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RESUMO

O estudo trata da Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum, conhecida como
pau-mulato, espécie da familia Rubiaceae. Essa familia é extensa, abrange milhares
de espécies e géneros no mundo, com cerca de 130 géneros e 1.500 espécies
apenas no Brasil, sendo 258 na Amazonia, 174 delas exclusivas da regido. Os
compostos ativos dessa familia incluem iridoides, alcal6ides e antraquinonas. A
arvore é prevalente na regido amazolnica, especialmente em é&reas de vérzea,
pastagens e degradacdo ambiental. Sua dispersdo ocorre ao longo do rio
Amazonas, com plantulas fixando-se em solos argilosos e inundaveis. Na literatura
cientifica, ha mencdes das propriedades medicinais da planta, como acédo anti-
inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana, porém, h& poucos estudos sobre seus
aspectos farmacéuticos. A casca do caule é amplamente utilizada na forma de chas
ou infusdes topicas para tratar inflamacgdes, infec¢des cutaneas e hiperpigmentacao,
uma condicdo comum causada pela producdo excessiva de melanina, levando a
problemas estéticos. Devido a procura por seus produtos, h& preocupacdes com a
exploracdo predatdria da arvore. Um estudo realizado na Universidade Federal do
Para buscou avaliar o potencial clareador da casca de C. spruceanum em manchas
hiperpigmentadas. Foram realizados testes para identificar compostos presentes na
planta, como taninos condensados e hidrolisdveis, acucares redutores e perfil
quimico por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os
resultados indicaram a presenca de compostos como acidos graxos, derivados
terpénicos e fendlicos, sugerindo acfes antioxidantes e clareadoras. O acido
palmitico presente tem potencial inibidor de acilcarnitina, sendo antioxidante e
neuroprotetor. Outros compostos como o fitol mostraram acéo de inibir o retinol,
usado na renovacao celular, e os fendis se destacaram pela inibicdo da tirosinase,
enzima chave na producao de melanina. Em concluséo, a pesquisa aponta que a C.
spruceanum tem potencial clareador para manchas hiperpigmentadas, mostrando
uma variedade de compostos com propriedades que podem influenciar na regulacéo
da pigmentacé&o da pele.

Palavras-chave: Calycophyllum spruceanum; Etnofarmacologia; Manchas;

Hipercromia; Pele



ABSTRACT

The study focuses on Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum, known as
"pau-mulato,” a species belonging to the Rubiaceae family. This family is vast,
encompassing thousands of species and genera worldwide, with around 130 genera
and 1,500 species just in Brazil, 258 of which are found in the Amazon, including 174
exclusive to the region. Active compounds within this family include iridoids,
alkaloids, and anthraquinones. The tree is prevalent in the Amazon region,
particularly in floodplain areas, pastures, and areas affected by environmental
degradation. Its dispersal occurs along the Amazon River, with seedlings taking root
in clayey and flood-prone soils. Scientific literature mentions the plant's medicinal
properties, such as anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial actions, yet there
are limited studies on its pharmaceutical aspects. The bark of the stem is widely used
in the form of teas or topical infusions to treat inflammations, skin infections, and
hyperpigmentation—a common condition caused by excessive melanin production,
leading to aesthetic problems. Due to the demand for its products, concerns arise
regarding the tree's predatory exploitation. A study conducted at the Federal
University of Par4 aimed to assess the skin lightening potential of C. spruceanum
bark on hyperpigmented spots. Tests were conducted to identify compounds present
in the plant, such as condensed and hydrolysable tannins, reducing sugars, and
chemical profiling via gas chromatography coupled with mass spectrometry. The
results indicated the presence of compounds like fatty acids, terpenic derivatives, and
phenolics, suggesting antioxidant and lightening actions. The presence of palmitic
acid showed potential as an acylcarnitine inhibitor, acting as an antioxidant and
neuroprotective agent. Other compounds like phytol exhibited inhibition of retinol,
used in cell renewal, while phenols stood out for their inhibition of tyrosinase, an
enzyme pivotal in melanin production. In conclusion, the research suggests that C.
spruceanum holds skin-lightening potential for hyperpigmented spots, showcasing a
variety of compounds with properties that could influence skin pigmentation
regulation.

Keywords: Calycophyllum spruceanum; Ethnopharmacology; Spots; Hyperchromia,
Skin.
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1 INTRODUCAO GERAL

Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum €& uma espécie arbdrea,
pertencente a familia Rubiaceae, também €& conhecida como pau-mulato,
mulateiro, escorrega-macaco e pau-marfim. Tem ocorréncia em toda regido
amazobnica que compreende Brasil, Coldmbia, Bolivia, Peru e Equador
(SANTOS; OLIVEIRA; CARVALHO, 2016). Sua notabilidade é decorrente das
diversas formas de utilizacdo de seu lenho que, por se tratar de uma madeira
de elevada densidade, torna-se muito utilizada na fabricacdo de cabos de
ferramentas, compensados e pisos (UGARTE-GUERRA; DOMINGUEZ-
TORREJON, 2010). Também possui potencial ornamental, em sistemas
agroflorestais e de recuperacdo de areas ciliares degradadas (SALDANHA et
al.,, 2021). Apresenta forte ligacdo cultural com o0s povos amazonicos,
principalmente nos aspectos medicinais, uma vez que existem registros de seu
uso para diversas doencas dermatoldgicas e uso cosmeético (ZULETA et al.,
2003).

Na literatura cientifica, apresenta registros de suas propriedades
medicinais, como atividade anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antioxidante,
antiparasitaria, antimanchas entre outras, porém é evidente a insuficiéncia de
estudos que abordam os aspectos farmaco-quimicos da espécie. Ainda ha
lacunas referentes a comprovacdo destas atividades apontadas pelo
conhecimento tradicional, justificando a necessidade da investigacdo cientifica
sobre o seu uso (PERIN et al., 2020).

Embora a espécie ndo esteja incluida na lista de espécies em extincédo o
extrativismo predatdrio, corte e qgueimas ndao devem ser descartados, uma vez
que as industrias madeireira e cosmética possuem interesses em suas
propriedades. A casca proveniente do seu caule tem grande capacidade de
regeneracdo, que ocorre anualmente, diante disto pode-se inferir que ha
possibilidade de uma exploracédo sustentavel, a partir de estudos que apontem
a melhor forma de aproveitamento de sua matéria-prima, visto a importancia

econdmica da espécie (ARAUJO et al., 2016; PEIXOTO et al., 2018).



O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial clareador da
casca do caule de Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum, em manchas
hiperpigmentadas, com vistas a identificagdo de metabdlitos secundéarios que
apresentem potencial fitoterapéutico, a partir da execucéo de analises e testes

com tecnologias avancadas de metaboloémica.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial clareador da casca do caule de Calycophyllum
spruceanum (Benth.) K. Schum, sobre manchas hiperpigmentadas a
partir da identificagdo de moléculas majoritarias provenientes do

metabolismo secundario, que apresentem atividades medicinais.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
e Obter o extrato hidroalcodlico da casca do caule de C.
spruceanum e suas fracdes
e Tracar o perfil quimico através da identificacdo dos metabdlitos
secundarios majoritarios da fracao lipidica
e Realizar a predicdo de alvos moleculares e atividades biolégicas

das moléculas majoritarias
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ABSTRACT

The secondary metabolites produced by plants are primarily responsible for their medicinal activities.
Among this group are phenolic compounds, which possess various dermatological properties. Therefore,
this study aims to conduct a literature review on the biological potential of plant-derived phenolic
compounds on human skin. Searches were performed in the PUBMED, Springer, and SCOPUS
databases, selecting articles published in the last five years. Twelve scientific articles were chosen. It was
observed that phenolics have healing, antioxidant, melanin synthesis, leishmanicidal, and photoprotective
properties. Most articles aimed to analyze phytochemical composition, quantify compounds, conduct free
radical detection assays, and perform in vivo or in vitro tests. By analyzing the prioritized and most
common phenolics, as well as their medicinal properties, this study indicates pathways that may assist
research in developing topical phytopharmaceuticals with fewer side effects than conventional topical
formulations.

Keywords: Secondary metabolism; Phenolic compounds; Skin.

RESUMO
Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sdo principais responsaveis pelas suas atividades
medicinais. Dentro deste grupo, estdo os compostos fendlicos, que possuem diversas propriedades
dermatoldgicas. A partir do exposto, este estudo tem como objetivo realizar uma revisdo da literatura
sobre qual o potencial bioldgico dos compostos fendélicos provenientes de plantas sobre a pele humana.
As buscas foram realizadas nas bases de dados PUBMED, Springer e SCOPUS, sendo selecionados
artigos publicados nos ultimos cinco anos. Foram selecionados 12 artigos cientificos. Observou-se que 0s
fendlicos possuem propriedades cicatrizantes, antioxidantes, de sintese de melanina, atividade
leishmanicida e fotoprotetora, e a maioria dos artigos tinham como objetivo analisar a composicéo
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fitoquimica, quantificar os compostos, realizar ensaios de deteccao de radicais livres e testes in vivo ou in
vitro. Ao analisar os fendlicos prioritarios e de maior ocorréncia, bem como as suas propriedades
medicinais, este estudo aponta caminhos que podem auxiliar nas pesquisas para o desenvolvimento de
fitofarmacos tépicos de menos efeitos colaterais que as formulacfes topicas convencionais.

Palavras-chave: Metabolismo secundario; Compostos fendlicos; Pele

1 INTRODUCAO

A pele desempenha um papel essencial a vida, atuando como ferramenta de barreira
fisica, quimica, antimicrobiana e de protecdo a outros estimulos nocivos. Danos a sua
integridade como exposicdo solar, ferimentos, queimaduras, infeccdes, inflamaces, a
prépria pré-disposicdo genética e outras patologias comprometem o funcionamento do
orgdo, tornando-o mais vulneravel (LIN; ZHONG; SANTIAGO, 2017; NGUYEN;
SOULIKA, 2019). De acordo com varios levantamentos etnofarmacol6gicos, os
disturbios dermatoldgicos sdo uma das principais procuras por tratamento pelas préaticas
tradicionais. Varios extratos de plantas sdo conhecidos como uma fonte promissora para
0 cuidado da pele em diferentes (PIAZZA et al., 2020).

As plantas sdo uma rica fonte de compostos quimicos estruturalmente diversos, e
atualmente esses compostos sdo de grande interesse para as mais distintas areas da
ciéncia. Varios beneficios terapéuticos tém sido atribuidos a materiais de origem
natural, que sdo baseados no metabolismo secundario das plantas, o qual tém sido
aplicados no tratamento de muitas patologias. Ha um grande quantitativo de espécies
eficazes no tratamento de problemas dermatoldgicos e a industria cosmética atentou-se
para a grande demanda por este tipo de produto, voltando a considerar a importancia de
retornar suas formulas a base de plantas (MERECZ-SADOWSKA et al., 2021).

Dentro deste grande grupo de metabdlitos estdo os compostos fendlicos, que tem
como caracteristica anéis aromaticos contendo pelo menos um grupo hidroxila. Estima-
se que existam mais de 8.000 compostos fendlicos. Metade desses compostos s@o
flavonoides, apresentando-se como agliconas, glicosideos e derivados metilados. As

pesquisas com foco em flavonoides e outros compostos fendlicos provenientes de
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plantas medicinais aumentaram consideravelmente devido aos seus beneficios versateis
para a salde humana, como a potencial acdo antioxidante, anticancerigena,
antibacteriana, anti-inflamatéria e de protecdo da pele contra a radiagdo ultravioleta
(UV) (TUNGMUNNITHUM et al., 2018).

