (Figura 5).
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Figura 5. Compostos utilizados nas principais associa¢fes de fotoprotetores quimicos
comercializados no Brasil.
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O mecanismo de acao dos filtros quimicos é baseado em sua estrutura quimica,
envolvendo um composto aromatico conjugado com a carbonila (C=0) permitindo que
os raios UV de alta energia sejam absorvidos, fazendo com que a molécula esteja em
um estado excitado. A medida que a molécula retorna ao estado fundamental, ela libera
a energia mais baixa de comprimentos de onda mais longos (CAMPOS et al., 2019;
HEURUNG; RAJU; WARSHAW, 2014).

O 2-etil-hexil-p-metoxicinamato de octila (MOC) é um filtro solar quimico com
concentracdo maxima de 10% nas formulacBes. Absorve efetivamente a radiacdo UVB.
E um liquido amarelo claro, inodoro, solivel em etanol e alcool isopropilico, dleo
mineral, insolivel em agua, glicerina e propilenoglicol. Apresenta Absmax na faixa 289 a
311nm em etanol ou dleo mineral com absortividade molar de Eszonm 23300 mol™t.cm™
(Fig 5). Apresenta estabilidade se armazenado em recipiente metélico revestido ou de
fibra e protegido da luz (CAMPOS et al., 2019; FLOR et al., 2007; LOPES; DA CRUZ,
DE ALELUIA BATISTA, 2015).

A 2-hidroxi-4-metdxi-benzofenona ou oxibenzona é outro filtro solar quimico
com concentracio maxima de 6% nas formulacdes. E um p6 de cor creme, possui leve
odor caracteristico, solivel em acetato de etila, etanol, alcool isopropilico, acetona e
insoltvel em &gua e propilenoglicol. Apresenta pico de Absorcdo méaxima na faixa de
288-289nm em etanol e absortividade molar de Ezss-32090m 14000 mol™t.cm™? (Figura 6a).
Apresenta estabilidade se armazenado em recipiente fechado em area seca e fria,
protegido de fontes de calor (CAMPOS et al., 2019; FLOR et al., 2007; LOPES; DA
CRUZ; DE ALELUIA BATISTA, 2015).
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Figura 6. Fendmeno de Ressonancia de elétrons na estrutura da oxibenzona (a) e
antranilatos (b)
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Fonte: Lopes; da Cruz; de Aleluia Batista (2015)

O metilantranilato ou 2-aminobenzoato de metila (IUPAC) pertence a classe dos
Antranilatos, com formula molecular CgHgoO2. Apresenta-se liquido a temperatura
ambiente. Possui massa molar de 151,16 g.mol™* (Figura 6b). E um filtro UVA,
lipofilico, sendo usado nas formulagdes com concentracdo entre 3,5 e 5% (CAMPOS et
al., 2019; FLOR et al., 2007; LOPES; DA CRUZ; DE ALELUIA BATISTA, 2015).

A andlise do espectro de absor¢do de uma solucdo contendo Benzofenona,
Metoxicinamato de octila, Metilantranilato e compostos fendlicos pode indicar o quanto

estes compostos contribuem com a fotoprotecéao de fitocosméticos (Figura 7).
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Figura 7. Moléculas representativas de diferentes classes de metabolitos secundarios
com atividade antioxidante e/ou fotoprotetora
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Os compostos fendlicos possuem semelhanga estrutural aos filtros quimicos,
apresentando um nucleo comum fundamental benzopirano ou cromano ligado ao anel
aromatico caracterizado pelo esqueleto de carbono Ce-C3-Cs (MUNHOZ et al., 2012)
(Figura 8). Os flavonoides, quando dispersos em etanol, apresentam dois picos de
absorcdo sendo um entre 240-280nm e o outro entre 300-550nm, mostrando uma
possivel absorcdo da radiacdo UV, cujo comprimento de onda estd compreendido entre
290-320 (UVB) e 320-400 (UVA) (BOBIN; RAYMOND; MARTINI, 1994). Este
mecanismo sugere um potencial fotoprotetor para a casca de atemoia por ser rica em

compostos fenolicos.

Figura 8. Estrutura de Ressonancia da Luteina

Fonte: Kontogianni et al (2013)

A ligagdo de hidrogénio interna (Fig 6 e 8) cria uma carga positiva no oxigénio
da carbonila e faz a conjugacdo aumentar pois os pares de elétrons, com nivel
energético mais alto devido a esta ligacdo saem do orbital ligante para o anti-ligante
mais facilmente. Desta forma, pelo fato do estado fundamental tanto dos filtros
quimicos quantos dos metabodlitos secundarios estar mais alto, os elétrons ja estdo
dispostos a se movimentarem com mais facilidade do ligante para o anti-ligante. Assim,
0 GAP de energia do estado fundamental e do estado excitado diminui, envolvendo a

liberacdo de uma energia menos danosa (PAVIA et al., 2015).

Para a determinacdo do FPS (Fator de protecéo solar), € preconizado, no Brasil,
de acordo com a resolugdo RDC n° 237/02 de 22 de agosto de 2002 (Brasil, 2002) a
utilizacdo de metodologia in vivo, empregando voluntarios sadios com diferentes tipos

de pele (Figura 9). A determinacdo do FPS avalia a capacidade dos filtros solares para a
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por¢do UVB do espectro eletromagnético. Como o UVB é o responsavel por causar
eritema na pele, um filtro bastante eficaz é aquele que é capaz de proteger a pele

exposta contra a queimadura solar (NOBILE et al, 2016).

DME pele protegida
DME pele desprotegida

FPS =

DME: Dose minima da radiacdo capaz de formar o eritema minimo

Figura 9. Avaliacdo da dose minima de eritema in vivo
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Legenda: O valor de FPS consiste na razdo entre o tempo de exposi¢do a radiacdo ultravioleta
necessario para produzir eritema na pele protegida pelo protetor solar e o tempo, para 0 mesmo
efeito, com a pele desprotegida com um fotoprotetor fisico e/ou quimico em diferentes
concentracdes. (a) Esquematizacdo dos gabaritos para aplicacdo das amostras com e sem filtro
solar. (b) Fotografia da epiderme com eritema apds determinado periodo de tempo e a reacdo

eritematosa.
Fonte: Nobile et al (2016)

Mansur e colaboradores (1986) correlacionaram a determinacdo do FPS em
seres Vivos e por espectrofotometria. Para a obtencdo do FPS espectrofotometricamente

é utilizada a seguinte equacéo:
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FPS = FC. £322EE(). I(2). Abs(2)

Onde:
FPS= Fator de Protecdo Espectrofotométrico
FC = Fator de correcdo = 10 referente a um FPS 4

£3z0 = Somatdrio

EE (M= Efeito eritemogénico da radiagdo de A em nm de acordo com a tabela de
Mansur

I(A)= Intensidade da radiagdo solar no A em nm

Abs(L)= Leitura espectrofotométrica da Absorbancia dos extratos e controles no A em
nm.

A proposta do método in vitro é ser uma ferramenta Util, pois pode ser utilizado
como um pré-teste para a determinacdo do FPS, no processo de desenvolvimento de
pré-formulag6es fotoprotetoras, sendo uma metodologia simples, de rapida execucgéo, de

baixo custo e com pequeno desvio padrao nos resultados.

Um aspecto importante nos cosmecéuticos é seu potencial antioxidante para

prevencdo do envelhecimento e de doencas além do potencial anti-inflamatoério.

Os anti-inflamatérios topicos podem ser esteroides (AIE) como hidrocortisona,
dexametasona e betametasona ou ndo-esteroidais (AINE) como o diclofenaco e
piroxicam. Os AIES e AINEs tdpicos, ao agirem diretamente no local da aplicacéo,
mantém niveis séricos baixos e sdo seguros com relacdo aos efeitos adversos sistémicos
(RANG et al, 2016). J& o carater antibacteriano de extratos incorporados aos
cosmecéuticos podem apresentar propriedades antissépticas para a epiderme, no

controle da acne ou ainda contribuir para a estabilidade microbiologica da formulagéo.

Outra classe importante de componentes presentes nos cosméticos e que
apresenta um sinergismo com as caracteristicas hidratantes, anti-inflamatéria e
antioxidante dos cosmecéuticos sdo os minerais (Tabela 1). Estudos experimentais
demonstraram que esses oligoelementos estimulam a migragdo dos queratindcitos,
podendo colaborar na renovacao celular e regeneracao de tecidos (CHEBASSIER et al,
2004).
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Tabela 1 Efeitos biologicos e terapéuticos de alguns minerais

Mineral Efeitos biologicos / Usos terapéuticos

Aluminio Dermatite aguda

Boro Renovacao celular, cicatrizacdo de feridas

Célcio Regulacdo do crescimento de células epidérmicas e acdo anti-
inflamatoria

Cobre Acdo antioxidante, recuperacdo de barreira cutanea

Enxofre Anti-inflamatério, antimicrobiano e antifangico

Magnésio Dermatite aguda e renovacao celular

Manganés Renovacdo celular, cicatrizacdo de feridas, recuperacdo de barreira
cuténea

Selénio Dermatite seborreia, tinea versicolor, acdo antioxidante, protecédo
contra UVB

Sadio Renovacéo celular

Zinco Acdo antioxidante, renovacdo celular, modulacdo da inflamacao

Fonte: Nunes, Miyuki Tamura (2012).

Por fim, com o propésito de organizar as metodologias para o estudo dos

extratos e no desenvolvimento da emulsdo com estes extratos, elas foram distribuidas
em analises quimicas, microbiolégicas e bioldgicas dos extratos. Em seguida, foi
desenvolvido uma pré-formulacdo em uma emulsdo ndo-ibnica cuja estabilidade
preliminar foi avaliada em diferentes parametros (Fig 10). Uma vez estavel, os ensaios
prosseguiram para determinar se nas concentracdes utilizadas as atividades
antimicrobiana e de fotoprotecdo se mantinham. Somado a isso, foi feito um
levantamento da permeacdo transmembrana da formulagéo para validar sua liberagéo in
vitro. Por fim, foi realizada a anélise sensorial e intencdo de compra do cosmecéutico

desenvolvido com o extrati da casca da atemoia (Fig 11).



