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RESUMO

A radiacao solar é o principal fator de surgimento de patologias topicas. Medidas
preventivas contra o fotoenvelhecimento cutdneo sdo necessarias e umas das
formas € o uso de fotoprotetores. O género Marcetia (Melastomataceae) é
endémico dos campos rupestres do nordeste brasileiro e sdo adaptadas as
condi¢cdes de alta incidéncia solar devido a bioproducdo de flavonoides. Este
trabalho teve como objetivo inicial avaliar as atividades antioxidante,
fotoprotetora (UVB/UVA) e toxicidade dos extratos etandlicos de M. taxifolia, M.
macrophylla e M. latifolia. Em seguida, foi investigado o potencial fotoprotetor
dos extratos incorporados a 5, 10, 20 e 30% em locdo polawax®. Todos os testes
foram realizados in vitro. As formulagbes foram avaliadas do ponto de vista
fisico-quimico. Em adicdo realizou-se CLAE-DAD para identificagdo e
quantificacdo dos flavonoides. O método espectrofotométrico foi usado para
determinacdo do teor total de flavonoides (TFC), método DPPHe (atividade
antioxidante) e atividade fotoprotetora (UVB/UVA). A avaliacdo da toxicidade foi
feita por meio do teste HET-CAM e hemdlise. O extrato mais promissor foi
fracionado. Foram desenvolvidas formulacdes fotoprotetoras (5, 10, 20 e 30%),
as quais também tiveram seu perfil fotoprotetor UVB/UVA avaliados. A M.
taxifolia apresentou maior teor de quercetina, com 55,78 g/Kg e 168 pg/mL,
conforme os estudos de CLAE-DAD e TFT. Todos os extratos de Marcetia ssp.
tiveram uma atividade antioxidante em torno de 95%. Da mesma forma que as
trés espécies tiveram bons resultados de FPS e fotoprotecdo UVA. A espécie
que apresentou melhor valor de FPS foi a M. macrophylla (20,25) e protecéo
UVA foi a M. taxifolia (86,04%), porém estas espécies tem um potencial tdéxico
superior a M. latifolia, que também teve um bom valor de FPS (13,12) e protecéo
UVA (78,09%). Os resultados de toxicidade mostram que esta espécie foi a mais
segura, sendo considerada um irritante fraco e com uma taxa de hemdlise de
23,51%, enquanto as outras espécies tiveram a taxa de hemdélise > 50%. Diante
destes resultados o EEML foi fracionado em cinco fragcbes (MLFR02, MLFRO3,
MLFRO04, MLFRO5, MLFRO06). Ap6s os ensaios, a MLFRO2 apresentou boa
atividade fotoprotetora UVB (FPS: 17, 52) e UVA (87,49%), porém a mais segura
foi a MLFRO2, além de apresentar um alto valor FPS (37,82) quando incorporada
a emulsdo o que a faz ser indicada para individuos muito sensiveis a
queimadura solar.

Palavras-chave: Marcetia, flavonoides, atividade antioxidante, fotoprotec&o
UVB/UVA



ABSTRACT

Solar radiation is the main factor in the appearance of skin diseases. Preventive
measures against skin photoaging are necessary and one of the ways to avoid it is to
use sunscreen. The genus Marcetia (Melastomataceae) is endemic of rocky fields in
northeastern Brazil and are adapted to high sunlight conditions due to bioproduction of
flavonoids. The initial goal of this work was to evaluate the antioxidant activities,
photoprotection (UVB/UVA) and toxicity of ethanolic extracts of M. taxifolia, M.
macrophylla and M. latifolia. Thus, it was investigated the potential photoprotection of
the extracts incorporated at 5, 10, 20 and 30% by polawax® lotion. All tests were
performed in vitro. The formulations were evaluated in the physicochemical standpoint.
In addition it was held HPLC-DAD for identification and quantification of flavonoids. The
spectrophotometric method was used to determine the total level of flavonoids (TFC),
DPPHe (antioxidant activity) and photoprotective activity (UVB/UVA). The evaluation of
toxicity was made by means of the HET-CAM test, and hemolysis rate. The most
promising extract was fractionated. Photoprotective formulations have been developed
(5, 10, 20 and 30%), which also had their sunscreen profile UVB / UVA evaluated. The
M. taxifolia showed higher quercetin content, with 55.78 g/Kg and 168 pg/mL, following
the studies of HPLC-DAD and TFT. All Marcetia ssp extracts had an antioxidant activity
around 95%. Likewise, the three species had good results to SPF and UVA
photoprotection. The species that has better value SPF was M. macrophylla (20.25) and
UVA protection was M. taxifolia (86.04%), but these species have a higher toxic
potential related to M. latifolia, which also had a good value SPF (13.12) and UVA
(78.09%). The toxicity results show that this species is more secure and is considered
an irritant and of weak hemolysis rate (23.51%), while the other species had a
hemolysis rate > 50%. Given these results EEML was fractionated into five fractions
(MLFRO2, MLFRO3, MLFR04, MLFRO5, MLFRO06). After testing, MLFR02 showed good
UVB sunscreen activity (17,52) and UVA (87.49%), but the safest was MLFR02 beyond
presenting results in a high SPF value (37.82) when incorporated into the emulsion
which makes it suitable for individuals who are very sensitive to sunburn.