Produtos fendlicos e polifenolicos, sozinhos ou em combinacdo com algumas
vitaminas, atuam como grandes agentes antioxidantes que protegem os tecidos do corpo
humano dos efeitos nocivos do estresse oxidativo (MICHALAK, M. et al., 2021).
Existem estudos que sugerem que os polifenois tém a capacidade de ativar células com
efeito citotoxico sobre células cancerigenas da pele. Pesquisas mais recentes ja
demonstraram que os polifendis contidos no cha verde aumentam o nimero de células T
que combatem tumores, indicando um caminho fundamental para inibicdo do
crescimento tumoral. Desta forma, os compostos fenolicos tém se mostrado uma
ferramenta promissora para cuidados dermatoldgicos (POP, T. D.; DIACONEASA, Z.,
2021).

A partir do exposto, este estudo tem como objetivo revisar qual o potencial
bioldgico dos compostos fenolicos provenientes de plantas sobre a pele humana,

apontando os compostos majoritarios responsaveis por sua propriedade medicinal.

2 MATERIAL E METODOS

Para discutir a producdo académica acerca da tematica em estudo, foi realizado
revisao da literatura, no intuito identificar as principais propriedades e atividades que os
compostos fenolicos provenientes de plantas exercem sobre a pele.

Na construcdo deste estudo se pré-definiu um protocolo baseado nas
recomendacdes de TORRACO (2016), que se constituiu de seis etapas (MENDES;
SILVEIRA; GALVAO, 2008): 1 - Identificacio da tematica e da questdo de pesquisa; 2
- Eleicdo dos critérios para incluséo e exclusédo de estudos; 3 - Defini¢do dos dados para
extracdo; 4 - Analise dos estudos selecionados; 5 - Interpretacdo dos desfechos; 6 -
Apresentacdo da sintese do estudo.

A questdo de pesquisa “Quais as principais propriedades medicinais

apresentadas pelos compostos fendlicos e quais atividades estes compostos provenientes


https://sciprofiles.com/profile/478634
https://sciprofiles.com/profile/1021664
https://sciprofiles.com/profile/1798728
https://sciprofiles.com/profile/89306
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de plantas exercem sobre a pele? Quais estudos cientificos de comprovacdo foram
realizados nos ultimos 5 anos?”

A revisdo ocorreu no periodo compreendido entre novembro (2022) e janeiro
(2023). As buscas foram realizadas nas bases de dados National Library of Medicine
(PUBMED), Springer e SCOPUS

As palavras-chave e seus respectivos operadores booleanos utilizados na busca
foram: Skin AND “Phenolic compounds” AND “Secondary metabolites” OR
“Biological action”. Foram incluidos artigos originais, experimentais, que focassem
principalmente em estudos in vitro, in vivo ou ensaio clinico randomizado, nos idiomas
portugués, inglés ou espanhol, no periodo de 2017 a 2022 (5 anos). Excluiu-se dos
estudos os livros, capitulos de livro, revisdes, cartas abertas, texto incompleto,
monografias, dissertacbes e teses; estudos com foco no metabolismo secundério de

bactérias e compostos fenolicos provenientes de algas marinhas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Desta forma foram selecionados 12 artigos de estudos cientificos, demonstrado

na tabela 1, com fendlicos e suas propriedades e atividades medicinais sobre a pele

Tabela 1: Resultados encontrados em cada uma das bases de dados utilizadas.

Excluidos apds

Bases de Lidos na

Total de artigos leitura de titulos e . Selecionados
dados integra
resumos
PubMed 192 176 16 2
SCOPUS 75 46 29 6
Springer 66 46 20 4
Total 333 268 65 12

Fonte: Lima; Santos; Santos, (2023)
A seguir, no quadro 1, apresentaram-se o0s estudos realizados nos Gltimos 5 anos,

e que tiveram por objetivo testar e comprovar a eficacia dos compostos fenolicos. No
quadro, os artigos cientificos foram analisados e distribuidos conforme seus conteudos e

foram classificados em categorias.
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Quadro 1: artigos incluidos no estudo

Referéncia Nome do artigo Iz et Ensaios Propriedades
estudo
ALVAREZ- Asterohyptis stellulata: In vivo Cicatrizante e
SANTOS, N. Phytochemistry and wound healing  Experimental A
- antioxidante
etal., 2022. activity Camundongos
Comparative effects of phenolic
HASSAN; G T und healing i mice Invivo
KADHIM, -Ing : ng Experimental Cicatrizante
and B-sitosterol in experimentally
2022. . S Camundongos
induced acute wound healing in
mice
In vitro
Identification and accumulation of (linhagens
PIATCZAK phenolic compounds in the leaves Exoerimental celulares de Antioxidante
etal., 2020 and bark of Salix alba (L.) and their P pele humana:
biological potential fibroblastos e
gueratinocitos
epidérmicos)
Phytochemical analysis and In vivo
SALEEM, U. wound healing studies on . L
.. - Experimental Cicatrizante
etal., 2020 ethnomedicinally important .
Ratos albinos
plant Malva neglecta Wallr
In vitro
NIZIOL- Comparison of the antiaging and (linhagens Antioxidante e
LUKASZEW - . . celulares de - .
protective properties of plants from  Experimental . antienvelhecime
SKA, Z. et the Apiaceae Famil pele humana; nto
al., 2020. P y fibroblastos e
queratindcitos)
A identification and evaluation of In vitro
AL-RIFAI, in-vitro antioxidant phenolic Exoerimental Antioxidante
A. 2018 compounds from the Calendula P (ensaio do
tripterocarpa Rupr radical DPPH)
Enzyme and biological activities of In vitro
SARIKURK  the water extracts from the plants Antioxidante e
CU, C.etal.  Aesculus hippocastanum, Olea Experimental (atividade Inibidora da
2020. europaea and Hypericum antioxidante e tirosinase
perforatum that are used as folk inibitoria



https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85143585742&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=skin&st2=%22phenolics+compounds%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=9940139f18217bece7a62e206d932599&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222023%22%2ct%2c%222022%22%2ct%2c%222021%22%2ct%2c%222020%22%2ct%2c%222019%22%2ct%2c%222018%22%2ct%2c%222017%22%2ct%2bscolang%2c%22English%22%2ct%2c%22Spanish%22%2ct&sl=144&s=%28TITLE-ABS-KEY%28skin%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22phenolics+compounds%22%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28%22Secondary+metabolites%22%29+OR+TITLE-ABS-KEY%28%22Biological+actions%22%29%29&relpos=13&citeCnt=0&searchTerm=
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pi%C4%85tczak%20E%5BAuthor%5D
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remedies in Turkey. enzimatica
contra AChE,
BChE e
tirosinase)
In vitro
. . (atividade
caroNa: o e
HERNANDE . - Experimental baseada em Antioxidante
7 otal. 2021 grand_lflorun_] asan |nd|c_ator of ensaios de
B effective antioxidant action R
eliminacdo de
radicais —
DPPH).
Invitroe In
vivo
SILVA, A. R. Leishmanicidal activity and ((;lbroblastos
S. T.etal, structure-activity relationships of Experimental Antileishmania
L - camundongos
2017 essential oil constituents
L929 e
Promastigotas
de Leishmania
amazonensis)
In vitro
Morin induces melanogenesis via Melhora dos
SHYN, S. Y. activation of MAPK signaling . (células de A
. Experimental distdrbios da
etal. 2021.  pathways in B16F10 mouse melanoma de S x
hipopigmentacéo
melanoma cells. camundongo
B16F10)
In vitro
. (Fibroblastos
TOMASELL Phytocomplex of a standar_dlzed de prepicio
extract from red orange (Citrus .
O, B. etal,, : . . Experimental humano e Fotoprotetor
sinensis L. Osbeck) against oo
2022. . Queratinocitos
photoaging. hUManos
isolados da
epiderme
Inibicéo de
In vitro enzimas
. envolvidas no
Hupal;]g#z;@npobyﬁ Eirg_“'& S (inibi¢do de a-  diabetes (o-
SALEEM, H. d ) . . amilase; amilase),
secondary metabolite composition,  Experimental S
et al., 2020. L o Inibicdo da problemas de
and in vitro enzyme inhibition L i le (tirosi
otential of Bougainvillea glabra T|_ro_5|[1ase, pete ('Elro_smase)
P ' Inibicdo da e distdrbios
Lipoxigenase) inflamatorios
(lipoxigenase)
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Fonte: Lima; Santos; Santos, (2023)
Observou-se nos estudos incluidos neste trabalho que, apesar das diferentes

formas de manipulacdo dos compostos ou de obtencdo dos extratos, foi demonstrado
que os fendlicos possuem propriedades cicatrizantes, antioxidantes, sintese de melanina,
atividade leishmanicida e fotoprotetora. Também foi possivel perceber que a maioria
dos artigos tinha como objetivo analisar sua composicdo fitoquimica, quantificar os
compostos, realizar ensaios de detec¢do de radicais livres e testes in vivo ou in vitro para
observacdo, analise e/ou comprovacdo do potencial medicinal que se pretendia

investigar.
3. 1 Caracterizagao fitoquimica

Compostos fenolicos sdo um dos grupos mais abundantes no organismo vegetal,
tendo mais de 8.000 estruturas descritas. Estes compostos possuem diferentes funcoes,
entre elas a funcdo de protecdo da planta contra agressores externos, pigmentacdo de
diversos 6rgdos, constituicdo de tecidos, além de atuar no controle de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo. Sua concentracdo no interior do vegetal dependera da
espécie da planta, do periodo climético, solo, manejo e armazenamento pos colheita,
entre outras condigces (TANASE; COSARCA; MUNTEAN, 2019).

Os fendlicos sdo constituidos por pelo menos um anel aromatico, acompanhado
de um ou mais grupos hidroxila. Dividem-se em 2 classes: acidos derivados do acido
benzoico (4cido galico) e os derivados do acido cinamico (acido cumarico e feralico).
Estes se diferenciam em fendlicos simples e complexos, onde sdo classificados como
lignanas, acidos fenolicos, taninos, estilbenos e flavonoides. Os flavonoides mais
comuns apresentam-se como quercetina, catequina, naringenina, cianidina-glicosideo e
daidzeina (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

Os taninos sdo ésteres galoilicos ou proantocianidina, categorizados como
condensados e hidrolisaveis e sdo os principais polifendicos encontrados nas plantas,
distribuidos amplamente na faixa de 5 a 10%. Sdo encontrados principalmente em
cascas, caules, sementes, raizes e folhas (DAS et al., 2020).

Para que se tenha sucesso na identificacdo e/ou quantificacdo desses compostos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flavonoid
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fenolicos, é necessario que se faca uma boa escolha do método e do solvente para

extragdo dos metabdlitos de interesse, assim garantindo a obtencdo da concentracdo

ideal, do bom desempenho e da estabilidade dos compostos extraidos (IGNAT; VOLF;

POPA, 2011). Nos extratos dos estudos avaliados, foram utilizados os métodos descritos

no quadro 2, de acordo com sua respectiva espécie, partes do vegetal e solventes

utilizados na sua extracdo (onde: NE: Nao especificado; NU: Ndo utilizado; **: Obtido

por meio de outras instituigdes):

Quadro 2: Métodos de identificacdo e/ou quantificacdo dos compostos fenolicos

Referéncia

ALVAREZ-
SANTOS, N. et
al., 2022

HASSAN,;
KADHIM,
2022.