Figura 10 Emulsdes com extrato de casca de atemoia

Amostras das emulsdes ndo-idnicas contendo extrato de casca de atemoia a 2%, 5% e 10%
respectivamente

Fonte: Do autor
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Figura 11. Organograma das metodologias
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Fonte: Do autor

4 CONSIDERACOES FINAIS

A cosmetologia € um mercado promissor e quando associado a fins
subterapéuticos pode contribuir para a melhora da satde da pele e seus anexos. Agregar
valor aos fitoconstituintes derivados de uma matéria-prima que seria descartada pode
ser uma alternativa de renda para 0s pequenos e grandes produtores de frutos tornando o
ciclo de producdo sustentavel.
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Ao comparar com outras partes do fruto, a casca da atemoia concentra a maior
parte de compostos fendlicos sendo fonte de compostos bioativos que apresentam
respostas anti-inflamatorias, antimicrobianas e de fotoprotecdo que merecem atencéo.
Diferente da casca do caule, sementes e folhas, ha poucas publicacdes sobre a casca
deste fruto (MORAES, 2016), logo este estudo pode contribuir para o entendimento de

mecanismos de metabdlitos secundarios no contexto cosmecéutico.
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RESUMO

Industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas tém buscado solugdes para reutilizar
residuos de frutos de forma a aproveitar os compostos bioativos. Na familia
Annonaceae a comercializacdo da atemoia destaca-se por representar 54% das vendas.
A atemoia € um fruto hibrido (Annona squamosa L x Annona cherimola Mill) que
apresenta propriedades organolépticas, fitoquimicas e farmacoldgicas relevantes.
Geralmente o fruto é descartado quando ndo atende os padrdes de uniformidade da cor,
tamanho e formato exigidos na comercializacdo alimenticia. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho € caracterizar extratos da casca de atemoia e em seguida desenvolver uma
emulsdo tendo a casca da atemoia como uma das matérias primas. Na cosmetologia,
quando o produto possui propriedade subterapéutica este é classificado como
cosmecéutico. E crescente o interesse mundial no uso de matérias-primas naturais em
cosmecéuticos, por isso, concomitante ao desenvolvimento de formulagOes, as
concentracdes de todos os componentes devem ser avaliadas em testes de estabilidade
fisica, quimica e microbioldgica. Resultados: Os compostos fendlicos totais nos extratos
foram 144mg EAG 100g? e 153,6 mg EAG 100g™ para os extratos a 50:50 e 70:30,
respectivamente. Os minerais foram K e Fe. Na atividade antimicrobiana por disco-
difusdo foi proporcional ao aumento da concentragdo e concentracdo minima bactericida
(CMB) por microdiluigdo e por microgota os extratos tiveram CMB de 25mg.mL™ para
Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. O fator de protecédo
solar (FPS) foi melhor nas maiores concentragbes. A atividade anti-inflamatdria
avaliada pela inibicdo de fosfolipases, foi mais efetiva nas maiores concentracfes de
extrato, enquanto que na hemdlise térmica as menores concentracdes exerceram maior
efeito protetor sobre a membrana dos eritrocitos. Desta forma, este estudo aponta para
perspectivas futuras sobre o entendimento dos mecanismos de acdo de alguns
compostos naturais, € o desenvolvimento de formas de aplicacdo topica destas
moléculas na manutencédo da salde da pele através da pesquisa dos compostos bioativos
presentes na casca de atemoia.
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1 INTRODUCAO

A agricultura familiar organizada em cooperativas pode adquirir
representatividade no mercado pela comercializacdo centralizada. Além disso, a
obtencdo de subsidios técnico-cientificos com o objetivo de tornar o ciclo de producéo
sustentavel através do reaproveitamento de coprodutos de frutos que seriam
descartados, configura ferramenta importante para diversificar a renda. Estudos
anteriores destacam que os coprodutos, como bagaco, sementes e cascas de frutos, que
foram reprovados na comercializacdo, poderiam servir de matéria-prima para o
desenvolvimento de cosméticos. Para tanto, € necessario fazer levantamentos dos
potenciais antioxidante, anti-inflamatdrio, antimicrobiano e até fotoprotetor. Dentre 0s

frutos, produzidos no Brasil e associados a grandes perdas, destaca-se a atemoia.

A atemoia €é derivada do cruzamento interespecifico de um fruto tropical, fruta-
do-conde ou pinha (Annona squamosa L) e um subtropical, cherimoia (Annona
cherimola Mill), pertence a familia Anonnaceae e apresenta propriedades
organolépticas, fitoquimicas e farmacol6gicas de grande interesse comercial. A casca
deste fruto chega a representar 30% de seu peso e possui compostos fendlicos e
minerais com propriedades fisiol6gicas importantes. Neste contexto, o objetivo no
presente trabalho foi obter extratos de casca de atemoia utilizando metodologia de baixo
custo e eficiente na extracdo de moléculas bioativas, além de avaliar algumas
propriedades cosmecéuticas, toxicidade e viabilidade de incorporacdo dos extratos em

formulacéo cosmeética.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos conduzidos estdo de acordo com as normas do Comité de Etica
em Pesquisa Humana (COEP da Universidade Federal de Lavras, Brasil) registrado com
CAAE numero 13100719.0.0000.5148. Os reagentes utilizados foram de qualidade
analitica e pertencentes as marcas Merck, Synth, Sigma Aldrich e Vetec. Os frutos
foram doados pela CASM (Cooperativa Agricola do Sul de Minas).
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2.1 Coleta e Identificacdo do material

A coleta ocorreu no municipio de Turvolandia, MG (Latitude: 21° 52' 32" S e
Longitude: 45° 47" 13" W) em 18 de junho de 2018 cujos lotes de frutos de Atemoia
eram destinados ao descarte. O material botanico foi identificado no herbario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, local onde se
encontra depositada uma exsicata da Atemoia Thompson sob registro ESAL 30248.

Aproximadamente 20kg do fruto foram higienizados com agua corrente e
triplice lavagem com etanol 70%, despolpados e as cascas foram secas a temperatura de
50°C/60h para atingir 25% de umidade. Posteriormente, o residuo foi triturado no
moinho TE-631 (Tecnal), congelado a -18°C e liofilizado, protegido da luz. O material
seco foi entdo, acondicionado a 4°C em frasco hermeticamente fechado, protegido da

luz até o momento da extrag&o.

2.2 Obtencao dos Extratos de casca de atemoia
A extracdo foi realizada com o solvente etanol, conforme metodologia descrita
por Kahkonen et al. (1999), com algumas adaptacdes de Moraes (2016).

Em um tubo Falcon de 15mL, foi pesado 1g do material liofilizado e adicionado
uma aliquota de 10 mL de solvente (solu¢do etandlica 50:50 ou 70:30, etanol:agua v/v).
Em seguida, os tubos foram sonicados em ultrassom por 30 min, macerados overnigth e
centrifugados a 1500 x G por 15 min. O sobrenadante foi coletado e o precipitado
extraido mais duas vezes com 5 mL de solvente nas condi¢Oes previamente descritas.
Os sobrenadantes coletados foram filtrados em papel tipo Watman n°1, submetidos a

evaporacao rotativa para retirada do etanol, congelados e posteriormente liofilizados.

2.3 Analises quimicas

2.3.1 Quantificacdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT)

O método de Folin-Denis foi utilizado para quantificacdo de compostos
fenolicos totais em vegetais. Este método descrito por Swain e Hillls (1959) baseia-se
na transferéncia de elétrons, em meio alcalino, de compostos fendlicos para complexos

de 4&cido fosfomolibdico (HsPMo012040)/ fosfotungstico (H3PW12040) formando
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complexos azuis que séo lidos espectrofotometricamente no comprimento de onda de
760nm. A reacdo ocorre em meio alcalino, em solucdo saturada de carbonato de sédio.
Para a curva analitica os padrdes de comparacdo utilizados foram o acido galico, a
catequina e a epicatequina (componentes majoritarios nos extratos) (MORAES, 2016),
com seis pontos equidistantes, todos avaliados em triplicata e com concentragio
variando entre 0,04 e 0,24ug.mL™,

2.3.2 Determinacdo da composicéo mineral

As amostras foram submetidas a uma digestdo nitroperclorica em blocos
digestores com controle de temperatura para quantificacdo dos minerais (Fe, Zn, Mn,
Cu, Ca, Mg, P, K e S). Colorimetria foi usada para quantificar P e S, fotometria de
chama foi usada para K e espectrofotometria de absorcdo atdmica foi usada para
determinar as quantidades de Ca, Mg, Cu, Mn, Zn e Fe. Os procedimentos utilizados

para analisar a composi¢do mineral foram descritos por Malavolta et al. (1997).

2.4 Analises Microbioldgicas

Para a avaliagdo bactericida in vitro dos extratos etandlicos da casca de atemoia
foram utilizados Staphylococcus aureus (GL 5674), S. epidermidis (ATCC12228), S.
pyogenes (ATCC 8668) e Pseudomonas aeruginosa (INCQS 0025). Foi realizado o
antibiograma por disco-difusdo. A determinacdo da concentragdo minima bactericida
(CMB) ocorreu através da microdiluicdo em caldo e para confirmacdo do resultado,

aplicou-se a técnica de microgota (CLSI, 2015).

2.4.1 Atividade antibacteriana por disco-difusdo dos extratos etandlicos sobre
bactérias

As culturas estoque foram armazenadas em meio de congelamento (glicerol, 15
mL; peptona bacterioldgica 0,5 g; extrato de levedura 0,3 g; NaCl 0,5 g; agua destilada
100 mL). As culturas estoque foram reativadas inoculando-se aliquotas de 100 puL em
tubos contendo 10 mL de caldo triptona de soja (TSB), com posterior incubacao a 37°C

por 24 horas. As suspensOes das culturas foram padronizadas em 1,5.108 UFC
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(Unidades formadoras de coldnias)mL™. Em seguida, cada cepa bacteriana foi replicada
em placa contendo TSA (Agar de triptona de soja), e estas permaneceram em estufa a
37°C por 24 horas. Apos esse periodo, as colonias foram transferidas, com auxilio de
alca bacteriologica, para tubos de vidro contendo caldo TSB até se obter uma diluicéo
padrdo utilizando como comparacgdo a escala McFarland de 1,5.108 UFC mL*(CLSI,
2015).

A atividade antibacteriana por disco-difusdo ocorreu com o espalhamento com
alca bacteriol6gica, de 200uL do caldo contendo as col6nias em placas contendo TSA.
Em seguida, discos de papel-filtro embebidos de 10 pL de cada extrato etanélico (50:50
e 70:30, etanol:agua, v/v) em diferentes concentragdes (10; 25; 50; 75; 100 e 200 pg pL
1Y e 10 pL do controle negativo (Cloranfenicol 0,1%) foram colocados sobre os meios.
As placas foram incubadas a 37°C por 24h e posteriormente foi realizada a leitura do
didmetro dos halos de inibicdo.

2.4.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB)
Para determinar a CMB (Concentracdo Minima Bactericida) dos extratos, foi
empregada a técnica de microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 pocos, conforme

descrita pelo CLSI (2015) com adaptagdes.

As solucbes dos extratos adicionadas nas microplacas foram preparadas
dissolvendo-se 1 g dos extratos em p6 (50:50 e 70:30, etanol:agua, v/v) em 0,5mL de
etanol e 4,5mL de caldo TSB, sendo a mistura homogeneizada em vortex. Tais solucgdes
foram diluidas nas placas sequencialmente nas seguintes concentragdes, 200; 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,125 ug mL*. Aliquotas de 100 pL das solugBes foram distribuidas nos
pocgos das microplacas e inoculadas com 10 pL das culturas padronizadas de S. aureus,
S. epidermidis, S. pyogenes e P. aeruginosa. As microplacas foram vedadas e incubadas
a 37°C por 24 horas. Os pogos sem turvacdo corresponderam aos tratamentos com
atividade inibitéria. O ensaio foi realizado em triplicata e os controles corresponderam
ao TSB+etanol; TSB+etanol+extrato 50:50; TSB+etanol+extrato 70:30 (negativos);

TSB+etanol+indculos das bactérias (positivos).
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Ap0s a verificagdo do crescimento/inibicdo nos pocos das placas, foi realizado o
plaqueamento (10 pL do conteudo de cada poco) em TSA, para determinacdo da CMB
pela técnica de microgotas, com incubacdo a 37°C por 24 horas. A CMB foi
determinada como aquela que, apos incubacdo, nao resultou em crescimento bacteriano
na microgota depositada na placa. O experimento foi realizado em triplicata ap6s o

crescimento bacteriano no ensaio anterior.