Keywords: Marcetia, flavonoides, antioxidant activitie, photoprotection
UVB/UVA.
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A pele é o 6rgdo mais extenso do corpo humano, faz a interface entre o
organismo e o ambiente externo. Devido a sua resisténcia fisica, exerce diversas
funcdes: termorregulacdo, sintese bioquimica e metabolismo, resposta aos
estimulos imunoldgicos, deteccao sensorial, protecdo contra atritos e, a radiacao
ultravioleta UV (RANGEL, 1998; GONCALVES, 2000; ORIA et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2004; BELO, 2008).

A luz solar em doses adequadas melhora a eficacia do sistema
imunologico (acdo fungicida e bactericida), estimula o metabolismo, reduz o
colesterol, além de promover a sensagdo de bem-estar, além de ser responsavel
pela sintese da vitamina D, que, entre outros horménios, é vital para a saude
fisica e mental. (SANSSON, 2006). Porém a radiacdo UV também é responsavel
por efeitos nocivos, quando ha exposicdo em excesso, promovendo alteracdes
cutaneas relacionadas com inUmeras doencas de pele, se destacando o cancer
de pele.

O envelhecimento cutaneo € um ciclo altamente complexo pelo acumulo
de diferentes substancias nas células e tecidos, desencadeado por fatores
intrinsecos: como geracdo de radicais livres e alteracdes hormonais; e
extrinsecos, exposicdo ao tabaco, a desnutricdo, a radiacdo infravermelha e
como a exposicao a radiagdo UV, sendo esta o principal agente promotor do
fotoenvelhecimento (BALOGH et al., 2011)

Desta forma, a exposicéo solar deve ocorrer de modo cauteloso para que
nao resulte em sequelas a pele, pois, fisiologicamente, o organismo humano é
capaz de defender-se contra os danos causados pela a radiagdo UV em virtude
da acdo dos antioxidantes. Porém a exposicao excessiva e crbnica a radiacdes
UV e outros radicais livres pode interferir, negativamente, nesse mecanismo de
defesa natural (GALVEZ, 2010, GREGORIS et al.,2011).

A utilizacdo de fotoprotetores é a principal estratégia contra os efeitos
nocivos dos raios UV (BALOGH et al., 2011). As formula¢gdes com filtros solares,
geralmente, apresentam-se na forma de emulsdes, sendo estas os veiculos mais
usados tanto na forma de cremes como também em logcdes. As emulsdes 6leo
em agua (O/A) sdo os sistemas mais empregados por serem, sensorialmente,
mais agradaveis ao usuario (MILESE, GUTERRES, 2002).

O fator de protecdo solar (FPS) representa o valor atribuido a esta

capacidade e efetividade das formulacbes. O método padrédo de avaliacdo da
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efetividade de uma formulacdo fotoprotetora baseia-se no célculo do fator de
protecdo solar (FPS) (WHO, 2009). Este fator foi criado em 1956 e € calculado
pela razdo entre a dose minima eritematosa em uma pele protegida por um
protetor solar (DMEp) e a dose minima eritematosa na mesma pele quando
desprotegida (DMEnp) (EL-BOURY et al., 2007, BRASIL, 2012a)