PIATCZAK et al.,

2020

SALEEM, U. et
al., 2020

NIZIOL-

LUKASZEWSKA,

Z.etal., 2020.

AL-RIFAI, A.
2018

Espécie
(nome
cientifico)

Asterohyptis
stellulata

Petroselinum
crispum

Salix alba (L.)

Malva neglecta
Wallr

Meum
athamanticum
L., Centella
asiatica L. E
Aegopodium
podagraria L.

Calendula.
tripterocarpa

Partes
da
planta

Partes
aéreas

NE

Folhas e
cascas

Folhas

Partes
aéreas

Solvente

Metanol

Etanol,
Metanol e
Acetato de
etila

(;Ioroférmio
Agua +
Metanol

Metanol

Aguae
Glicerina

Metanol, éter
dietilico,
cloroférmio,
acetato de etila
e n - butanol

Método de identificagdo e/ou
guantificacéo

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas

NU

Cromatografia liquida ultra-
performance fotodiodo detector-
quadrupolo/espectrometria de
massa time-of-flight

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia equipado com método
de detecgéo de matriz de
fotodiodos e Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria
de massas

Espectrofotometria pelo método
de Folin-Ciocalteu

Espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pi%C4%85tczak%20E%5BAuthor%5D
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SARIKURKCU,
C. etal. 2020.

CARMONA-
HERNANDEZ et
al., 2021

SILVA, A.R. S.
T.etal., 2017

SHYN, S. Y. etal.

2021.

TOMASELLO, B.

et al., 2022.

SALEEM, H. et
al., 2020.

Aesculus
hippocastanum
L.; Olea
europaea L. e
Hypericum
perforatum L.

Mauritia
flexuosa e
Theobroma
grandiflorum

*%*

*%*

Citrus sinensis
(L.) Osbeck:
Moro,
Sanguinello e
Tarocco

Bougainvillea
glabra

Frutos
Folhas
Partes
aéreas

Polpa

Dez
compostos
presentes
em 6leos
essenciais

NE

Extrato do
suco

Partes
aéreas e
flores

Agua
deionizada

Etanol,
Metanol e
Acetona

NU

NU

Extrato
padronizado
(Red Orange
Complex H
(ROC H ®)

Metanol e
Diclorometano

Espectrometria de massa em
tandem de cromatografia liquida-
eletrospray

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia

NU

NU

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccéo por
arranjo de diodos

Cromatografia liquida de alto
desempenho com detector de
matriz de fotodiodos e
Cromatografia liquida de ultra
eficiéncia

Fonte: Lima; Santos; Santos (2023)

Com a aplicacdo dos métodos de identificagdo dos metabolitos secundarios listados

acima, foram detectados mais 100 compostos fendlicos, tendo sido apontados pelos

estudos em evidéncia apenas 0s compostos majoritarios do vegetal, sendo testado 0s que

ja possuiam eficacia comprovada ou que ja possuiam ensaios realizados anteriormente,

mas ndo haviam sido conclusivos ou que nunca haviam sido testados, porem ja

obtinham apontamentos na literatura cientifica de seus possiveis efeitos medicinais.

Estas substancias foram destacadas no quadro 3, junto as suas respectivas estruturas

quimicas.

Quadro 3: Compostos fendlicos majoritérios identificados na caracterizagdo fitoquimica
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Referéncia

ALVAREZ-
SANTOS,
N. etal.,
2022

HASSAN,;
KADHIM,
2022

Compostos majoritarios

I. 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-
dihidroxi-3-[2,3,4-trihidroxi-
5-(hidroximetil) ciclohexoxi]
cromen-4-ona

I1. Quercetina-3-0O-
glicosideo

I11. Acido rosmarinico
glicosideo

IV. 2-O-(4-hidroxi-cinamoil)
4'-O-D- glicopiranosido

NE

OH o WOH




PIATCZAK et
al., 2020

SALEEM, U. et
al., 2020
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| Derivados do Acido on S
cafeico oH

I Derivados da Quercetina

111 Derivados da
Isorhamnetina

Casca Quercetina

IV Derivados de
Epicatequina

" Noameing " v

HPLC-DAD:
| Hidrotirosol /\/Q/\
I Cumaroil-hexésido I Hideosiosol

111 Quercetina- 3 -O-
rutinésido /D;I N

IV Epicatequina-3-0-(4 -O -
metil)-galato. T

GC-MS:

V Isoeugenol

OH

111 Quercetina- 3 -O-rutingsido


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pi%C4%85tczak%20E%5BAuthor%5D
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[\V4 Epicatequina-3-O-(4 -O -metil)-galato V Isocugenol

NIZIOL- NE
LUKASZEWSK B

A, Z. etal., 2020.
| Escopoletina ”°:©i‘j/°
cHg\O Y

Il Escopolina
111 Acido p-cumarico —
IV Kaempferol

V Quercetina

AL-RIFAIL A. o
2018
\ OH
11 Acido p-cumirico (\Y4 Kaempferol

O. europea: &

I Quercetina
SARIKURKCU, Il Hidroxitirosol on
C. etal. 2020 111 Tirosol VIl Qe I oo

IV (+)-catequina

H. perforatum:
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V Hiperosideo

VI Acido clorogénico

VII Quercetina

R H Tirosol +)-Catequina
VIII. Hesperidina m v (cateq

A. hippocastanum:
IX Verbacosideo

X Luteolina

X1 Acido protocatecuico. Ko
'///I//OH
OH
V Hiperosideo VI
o
OH
[} /
o WNOH on
HO'
"om
HO
Acido clorogénico
OH
(o)
OH 0.
0,
CHy o 9 O W
OH
OH OH OH
OH
OH o
VI Hesperidina
A/@iw
() OH
OH

OH
X Luteolina Xl Acido protocatecuico
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CARMONA-
HERNANDEZ et
al., 2021

SILVA, A.R. S.
T.etal., 2017

SHYN, S. Y. et
al. 2021.

TOMASELLO,
B. etal., 2022

Mauritia flexuosa

| Kaempferol

Il Quercetina
Theobroma grandiflorum
| Kaempferol

Il Quercetina

| Carvacrol
Il Timol

I11 Eugenol

1 Morina (2',3,4',5,7-
pentahydroxyflavone)

I Antocianinas
Il Flavanonas

111 Acidos hidroxicinamicos

OH o

HO.
HyC :©\/\
~o

Eugenol

Morina (2'3,4'5,7-pentahidroxiflavona)

Quercetina

1
N

CH,

HO. OH
HO. l o. O
OH
OH o

R; = OCHy R, = OH: Acido
R, = OCH; R, = OH, Ry = O
Acidos hid

Ry

ido sindpico

aaaaaaaa
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SALEEM, H. et
al., 2020.

Partes aéreas:

I Acido galico

I Catequina

Il Rutina

IV Acido sinapinico

V Acido 2,3-diMeO
benzobico

VI Acido benzoéico.

Flor:

VIl Epicatequina

V111 Acido 3-OH benzoéico

IX Rutina.

O, OH

OH
| Acido galico 11

1H1/1X Rutina

o]
OCHg
AN OH
o
o |
o OH

HyCO

IV Acido sinpinico V 2,3-diMeO Acido benzoico

OH

HO. o. ‘\\\\\\©i
2 OH
e

Acido benzoico Epicatequina

o,

VI 3-OH Acido benzsico

Fonte: Lima; Santos; Santos (2023)

3.2 Atividades e propriedades biolégicas dos compostos fenélicos

3.2.1 Efeito antioxidante

O caréater antioxidante dos compostos fendlicos estd atrelado a sua estrutura

quimica, sua capacidade de doar atomos de hidrogénio e de elétrons e capacidade de

capturar radicais livres, que dependera simbolicamente do quantitativo de grupos
hidroxila presentes na estrutura (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Assim, o extrato metandlico de Asterohyptis stellulata apresentou atividade antioxidante



31

%l

DOL: XXX | | TEMPLATE N° CLM23DEZ
e os principais compostos fendlicos responsaveis pelo feito foram dois derivados da
quercetina e um acido rosmarinico glicosideo (ALVAREZ-SANTOS, N. et al., 2022).

Nos estudos de Pigtczak et al.(2020), os compostos fendlicos identificados nas
folhas e casca de Salix alba (L.) foram os derivados de acidos fendlicos, flavondides e
procianidinas e flavondis. Os extratos da casca (ECso= 13,5 ug/mL em DPPH e 21,5
pug/mL em ABTS) e folha (ECso= 28,2 ug/mL em DPPH e 65,4 pg/mL em ABTYS)
apresentaram grande potencial antioxidante, que foi constatado pela sua atividade
capturadora de radicais livres contra 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2'-azinobis
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS). Também foi avaliada a citotoxidade
dos extratos em fibroblastos e querandcitos de pele humana, onde ambos os extratos néo
foram toxicos a linha celular de querandcinos, porém o extrato da folha demonstrou
menor potencial citotoxico nos fibroblastos.

Al-Rifai (2018) isolou cinco compostos de Calendula tripterocarpa, através de
fracionamento guiado por bioensaio, testando seu potencial antioxidante por meio de
ensaio do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Os resultados mostraram que a
fracdo acetato de etila apresentou o melhor potencial antioxidante (IC = 14,32 pg/mL)
devido ao seu alto teor de fendlicos e flavonoides (137,24 e 119,32 mg/g,
respectivamente). Entre os compostos isolados, a escopoletina e a quercetina tiveram
melhor atividade antioxidante quando comparadas ao grupo de controle (Antioxidante
padrdo: Vitamina C).

Neste estudo, Sarikurkcu et al. (2020) realizaram a comparacdo do contetdo
fitoquimico e atividades bioldgicas do extrato aquoso de Aesculus hippocastanum, Olea
europaea e Hypericum perforatum. O ensaio para a atividade antioxidante foi efetuado
através dos testes branqueamento de f-caroteno, quelante de ions ferrosos, capacidade
antioxidante redutora de ions cupricos (CUPRAC), antioxidante redutor férrico (FRAP),
ensaio ABTS, DPPH, oOxido nitrico (ON), anion superéxido (O2) e hidroxila (OH).
Todos os extratos apresentaram resultado positivo para atividade antioxidante, porém o
extrato de O. europaea apresentou maior capacidade antioxidativa. Todos os extratos

apresetaram fenolicos, flavonoides e saponinas em sua composicao.
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Neste estudo, o teor total de polifendis e flavonoides (testados em trés tempos
distintos) de extratos de etanol, metanol e acetona de Mauritia flexuosa e Theobroma
grandiflorum foram avaliados, com o intuito de comparar o teor de polifenol/flavonoide
ao seu potencial antioxidante. Os resultados estatisticos, apontaram que uma extracdo
com 70% de acetona proporciona melhor extracdo destes compostos fendlicos para M.
Flexuosa e para T. Grandiflorum, a extracdo em etanol 80% gerou que melhor atividade
antioxidante por extrair melhor os polifendis e flavonoides. Desta forma, ambos os
extratos apresentaram boa atividade antioxidante. Kaempferol e Quercetina foram 0s
principais responsaveis pela atividade antioxidante das plantas analisadas (CARMONA-
HERNANDEZ, 2021).