2.5 Determinacédo do FPS espectrofotométrico dos extratos da casca de atemoia

Para determinagdo do comprimento de onda maximo de absor¢do (Amax) € da
absorbancia méaxima (Absmax), 0s extratos etandlicos 50:50 e 70:30 nas concentracdes
de 50 a 100pug mL* foram submetidos a uma varredura entre os comprimentos de onda
de 290 e 400 nm verificando a absorcéo nas regides ultravioleta A e B (UVA e UVB).
O alcool etilico absoluto foi utilizado como branco. A benzofenona, metilantranilato e
metoxicinamato de octila, todos em etanol absoluto, na concentragdo de 2,5ug mL™,
foram utilizados como padrdes e o experimento realizado em triplicata (BOBIN;
RAYMOND; MARTINI, 1994). Os controles foram dispersos em etanol absoluto na
concentragéo de 2,5ug mL* de Benzofenona, Metilantranilato e Metoxinamato de octila
que possuem absor¢cdo em A max 288 e 328; 336; 311 nm, respectivamente. As
absorbancias obtidas foram aplicadas na equacdo determinada e descrita por Mansur e

colaboradores (1986), para as conversdes aos respectivos valores de FPS-UVB.

2.6 Prospeccéao da atividade anti-inflamatoria

2.6.1 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi avaliada em gel de agar conforme descrito por
Gutiérrez et al. (1988) com adaptagdes. O gel foi preparado em agar bacterioldgico 1%,
CaCl, 0,01 molL?, gema de ovo (fosfatidilcolina, fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina) 1:3 v/v, PBS (pH 7,4) e azida de sodio 0,005%, sendo o meio
vertido & temperatura de 45-50°C em placas de petri. Apos a polimerizagdo do gel, os
tratamentos foram aplicados, em volume final de 30 pL, em orificios de 0,5 cm de
diametro. Os geis contendo os tratamentos permaneceram na estufa a 37°C por 12 horas.

Como fonte de fosfolipases A, foi utilizada peconha de Bothrops moojeni, obtida
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comercialmente. A pegonha foi incubada previamente com os extratos etandlicos da
casca de atemoia, por 30 minutos a 37°C, nas propor¢des 1:0,01; 1:0,05; 1:0,1; 1:0,5;
1:1; 1:2; 1:25 e 1:5 (peconha:extrato; m:m). Os controles foram valerato de
betametasona em etanol, nas concentracdes de 0,1; 1 e 10 pg.uL™* com o objetivo de
inibir as PLA2s. A determinacdo da inibicdo da enzima foi realizada pela medida do
halo translicido formada no gel ao redor da aplicagdo das amostras, com o software
livre Imagel. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata, e em dois ensaios

independentes.

2.6.2 Atividade anti-inflamatéria complementar in vitro: Hemolise térmica

O ensaio de estabilizagdo da membrana das hemécias, através da inibicdo da
hemolise induzida pelo calor, foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Nkeh-Chungag e colaboradores (2015).

O sangue heparinizado foi centrifugado a 1500 x G por 5 min para separar 0
plasma das hemacias. Depois, foi preparada uma suspensdo de hemécias 2% (v/v,
mL:mL) em PBS, pH 7,4. Os tratamentos foram preparados em volume final de 200pL,
contendo diferentes concentracdes dos extratos etandlicos da casca de atemoia com
1300uL da suspensdo de hemaécias, e permaneceram incubados em microtubos, em
banho por 30 min a 37°C. Em seguida, foram incubados por mais 20 minutos a 54°C em
banho de aquecimento. Os incubados foram entdo centrifugados a 12000 x G por 5
minutos e avaliados em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 420 e 540nm.
Os controles foram submetidos as mesmas condi¢fes de incubacédo e centrifugagdo. O
controle positivo consistiu em 200 pL de agua destilada para induzir a hemdlise. Os

controles negativos foram realizados com 200 pL de PBS a 37°C e 37°+54°C.

Foi utilizado 200 pL de AINE (Acido acetil salicilico) e AIE (Acetato de
Hidrocortisona) 50pug pL™? para comparar o desempenho do efeito anti-inflamatorio

(inibigdo da hemolise térmica) com as amostras.
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Para o célculo da porcentagem de inibicdo da hemolise foi aplicada a equacéo:

;o Abs da Amostra - Abs do Controle com PBS
Atividade anti-inflamatéria =1 - x 100
Abs Controle 100% hemodlise - Abs do Controle com PBS

A subtragdo da Absorbancia do Controle com PBS teve o objetivo de excluir os

danos mecanicos sofridos durante a manipulacéo das amostras.

2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média de triplicatas + desvio padro.
Os dados foram avaliados estatisticamente por andlise de variancia, e as médias
comparadas usando o teste Scott Knott (p<0,05) com auxilio do programa estatistico (R
Core Team, 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Quantificacdo dos Compostos Fendlicos Totais

Determinados parametros, previamente descritos para a casca da atemoia como
os CFT 111,45 mg cae 100 g *?, capacidade antioxidante 314,98mmol Trolox/g p.s pelo
método ABTS e 3021,33 mmol Trolox/g p.s pelo método ORAC (MORAES, 2016),
corroboram os dados obtidos no presente trabalho, mesmo se tratando de frutos de

safras, anos e localizagdes geograficas diferentes (Tabela 1).
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Tabela 1: Compostos Fendlicos Totais (CFT) determinados na casca e extratos
etandlicos da casca de atemoia

Amostras CFT (mg EAG.100g 1)*  CFT (mg EC 100g™)** CFT (mg EEpic 100g)***
Extrato Bruto d_a 186,8 40,28 30,32
Casca de atemoia
ETOH: H;0, 50:50 144.0 68,00 54,16
ETOH: H.0, 70:30 153,6 73,76 58,76

Anélise quantitativa dos CFT dos extratos da casca de atemoia com a curva padrdo de Acido
Galico, Catequina e Epicatequina. Os resultados sdo apresentados como média de triplicatas +
desvio padrdo. * p <0,05

*EAG: Equivalente Acido Galico

**EC: Equivalente Catequina

***EEpic: Equivalente Epicatequina

Propriedades antioxidantes de compostos naturais que possuem diversas
atividades bioldgicas e moleculares podem colaborar para proteger a pele, reduzindo
processos inflamatorios, e a acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
promovendo assim, homogeneidade na pigmentacdo da pele, suavizacao e prevengao
de rugas além de proporcionar o aumento das propriedades de barreira da pele,
especialmente contra microorganismos patogénicos (VOLLMER; WEST; LEPHART,
2018). Desta forma, a presenca de fendlicos nos extratos de atemoia sdo fundamentais
na promocdo de efeitos desejaveis prospectados para formulacGes cosméticas ou

cosmecéuticas.

3.2 Determinacéo da composicdo mineral

Observando os dados da tabela 2, a alta concentracdo de ferro poderia
interferir no estado de oxidacdo da formulacdo porém, a rica composi¢do fenolica
presente nos extratos da casca de atemoia, confere a eles elevada acdo antioxidantes

(MORAES, 2016), promovendo equilibrio a formulagéo.
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Tabela 2: Composicdo mineral dos extratos etanolicos da casca de atemoia

Analito Concentracdo
Macronutrientes g Kg*
N 12,27
P 1,78
K 21,65
Ca 3,31
Mg 1,49
Micronutrientes mg Kg*
B 18,07
Cu 7,64
Mn 13,21
Zn 21,98
Fe 78,10
Na 0

Perfil mineral do extrato etandlico da casca de atemoia 50:50 e 70:30. Nao houve diferenca
entre as concentragcdes de macro e micronutrientes entre os extratos. Nao foi detectado sodio na
amostra analisada (0 mg/Kg). Os resultados sdo apresentados como média de triplicatas *
desvio padrdo. * p <0,05

O zinco desempenha um papel importante em trés fungdes da pele, como a
morfogénese, o reparo e a manutencao, que fornecem protecéo e defesa por meio das
proteinas e enzimas envolvidas nesses processos (MICHAELSSON; LJUNGHALL;
DANIELSON, 1980; VOLLMER; WEST; LEPHART, 2018). Além disso é um
cofator para atividade e defesa celular; proliferagdo de células da pele; cicatrizacéo
de feridas e propriedades anti-inflamatorias (SOUYOUL; SAUSSY; LUPO, 2018) por
iSso, sua presenca nos extratos de atemoia pode contribuir com as propriedades
benéficas a pele, quando este for usado no desenvolvimento de uma pré-formulacéo

cosmeética.

O cobre promove a proliferacdo de queratinocitos e fibroblastos, levando ao
rejuvenescimento da pele e reparo de feridas através de suas propriedades de
reticulacdo de colageno. Por fim, o cobre tem sido utilizado em tratamentos topicos

para cicatrizacdo de feridas com o objetivo de reparar a pele danificada devido aos
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seus efeitos anti-inflamat6rios e antibacterianos (SOUYOUL; SAUSSY; LUPO,
2018).

Numa revisao literaria feita por Nunes e Miyuki Tamura (2012), os autores
relatam que os minerais exercem intimeros efeitos biol6gicos na epiderme. O boro,
magnésio, zinco e manganés contribuem para a renovacdo celular. Desta forma,
poderdo ser coadjuvantes para o desempenho de agdes desejaveis com 0 uso da pré-

formulacdo desenvolvida.

3.3 Atividade Antimicrobiana

3.3.1 Atividade antimicrobiana por disco-difusdo dos extratos etanolicos

A microbiota normal da pele inclui Staphylococcus epidermis, S. aureus e P.
aeruginosa, entre outros. Considerando que esses microrganismos sao oportunistas e
tém perfis de alta resisténcia, sdo uma ameaca quando ocorrem lesfes cutaneas,
causando graves infec¢cdes localizadas mesmo com invasdo sistémica (RUSSO et al.,
2016). Assim, encontrar extratos / compostos com alta atividade antibacteriana contra
essas espécies pode ser considerado benéfico no desenho de formulagdes

cosmecéuticas.

O extrato etandlico da casca de atemoia na proporcdo de 70:30 etanol/agua
apresentou uma inibic¢do do crescimento das coldnias de S. aureus 1,7 vezes maior que a
exercida pelo extrato 50:50 (Figura 1A). Em adicdo, este extrato apresentou efeito
bactericida apenas 2 vezes menor que o0 antibidtico utilizado como controle

(Cloranfenicol).

Em ambos os extratos a porcentagem de inibic¢&o foi proporcional ao aumento da
concentragdo. Esta atividade pode estar relacionada com os metabolitos secundarios dos

extratos da casca de atemoia.