A necessidade de métodos mais rapidos e menos dispendiosos para
triagem de substancias potencialmente fotoprotetoras, para estudos de pré-
formulacdo e avaliagbes de rotina em controle de qualidade, gerou o
desenvolvimento de novas técnicas para determinacdo do FPS. Uma destas, é
uma técnica in vitro, na qual a determinacédo do FPS é determinada usando-se 0
espectrofotometro (MANSUR et al. 1986). Os resultados obtidos pelo método
espectrofotométrico tém apresentado boa correlacdo com os resultados in vivo
(SAYRE et al., 1979; SANTOS et al., 1999; FLOR, DAVOLOS, CORREA, 2007,
SILVA, FERRARI et al., 2007). Diversos trabalhos tém sido publicados utilizando
a metodologia in vitro para determinacdo do FPS de formulagbes contendo
diferentes filtros solares, inclusive moléculas de origem natural, presentes em
extrato e Oleos vegetais (BOBIN et al.,, 1994, BEBER, SCHNEIDER, 2000;
FERRARI et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2009; LIMA, 2015).

Tal fato € observado porque estudos tem associado a capacidade das
substancias naturais, em absorver na regido do UVB e UVA, habilidade de
neutralizar radicais livres e/ou compostos oxidantes e geracdo de mediadores
quimicos que inibem os danos causados pela excessiva exposicao a radiacao
solar. Ao longo do processo evolutivo € notada a permanéncia da expressao de
genes gue regulam o metabolismo de constituintes como os flavonoides que
exercem estas fungdes nas plantas (EDEVRA, 2005; AGATI et al., 2013).

Assim, 0 emprego de extratos vegetais na tentativa de proteger a pele
contra os danos provocados pelas radiagbes UV vem aumentando nos ultimos
anos, uma vez que muitos destes extratos possuem substancias ativas analogas
estruturalmente a filtros sintéticos, com uso ja consagrado no mercado
farmacéutico de fotoprotetores (CHIU et al., 2005).

O espectro de absorcdo dos flavonoides, quando dispersos em etanol,
mostra dois picos na regidao o UVB: um na faixa de 240-320 nm e outro 300-550
nm, indicando potencial uso fotoprotetor para essa faixa radiacdo (BOBIN,

OGAWA e FURKUI, 1994). Estudos in vivo e em in vitro tem comprovado que 0s
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flavonoides inibem enzimas que estdo envolvidas na produgao de radicais livres
por meio da doacao de elétrons (HANASIKI et al, 1994).

Desta forma, o presente trabalho buscou estudar espécies vegetais
oriundas do semiarido baiano frente as suas atividades antioxidante e
fotoprotetora in vitro, pois diferentes espécies de plantas, em especial as plantas
do semiarido, estdo adaptadas a uma enorme intensidade de incidéncia
luminosa. As folhas destas plantas, geralmente sdo cobertas por tricomas e/ou
por uma camada de resina, rica em terpendides e flavonoides. Um dos papéis
mais importantes destes flavonoides refere-se a absorcéo da radiagdo UVB/UVA
como um filtro natural (CUADRA, HARBORNE e WATERMAN, 1997).

Para desenvolvimento do estudo das atividades antioxidante e
fotoprotetora das espécies Marcetia latifolia, M. taxifolia e M. macrophylla foram
preparados extratos etandlicos utilizando-se métodos extrativos classicos. A
identificagcéo dos flavonoides foi conduzida por CLAE-DAD.

Determinou-se, in vitro, a atividade antioxidante por meio do sequestro
radical livre DPPHe (ALVES et al., 2010). A determinacdo do FPS foi feita por
meio da técnica in vitro usando-se o espectrofotometro (MANSUR et al., 1986).
Ainda avaliando a atividade fotoprotetora, foi mensurada a capacidade de
fotoprotecao contra raios UVA, observando o potencial dos extratos etandlicos
de Marcetia em impedir degradacao do resveratrol (KERRILEE, 2009; DETONI
et al., 2012).

Para avaliacdo toxicol6gica dos extratos de Marcetia ssp foram realizados
os ensiaos HET-CAM (Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membrane) pelo qual
mensurou-se semi-quantitativamente o potencial irritante de solugdes contendo o
extrato etanodlico (BRASIL, 2012b). E avaliacdo da atividade hemolitica das
amostras segundo metodologia descrita por Bender e colaboradores (2012) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012a). Também foi
investigada a espécie que se mostrou tanto eficaz. Esta foi entdo fracionada por
cromatografia em coluna aberta. E as fragbes com o mesmo perfil
cromatografico foram reunidas e, novamente, submetidas aos ensaios de FPS,
atividade antioxidante e ensaios toxicologicos aplicados aos extratos brutos de
Marcetia ssp. Posteriormente, foram desenvolvidas formulagfes farmacéuticas

para a incorporacao das fracdes de M. latifolia.
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2.1 Pele