A pele sofre constantes agressdes do meio externo, principalmente aqueles
induzidos por espécies reativas de oxigénio, que pode ter como causa tantos os fatores
intrinsecos como a acdo de enzimas e de neutrofilos, ou por fatores extrinsecos
estimuladores da oxidacdo, como a radiacdo ultravioleta (UV). O estresse oxidativo
ocasionado por espécies reativas de oxigénio envolve um arsenal de moléculas, pois é
responsavel por provocar alteracfes no DNA, oxidar lipidios e secretar mediadores pro-
inflamatdrios. Os mecanismos antioxidantes atuam como uma forma de defesa, por
prevenir danos oxidativos de lipideos e proteinas, auxiliando na manutencdo da
integridade da barreira cutanea (BRIGANTI; PICARDO, 2003).

3.2.2 Efeito cicatrizante

A exposicdo constante e exacerbada ao estresse oxidativo pode prejudicar a
fisiologia normotipica da cicatrizacdo, que depende da auséncia ou presenga, em baixos
niveis, das espécies reativas de oxigénio. Os antioxidantes naturais emergem como uma
alternativa na prevencdo da oxidacdo celular e aos radicais livres, em especial, 0s
compostos fendlicos que s@o potentes agentes antioxidantes e cicatrizantes, devido as
suas propriedades adstringentes e antimicrobianas 28, Em feridas agudas e cronicas, 0s
fendlicos podem contribuir para o processo de proliferagdo de células saudaveis,
prevenir ou diminuir os danos oxidativos provocados a estas, ocasionados pelo processo

inflamatdrio, viabilizando a restauracéo tecidual (DZIALO et al., 2016).
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Nos estudos de Alvarez-Santos (2022), foi demonstrado que a Asterohyptis
stellulata também possui atividade cicatrizante atraves de aplicacdo topica. Seu extrato
foi testado em feridas incisionais de camundongos, com testes de resisténcia a tensao,
tempo para o inicio da reepitelizacdo, velocidade de cicatrizacdo e analise histologica. A
emulsdo de A. stellulata ndo provocou irritagdo cutanea, apresentou boa velocidade no
fechamento da ferida (1,479 + 0,043 mm/dia), aumentou a resisténcia a tracdo (980 +
89,44 g). Em sua analise histologica, mostrou boa regeneracdo do tecido cutdneo nos
camundongos, pois reduziu o potencial infeccioso devido a sua atividade bacteriostatica,
regulando a inflamacdo por meio da atividade antioxidante.

Hassan e Kadhim (2022) elaboraram uma pomada a base de extrado fendlico de
Petroselinum crispum em determinadas concentracbes e realizaram ensaios em
camundongos. A pomada de extrato fendlico, na concentracdo de 22% p/p, produziu
uma reducdo altamente significativa no tamanho da ferida insisional, promoveu o
aumento da reepitelizacdo, angiogénese e nos escores de coldgeno em comparacdo ao
grupo de controle e as outras concentragdes. No resultado da citocina no final do
experimento, P. crispum também proporcionou uma diminuicéo significativa na necrose
tumoral de fator-alfa.

Saleem et al. (2019) também formularam uma pomada, porém foi a base do extrato
bruto metandlico de Malva neglecta Wallr, que foi aplicada (doses: 1g, 1,59, 29, por
10g de pomada base) nas feridas excisivas na pele de ratos albinos, uma vez ao dia,
durante 14 dias. A pomada apresentou potencial de cicatrizacdo das feridas em todas as
doses, sendo o periodo de epitelizacdo reduzido conforme a dose aplicada. A
cicatrizacdo total ocorreu com aplicacdo da dose de 2g. Além disso, a pomada ainda
exibiu consideravel capacidade antioxidante em todos os ensaios de deteccdo de radicais
livres. O efeito combinado dos metabolitos encontrados em sua estrutura, como
Hidrotirosol, Quercetina- 3 -O-rutinésido, Epicatequina, Acido oleico, Taurina e mais 7

compostos, podem ser os responsaveis pela atividade de cicatrizacéo.

3.2.3 Efeito fotoprotetor e antienvelhecimento
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Os compostos fenolicos também possuem atividade fotoprotetora, pois
conseguem atuar na protecdo contra um amplo espectro radiagdes UV, absorvendo e
neutralizando os radicais livres, diminuindo a absorcdo e penetracdo desses raios na
pele, assim reduzindo prejuizos como estresse oxidativo, danos ao DNA, cancer de pele
e diminuindo os faores envolvidos no processo de envelhecimento prematuro cutaneo e
celular (EL AANACHI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021).

Tomasello et al. (2022) realizaram um estudo com trés variedades de laranja
vermelha (Citrus sinensis (L.) Osbeck), onde avaliaram o seu potencial fotoprotetor
utilizado um modelo in vitro de fotoenvelhecimento cutaneo de células humanas, para
analise da resposta obtida a partir do dano induzido por UVA-B. Os resultados
apontaram fortes propriedades antioxidantes e fotoprotetoras advindas de Acidos
hidroxicindmicos, Flavanonas e Antocianinas. O extrato se mostrou capaz de inibir a
oxidacdo celular ao mesmo tempo em que reduz os danos causados ao DNA. Também
foi capaz de neutralizar os efeitos insalubres provocados a célula, atraves da reducédo de
marcadores pré-inflamatérios e da reorganizacdo do meio extracelular, demonstrado
através da expressao de colageno e elastina.

Em outro contexto, foram analisadas in vitro as propriedades antioxidantes,
antienvelhecimento e citotoxicas do extrato da erva de Aegopodium podagraria L. Os
resultados demonstraram que a proliferacdo celular, tanto para querandcitos quanto para
fibroblastos, obteve resultado positivo na concentragdo de 5%, que denota um papel
significativo na manutencdo do bom estado da pele e de sua fungdo. O extrato também
inibiu as enzimas colagenase e elastase, que se configuram como atividades de
metaloproteinases de matriz, em mais de 70%. A inibicdo dessas enzimas podem ter um
impacto significativo no retardo dos processos de envelhecimento precoce da pele
(NIZIOL-LUKASZEWSKA, Z. et al., 2020).

3.2.4 Qutros efeitos

A tirosinase é uma enzima glicoproteica envolvida na biossintese de melanina,
localizada na membrana do melossoma. O melanossoma é responsavel por sintetizar

eumelanima e fenomelanina e armazenar a tirosinase. A producdo de melanina
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(melanogénese) se inicia a partir da oxidacdo da L-tirosina em dopaquinona. A
dopaquinona daré origem ao leucodopacromo e, juntos, se diferenciardo em dopacromo
e L-3,4-diidroxifenilalanina (L-dopa). Este ultimo sofrerd um rearranjo em sua estrutura
e se diferenciard em diidroxiindol (DHI) e acido 5,6-diidroxiindol-2-carboxilico
(DHICA). Ambos serdo catalisados e oxidados a pigmentos de melanina (MIOT et al.,
2009; PANZELLA; NAPOLITANO, 2019).

Entre a grande classe dos compostos fendlicos, os flavonoides sdo os compostos
que mais se destacam na atividade inibitoria da tirosinase. A maior atividade inibitéria
estd presente nas chalconas, galangina, quercetina, isoliquiritigenina, kaempferol,
dihidromorina, entre outros compostos (PANZELLA; NAPOLITANO, 2019).

Correlacionando com paragrafo anterior, Sarikurkcu et al.(2020), realizaram
ensaios de inibicdo da tirosinase. Todos 0s extratos apresentaram atividade inibitoria
contra a tirosinase, sendo comparados a equivalentes de acido kéjico (mg equivalentes
de acido kojico (KAEs)/g extrato). O extrato com melhor performance foi H.
Perforatum (28,89 mg KAEs/g). Comparando com o resultado dos demais extratos, O.
europaea apresentou 24,28 mg KAEs/g extrato e A. hippocastanum apresentou 19,59
mg KAEs/g extrato. Os autores atrelaram este resultado a grande quantidade do
composto fenolico quercetina.

Neste outro estudo envolvendo a tirosinase, Shyn et al., (2021) examinaram 0s
efeitos da morina sobre a melanina e a enzima tirosinase, nos niveis de expressdo de
proteinas das enzimas melanogénicas e em células melanomas de camundongos. Neste
ensaio in vivo, os resultados apontaram que a morina aumenta a producdo de melanina
através das vias de sinalizacdo MAPK em células de melanoma. Além de induzir a
atividade da tirosinase acelerando as vias de sinalizacdo ERK e p38 em células de
melanoma dos camundongos testados. Os ensaios sugerem que a morina possui uma
acdo promissora de melhora de disturbios de hipopgmentacdo cutanea, como o vitiligo.

Saleem et al., (2020) estudaram o potencial in vitro de inibicdo de enzimas
envolvidas no diabetes (a-amilase), disturbios cutaneos (tirosinase) e disturbios
inflamatdrios (lipoxigenase - LOX), com extrato diclorometanico e metanolico das

partes aéreas e florais de Bougainvillea glabra. A quantificagdo por HPLC-PDA
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identificou 9 polifendis, em maior quantidade nos extratos das flores. No extrato
metandlico da flor era mais abundante a catequina (6,31 nug/g), &cido galico (2,39 ug/g)
e rutina (1,26 ug/g). No ensaio para inibicdo enzimética, todos os extratos apresentaram
atividade moderada contra tirosinase e a-amilases. Para a lipoxigenase, ambos o0s
extratos metanolicos apresentaram maior porcentagem de inibicdo em relacdo aos
extratos diclorometanico.

Outra atividade dos fendlicos foi apresentada nos estudos de Silva (2017), que
realizam ensaios in vitro com dez compostos presentes em 6leos essenciais e testaram
seu potencial contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Também
realizaram ensaios de citotoxidade destes compostos em células fibroblasticas. Com
excecdo de apenas um composto (p-cimeno), todos apresentaram atividade
leishmanicida, com 1Cso entre 25,4 e 568,1 ug mLt. A maioria dos compostos
apresentou baixa citotoxicidade em células fibroblasticas L929. Os compostos com a
fracdo fendlica carvacrol, timol e eugenol foram os que apresentaram melhor desfecho
contra promastigotas de L. amazonensis.

Contextualizando, a L. amazonensis pertence ao grupo Leishmania spp, que sdo
responsaveis por um amplo espectro de doencas. E a causadora da leishmaniose
tegumentar, que é caracterizada por lesdes inflamatorias e densos infiltrados dérmicos.
Se utiliza de enzimas, como as proteases, para garantir a sua perpetuagdo dentro do
hospedeiro. Possui atividade inibidora da producdo de interferon, aumeno da
hiposensibilidade celular, aumento da producdo de interleucina-10, que leva a uma
ativacdo deficiente de macrofagos, culminando para uma resposta insatisfatoria ao seu
tratamento (SILVA-LOPEZ et al., 2007; SILVA et al., 2020).