Na composicdo fitoquimica da casca de frutos de Annona reticulata foi
observada a presenca de taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides, quinonas,
terpenoides e fendis. A concentracdo de taninos em extrato de acetona, obtidos da casca,

foi de 10,496 mg TAE (Equivalente de &cido tanico), além da descricdo de potencial
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antioxidante e antibacteriano contra Staphylococcus aureus (LYDIA et al., 2017). Estes
dados sdo amparados pelo presente trabalho considerando as inibigfes de crescimento
observadas para as cepas S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa a partir da

concentragéo de 50 pg pL* (Figura 1A, 1B e 1D).
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Figura 1: Atividade antimicrobiana por disco-difusdo com os extratos da casca de
atemoia em diferentes concentracfes
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C+: Cloranfenicol 0,1% apresentou halo de inibicdo de 17mm(resultados ndo mostrados). C-:
Etanol 50%, Etanol 70%, DMSO 5% (Resultados ndo mostrados). Amostras de extratos
etandlicos 50:50 e 70:30 (etanol:agua, v/v) dispersos em 5% de DMSO nas concentragdes de
10, 25, 50, 75ug pL? e algumas de 100 e 200pg. L*, foram avaliadas através da atividade
antimicrobiana por disco-difusdo com os microrganismos (A) S. aureus, (B) S. epidermidis, (C)
S. pyogenes e (D) P. aeruginosa 1,5.10% UFC.

A cultura de S. epidermidis ao contrario da de S. aureus, foi mais sensivel ao
extrato etanolico 50:50, sendo observada inibigdo 1,2 vezes maior que a obtida para o
extrato 70:30. Ao comparar com o controle contendo cloranfenicol, as inibicdes
observadas foram 2,5 e 3,0 vezes menor. O extrato etanolico 70:30 apresentou maiores
inibicBes a partir da concentracdo de 50 pg pL™ enquanto que o extrato 50:50 induziu
formacdo de halo apenas nas concentrages de 100 e 200 pg pL* (Figura 1B). Entre os
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principais microrganismos que habitam a epiderme desencadeando a acne vulgaris esta
o0 S. epidermidis (WALTON; WYATT; CUNLIFFE, 1988), destacando assim, o
potencial do extrato etandlico 70:30 (Figura 1B) como uma matéria prima promissora

para o desenvolvimento de cosmecéuticos como por exemplo, sabonetes e hidratantes.

Ja a cultura de S. pyogenes ao ser incubada com o extrato etandlico 70:30
apresentaram inibicdo de crescimento 1,5 vezes maior em comparacgéo ao extrato 50:50.
O controle, contendo cloranfenicol apresentou atividade inibitéria 4,02 e 6,11 vezes
maiores que a atividade obtida para os extratos 70:30 e 50:50, respectivamente. Na
analise com S. pyogenes, 0os melhores resultados foram também observados para o
extrato etanolico 70:30 nas maiores concentragdes, 100 e 200 pg pL?, enquanto que
para 0 extrato etandlico 50:50 houve formacdo do halo de inibicdo apenas na maior

concentragéo (Figura 1C).

A acdo dos extratos sobre a cepa Gram negativa, P. aeruginosa, também foi
avaliada, sendo observada atividade antimicrobiana nas maiores concentracfes (Figura
1D). Os melhores resultados foram obtidos com o extrato etandlico 70:30, que induziu

inibicdo 1,88 vezes maior que o extrato 50:50.

Os extratos de casca de atemoia sdo ricos em compostos fendlicos. O mecanismo
da atividade antibacteriana foi atribuido a estes devido sua capacidade de interferir com
a membrana bacteriana, causando orificios e subsequentes danos ao DNA (MARTINS
etal., 2015).

Em relacdo a determinacdo da CMB para as cepas S. aureus, S. epidermidis, S.
pyogenes, P. aeruginosa foi de 25mg mL™. Os compostos fendlicos podem ter sido
responsaveis por esta acdo. Ao comparar com um estudo do &cido p-cumarico
incorporado em uma emulsdo cosmética 6leo em &gua (O/A) as concentracOes
bactericidas minimas em cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S. epidermidis
foram 3,0 mg mL?, 1,87 mg mL?, 3,75 mg mL? e 3,75 mg mL™?, respectivamente
(RAMOS, 2019). Desta forma, a incorporagdo de extrato de casca de atemoia sugere
que podera ser aplicado como agente antimicrobiano isolado ou em associacdo com

outros antimicrobianos.
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3.4 Determinacao do FPS espectrofotométrico dos extratos da casca de atemoia

Atuando como cosmecéuticos, hd um numero crescente de estudos avaliando 0s
efeitos de extratos de ervas incorporados em cremes e lo¢des para uso topico. Alguns
compostos fendlicos, como epigalocatequina-3-galato (EGCG) do cha verde por
exemplo, demonstraram proteger contra danos no DNA induzidos por UV, por sua
capacidade de reduzir o estresse oxidativo, permitindo que esse componente seja
incorporado em formulagdes convencionais de filtro solar para aumentar a fotoprotecéao
fornecida pelos filtros UV (MATSUI et al., 2009). Estes dados corroboram com 0s
estudos dos extratos da casca de atemoia que € rico em catequina, epicatequina, rutina,
acido feldrico entre outros (MORAES, 2016; CRUZ, 2013).

Considerando a varredura do espectro de absor¢do no UV (entre 290 a 400 nm)
dos extratos etandlicos da casca de atemoia nas propor¢des 50:50 e 70:30,
respectivamente, nas concentracdes de 25ug mL?, 50 pg mLt e 100 pg mL? | a
concentracdo responsavel pela maior protecao (resultados ndo mostrados), foi reavaliada

em comparacdo com os filtros quimicos (Figura 2).
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Figura 2: Espectro de absorcdo no UV dos filtros solares em comparagcdo com 0s
extratos da casca de atemoia
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Os dados representam os perfis de varredura de Absorbancia dos extratos etandlicos da casca de
atemoia (ET 50, extrato etanolico 50:50; ET 70, extrato etan6lico 70:30), na concentra¢éo de 25
ug mL?, entre 290 e 400 nm. Regido que confere a protecdo contra UVB, 320 a 340 contra
UVA, e 340 a 400 contra UVA,. Filtros quimicos utilizados como controles: Benzofenona
(BZF), Metilantranilato (Heliop) e Metoxicinamato de Octila (MOC), diluidos em etanol
absoluto na concentragdo de 5ug mL™. Os resultados correspondem as médias de sextuplicatas
de dados obtidos em cada proporc¢éo e os desvios padrdo calculados, * p < 0,05.

Os extratos etanolicos apresentaram protecdo significativa nos comprimentos de
onda 290-300, quando comparados aos filtros quimicos UVB Metilantranilato e
Benzofenona, embora em relacdo ao Metoxicinamato de octila a protegcdo tenha sido
inferior (Figura 2).

Os dados obtidos para o extrato etandlico 50:50 foram coletados para 0s
calculos apresentados na Tabela 3, permitindo visualizar com clareza os efeitos de
protecdo solar. Estes resultados podem estar relacionados com a alta concentracdo de
compostos fendlicos presentes nos extratos da casca de atemoia (MORAES, 2016),
logo, estes contribuiriam como componentes ativos de novos filtros solares naturais,
como coadjuvantes em filtros comerciais ou aditivos em formulacBes cosméticas, tais

como cremes corporais e maquiagens.
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Tabela 3: FPS espectrofotométrico calculado de acordo com Mansur (1986)

Concentracéo FPS espectrofotométrico

Metoxinamato Extrato

Benzofenona Metilantranilato de Octila 50:50(v/v)

5ugmL?  21,1+005  544+001 29,09 0,02
10ugmL?t 2435+002 744+004  63,62+0,02

25 ug mL*? 5,56 + 0,01
50 ug mL™* 8,22 £ 0,02
100 pg mL*! 13,99 + 0,04

Os resultados correspondem as médias de sextuplicatas de dados obtidos em cada concentragdo
e 0s desvios padrdo calculados, p < 0,05. Controles: Benzofenona, Metilandranilato e
Metoxinamato de octila (diluidos em etanol absoluto na concentragéo de 5ug mL™). Amostras:
extrato etanolico da casca de atemoia obtido com proporc6es de solventes 50:50, etanol:dgua
(v/v). A varredura foi realizada nos comprimentos de onda da Radiacdo UVB (290 a 320)
segundo Mansur (1986), para calculos de determinacgdo do FPS espectrofotométrico.

Matsui e colaboradores (2009) demonstraram que o extrato de cha verde
contendo polifendis como (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) apesar de apresentar
um baixo FPS, protegeu contra danos ao DNA induzidos por UV e supressdo
imunolégica, em parte por sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo e inibir o NF-

kB (fator nuclear kappa B).

Os compostos fenolicos majoritarios da casca de atemoia sdo as catequinas e
seus derivados (MORAES, 2016). Moléculas do polifenol epigalocatequina-3-galato
(EGCG), foram descritas como inibidoras de eritema em humanos. Também foi
demonstrado que os polifendis do cha verde diminuem os danos ao DNA e o nimero de
dimeros de ciclobutano pirimidina presentes na pele irradiada por UV (ELMETS et al.,
2001; KATIYAR; PEREZ; MUKHTAR, 2000; KATIYAR et al., 2001). Desta forma, o
uso de extratos de casca de atemoia em cosméticos com fungdo fotoprotetora configura

uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos produtos.

E por fim, de forma complementar, outro beneficio dos fenolicos relacionado a
fotoprotecdo seria sua atuacao através de reacGes em série, da tirosina & melanina , logo,
uma vez inibida, a tirosinase, pode reduzir as manchas na pele ao diminuir a sintese de
melanina. O &cido cafeico, feldrico, elagico, p-cumarico mostraram atividade anti-

tirosinase e contribui com os beneficios dos cosmecéuticos (TAOFIQ et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polyphenol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunosuppressive-treatment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
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3.5 Atividade anti-inflamatoria
3.5.1 Atividade Fosfolipasica

Em um estudo realizado com fosfolipase A2 (PLA2) isolada da pegonha de
Crotalus durissus cumanensis, compostos fenolicos exerceram atividade inibitoria
relevante, sendo observadas inibi¢cdes de 63,15% para o &cido gélico, 16,93% para o
acido feralico, 41,14% para o acido cafeico, 50,83% para o propilgalato e 91,32% para
0 galato de epigalocatequina (PEREANEZ et al., 2011). Estes dados apontam o0s
beneficios esperados para a futura incorporacdo dos extratos da casca de atemoia
(Figura 3) em formulagBes de aplicacdo topica, considerando a agdo anti-inflamatoria
desses extratos e consequente efeito de aceleracdo dos processos de regeneracdo de

tecidos e cicatrizagdo.

Em outro estudo, com extrato das folhas (cloroformio: metanol, 2:1) da Annona
muricata (graviola), foi relatado efeito inibidor sobre a atividade in vitro de fosfolipase
A,, comparado ao controle (Prednisolona 0,4mg mL™), sobre a prostaglandina sintase e
ainda acdo estabilizadora sobre a membrana de hemécias e de lisossomas
(OYEKACHUKWU et al., 2017). Desta forma, os extratos da casca de atemoia
poderiam ser coadjuvantes numa corticoterapia, ou substituintes agindo na prevencao e

tratamentos de doencas inflamatorias (Figura 3).