A pele é o 6rgao mais extenso do corpo humano, faz a interface entre o
organismo e o ambiente externo, e corresponde a cerca de 5% do peso total
corporal, apresentando variagcbes de espessura e valor de pH de acordo
com as regides corpéreas (PEYREFITTE, MARTINI e CHIVOT, 1998). Devido a
sua resisténcia fisica, exerce diversas funcdes: termorregulacdo, sintese
bioquimica, protecdo frente a atritos e a radiacdo ultravioleta, resposta aos
estimulos imunoldgicos - sendo a primeira linha de defesa contra agressdes do
meio ambiente - e deteccao sensorial (RANGEL, 1998).

Este 6rgao é formado por uma tripla camada tecidual: epiderme (camada
mais superficial), derme (camada intermediaria) e hipoderme ou tecido celular

subcutaneo (camada profunda) (Figura 1).

Poro Corstei Glébndula

orpusculo sebacea Pélo
sudonpéro de Meissner; \
_~Camada comea

Epiderme “ (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre

Derme—. | ¢ Glandula
I I sudoripara

t—Musculo eretor
9y dopélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Arteria™

Veia ?ollculo piloso

Figura 1: Estrutura da pele (Fonte: RIBEIRO, 2010)

A epiderme é a camada mais externa e protege o corpo das agressdes do
meio ambiente. A espessura da epiderme varia de 0,07 a 12 mm na maioria do
corpo, podendo atingir 0,8 mm na palma das méos e 1,4 mm na planta dos pés
(HABIF, 2005). A epiderme é formada por 5 camadas celulares: estrato
germinativo ou camada basal (mais interna), estrato espinhoso, estrato
granuloso, estrato lucido e estrato cérneo (mais externa) (OLIVEIRA et al.,
2004).

A camada basal é fina e constituida por um epitélio de revestimento

estratificado pavimentoso, sendo formada por uma regido chamada epiderme
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vidvel, com células metabolicamente ativas, que se renovam periodicamente, 0s
queratindcitos, que se organizam em camadas: basal, espinhosa e granulosa.

O estrato corneo corresponde as células mortas queratinizadas -
queratina de superficie (ROSEN, 2005; KIM et al., 2007). Além dos
queratindcitos, existem outras células presentes neste extrato: melandécitos, que
sintetizam a melanina, substancia responsavel pela coloragédo da pele e protecéo
naturalmente contra os raios solares (LEONARDI, 2000). O estrato cérneo é
capaz de refletir entre 5 e 10 % da luz que incide sobre ele. Na regido onde o
estrato corneo € mais fino, a sensibilidade a radiagdo UV é aumentada e a pele
pode ser queimada ou lesionada com maior facilidade do que a regido dotada de
uma camada cornea mais abundante (RIBEIRO, SANTOS e MEDEIROS, 2004).

A derme, tecido localizado abaixo da epiderme, também denominada de
tecido de sustentacdo por ser responsavel a dar consisténcia fisica da pele. E
constituida fundamentalmente por dois tipos de células: fixas (fibroblastos) e
“‘migratorias”. Os fibroblastos s&do responsaveis pela sintese das diferentes
macromoléculas que compdem a matriz extracelular, enquanto as células
migratorias participam da defesa do organismo (PEYREFITTE, MARTINI e
CHIVOT, 1998). E formada por tecido conjuntivo denso, sendo rica em fibras
coldgenas e de elastina formadas pelos fibroblastos presentes. Este tecido de
sustentacdo € atravessado por inidmeros vasos € hervos, no qual estédo
implantados os anexos cutaneos: glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos
pilosos, estruturas sensoriais e unhas (PEYREFITTE, MARTINI e CHIVOT,
1998; OLIVEIRA et al., 2004).

A regido da hipoderme é a camada mais profunda do tecido sobre a qual
repousam a epiderme e a derme, unindo estas ao resto do corpo, permitindo que
as duas primeiras, deslizem livremente sobre as outras estruturas do organismo.
E formada por uma variedade de tecido conjuntivo e tecido adiposo, a qual,
entre outras funcdes, é responsavel pelo armazenamento de nutrientes e
energia para o organismo (PEYREFITTE, MARTINI e CHIVOT, 1998).