3.3 Mecanismo de acdo dos compostos de maior ocorréncia no estudo
3.3.1 Quercetina

A quercetina foi 0 composto de maior ocorréncia nos estudos selecionados.
Apresentou grande potencial antioxidante, cicatrizante e inibidor da tirosinase
(ALVAREZ-SANTOS et al., 2022; AL-RIFAI, 2018; SARIKURKCU et al., 2020).
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Estudos anteriores foram realizados com a quercetina e confirmam a sua eficacia nas
referidas atividades, isto se deve a sua propriedade inibidora da sintese de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatdrias e bloqueadoras de NF-xB. As Citocinas inflamatorias,
como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, ttm uma atuacdo fundamental na inflamacdo mediada
por radiacdo UV e danos cutaneos, desta forma a quercetina foi capaz de bloguear os
efeitos inflamatorios sobre a pele, mediados pela radiacdo UV, inibindo a ativacdo do
complexo proteico NF-xB e as citocinas. NF-kB possui acdo na regulagdo da resposta
imunitéaria e também est& envolvida no processo de desenvolvimento do cancer de pele
(LIM etal., 2021; VICENTINI et al., 2011).

3.3.2 Kaempferol

Kaempferol foi caracterizado como um potente agente antioxidante
(CARMONA-HERNANDEZ, 2021). Em outras pesquisas realizadas in vivo em pele
fibrética de camundongos, o composto foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e a
quantidade de citocinas inflamatdrias e pro-fibroticas. Reduziu as células apoptoticas
assim como o acumulo intracelular das espécies reativas de oxigénio mediado por
oxidante e mediado pelo estresse oxidativo (SEKIGUCHI et al., 2019).

3.3.3 Epicatequina

Saleem et al., (2019) apontaram a epicatequina como um composto auxiliador no
processo de cicatrizagdo. Huang et al., (2005), apontaram a epicatequina como eficaz na
protecdo dos querandcitos a exposicao de raios ultravioletas, atuando como eliminador
de radicais livres, inibindo a oxidagdo celular induzida por UVA e inibindo a sintese de

perdxido de hidrogénio, também induzido por UVA.

4 CONCLUSOES

Em suma, os estudos apontaram que 0s compostos fendlicos tém potencial para

tratar diversas dermatopatologias, demonstrados através de sua atividade bioldgica,
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especialmente em culturas de ceélulas cutaneas. Os fendlicos tiveram maior
protagonismo na inibicdo da oxidacdo celular, cicatrizagdo por reducdo do processo
inflamatorio e potencial significativo na inibicdo dos sinais do envelhecimento precoce.
Ao analisar os fenolicos prioritarios e de maior ocorréncia, bem como as suas
propriedades medicinais, este estudo aponta caminhos que podem auxiliar nas pesquisas
para o desenvolvimento de fitofarmacos topicos de menos efeitos colaterais que as

formulagdes tdpicas convencionais.
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Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum apresenta registros sobre seu potencial medicinal, como
atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria e anti-hiperpigmentante, porém
existem poucos de estudos que abordam os aspectos farmaco-quimicos da espécie. O estudo tem como
objetivo avaliar o potencial clareador da casca do caule, em manchas hiperpigmentadas, através da
identificacdo e selecdo dos compostos majoritarios provenientes do metabolismo secundério da planta.
Foram realizados testes para deteccdo de taninos e aglcares redutores, MPLEx e andlise por
cromatografia gasosa (CG-MS) acoplada a espectrometria de massas. As analises dos alvos moleculares
foram realizadas no programa SWISS TARGET, e as atividades bioldgicas foram realizadas por
comparacao no programa PASS online. O teste para taninos condensados e agUcares redutores foram. Na
analise por CG-MS foram identificadas 18 substancias pertencentes as classes dos acidos graxos (50%),
fendlicos (5,6%), e derivados terpénicos (44,4%). Os fendlicos sdo capazes de capturar os radicais livres.
Polifendis, &cidos graxos e terpenos sdo inibidores da tirosinase. Os taninos possuem agdo
antienvelhecimento e despigmentante. Conclui-se que a espécie pode ter grande potencial clareador, ja
que em seus resultados apresentou os principais metabolitos secundarios de atuagdo inibitéria da
hipercromia cuténea.

Palavras-chave: Calycophyllum spruceanum, Etnofarmacologia, Hipercromia.

Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum has records about its medicinal potential, such as anti-
inflammatory, antimicrobial, antioxidant, antiparasitic and anti-hyperpigmentant activity, but there are
few studies that address the pharmacochemical aspects of the species. The study aims to evaluate the
bleaching potential of the stem bark, in hyperpigmented spots, through the identification and selection of
major compounds from the secondary metabolism of the plant. Tests were carried out for the detection of
tannins and reducing sugars, MPLEXx and analysis by gas chromatography (GC-MS) coupled with mass
spectrometry. Molecular target analyzes were performed using the SWISS TARGET program and
biological activity were performed by comparison using PASS online program. The test for condensed
tannins and reducing sugars was. In the GC-MS analysis, 18 substances belonging to the classes of fatty
acids (50%), phenolics (5.6%) and terpene derivatives (44.4%) were identified. Phenolics are able to
capture free radicals. Polyphenols, fatty acids and terpenes are tyrosinase inhibitors. The tannins have an
anti-aging and depigmenting action. It is concluded that the species may have a great whitening potential,
since in its results it presented the main secondary metabolites of inhibitory action on cutaneous
hyperchromia.

Keywords: Calycophyllum spruceanum, Ethnopharmacology, Hyperchromia.

1 INTRODUCAO

Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum., também conhecida popularmente como
pau-mulato, mulateiro, escorrega-macaco e pau-marfim, € uma espécie arbdrea, pertencente a
familia Rubiaceae e subfamilia Cinchonoideae. A familia Rubiaceae é a quarta em nimero de
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espécies no mundo e abrange cerca de 13.000 espécies e 650 géneros. No Brasil, foram
registrados cerca de 130 géneros e 1.500 espécies, na regido amazOnica, foram contabilizadas
258 espécies, sendo 174 endémicas nos registros sobre a distribuicdo geografica desta familia
[1,2]. A familia Rubiaceae esta atrelado os possiveis compostos responsaveis pela sua atividade
bioldgica: iriddides, alcalbides, antraquinonas, derivados terpénicos e metabolitos provenientes
dos compostos fendlicos, tendo destaque a producdo de alcal6ides bioativos [3,4].

Tem ocorréncia em toda regido amazonica, tendo incluso os paises: Bolivia, Colémbia,
Equador e Peru. No Brasil, tem prevaléncia principalmente em areas de varzea, de pastagens ou
areas degradadas [5]. A espécie se dispersa amplamente ao longo de todo rio Amazonas e suas
plantulas se fixam principalmente sobre solos argilosos e inundaveis. E caracterizada como
perenifdlia, heliofita ou escidfita e higréfita e, acredita-se que sua reproducao ocorre por meio
de polinizacdo cruzada, com sementes espalhadas pelo vento e pela dgua [6].

Na literatura cientifica, apresenta registros de suas propriedades medicinais, como atividade
anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante, antiparasitéaria, antimanchas entre outras, porém
é evidente a insuficiéncia de estudos que abordam os aspectos farmaco-quimicos da espécie.
Ainda ha lacunas referentes a comprovacao destas atividades apontadas pelo conhecimento
tradicional, justificando a necessidade da investigagdo cientifica sobre o seu uso [7]. Dentre as
diversas formas de manipulacdo de sua casca, a principal é a utilizacdo de chés ou infusbes de
aplicagdo topica, que sdo indicados ao tratamento de processos inflamatdrios, infeccdes
cuténeas, protecdo solar, preventor do envelhecimento precoce e tratamento manchas [8,9].

A hiperpigmentacdo é uma discromia comum caracterizada pela produgdo exacerbada de
melanina, causada pela pré-disposicdo genética, exposicdo a radiacdo solar, gestacdo, dentre
outros, que representa um problema estético levando ao aumento da procura por
dermocosméticos. Desta forma, os fitofarmacos surgem como uma das principais alternativas
para o tratamento destas demandas dermatoldgicas, uma vez que oferecem menos efeitos
colaterais, em relacdo a alguns aos farmacos presentes no mercado [10].

Embora ndo esteja incluida na lista de espécies em extin¢do, existe uma alta procura por seus
produtos, seja para fins de uso na construcéo civil, uso ornamental, confecgdo de objetos e
moveis ou mesmo o medicinal que pode ser de grande interesse para a indUstria cosmética, o
extrativismo predatorio e a agricultura de corte e queima nao devem ser descartados [11, 12].

Visando a possibilidade de um apontamento para a exploracdo sustentavel da espécie, visto a
sua importancia econémica, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial clareador
da casca do caule de Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum, em manchas
hiperpigmentadas, a partir da identificagdo de compostos provenientes do metabolismo
secundario da planta., que possuam propriedades medicinais clareadoras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do material vegetal, preparacéo e obtengdo dos extratos

Os testes e andlises foram realizados no Laboratério de Investigacdo Sistematica em
Biotecnologia e Biodiversidade Molecular — LABSISBIO, da Universidade Federal do Para —
UFPA, localizado na por¢do sul da peninsula de Belém, entre as coordenadas geogréficas
1°28°18”” S de latitude ¢ 48°27°09°” W de longitude. A matéria prima utilizada no experimento
foram as cascas do caule de C. spruceanum. A amostra foi adquirida em setembro de 2022 e
estd depositada no herbario do IAN (Instituto Agronémico do Norte), sob 0 nimero de acesso
IAN195980.

O extrato hidroalcodlico foi preparado utilizando 400 ml da solugdo de etanol e agua (8:2
v/v) adicionados em 240g do p6 da casca com auxilio de Banho de Ultrasssom em temperatura
de 40 °C, durante 30 minutos, seguindo metodologias utilizadas no Laboratoério de Investigacdo
Sistematica em Biotecnologia e Biodiversidade Molecular/Labsisbio da UFPa. Posteriormente,
o material foi filtrado e novamente extraido, porém utilizando-se 300 ml da mesma solucao.
Este procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando 3 extragbes. Em seguida a amostra
foi seca por rotaevaporagdo (39°C/54mbar/-1°C), como demonstra a figura 1:
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Figura 1. A - Amostra da casca do caule triturada. B — Filtragem do extrato apds banho ultrassom. C —
Secagem do extrato hidroalcoolico por rotaevaporagdo. Fonte: os autores

2.2 Teste para taninos condensados e hidrolisaveis

Para identificacdo de taninos condensados e hidrolisaveis utilizou-se 1 ml do extrato vegetal,
aos quais foram adicionados 2 ml de agua e 2 gotas de cloreto férrico (3%). Para a amostra de
controle, foi adicionado 2 gotas de cloreto férrico (3%) a 2 ml de agua destilada. Posteriormente
Seguiu-se para repouso em temperatura ambiente. A presenca de fendis e taninos foi
determinada pela mudanca de coloracdo.