Dados cientificos também descrevem os efeitos protetores de extratos vegetais e
de seus principais compostos polifendlicos sobre a inflamagcdo e sobre o estresse
oxidativo, em macrdfagos estimulados por lipopolissacarideos (LPS) (SILVA, 2016;
VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008). Estes resultados apontam para 0S
possiveis efeitos benéficos de extratos da casca da atemoia (Figura 3), na melhoria e/ou

prevencdo de doencas relacionadas a inflamacé&o.
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Figura 3: Inibigdo de PLA: por extratos da casca de atemoia
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Amostras: peconha de Bothrops moojeni (10pug pL?) incubada com os extratos bruto,
etandlico 50:50 e etandlico 70:30, em diferentes proporgdes (peconha:extrato, m/m), por 30 min
a 37°C. C+: Valerato de Betametasona em etanol nas concentracoes de 0,1ug uL?, 1ug pLte
10pug uL? pré-incubadoas com pegonha (10ug pL™), por 30 min a 37°C. A determinacéo da
inibicdo da enzima foi realizada através da area com o software livre ImageJ, e a média os dados
obtidos para a peconha pura foi considerada como 100% de atividade. Os resultados sdo

apresentados como média de triplicatas + desvio padréo. * p <0,05 do Controle positivo.

O extrato ETOH 50:50 apresentou atividade inibitéria similar a observada para o
Valerato de Betametasona, uma vez que a proporcéo de 1:1 corresponde a 10 pg pL* de
extrato, equivalente a maior concentracao avaliada para a droga. O extrato ETOH 70:30
exerceu inibicdes superiores a 40%, quando avaliado na proporc¢éo de 1:5, equivalente a
concentragdo 50 pug pL* (Figura 3). A concentragdo de compostos fendlicos totais
presente nas amostras (Tabela 1) sugere a participagdo destes compostos na inibi¢do das
PLA..

As interagdes entre compostos fendlicos e proteinas pode ocorrer, por meio de
interacdes de hidrogénio com determinados residuos de aminoacidos que compdem
sitios cataliticos, ligantes de cofator, ou outras regides das estruturas proteicas, assim

como sao também descritos revestimentos hidrofébicos, formados por fendlicos, ao
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redor das proteinas (HAGERMAN; RICE; RITCHARD, 1998). De acordo com Ozdal.
Capanoglu e Altay (2013), compostos fendlicos sdo excelentes doadores de hidrogénio
e com isso sdo capazes de formar ligacGes de hidrogénio com o grupo carboxila das
proteinas, fazendo com que o sitio catalitico da enzima perca afinidade pelo substrato.
De acordo com Ozdal, Capanoglu e Altay (2013), em ambientes com pH alcalino, os
compostos fenodlicos interagem com oxigénios presentes nas cadeias laterais dos
peptideos e se transformam em quininas, que se condensam e formam compostos de

coloracdo marrom, com alto peso molecular.

Compostos fenolicos como flavondides apresentam atividade inibidora de
fosfolipase A, (DA SILVA et al., 2009; PEREANEZ et al., 2011), atuando por meio de
interacdes transientes, tais como as de hidrogénio, corroborando os dados obtidos no

presente trabalho (Figura 3).

3.5.2 Atividade anti-inflamatéria complementar: Hemolise térmica

Na hemolise ocorre a liberacdo de hemoglobina que pode ser determinada
espectrofotometricamente por um pico em 540nm. Por isso, inicialmente foi realizada a
varredura entre 200 e 700nm mostrando que a regido de absorcdo dos controles e
amostras é abaixo de 310nm, logo, ndo influenciariam nas leituras. Além disso, a
solugdo salina, o agente solubilizante (DMSO), as amostras e 0s anti-inflamatérios ndo
induziram hemdlise (resultados ndo mostrados), desta forma, a desestabilizacdo da

membrana eritrocitaria pode ser atribuida apenas ao efeito da temperatura.

A tabela mostra que ndo houve diferenca significativa na inibicdo da hemdolise
entre os anti-inflamatorios AIE e AINE. A inibicdo da hemolise foi inversamente
proporcional as concentragcbes dos extratos. As menores concentracfes do extrato
etanolico 50:50 tiveram desempenho melhor que os anti-inflamatorios comerciais. Em
relacdo ao extrato etandlico 70:30, apenas as concentraces 5 e 10pg mL™ apresentaram
protecdo semelhante aos controles (anti-inflamatorios comerciais), sendo também

observado um resultado mais significativo para a menor concentracdo (Figura 4).

O extrato da casca de atemoia 50:50 e 70:30 atingiu respectivamente, 93,83% e
93,53% de inibicdo nas menores concentracdes. Estes valores superam o trabalho

anterior realizado com extrato de cloroférmio da folha de Annona muricata na
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concentragio de 0,4g mL? cuja inibicilo da hemolise alcangou 53%
(OYEKACHUKWU et al., 2017).

Em altas concentragfes, 0s extratos podem conter moléculas que induzem a
hemolise como saponinas que interagem com a membrana lipoproteica degradando-a
(SOUSA, 2017) ou ainda taninos que desencadeiam a precipitacdo de proteinas ricas em
prolina (galato de epigalocatequina e os dimeros de procianidina B2 e B2 3 ' O- galato)
através de ligacdo ndo covalente (CANON et al., 2015). Moraes (2016) e Da Cruz et al
(2013) quantificaram os compostos fendlicos livres na casca da atemoia liofilizada e
identificaram como majoritarios a epicatequina, catequina e rutina (730,9; 324,3 e
65,1ug 100g?). Na avaliagdo de extratos hidrolisados da casca da atemoia, foram
detectados acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido vanilico, acido felurico, &cido p-cumarico
e quercetina (MORAES, 2016). Outro estudo mostra em extrato hidroalcodlico 70% das
folhas de Annona mucosa em uma concentracdo média (++) saponinas, flavonoides e
terpenos (SOUSA, 2017). Estes dados corroboram os resultados do presente trabalho,
no qual esses componentes ndo sdo majoritarios e em baixas concentracfes nao

causariam lise eritrocitaria.
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Figura 4: Avaliacdo de potencial anti-inflamatério por inibi¢do de hemolise térmica
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% Inibi¢do da Hemolise Térmica

20 4

0 R
98¢ 510 25 50 5 10 25 50
N pg.mL™ pg.mL™
Extrato ETOH 50:50  Extrato ETOH 70:30

*C-: PBS (Tampao fosfato isotdnico, pH 7,4) incubado a 37°C, **C-: PBS (Tampéo fosfato
isotbnico, pH 7,4 ) incubado a 37°C e a 54°C; C+: Solucdo aquosa de hemécias a 2%,
considerada hemoélise 100%; AIE: Anti-inflamatorio Esteroidal- Acetato de Hidrocortisona
50pug mL™t; AINE: Anti-inflamatorio N&o-Esteroidal — Acido Acetil salicilico 50ug mL™;
Amostras: extrato etanolico de casca de atemoia 50:50 (extrato de atemoia: etanol, m/m) e 70:30
(extrato de atemoia: etanol, m/m) nas concentragdes 5; 10; 25 e 50ug mL™. Os anti-
inflamatdrios e amostras foram pré-incubados com a solucdo de eritrocitos a 37°C por 30 min e
posteriormente incubados a 54°C por 20 min para induzir hemolise térmica. ApOs
centrifugacdo, a 1200G por 10min, todos os incubados tiveram suas absorbancias aferidas em
espectrofotdmetro & 540nm de acordo com NKEH-CHUNGAG et al. (2015). Os testes foram
avaliados em solucdo de hematocrito a 2% (v/v). Os resultados representam meédias de
triplicatas. A média dos controles contendo apenas agua foi considerada como 100% de
hemolise. *Difere estatisticamente do Controle **C- p < 0,05.

O rompimento da membrana plasmatica dos lisossomos libera componentes que
participam da inflamacdo. Desta forma, a semelhanca entre estas membranas
plasméticas com a membrana eritrocitaria permite avaliar a acdo dos extratos da casca
de atemoia em estabilizar a estrutura destas membranas, prospectando seu potencial
anti-inflamatorio. Um estudo com extrato cloroférmico e metanolico (2:1) das folhas da
Annona muricata (graviola) mostrou seu efeito sobre as atividades in vitro de
fosfolipases A, quando comparada ao controle (prednisolona 0,4 mg mL™), sobre a
prostaglandina sintase além de agir estabilizando a membrana de hemécias e, portanto,
com possivel acdo sobre a membrana de lisossomos (OYEKACHUKWU et al., 2017).
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Desta forma, os extratos da casca de atemoia poderiam ser coadjuvantes numa
corticoterapia.

Um dos mecanismos anti-inflamatorios pode consistir na interacdo dos AINE,
AIE ou ainda dos metabdlitos secundarios dos extratos da casca de atemoia com
as estruturas de membranas, resultando em desvio compativel das cargas superficiais
das células. Possivelmente, este fendmeno obstrui a interacdo fisica com agentes de
agregacdo ou promove difracdo por expulsdo mutua das cargas (FERRALI et al., 1992).
Por outro lado, alguns pesquisadores sugerem que flavonoides (SANDHYA et al.,
2010) sdo capazes de se ligar a cations e outras biomoléculas estabilizando a membrana

eritrocitaria.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos fenolicos e minerais presentes na casca de atemoia de forma
representativa sdo fundamentais em diversas funcdes fisioldgicas relacionadas a saude
da pele. O extratos de casca de atemoia avaliados mostraram-se promissoras fontes de
matéria prima para incorporacdo em cosmecéuticos, com funcdo fotoprotetora,
antimicrobiana e anti-inflamatoria. A obtencdo de matéria-prima para diversas
indUstrias a partir de residuos do ciclo de producéo agricola, permite diversificar a renda
dos produtores e cooperativas, assim como, contribui com a sustentabilidade do meio
ambiente. Em adicdo, este estudo aponta para perspectivas futuras sobre o entendimento
dos mecanismos de ac¢do de alguns compostos naturais, e o desenvolvimento de formas

de aplicacdo topica destas moléculas na manutencgéo da satde da pele.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/erythrocyte-membrane
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RESUMO

Formulagcbes cosméticas com acdo terapéutica tem sido foco de pesquisas que visam
principalmente determinar novas aplicagdes e agregar valor aos produtos naturais.
Nesse contexto, matérias primas vegetais se destacam pela rica composi¢cdo em
metabdlitos secundarios, muitos deles com acgdes terapéuticas, tais como anti-
inflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante. Nesse contexto, destaca-se 0 aproveitamento
de frutos, considerados improprios para comercializagdo, por ndo atenderem os padrdes
de aparéncia que definem a compra e consumo in natura. Desta forma, foi desenvolvido
0 presente trabalho, emulsdes cosmecéuticas incorporadas com extrato de casca de
atemoia, contendo alto teor de compostos fendlicos e seus derivados, com acgédo
fotoprotetora, antioxidante e bactericida. Resultados: As emulsGes preparadas com 2%,
5% e 10% de extrato demostraram-se dentro dos padrbes sugeridos nos parametros de
estabilidade preliminar da formulacdo cosmética. Todos 0s extratos e a emulsdo
contendo casca de atemoia a 10% apresentaram FPS maior que 6, e atividade
antibacteriana sobre Bacilus cereus e Pseudomonas aeruginosa, sendo a emulséo
considerada adequada como um novo produto cosmecéutico. Por fim, atenderam aos
padrdes fisicos e sensoriais ideais apresentando boa textura, brilho, baixa aderéncia
(pegajosidade), adequada percepcdo residual, facil espalhabilidade e sensacdo de
refrescancia equilibrada. Consideracdes Finais: A demanda dos consumidores por
cosmecéuticos com efeitos principalmente na prevencdo de envelhecimento precoce,
canceres causados pela acdo de radicais livres e doencas inflamatorias, justifica a
pesquisa e o desenvolvimento de produtos multifuncionais, tais como o apresentado
neste trabalho.
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1 INTRODUCAO

A fitocosmética tém trazido beneficios para a manutencdo da saude da pele de
seres humanos e animais. O uso de matérias-primas naturais, aliado a preocupagdo com
0s cuidados com a saude da pele, tem motivado a pesquisa e o desenvolvimento de
novas formulagdes cosméticas que apresentem seguranca, eficdcia e estabilidade
confiavel (SURINI; MUBARAK; RAMADON, 2018). Estes parametros podem estar
agregados a reutilizacdo de residuos de frutos. Para tanto, a estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica de uma emulsdo sdo pré-requisitos para sua producdo (KUMAR et al.,
2016). Somado a isto, atividades subterapéuticas classificam o produto como um
cosmecéutico (RIVERS et al., 2008).