2.3 MPLEXx (Metabolite, Protein, and Lipid extraction

Em um tubo tipo falcon (15 ml) foi adicionado 350 mg da amostra seca e 4 ml da solucéo
metanol e cloroférmio (1:2 v/v), que foi agitada em vortex por 1 minuto, para solubilizar a
amostra. Esta foi centrifugada trés vezes, durante 5 minutos a 4.000 RPM, totalizando 15
minutos de centrifugacdo. A amostra diferenciou-se em trés fases: aquosa, proteica e lipidica, as
quais foram separadas e acondicionadas em outros trés tubos distintos, apresentado na figura 2:

Figura 2: Extrato solubilizado em solucdo metanol e cloroférmio. B — Extrato solubilizado em solugéo
metanol e cloroformio apos centrifugacao, expressando a separacao em 3 fases: aquosa, proteica e
lipidica. Fonte: os autores
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2.4 Teste para acgucares redutores

Em trés tubos de ensaio distintos (Tb I, Tb Il e Tb IIl) foram adicionados respectivamente:
15 mg da amostra seca da fase aquosa, 15 mg de sacarose e 2 ml de dgua (amostra de controle
“branco”). Nos Tb I e Tb II foram adicionados 2 ml de dgua e 1 ml de 4cido cloridrico, no Tb
I1l, 1 ml de &cido cloridrico. Os trés materiais foram postos em banho-maria, a 70 °C, por 30
minutos. Finalizado este processo, estas amostras foram alcalinizadas com 18 gotas de
hidroxido de sodio, atingindo o pH 12. As trés amostras foram adicionadas 16 gotas do reagente
de Benedict e levados novamente ao banho-maria por 5 minutos, a 70 °C. A presenga aclcares
redutores foi determinada pela mudanca de coloragéo.

2.5 Obtencdo do perfil quimico, transesterificacdo e derivatizacdo do extrato
hidroalcoolico de C. spruceanum

Apos aplicagdo do MPLEX, foram pesados 20 mg da amostra da fase lipidica e transferidas
para tubos conicos tipo eppendorff (Thx1) de volume 2 mL e submetidas aos processos
transesterificacéo e derivatizacao.

Foi adicionado a amostra 100 pL de metoxido de potassio 2N e 1 gota de hexano para
auxiliar no processo de solubilizagdo e homogeneizacdo, e agitou-se em vortex durante 3
minutos. Em seguida, o material foi submetido a agitacdo assistida em banho ultrassom a
temperatura de 60 °C, durante 15 minutos. Ap6s o fim deste processo, a amostra foi resfriada
por 30 segundos, antes de ser aberta e a ela foi adicionado 400 puL de n-Hexano, foi levada ao
vortex e agitada por mais 1 minuto, seguida de centrifugacdo & 10.000 RPM durante 2 minutos.
O material orgéanico (fracdo superior) resultante foi separado e transferido para um segundo tubo
(Thx2). Ao Thx1, foi adicionado 110 pL de &cido cloridrico 2N e foi agitado no vértex por 30
segundos. Posteriormente foi adicionado 400 puL de uma solucdo de Hexano e Cloroférmio (1:1
v/v), foi agitado no vértex por 30 segundos e levado a centrifugacdo a 10.000 RPM durante 2
minutos.

A fragdo inferior da amostra (Tbx1) foi levada ao concentrador de amostras por 20 minutos e
em seguida, iniciou-se a derivatizagdo. Nesta, foram adicionados 50 pL do agente de sililagdo
N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 99%, foi agitada no voértex por 1 minuto,
submetido a agitacdo assistida por ultrassom durante 10 minutos a temperatura de 60 °C e
centrifugado a 10.000 RPM durante 2 minutos. A fragdo resultante foi acondicionada em frasco
de vidro vial volume 2 ml e seguiu para andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM).

2.6 Analise por cromatografia gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

As analises em cromatografia gasosa foram realizadas através do uso de um Cromatdgrafo
Gasoso (CG) ThermoScientific Trace 1300 acoplado a um espectrdmetro de massa (EM)
ThermoScientific MS-1SQ Single Quadrupolo com auto-amostrador Al 1310, equipado com
coluna capilar ZB-5HT (30m x 0,25mm x 0,1um. As identificacBes das substancias foram
realizadas através da comparagdo dos espectros de massas com os das bibliotecas comerciais
NIST2011, WILEY2009, FAMES2011.

2.7 Estudos In silico

O conceito in silico engloba investigagdes e simulagdes computacionais realizadas por meio
de ferramentas acessiveis, muitas das quais sdo de livre utilizacdo. Como resultado, a
quimioinformatica desempenha um papel significativo, facilitando a conducdo de etapas como o
planejamento, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Essas analises
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demandam um periodo de tempo inferior em comparacdo aos procedimentos convencionais
empregados na fabricacdo e aprimoramento de medicamentos. Além disso, elas acarretam em
despesas significativamente menores, uma vez que as simula¢cdes computacionais realizam a
selecdo prévia dos compostos antes da sintese ser efetuada [13, 14].

Para o estudo in silico foram utilizados os programas SwissADME para predi¢des alvos

moleculares e o programa PASS online Prediction of activity spectra for substances
(way2drug.com© 2011 versdo 2.0 - 2021; Pass online, 2021) para predicOes das atividades
bioldgicas. Utilizando essa ferramenta online de acesso aberto, foi possivel antecipar os
potenciais alvos farmacoldgicos dos compostos em andlise. Essa ferramenta emprega uma
abordagem que combina similaridade 2D e 3D com ligantes conhecidos, permitindo prever
alvos moleculares de substancias bioativas. Essas previsdes abrangem uma variedade de cinco
organismos distintos: Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus e Equus
caballus. No conjunto, essa ferramenta oferece mais de 12 mil alvos possiveis, com
aproximadamente 2,5 mil provenientes exclusivamente da espécie Homo sapiens [15].
Foram conduzidas anélises fisico-quimicas por meio da comparagdo com substéncias, seguindo
0s critérios da regra de Lipinski, também conhecida como 'Regra dos Cinco'. Esses critérios
estabelecem que uma molécula deve exibir cinco caracteristicas especificas: a) Massa Molecular
inferior a 500g/mol; b) méximo de 10 grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio; ¢) maximo de
5 grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; d) logP igual ou inferior a 5; além disso, um
aspecto adicional relevante a ser considerado é a area de superficie polar menor ou igual a 140
A [13].Neste estudo também considerou-se uma molécula com boa permeabilidade cutanea,
aquela que possui valor log K, maior que - 2,5 cm/s [16].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de rendimento

O rendimento do extrato hidroalcéolico, partindo de 240g iniciais, foram de 7,8g equivalente
a 3,25%.

3.2 Testes para taninos condensados e hidrolisaveis

O teste para taninos hidrolisaveis gerou resultado negativo, comprovado pela auséncia de
precipitado de tonalidade azul, um indicativo da presenca deste componente. O teste para
taninos do tipo condensados gerou resultado positivo, apresentando a coloracdo marrom ou
verde caracteristica, como pode ser observado na figura 3 B:

Figura 3. A — Extrato hidroalcodlico bruto e amostra de controle (agua); B — Extrato e amostra de
controle com adicéo do cloreto férrico em ambas, apresentando mudanca de coloragao caracteristica do
teste. Fonte: os autores
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3.3 Testes para agucares redutores

Os testes para acUcares redutores apresentaram resultado positivo para o extrato
hidroalcodlico, demonstrado a partir da coloracdo verde e sobrenadante de coloragéo vermelha,
gue pode ser observado na figura 4 (amostra). O teste se torna positivo quando ha mudanca na
coloracdo do reagente (azul), para um precipitado que vai do tom amarelo ao vermelho. Um
precipitado de cor verde indica uma concentragdo em torno de 500 mg/dL de agUcar; amarelo
concentracdo de 1.000 mg/dL de acgucar; laranja 1.500 mg/dL e vermelho indicam 2.000mg/dL
ou mais [17, 18, 19].

Figura 4. Resultado do ensaio para aglcares redutores, realizado com a amostra seca da fase aquosa e
com amostras de controle (sacarose e agua). Fonte: os autores

3.4. Perfil quimico da fracdo lipidica da casca do caule de Calycophyllum Spruceanum por
(CG-EM).

O perfil quimico de Calycophyllum spruceanum permitiu identificar os principais compostos
presentes, o que pode possibilitou efetuar comparacBes com as substéncias ja descritas na
literatura cientifica como potenciais agentes antioxidantes e clareadores
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Figura 5. Perfil cromatografico em CG/EM apresentando a fragdo lipidica da casca. Fonte: os autores
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No cromatograma correspondente a figura 5, estdo identificados os picos e as respectivas
estruturas moleculares dos compostos majoritarios referentes ao acido hexadecandico ou acido
palmitico (TR: 18,69), seguido do 9,12 metil octadecadienoico (TR: 19,17), fitol (TR: 20,10),
acido linoleico (TR: 20,41), metil colesterol trimetilsilil éter (TR: 28,16), sistosterol trimetilsilil
éter (TR: 28,75) e mono trimetilsilil delta 16-pregnenolona (TR: 28,83).

No presente cromatograma, cada pico identificado corresponde a uma substancia, que varia
de acordo com o tempo de retencdo (em minutos) e area relativa (em porcentagem). A anéalise
permitiu a identificacdo de 18 substancias, definidas através da correlacdo realizada entre a
espectrometria de massas e 0s espectros presentes na biblioteca espectral (NIST Mass Spectral
Library) acoplada ao software do equipamento, expressos na Tabela 1:

Tabela 1. Identificagdo dos constituintes presentes na fracao lipidica da casca do caule de

Calycophyllum Spruceanum apos derivatizacéo, detectados por CG-MS

PICOS TR CONSTITUINTES AREA%
1 11,96 2,4-di terc butilfenol 1,98
2 16,43 Acido tetradecandico TMS Ester 1,06
3 17,37 Acido hexadecandico, Metil Ester 2,46
4 17,72 Acido eicosandico Metil Ester 0,89
5 18,69 Acido hexadecan6ico TMS Ester 13,06
6 19,17 9,12 metil octadecadienoico 4,33
7 20,10 Fitol TMS 8,13
8 20,41 Acido linoleico TMS Ester 5,72
9 20,48 Acido oleico TMS Ester 7,30
10 20,78 Acido octadecan6ico TMS Ester 5,70
11 23.94 Ester 2,3 bls[(trlr?]zgsc;gcl:gr?g;(]:grop|Ilco de 4cido 0,93
12 25,45 Esqualeno 1,98
13 27,93 Ergost-5-en-3-ol 1,39
14 28,16 Metil colesterol trimetilsilil Eter 5,86
15 28,50 Estigmast-5-en-3-ol 7,18
16 28,75 Sitosterol trimetilsilil Eter 15,75
17 28,83 Mono trimetilsilil delta 16-pregnenolona 4,38
18 29,52 Sitosterol trimetilsilil Eter 0,95

TR — Tempo de retengéo

Os compostos identificados apresentam grande variabilidade de grupos e classes de
metabdlitos secundarios. Nos compostos majoritarios foram observados acidos graxos saturados

2:

e insaturados (50%), derivados terpénicos (44,4%) e fendlicos (5,6%), como demonstra a Tabela
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Tabela 2. Distribuicao e classificagdo dos compostos identificados por CG-MS

Compostos Classificacao Sub classificacéo

Acido tetradecanoico TMS Ester

Acido hexadecandico, Metil Ester Saturado
o . . N Insaturado
’ACIdO eicosanoico Metil Ester Saturado
Acigo hexadecandico TMS Ester ) Saturado

9,12 Ester metilico octadecadiendico Acidos graxos
Insaturado

Agido linoleico TMS'Ester
) Acido oleico TMS Este(
Acido octadecanéico TMS Ester

Poliinsaturado
Monoinsaturado

Ester 2,3-bis[(trimetilsilil) oxi] propilico Insaturado
de &cido hexadecanoico i
Fitol TMS Diterpendide
Esqualeno Triterpendide
Ergost-5-en-3-ol Derivados Esterdide
Metil colesterol trimetilsilil Eter terpénicos -
Estigmast-5-en-3-ol Esterdide
Sitosterol trimetilsilil Eter Esterdide
Mono trimetilsilil delta 16-pregnenolona Triterpenoide
2,4-di terc butifenol Fenolicos -

3.5 Analises in silico

A tabela 3 demonstra que os compostos possuem resultados que estdo dentro do ponto de
corte determinada pela regra dos cinco de Lipinsk [20], exceto pelo coeficiente de particdo
octanol-agua do sitosterol, que esta acima do preconizado, porém, pela avaliacdo conjunta dos
resultados, é possivel inferir que o composto teoricamente € apto para ser utilizado como
farmaco.

Tabela 3: analise tedrica das propriedades fisico-quimicas do Acido palmitico, Fitol e Sitosterol
Aceptores Doadores

de ligacéo de ligacao Massa ggeg(;'t?ngg Area de Absorsio
Compostos de de molecular O(F:)tano%— superficie cutanea
hidrogénio  hidrogénio (MM) agua (log P) polar (PSA)
(NALH) (NDLH) gua (log
Acido 2 1 256.42 g/mol 3.85 37.30 A? Moderada
palmitico
Fitol 1 1 296.53 g/mol 4.85 20.23 A2 Alta
Sitosterol 1 1 426.72 g/mol 5.24 20.23 A? Alta

Fitol e Sitosterol apresentaram alta permeabilidade cutanea (>2,5 cm/s), com log k, de -2,2
cm/s e -2,4 cm/s respectivamente. Sitosterol apresentou-se com log k, de 2,7 cm/s, considerada
uma absorc¢éo baixa/moderada, que pode ser relacionada ao seu coeficiente de particdo octano-
agua, que possui valor superior em relagdo as demais substancias, inferindo-se também que este
possua caracteristicas mais hidrofilicas.

A fim de que um medicamento seja adequadamente absorvido pela pele, é fundamental que
ele tenha propriedades lipofilicas, o que possibilita sua difusdo passiva através das diversas
camadas cutaneas. A avaliacdo dos parametros de permeabilidade cutanea é de grande
relevancia, pois envolve a analise da taxa de penetracdo de moléculas no estrato cérneo, com o
proposito de estabelecer o potencial para desenvolver uma forma de administragéo transdérmica
de farmacos [21, 22].
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Os compostos analisados apresentam uma variedade de atividades biol6gicas demonstrando
diferencas entre si, apontados na tabela 4:

Tabela 4: predicdes das atividades biol6gicas

Composto Nome da atividade
Acido palmitico Inibidor da acilcarnitina
Fitol Inibidor do retinol
Anti-hipercolesterolémico
Sitosterol Hipolipidémico
Hepatoprotetor

A seguir, as figuras 6, 7 e 8 apresentam o radar de biodisponibilidade do Acido palmitico,
fitol e sitosterol usando o preditor SwissADME.

Figura 6: Acido palmitico Figura 7: Fitol Figura 8: Sitosterol

As Figuras 6, 7 e 8 demonstram que o radar de biodisponibilidade predita para os compostos
majoritérios, revelado pela zona colorida, € o melhor indicador de espago fisico-quimico para
biodisponibilidade quando s&o considerados lipofilicidade, saturagdo, tamanho, flexibilidade,
polaridade e solubilidade. LogP pode ter lipofilicidade de -0,7 a +5,0. O peso molecular pode
estar entre 150 e 500 (g/mol). Entre 20 e 130 A estd o TPSA. A insolubilidade logS varia de 0 a
6. O nimero de ligacGes rotativas deve variar de 0 a 9 e a fracdo de insaturacdo varia de 0,25 a
1,0, indicando que a fracdo de atomos de carbono na hibridizacdo sp3 ndao pode ser inferior a
0,25.

Entre as trés substancias se destaca o Fitol, cujos parametros indicam que é moderadamente
soltivel em agua com logP (4,85), logS (-5,98), e com uma permeabilidade cutanea igual a -2,29
cm/s. Esses atributos mostram que esse composto pode ser usado como principio ativo em
formulagGes de uso topico.

A predicdo das atividades bioldgicas do acido palmitico demonstrou que o composto tem
acdo de inibir a acilcarnitina, substancia que esta envolvida no controle da oxidacdo dos acidos
graxos, é antioxidante e neuroprotetora [23]. Tem sido demonstrado que o &cido palmitico
também é capaz de recrutar citocinas pré-inflamatérias, nos casos em que a pele ja esta
lesionada. Inibir a acilcarnitina pode ser uma alternativa para garantir a homeostasia da pele
[24].

Outra atividade apresentada foi a inibi¢do do retinol pelo fitol. Apesar do retinol promover a
renovacdo celular da pele e ampliar a producdo de colageno, ele também apresenta alguns
eventos adversos durante seu uso, como o risco de despigmentacdo, principalmente em pessoas
de pele negra [25].

Os fendis compreendem taninos, flavonoides e polifendis. Os compostos fenolicos séo
capazes de capturar os radicais livres que podem levar ao estresse oxidativo celular, que esta
associado ao envelhecimento celular. Os polifendis apresentam-se como a maior classe de
substancias inibidoras da tirosinase. Diferengas nos anéis oxigenados heterociclicos determinam
o0 potencial de inibicdo da tirosinase. Os taninos também possuem acéo antienvelhecimento e
possuem grande potencial despigmentante e rejuvenescedor, devido aos seus feitos
antioxidantes [26].
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A solubilidade desempenha um papel crucial na eficacia dos farmacos no organismo,
determinando a quantidade necessaria para alcancar a resposta farmacoldgica desejada. Essa
medida se expressa numericamente pela concentracdo do soluto em uma solucdo saturada, a
uma temperatura especifica, e de forma qualitativa pela interagdo espontanea entre substancias,
resultando em uma dispersdo molecular andloga. Quando o soluto atinge equilibrio com o
solvente, forma-se uma solucdo saturada. A solubilidade de um farmaco representa a
concentragdo maxima alcancada em um solvente, considerando fatores como temperatura, pH e
pressdo. Embora a solubilidade em uma solucdo saturada seja uma propriedade estatica, a taxa
de dissolucédo do farmaco é dindmica e diretamente relacionada a sua biodisponibilidade [27].

Os acucares redutores tém acgdo nas vias metabdlicas do organismo vegetal, indicando o
estado da fotossintese ou capacidade de migracdo destes compostos para outros tecidos. Em
estado de altas taxas metabdlicas, o vegetal aumenta seu potencial antioxidante, uma vez que
estes conseguem agregar os principais carboidratos para o organismo [28].

Os é&cidos graxos sdo considerados componentes primordiais da epiderme, sendo
responsaveis por regular a sintese de melanina a partir de vias biossintéticas, déficts destes
acidos podem levar a perda da barreira de protecdo da pele. Alguns &cidos graxos insaturados
como palmitico e estearico tém a fungdo de estimular a melanogénese, em via oposta, 0s acidos
graxos insaturados como &cido oleico (6mega 9), linoleico (&cido 9-12-octadecadienoico ou
omega 6) ¢ acido a-linolénico (6mega 3) promovem a inibicdo da tirosinase por meio
deterioragdo das proteases. Os acidos linoleico e a-linolénico atuam inibindo a melanina dos
melandcitos ativos e posteriormente aceleram a renovagdo celular resultando na descamacao
epidérmica e, consequentemente, da melanina hiperdepositada in loco [29 30].

Os compostos esteroidais (derivados terpénicos) sdéo muito comuns e abundantes em espécies
vegetais e tem papel fundamental no metabolismo das plantas [31]. S&o substancias de baixo
peso molecular, derivadas do colesterol, com atividades de inibicio de melandcitos,
antioxidante, anti-inflamatoria, inibicdo de quimiocinas, inibidor da 5-lipoxigenage que leva ao
aumento da permeabilidade vascular, diminuindo a migracdo de agentes pro-inflamatérios,
contribuindo para uma cicatrizagdo mais rapida [32, 33].

A hiperpgmentacdo € ocasionada por varios fatores, dentre eles pode ocorrer ap6s um
processo inflamatdério mediado por quimiocinas, como uma resposta reativa decorrente da
producdo anormal de melanina ou a partir da exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta, que induz os
guerandcitos a secretarem o-MSH (Horménio Estimulante de alfa-Melandcitos) levando a
melanogénese [34, 35]. Portanto, associa-se a atividade anti-inflamatéria dos esterdides a
inibicdo da hiperpigmentacéo por intervir diretamente nas quimiocinas e consequentemente na
sintese de melanina.

Os fendlicos sdo os agentes de clareamento de manchas mais amplamente difundidos, fato
atribuido a sua atividade inibidora de tirosinase (enzina chave na biossintese de melanina) e sdo
caracterizados por apresentar ao menos um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico onde a
quantidade e a localiza¢éo dos grupos hidroxila interferem diretamente na atividade inibitoria da
enzima. Atuam como agentes quelantes, inativando ions metalicos ou outros compostos
residuais, estimulam a renovacdo celular promovida pela perda de melanina, acelerando o
processo de epidermopoiese ou reduzindo o estresse oxidativo pela inibi¢do de espécies reativas
de oxigénio [36].

CONCLUSAO

Nos resultados qualitativos, Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum apresentou 0s
principais compostos que possuem atuagdo inibitdria na hipercromia cutanea, como fendlicos,
tanininos, polifenois, entre outros que tem acdo antioxidante e fotoprotetora. Os resultados das
andlises por CG-MS demonstraram que a maioria de seus constituintes sdo de &cidos graxos,
seguido de derivados terpénicos e um composto fendlico. Todos sdo apontados na literatura
cientifica como substancias importantes no tratamento de manchas hiperpigmentadas, atuando
através do mecanismo de inibicdo de melandcitos ou da enzina tirosinase. Alguns acidos graxos
insaturados presentes nesta analise, como o hexadecandico (acido palmitico) e octadecandico
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(acido estearico) possuem acdo estimuladora da melanogénese, isto pode sugerir que a espécie
também tem potencial de manter o equilibrio na produgdo de melanina, uma vez que o estimulo
continuo de inibicdo do pigmento pode ocasionar o efeito reverso, resultando na
despigmentacdo da pele. Assim posto, conclui-se que a espécie Calycophyllum spruceanum
(Benth.) K. Schum pode ter potencial clareador sobre manchas hiperpgmentadas.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 Robbrecht, E. Tropical woody Rubiaceae characteristic features and progressions.
Contributions to a new subfamilial classification. Opera Botanica Belgica 1988, 1,1-271.

2 Margalho, L.F.; Rocha, A.E.S. da; Secco, R de S. Rubiaceae Juss. da restinga da APA de
Algodoal/Maiandeua, Maracand, Para, Brasil. Boletim Museu Paraense Emilio Goeldi. Ciéncias
Naturais 2009, Belém, 4, 4303-339.

3 Zuleta, L.M.C; Cavalheiro, AJ. Silva, D.H.S.; Furlan, M; Jovem, M.C.M.; Albuquerque;
Castro-Gramboa, I.; Bolzani, V.S. Seco-iridoids from Calycophyllum spruceanum (Rubiaceae).
Phytochemistry 2003, 64, 549-553.