Neste contexto, a atemoia, um hibrido da Annona squamosa L e Annona
cherimola Mill pertencente a familia das anonaceas tem uma producdo relevante no
Brasil representando 54% do mercado das anonéceas (IBGE, 2017). Entre as porcdes da
atemoia a casca do fruto representa quase 30% do peso do fruto e concentra a maior
quantidade de compostos fenolicos, potassio e ferro que o resto do fruto porém, é a
porcdo menos estudada (CRUZ et al., 2013; MORAES, 2016). Apesar da inexisténcia
de registros estatisticos do volume de perda desde a colheita até a comercializa¢do dos
frutos de atemoia (IBGE, 2017), a pouca homogeneidade nas caracteristicas
morfoldgicas dos frutos e o fato de serem altamente pereciveis, sugerem grandes perdas

em relacéo a producéo total.

Além da possibilidade de uso da polpa congelada, na forma de iogurtes, sorvetes
ou doces, a casca dos frutos que seria rejeitada na comercializacdo pode ser alvo da

diversificacdo da renda de pequenos produtores e produtores da agricultura familiar.

Pensando nisso, objetivamos neste trabalho desenvolver formulagdes simples,
estaveis em parametros fisico-quimicos e microbiologicos, contendo extratos etanélicos
obtidos de cascas de atemoia, com o adjuvante da baixa toxicidade atribuida ao solvente
utilizado e auséncia de parabenos. Em adicdo, as propriedades antimicrobianas e
fotoprotetoras das emulsGes e seu potencial de absorcdo, foram investigados.
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Com isso, a padronizacédo para o desenvolvimento de processos Uteis a um nicho
importante da sociedade, o aproveitamento de residuos, preservando o ambiente e seus
recursos somados a valorizacdo de residuos da producdo de alimentos, fazem parte das

metas associadas ao desenvolvimento do cosmecéutico proposto.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do material e obtencdo do extrato

O lote de 20 kg frutos de Atemoia, destinado ao descarte, foi coletado no
municipio de Turvolandia, MG (Latitude: 21° 52' 32" S e Longitude: 45° 47' 13" W) em
18 de junho de 2018. O material botanico foi identificado no herbario do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, local onde se encontra

depositada uma exsicata da Atemoia Thompson sob registro ESAL 30248.

Os frutos foram higienizados com agua corrente e triplice lavagem com etanol
70%, despolpados e as cascas foram secas a temperatura de 50°C/60h para atingir 25%
de umidade. O material seco foi triturado em moinho TE-631, Tecnal, e 0 p6 obtido foi
congelado a -18°C e liofilizado e armazenado protegido da luz. O extrato continha a

concentracdo de 50:50 (etanol: &gua, v/v)

A extracdo alcoolica foi realizada de acordo com o método descrito por
Ké&hkonen et al. (1999), com adaptacdes sugeridas por Moraes (2016). Para cada 1g do
material liofilizado foram adicionados 10 mL de solvente (solugéo etanol:agua v/v). Em
seguida, as solugdes foram sonicadas em ultrassom por 30 min, maceradas overnigth e
centrifugadas a 1500 x G por 15 min. O sobrenadante foi coletado, e o precipitado
extraido mais duas vezes com 5 mL de solvente nas mesmas condicdes descritas. Os
sobrenadantes coletados foram filtrados em papel tipo Watman n°l1, levados ao rota

evaporador para eliminar o etanol, congelados e posteriormente liofilizados.
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2.2. Formulagdo de Emulsdo n&o-idnica

A formulagdo cosmética utilizada para a incorporacdo dos extratos de atemoia
foi uma emulsdo ndo-idnica. Esta é compativel com eletrolitos minerais e acidos
fenolicos presentes nos extratos, apresenta baixa irritabilidade cutanea, baixa toxicidade,

mostra-se isenta de parabenos, simples e de baixo custo (Tabela 1).

Tabela 1: Composicdo p/p (%) da Emulsdo ndo-idnica de baixo custo e livre de

parabenos

Componentes (INCI) Fase Quantidade pf
100g
Lanete N 1 119
Miristado de Isopropila 1 3mL
Polawax cera 1 39
Vaselina liquida 1 2mL
Metabissulfito de sodio 2 0,39
Propilenoglicol 2 10mL
Agua destilada 2 Qsp 100mL
Imidazolidinil de ureia 3 0,19
pH 6,0

INCI: Nomenclatura Internacional de Ingredientes de Cosméticos

As fases 1 e 2 foram aquecidas separadamente a 75 — 80°C. Posteriormente a
fase 2 foi vertida sobre a fase 1 e a mistura foi agitada vigorosamente com um Mixer
por 8 a 10 minutos, até a formacdo da emulsdo. O conservante imidazolidinil de ureia,
previamente solubilizado em &agua, foi adicionado a emulsdo apds essa alcancar a

temperatura ambiente pela diminuicdo da velocidade de agitacéo.
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2.3 Parametros de estabilidade preliminar da emulséo

Os ensaios para avaliacdo da estabilidade da emulsdo foram aplicados nos
estagios iniciais do desenvolvimento da formulacdo semissolida, segundo parametros
estabelecidos pela ANVISA (2012) e pela Farmacopeia Brasileira (2019) e USP (United
States Pharmacopeia, 2018).

Os parametros avaliados foram:

1) Organolépticos: Aspecto - Andlise de separacdo de fases, precipitacdo e
aglomeracdo de particulas (amostras classificadas em normal, levemente separada,
separada, precipitada ou turva);

2) Cor - Analise da cor pela comparacdo de um controle sem extrato com as
formulacGes contendo o extrato nas concentracdes de 2%, 5% e 10% (m/m); Compara-
se a cor com a do padrédo estabelecido em um frasco de mesma especificacdo contra
uma fonte de luz de cor branca em fundo branco.

3) Odor - Analise comparativa entre o controle e as formulagdes contendo o extrato nas
concentragdes 2%, 5% e 10% (m/m), ensaiado com 30 pessoas. Comparou-se 0 odor da

amostra com o odor do padrao estabelecido através do olfato.

Fisico-quimicos: As amostras padrdo foram mantidas na geladeira (4°C), temperatura
ambiente (25°C), ou estufa (40°C), ao abrigo da luz. O pH foi determinado a partir de
uma solucdo aquosa a 10% (p/p) armazenada por 2h e a densidade pelo método
proposto pela Farmacopeia Brasileira (2019). Os resultados correspondem a média de

trés determinacdes.

Estresse Mecanico: Para verificar a resisténcia a separacéo das fases oleosa e aquosa da
emulsdo, amostras de 1g foram colocadas em microtubos e submetidas ao ciclo de 1000
x G por 30 minutos a temperatura ambiente (ANVISA, 2012).

Estresse térmico: As amostras nas concentracfes de 2%, 5% e 10% foram submetidas a
ciclos de aquecimento e resfriamento. Durante 12 dias, foram realizados 6 ciclos de 24
horas a 40 = 2°C (em estufa), e 24 horas a 4 + 2°C (em refrigerador), com umidade
entre 60 e 75% (ANVISA, 2012). No final de cada ciclo diario, os parametros
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organolépticos de cor, odor, textura, separacdo de fases, consisténcia, pH (solucéo
aquosa a 10% em 2h de repouso), foram analisados.

Controle de qualidade microbioldgico:

Foram avaliadas a qualidade microbiologica das emulsGes contendo 2%, 5% e

10% (m/m) de extrato de atemoia.

A presenca de bactérias foi avaliada dispensando aliquotas das emulsbes sobre
agar triptona de soja (TSA) contidos em placas de Petri, até atingirem cerca de 3mm de
diametro. As placas foram incubadas a 37°C por 24-48h. Ja a presenca de fungos e
leveduras foi verificada empregando-se agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol.
Apos transferéncia das aliquotas das amostras de emulsdes para as placas essas foram
incubadas a 25°C por 7 dias. Os testes foram realizados em triplicada para cada

concentracao.

2.4 Avaliacdo da permeacdo transmembrana in vitro

A avaliacdo foi feita em dispositivo semelhante a célula de Franz. O dispositivo
consistiu em dois compartimentos, um doador, onde a emulsdo foi adicionada, e um
receptor, onde 40 mL de solucéo receptora (PBS - solu¢éo salina tamponada em fosfato)
foi adicionada. Os dois compartimentos foram separados por membrana seletiva com
poro de 0,45 nm, semelhante a porosidade da pele humana. O tempo de duracdo de
migragéo foi de 6 horas.

A migracdo de componentes para a solucdo receptora, foi avaliada
periodicamente ao longo do tempo através da espectrofotometria no comprimento de
onda de 280nm. Os valores de absorbancia obtidos em cada intervalo, foram utilizados
para o célculo da concentracdo das substancias que migraram. Os calculos foram
realizados utilizando-se curva de calibragdo onde o composto padréo apresentou o
maior pico de absorcdo dos compostos fenolicos (THAKKER; CHERN, 2003). As
analises foram realizadas em trés experimentos independentes, para aumentar a

confiabilidade dos resultados apresentados. A partir da varredura da amostra, foi
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determinado o maior pico de absor¢do em 280nm baseado nos parametros de leitura dos
compostos fenolicos.

2.5 Fator de Protecéo Solar Espectrofotométrico da emulsao

O FPS (Fator de Protecdo Solar) in vitro das emulsbes contendo extrato
etandlico de casca de atemoia nas concentracdes de 2%, 5% e 10% (m/m) foi
determinado pelo método de Mansur (MANSUR et al., 1986). As emulsGes foram
submetidas a uma diluicio de modo a obter uma concentragéo final de 0,2 pL.mL™* em
etanol P.A. Posteriormente foi determinada a absorbancia das solugbes frente ao

solvente.

Para determina¢do do comprimento de onda maximo de absor¢do (Amax) € da
absorbancia méxima (Absmax), as solucbes preparadas com as emulsdes foram
submetidas a uma varredura entre os comprimentos de onda de 290 e 400 nm, que
possibilita verificar a absorcdo nas regides ultravioleta A e B (UVA e UVB). O élcool
etilico absoluto foi utilizado como branco. A benzofenona, metilantranilato e
metoxicinamato de octila, possuem absor¢do em A max 288 e 328; 336; 311 nm,
respectivamente, foram preparados em etanol absoluto na concentragdo de 2,5 pg.mL™,
e utilizados como padrdes (BOBIN; RAYMOND; MARTINI, 1994). As absorbancias
obtidas foram aplicadas na equacao determinada e descrita por Mansur e colaboradores
(1986), para as conversdes aos respectivos valores de FPS-UVB. As analises foram

realizadas em triplicata, e reproduzidas em dois ensaios independentes.