4 Martins, D.; Nunez, C.V. Secondary metabolites from Rubiaceae species. Molecules 2015, 20,
13422-13495.

5 Revila, J. Plantas da Amazonia: oportunidades econémicas e sustentaveis. Manaus: Programa
de Desenvolvimento Empresarial e Tecnoldgico, 2000, 405.

6 Russell, J.R.; Weber, J.C; Booth, A.; Powell, W.; Sotelo-Montes, C.; Dawson, 1.K. Genetic
variation of Calycophyllum spruceanum in the Peruvian Amazon Basin, revealed by amplified
fragment length polymorphism (AFLP) analysis. Molecular Ecology 1999, 8, 199-204.

7 Perin, E.C.; Fontoura, B.H.; Lima, V.; Carpes, S. RGB pattern of images allows rapid and
efficient prediction of antioxidant potential in Calycophyllum spruceanum barks. Arabian
Journal of Chemistry 2020, 13, 7104-7114

8 Silva, A.P.Z.B.; Amorim, R.M.F.; Lopes, R.F.; Mota, M.R.L.; Silva, F.M.A.; Koolen, H.H.F;
Lima, E.S. Assreuy, A.M.S. Cunha, R.M. Calycophyllum spruceanum BENTH ameliorates
acute inflammation in mice. Journal of ethnopharmacology, 2018, 219, 103-109.

9 Duke, J.A.; Godwin, M.; Ottesen, A. Duke's handbook of medicinal plants of latin america.
Imprensa CRQ; Boca Raton-FL, EUA: 2009.

10 Medeiros, J.K.G.; Neves, W.W.; Moura, N.M.de; Medina, W.S.G. Combinagdo Terapéutica
no Tratamento do Melasma. Guidarte Enfermagem, 2016, 10, 180-187.

11 Aratjo, B. H. P.; Sousa, M.A.R. de; Nascimento, H.E.M.; Zanuncio, A.J.V.; Rodrigues,
D.M. de S. Guedes, M.C. Propriedades fisicas da madeira de Calycophyllum spruceanum Benth.
em funcdo do didmetro e da posicdo (base e topo) no fuste. Scentia Forestalis 2016, 44, 759-
768.

12 Peixoto, H.; Roxo, M.; Koolen, H.; Silva, F. da.; Silva, E.; Braun, M.S. Wang, X. Wink.
Calycophyllum spruceanum (Benth.), the Amazonian "Tree of Youth" prolongs longevity and
enhances stress resistance in caenorhabditis elegans. Molecules 2018, 23.

13 Moda, T. L. Desenvolvimento de modelos in silico de propriedades ADME para tiragem de
novos candidatos a farmacos. 2007. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisica Biomolecular) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, 2007.

14 Ekins, S.; Mestres, J.; Testa, B. In silico pharmacology for drug discovery: applications to
targets and beyond. British Journal of Pharmacology, 2007, 152, 1, 21-37.

15 Gfeller, D.; Grosdidier, A.; Wirth, M.; Daina, A.; Michielin, O.; Zoete, V. Swiss Target
Prediction: a web server for target prediction of bioactive small molecules. Nucleic Acids
Research, 2014, 42, 32-38.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cavalheiro+AJ&cauthor_id=12943773
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Siqueira+Silva+DH&cauthor_id=12943773

54

16 Awadelkareem, A. M., Al-Shammari, E., Elkhalifa, A. E. O., Adnan, M., Siddiqui, A. J.,
Snoussi, M., Ashraf, S. A. Phytochemical and In Silico ADME/Tox Analysis of Eruca sativa
Extract with Antioxidant, Antibacterial and Anticancer Potential against Caco-2 and HCT-116
Colorectal Carcinoma Cell Lines. Molécules, 2022, 27, 4, 1409.

17 Carvalho, W. L. Determinacdo de acUcares redutores na urina utilizando o reagente Benedict.
542 Congresso Brasileiro de Quimica. Rio Grande do Norte. 2014.

18 Oliveira, R.O.; Santa Maria, L.C.; Merc¢on, F.; Aguiar, M.R.M.P. Preparo e emprego do
reagente de Benedict na andlise de agUcares: uma proposta para o ensino de quimica organica.
Quim. Nova Escola. 2006, 23, 41-42.

19 Figueira, A.C.M.; Rocha, J.B.T. Acucares redutores no ensino superior: atividades baseadas
na resolucgéo de problemas. Exper Ensino Ciénc. 2012, 7, 79-85.

20 Lipinsk, C. A., Lombardo, F, Dominy, B. W., Feeney, P. J. Experimental and computacional
approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and development settings.
Advanced drug delivery reviews, 23, 1, 3-25.

21 Awadelkareem, A. M., Al-Shammari, E., Elkhalifa, A. E. O., Adnan, M., Siddiqui, A. J.,
Snoussi, M., Ashraf, S. A. Phytochemical and In Silico ADME/Tox Analysis of Eruca sativa
Extract with Antioxidant, Antibacterial and Anticancer Potential against Caco-2 and HCT-116
Colorectal Carcinoma Cell Lines. Molécules, 2022, 27, 4, 1409.

22 Silva Chagas, C. K.; Rolim, C. E. L..; Martins, H. P. Dos S.; Dolabela, M. F. In silico study
of phenolic compounds isolated from Inga laurina. Research, Society and Development, 2022,
I, 11, 2, €24511225592

23 Yamashita AS, Lira FS, Lima WP, Carnevali Jr. LC, Goncgalves DC, Tavares FL, et al.
Influéncia do treinamento fisico aerébio no transporte mitocondrial de acidos graxos de cadeia
longa no musculo esquelético: papel do complexo carnitina palmitoil transferase. Rev Bras Med
Esporte [Internet]. 2008, 14, 2, 150-4. Available from: https://doi.org/10.1590/S1517-
86922008000200013

24 Tabri F, Anwar A. I, Massi N, Patellongi I. J, Anwar R.Perfil de ingestdo de gorduras livres
em pacientes com acne vulgar.Dermatologia Cirdrgica e Cosmética [Internet]. 2018, 10, 2, 108-
112. Recuperado de: https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=265557850003

25 Michalak, M., Pierzak, M., Krecisz, B., Suliga, E. Bioactive Compounds for Skin Health: A
Review. Nutrients, 2021, 13, 1, 203.

26 Silva, D. B. Avaliagdo da atividade do extrato hidroetanolico das cascas de Calycophyllum
spruceanum (Benth) Hook. F. ex. Schum sobre enzimas de aplicagdo cosmética. 2012, 113 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal do Amazonas -
Manaus: UFAM, 2012.

27 Jain, P., Goel A., Sharma, S., Parmar M. Solubility enhancement techniques with special
emphasis on hydrotrophy. International Journal of Pharma Professional’s Research, 2010, 1, 1,
34-45,

28 Marzzoco, A.; Torres, B. Bioquimica basica. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2009.

29 Kose, A. Chemical composition and tyrosinase inhibitory activities of fatty acids obtained
from heterotrophic microalgae S. limacinum and C. cohnii. Appl Biochem Biotechnol., 2023,
195, 369-385.

30 Ando, H.; Ryu, A.; Hashimoto, A.; Oka, M.; Ichihashi, M. Linoleic acid and a linolenic acid
lightens ultraviolet-induced hyperpigmentation of the skin. Arch Dermatol Res, 1998, 290, 375—
381.

31 Heftmann, E. Functions of steroids in plants. Phytochemistry, 1975, 14, 891-901, 1975.


https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=265557850003

55

32 Patel, S.S.; Savjani, J.K. Systematic review of plant steroids as potential antiinflammatory
agents: Current status and future perspectives. The Journal of Phytopharmacology 2015, 4, 121-
125

33 Sultan, A.; Raza, A.R. Steroids: A Diverse Class of Secondary Metabolites. Medicinal
chemistry 2015, 5, 310-317.

34 Shenoy, A.; Madan, R. Post-Inflammatory Hyperpigmentation: A Review of Treatment
Strategies. J Drugs Dermatol., 2020, 9, 763-768.

35 Kanlayavattanakul, M.; Lourith, N. Plants and Natural Products for the Treatment of Skin
Hyperpigmentation-A Review. Planta Med., 2018, 84, 988-1006

36 Panzella, L.; Napolitano, A. Natural and bioinspired phenolic compounds as tyrosinase
inhibitors for the treatment of skin hyperpigmentation: Recent Advances. Cosmetics 2019, 6,
57. https://doi.org/10.3390/cosmetics6040057.



56

CONCLUSAO GERAL

A investigacdo sobre Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum revelou
uma gama significativa de compostos presentes na planta com potencial impacto na
hiperpigmentacdo cutanea. Esta espeécie, conhecida por suas propriedades
medicinais, especialmente em tratamentos dermatoldgicos, foi alvo de andlises que
visou entender melhor suas capacidades clareadoras. Os resultados obtidos
revelaram a presenca predominante de compostos como acidos graxos, derivados
terpénicos e fendlicos na casca do caule de C. spruceanum. Esses componentes
possuem reconhecido potencial antioxidante, fotoprotetor e inibitério da
hiperpigmentacdo. Os acidos graxos insaturados, como o0 acido palmitico e
esteéarico, mostraram propriedades estimuladoras da melanogénese, sugerindo um
equilibrio na regulacdo da producdo de melanina pela planta. A identificacdo desses
compostos, alinhada as andlises fisico-quimicas e in silico, destacou o potencial
dessas substancias como agentes clareadores eficazes para manchas
hiperpigmentadas. O estudo demonstrou que 0s compostos presentes na planta
possuem caracteristicas que favorecem a permeabilidade cutédnea, indicando sua
viabilidade para uso tépico em formulacdes dermatoldgicas. Os fendlicos, como os
taninos, flavonoides e polifendis, além dos &cidos graxos e esteroidais,
desempenham papéis cruciais na inibicdo da tirosinase, enzima-chave na producéo
de melanina. Sua acdo antioxidante, anti-inflamatéria e de renovacao celular foi
identificada como um mecanismo potencial para o clareamento da pele. A analise in
silico permitiu antecipar potenciais alvos moleculares dos compostos identificados,
reforcando suas atividades bioldgicas relacionadas a inibicdo da hiperpigmentacéo
cutdnea. Isso oferece uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de
tratamentos dermatologicos mais eficazes, baseados em compostos naturais, com
menor propensdo a efeitos colaterais indesejados. Contudo, apesar dos avancos e
das promissoras descobertas, € crucial ressaltar a necessidade continua de mais
estudos e ensaios clinicos para validar o potencial terapéutico da C. spruceanum no
tratamento de manchas hiperpigmentadas. A confirmacdo da eficacia desses
compostos demanda uma investigacdo mais aprofundada, considerando diferentes
concentracdes, formulacbes e condi¢cdes de aplicacdo. Além disso, a preservacéo
sustentavel dessa espécie € fundamental, especialmente devido a alta demanda por

seus produtos. Estratégias de manejo ecologico e politicas de conservacado séo
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necessarias para evitar praticas extrativistas prejudiciais que possam impactar
negativamente sua existéncia. Em sintese, os resultados obtidos até o momento
proporcionam uma visao promissora do potencial clareador da C. spruceanum em
manchas hiperpigmentadas. No entanto, ha uma necessidade urgente de mais
pesquisas, validacdes clinicas e medidas de conservacdo para garantir a utilizacéo

responsavel e eficaz desses recursos naturais.
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