2.6 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das emulsdes de atemoia foi avaliada empregando-se

a técnica de disco-difusdo (CLSI, 2015) com modificagdes.

Foram utilizados o0s microrganismos Bacillus cereus (ATCC 14579),
Escherichia coli enteropatogénica (ATCC 35401), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Staphylococcus aureus (ATCC 8593) e Candida albicans (INCQS 40120). As

culturas estoque, armazenadas em meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptona
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bacterioldgica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; &gua destilada 100 mL),
foram ativadas em caldo triptona de soja (TSB) e incubacdo a 37°C por 24 horas. Apds
cultivo, as culturas foram padronizadas em 1,5 . 108 UFC mL™, utilizando a escala
McFarland, aliquotas de 200uL das suspensdes das bactérias e levedura, previamente
padronizadas, foram inoculadas e espalhadas sobre TSA. Em seguida, aproximadamente
0,29 de cada emulséo (2%, 5% e 10%) foram adicionados sobre o meio e incubados a
37°C por 24h para bactérias e 24°C por 3 dias para levedura. Apos a incubacéo os halos
de inibicdo formados foram mensurados com auxilio de paquimetro digital. Foram
utilizados os controles com disco de papel adicionados de 10uL de Cloranfenicol 0,1%
(m/v), Ampicilina 0,1% (m/v) para as bactérias e Nistatina 0,1% (m/v) para a levedura.

2.7 Analise Sensorial e Intencdo de compra

A analise sensorial das emulsdes, foi realizada empregando-se uma escala
hedonica de 1 a 10 que avalia parametros de aceitabilidade do consumidor pelo produto
e sua intencdo de compra, conforme metodologia descrita por CHORILLI e
colaboradores (2009). Foi realizada com 50 provadores entre 18 e 50 anos, de ambos 0s
sexos. Tratavam-se de servidores ou universitarios da UFLA recrutados dentro do
campus. Dentre os critérios de escolha a pele destes ndo poderiam apresentar infecces,
inflamacdes ou alergias na pele, estivesse sem outro cosmético na regido do dorso e nao
apresentassem alergia as matérias-primas da formulacdo. As amostras das emulsdes
foram aplicadas no dorso da mdo e em seguida, preencheram a ficha padrdo de
avaliacdo (CHORILLI et al., 2009). As anélises foram realizadas apds aprovacao dos
protocolos de pesquisa pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos - COEP
(CAAE 13100719.0.0000.5148).

2.8 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média de triplicatas + desvio padréo, e
médias de repeticbes de ensaio independentes, quando necessarios. Os dados foram
avaliados estatisticamente por analise de variancia, e as médias comparadas usando o

teste Scott Knott (p<0,05) com auxilio do programa estatistico (R Core Team, 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros de estabilidade preliminar da emulséo

Ha varios estudos de compostos fenolicos incorporados em cosmecéuticos,
como por exemplo, extratos de café com atividade antioxidante (XUAN et al., 2019).
Compostos fendlicos, tais como os p-hidroxibenzdicos, acido carmico, protocatecuico
e acido cinamico foram avaliados quanto as suas atividades anti-inflamatérias e
antimicrobiana (TAOFIQ et al., 2019). Extratos de alcaguz, mostraram-se antioxidante,
quelante e anti-inflamatério devido & presenca de flavonoides (CIGANOVIC et al.,
2019). Também foi documentado o potencial anti-inflamatério e antibacteriano dos
derivados de acidos hidroxinamicos (TAOFIQ et al., 2017). Este conjunto de atividades
bioldgicas relacionados a pele torna as emulsBes, ricas em compostos fendlicos,

promissoras formulagdes cosmecéuticas multifuncionais.

Pesquisas mostraram que no contexto “anti aging” o acido fertlico apresentou
atividade fotoprotetora ao eritema cutaneo induzido por UVB (SAIJA et al., 2000).
Quando aplicado topicamente entre 0,01 e 0,05mg/local/rato  suprimiu
significativamente a expressdo de MMP-2 e MMP-9. J4 o 4cido p-cumarico a 30 pg mL"
Linibiu a expressdo a partir de fibroblastos dérmicos (SEOK; BOO, 2015), enquanto
que, o &cido clorogénico a 500mM ap0ds 48h de exposicao as células de melanoma B16,
suprimiu os niveis de melanina (LI et al., 2014). Em relacdo a funcéo anti-inflamatoria,
héa relatos do acido clorogénico a 20uM reduzindo a expressédo de COX-2 (CHEN; WU,
2014) enquanto o acido ferulico aplicado topicamente reduziu a expressao de IL-6
(Interleucina-6) (AMBOTHI; PRASAD; BALUPILLALI, 2015).

Para o desempenho de suas propriedades biologicas a maioria dos compostos
fendlicos possuem concentracGes terapéuticas elevadas. Quando esses compostos sdo
incorporados a um creme cosmético basico (1% a 5% de extrato), o uso diario
possibilita a absorcéo e funcionalizacéo de altas doses, havendo contudo, a necessidade
de realizacdo de estudos clinicos in vivo e in vitro, a fim de estabelecer o potencial

cosmeceéutico das formulagdes (TAOFIQ et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/cinnamic-acid
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As emulsdes tiveram apresentaram-se de acordo com os padrfes exigidos na

estabilidade preliminar (Tabela 2). A intensidade da cor e acidez foram proporcionais a

concentracdo do extrato e mantiveram-se estaveis mesmo sob estresse mecanico.

Tabela 2: Avaliacdo dos pardmetros organoléticos e fisicos das Emuls6es, submetidas

aos testes de estabilidade preliminar

Emulsao
A Extrato etandlico de casca de
Parametros )
Controle atemoia
2% 5% 10%
Aspectos N N N N
Bege Bege Bege
Cor Branco | ,g. :
Claro Médio Escuro
Odor N N N N
pH 6+0,2 5,8 +0,2 5,8 +0,2 5,7+0,2
Densidade (g.mL™?) 1,2 1,2 1,2 1,1
Estresse mecanico Estavel Estavel Estavel Estavel

N= Normal. Os resultados correspondem as médias de triplicatas de dados obtidos em cada

proporc¢éo.

Tabela 3: Avaliacdo dos parametros organoléticos e fisicos da Emulsdo, contendo 2%

de extrato etandlico de casca de atemoia, submetida ao estresse térmico

Ciclos de resfriamento-aquecimento

Parametros 0 2 3 4 5 6
Armazenamento (Temperatura °C)

25 4 40 4 40 4 40 4 40 4 40 4 40
Cor N N N N N N N LM | LM | LM | LM
Odor N N N N N N N N N N N
Textura N N N N N N N N N N N N
Consisténcia N N N N N |[LM|LM|LM|LM|LM | LM |LM|LM
pH 58 | 58 | 58 | 58 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57

N= Normal, LM= Levemente modificado. Os resultados correspondem as médias de triplicatas

de dados obtidos em cada proporgéo.
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As amostras apresentaram alteracdo na cor a partir do 5° ciclo de resfriamento-
aquecimento, e alteragdo da consisténcia a partir do 3° ciclo (Tabela 3). Este padréo
manteve-se para as emulsdes contendo 5% e 10% de extrato etandlico de casca de

atemoia (dados ndo mostrados).

De acordo com a USP (2018), o recomendado séo valores inferiores a 102 UFC/g
da formulacgdo, para microrganismos mesofilos, bolores, leveduras além da pesquisa de
crescimento ou ndo das bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e E.
coli. A emulsdo contendo o extrato nas concentracGes de 2%, 5% e 10% apresentaram

estabilidade microbioldgica tanto para bactérias quanto para leveduras.

3.2 Avaliagéo da permeagéo transmembrana in vitro

A figura 1 mostra a simulacdo da taxa de migracdo de compostos pela pele
oriundos das emulsdes contendo diferentes concentragdes de extrato etanodlico de casca
de atemoia.

Os dados foram calculados de acordo com uma curva de calibracdo utilizando os

principios ativos do extrato etandlico de casca de atemoia
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Figura 1: Efeito da concentracdo do extrato etanolico de casca de atemoia, no teste de

absorcdo em membrana realizado com as emulsoes.
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N&o houve diferenca significativa na permeacdo através da membrana, quando
comparadas as emulsfes contendo 2% e 5% de extrato. Entretanto, a permeacdo foi
significativamente maior para a emulsdo contendo 10% de extrato, possivelmente
devido a reducdo na barreira fisica atribuida aos constituintes da emulsdo e a maior

guantidade de metabdlitos vegetais passiveis de penetracao.

Em produtos dermatologicos, o sitio de acdo estd localizado na propria
epiderme, por isso a determinagdo da quantidade de farmaco capaz de chegar a
circulacdo ndo tem influéncia direta no efeito terapéutico exceto para fins de analise de
efeitos colaterais devido a absor¢do sanguinea. Acredita-se que a permeacdo cutanea
observada in vitro reflita os aspectos determinantes do processo in vivo, na maioria dos
casos, tem aplicacdo preliminar na determinacdo da disponibilidade relativa de produtos
dermatolégicos nas camadas da pele (DIEMBECK et al., 1999).

Acidos fenolicos do propolis (4cidos vanilico, cumarico, cafeico e ferulico) e da
vanilina sdo capazes de penetrar na epiderme e derme da pele. A taxa de penetragéo e
distribuicdo é afetada tanto pelas caracteristicas fisico-quimicas das substancias ativas

quanto pela estrutura fisica e pela composicéo quimica do veiculo semi-sélido (ZILIUS;
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RAMANAUSKIENE; BRIEDIS, 2013). Estudos também relataram a aplicacdo de um
sérum cosmético contendo extrato de semente de uva rico em compostos fendlicos
(SURINI; MUBARAK; RAMADON, 2018).

3.3 FSP Espectrofotométrico da emulséo

Um produto € considerado adequado para ser utilizado em cosméticos
fotoprotetores quando expressa um FPS igual ou maior que 6,0 (ANVISA, 2012). Todos
0s extratos apresentaram resultados satisfatorios, entretanto, ao incorporar na emulséo,
apenas na concentracdo de 10% este parametro minimo foi atingido (Tabela 4). Desta
forma, com o ajuste da concentracdo considerando também as caracteristicas
antimicrobiana e anti-inflamatdria da emulsdo, esta podera configurar um cosmecéutico

promissor.

Tabela 4: FPS espectrofotométrico, do extrato e da emulsdo contendo extrato de casca

de atemoia em diferentes concentracdes, de acordo com célculos de Mansur

FPS espectrofotométrico
Concentragéo Metoxinamato Extrato
Benzofenona | Metilantranilato ) Emulséo
de Octila 50:50(v/v)
5ug Lt 21,1+£0,05 5,44 + 0,01 29,09 + 0,02
10 ug mLt | 24,35+ 0,02 7,44 +0,04 63,62 + 0,02
25 pg mL? 5,56 £ 0,01
50 pg mL* 8,22 +£0,02
100 pg mL? 13,99 £ 0,04
2% 3,35+0,03
5% 5,32 £ 0,02
10% 8,24 £ 0,02

Controles: Filtros solares quimicos (Benzofenona, Metilandranilato e Metoxinamato de octila).
Amostras: extrato etandlico da casca de atemoia sozinho (50:50 v/v, etanol:agua) e emulsdes
contendo diferentes concentracdes do extrato. Os controles foram diluidos em etanol absoluto

na concentracdo de 5ug.mL?. As emulsdes foram diluidas em etanol absoluto 0,2ug L e
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encaminhadas para uma varredura nos comprimentos de onda da Radiagdo UVB (290 a 320nm),
segundo Mansur, para os calculos de determinacdo do FPS espectrofotométrico. Os resultados
correspondem as médias de sextuplicatas de dados obtidos em cada proporcdo e os desvios

padrdo calculados, * p < 0,05.

Estudos cientificos mostram que os compostos fendlicos possuem um nudcleo
comum fundamental benzopirano ou cromano ligado ao anel aromético caracterizado
pelo esqueleto de carbono Ce-C3-Cs (MUNHOZ et al, 2012). Flavonoides dispersos em
etanol apresentam picos de absorcao sobreposto ao da radiacdo UV sugerindo potencial
atividade fotoprotetora (BOBIN; RAYMOND; MARTINI, 1994). Estes dados
corroboram com os resultados do presente trabalho.

Os compostos fendlicos majoritarios da casca de atemoia sdo as catequinas e
seus derivados (MORAES, 2016). A aplicagdo topica de EGCG (Epigalocatequina-3-
galato) em murinos apresentou efeito preventivo contra a fotocarcinogénese e a
fototoxicidade induzidas por radiacdo (KATIYAR et al., 2001). J& outros estudos,
mostraram que a EGCG administrada de forma topica, protegeu contra a deplecdo de
enzimas antioxidantes induzida por UVB (AGARWA et al., 1993).

Artigos de revisdo mostram que a EGCG apresenta propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e anticarcinogénicas; e ainda reduz o eritema/ edema induzido por
radiacdo UV. Os mecanismos descritos relatam a inibicdo da peroxidacao lipidica,
limitacdo do dano ao DNA induzido por radiagcdo UV e reducgédo da producdo de ROS
(Espécies Reativas de Oxigénio). Além disso, possui acdo na supressdo de indutores
pré-inflamatorios (COX-2 e MMPs) (SOUYOUL; SAUSSY; LUPO, 2018).

Matsui e colaboradores (2009) demonstraram que o extrato de cha verde
contendo polifendis como (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), apesar de apresentar
um baixo FPS, demonstrou caracteristicas secundarias importantes. Houve protecédo
contra danos ao DNA induzidos por UV e supressdo imunoldgica. Estes mecanismos
ocorrem em parte por sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo e inibir o NF-kB
(fator nuclear kappa B) (MATSUI et al., 2009). Analisando por esta perspectiva, a

emulsdo desenvolvida apesar de possuir baixo FPS, vem de forma complementar,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polyphenol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunosuppressive-treatment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
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acompanhada por propriedades importantes em um cosmecéutico como anti-

inflamatoria, antioxidante e antibacteriana.

Algumas pesquisas demonstraram que os polifendis do ch& verde, aplicado
topicamente, diminuem os danos ao DNA e o nimero de dimeros de ciclobutano
pirimidina presentes na pele irradiada por UV. Esses dimeros sdo importantes para
iniciar mutagénese e carcinogénese induzidas por UV (ELMETS et al.,, 2001,
KATIYAR; PEREZ; MUKHTAR, 2000; KATIYAR et al.,, 2001, SOUYOUL,
SAUSSY; LUPO, 2018).

Quando concentracdes graduadas de polifendis do cha verde, possuindo como
polifenol majoritario a EGCG, séo aplicadas a pele humana in vivo antes da exposi¢do
de uma dose minima dupla de eritema de radiacdo solar simulada, ha uma reducédo
dependente da dose no eritema (ELMETS et al., 2001). Histologicamente, foi
observada uma reducao na hiperproliferacdo de queratindcitos induzida por ultravioleta
(UV), manifestada como uma diminuicdo notavel da formacdo de células queimadas
pelo sol e diminuigdo no infiltrado inflamatorio de células (KATIYAR et al., 2001).
Neste contexto, os extratos de casca de atemoia apresentam um potencial promissor

para o desenvolvimento de cosméticos com funcéo fotoprotetora.

3.4 Atividade antimicrobiana

A tabela 5 mostra os halos de inibicdo formados pela acdo das diferentes
emulsBes contendo extrato de atemoia sobre B. cereus e P. aeruginosa. N&o houve

formacdo de halo nos testes realizados com E. coli enteropatogénica e S. aureus.
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Tabela 5: Atividade antimicrobiana das emulsdes cosméticas contendo extrato de casca

de atemoia
Diametro do halo (mm)
Amostra i i
Bacillus cereus | Pseudomonas aeruginosa
2% 4,54 + 0,68 4,53 £ 0,57
*Emulsdo 5% 497+172 5,59 + 0,62
10% 6,96 £ 1,05 7,39 £ 0,62

*Acrescida com extrato etandlico de casca de atemoia (50:50 v/v, etanol:dgua) em diferentes

porcentagens.

As emulsbes a 2%, 5% e 10% ndo inibiram o crescimento de Escherichia coli
enterogénica, Staphylococcus aureus e Candida albicans, nas condigcOes avaliadas. A
Tabela 5, apresenta os halos de inibicdo do crescimento para Bacillus cereus e

Pseudomonas aeruginosa.

O extrato etandlico de casca de atemoia 50:50 (etanol:agua, v/v) foi capaz de
inibir o crescimento de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa em concentracfes
entre 75 e 200mg mL* (ABREU, 2020). A concentracio de extrato nas emulsdes pode
ndo ter sido suficiente para exercer a¢do bactericida sobre as demais cepas avaliadas.
Estudos complementares poderdo contribuir com a determinagdo de doses que

possibilitem a observacédo de todas as atividades benéficas atribuidas ao extrato.

Pesquisas por novos antimicrobianos podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento de novos produtos eficazes e menos toxicos (OSTROSKY et al.,
2008).

Os dados apresentados na tabela 5 indicam que o potencial de inibig&o exercido
pelos extratos da casca de atemoia foi proporcional a concentracdo da emulséo,
corroborando dados da literatura. Moraes (2016) descreveu em seus estudos, que 0
extrato etandlico da casca de atemoia apresenta atividade antimicrobiana sobre E.coli,
B. cereus e S. aureus e relacionou a atividade ao alto teor de fenodlicos presentes na

casca deste fruto. Contudo, Morais (2016) relata a auséncia de inibicdo do crescimento
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de P. aeruginosa nas condi¢des em que o extrato foi avaliado (1 a 8mg mL*
etanol:metanol, 50:50), e presenca de inibicdo na avaliagcdo das emulsdes incorporadas
com o extrato. Moraes (2016) também observou efeito inibidor do extrato, na maior

concentracdo avaliada, sobre a linhagem de S. aureus.

E importante ressaltar que os extratos etandlicos da casca de atemoia
apresentaram concentragio minima inibitoria— CMB de 25 mg mL™ para S. aureus e S.
epidermides e P. aeruginosa, desta forma, ajustes de concentracdo deverao ser avaliados
para obtencdo de maior efetividade no uso da emulsdo, embora a utilizacdo topica
corriqueira da emulsdo ja corresponde um fator de aumento natural da concentracdo de
fenolicos usada (ABREU, 2020).

Pesquisas tem relacionado a agdo bactericida exercida pelos metabolitos
secundarios, a ruptura da membrana celular, para 0s microorganismos gram positivos e
da parede celular para os gram negativos. InteracGes entre flavonoides e
peptideoglicanos da parede celular de bactérias ja foram descritas (AHMAD; BEG,
2001).

A casca de atemoia possui altas concentracdes de catequina e epicatequina que
podem justificar a acdo antimicrobiana ao agirem como inibidores eficientes da enzima
diidrofolato redutase (DHFR), a enzima alvo dos medicamentos antifolatos, usados
contra infeccBes bacterianas e, mais recentemente, como anti-inflamatérios (BORGES
et al, 2017). Em adicdo, podemos somar a alta atividade antioxidante amplamente
descrita em literatura para estes compostos (CIGANOVIC et al., 2019; SOUYOUL;
SAUSSY; LUPO, 2018).

3.5 Analise sensorial e intencéo de compra

A analise sensorial é um tipo de avaliacdo utilizada para mensurar, avaliar e
interpretar reacdes relacionadas as caracteristicas de produtos, tais como sdo percebidas
através dos sentidos ou seja remete aos desejos e aquilo que o consumidor espera de um
produto (LIGANG et al., 2018.)
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Figura 2: Teste hedbnico de atributos sensoriais e de intencdo de compra da Emulsdo
contendo extrato de casca de atemoia 2% (a), 5% (b) e 10% (c) com 50 provadores com

idade entre 18 e 35 anos.

Analise Sensorial e Inten¢do de Compra da
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Os resultados correspondem as médias dos dados obtidos e os desvios padrdo calculados,
p<0,05.

De acordo com os dados apresentados, ndo houve diferencga significativa entre os
parametros analisados. A emulsdo a 10% teve menor aceitabilidade na intencdo de
compra por causa da cor bege escuro. As demais caracteristicas atenderam aos padrdes
fisicos e sensoriais ideais: boa textura, brilho, baixa aderéncia (pegajosidade), adequada
percepcdo residual, facil espalhabilidade e sensagdo de refrescancia equilibrada. Para
chegar a estes resultados foi importante a escolha equilibrada dos componentes da
formulacdo somado a sua estabilidade fisico-quimica, tornando-se uma ferramenta

importante para a incorporacdo do extrato e desenvolvimento do cosmético.

Por meio da continuidade desta pesquisa, serd possivel aprimorar a metodologia
de producdo de uma emulsdo com propriedades antibacteriana, antioxidante, anti-
inflamatdria e fotoprotetora com um toque agradavel e boa aceitagdo pelo consumidor;
além de possibilitar a adaptacdo da metodologia a outros residuos agricolas. Estudos
complementares das propriedades dos coprodutos da atemoia poderdo contribuir para o

desenvolvimento de géis, pomadas, fotoprotetores e outros cosmecéuticos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, de acordo com a analise dos resultados apresentados foi possivel
demonstrar a importancia do conjunto de técnicas empregadas neste estudo para o
desenvolvimento de uma formulacdo estavel, com baixa toxicidade, livre de parabenos,
com propriedades importantes, absorvivel pela epiderme e com boa aceitagdo sensorial.
Assim, o conhecimento dos mecanismos de acdo benéfica dos compostos bioativos
presentes na casca de atemoia sobre enzimas e membranas celulares é fundamental, pois
a adesdo ao tratamento e a eficacia clinica comprovada das formulacGes cosmecéuticas

estdo diretamente relacionadas ao sucesso da prescrigdo médica.

E importante ressaltar também que o extrato usado como matéria-prima,
originou-se de frutos rejeitados, residuo de producdo da agricultura familiar, e seu uso
no desenvolvimento de formulagfes cosméticas, pode agregar valor ao residuo
colaborando economicamente com a cadeia de producdo agricola dos frutos que seriam
descartados, ecologicamente ao reduzir o impacto ambiental além de resultar em

beneficios ao consumidor do produto em relacdo ao cuidado com a pele.
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