Conhecida, também, como tecido subcutaneo, atua como reserva
energética, na protecdo contra chogues mecanicos, reducdo de impacto e
traumas, sendo também considerada termo - regulador (OLIVEIRA et al., 2004).
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2.1.2 Envelhecimento cutaneo e os radicais livres

O processo denominado de renovacao epidérmica, o qual se completa em
torno de duas semanas em pessoas jovens e em, 37 dias em pessoas com
idade superior a 50 anos, consiste no deslocamento permanente e repetido de
células da camada basal para a superficie da epiderme, de onde se
desprendem as mortas, resultando em alteracdes perceptiveis, como atrofia,
enrugamento, lassiddo (sinais mais aparentes de uma pele senil). O
envelhecimento intrinseco é natural, inevitdvel, comum a todas as pessoas,
podendo estd relacionado a fatores genéticos e/ou cumulativos, caracterizado
por atrofia da pele, rugas, manchas de hiperpigmentacao, reducéo na espessura
da pele e dificuldade de cicatrizagdo que surgem gradativamente, acentuando-se
apos os 30 anos de idade. Além das alteragdes fisioldgicas, ao longo do ciclo de
vida de um individuo, a pele sofre diversas agressbes por agentes fisicos,
guimicos ou bioldgicos, que podem levar ao aparecimento de patologias ou
alterar o processo de envelhecimento (EDWARDS, MARKS, 1995;
PEYREFITTE, MARTINI e CHIVOT, 1998; ORIA et al., 2003).

O envelhecimento cutaneo é um ciclo altamente complexo pelo acumulo
de diferentes substéncias nas células e tecidos, desencadeado por fatores
intrinsecos: como geracdo de radicais livres e alteracbes hormonais; e
extrinsecos, como a exposicdo a radiacdo ultravioleta (principal agente),
exposicao ao tabaco, a radiacdo infravermelha e a desnutricdo (BABY et al.,
2009).

Oxidacdes quimicas e enzimaticas envolvendo a formacdo de radicais
livres (RL) aceleram o envelhecimento cutaneo. O maior dano causado pelo
estresse oxidativo é a peroxidacdo dos acidos graxos constituintes da dupla
camada lipidica, que resulta em alteracbes irreversiveis em nivel da
conformacao celular, levando ao envelhecimento prematuro, que pode ser visivel
na pele através de sulcos, rugas e secura, entre outras alteracdes (NICHOLS e
KATIYAR, 2010).

Os RL sédo atomos ou moléculas que apresentam um elétron
desemparelhado, tornando-o num composto muito instavel e reativo, hoje,
também, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs). Uma

molécula de oxigénio com elétrons pareados é estavel, entretanto, o oxigénio
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com um elétron sem par € “reativo” porgue ele capta elétrons de componentes
vitais, danificando-os. Essas reacdes séo a fonte mais importante de producéo
de radicais livres, por ocorrerem constantemente no interior do organismo vivo. A
estrutura incompleta do RL faz com que este tenha a capacidade de ligar-se
inespecificamente a outras moléculas, completas e estaveis, promovendo
reacoes em cadeia, capazes de causar danos em diferentes componentes
celulares (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SALVADOR e HENRIQUES,
2004).

Além da producédo através das atividades biolégicas do proprio organismo,
0os RL podem ser produzidos pela inducao por fatores externos, destacando-se:
destaca-se a poluicdo (fumo, gases de o0z6nio), radiacfes (radiacdes ionizantes
e UV) e agentes quimicos (herbicida paraquat, paracetamol, alguns solventes
organicos) (CHEN, HU e WANG, 2012).

Atualmente, sabe-se que os RL estdo envolvidos em processos vitais
bioldgicos: producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular.
Por outro lado, sabe-se que o0 excesso destes radicais também esta relacionado
a processos nocivos para o organismo. Desta forma, conseguiu-se compreender
a influéncia dos RL no envelhecimento, e em diversos outros processos
fisiopatoldégicos como algumas doencas degenerativas, como o cancro, doencas
cardiovasculares, cataratas, aterosclerose, inflamacéo, declineo do sistema
imunitario, na peroxidacéo dos lipidos da membrana citoplasmatica, na agressao
as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, glicideos e DNA, e
ainda na fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento (FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

Existem solucBes para evitar o estresse oxidativo, estas passam pelo
aumento do nivel de antioxidantes no organismo, uma vez que 0S mesmos tem a
funcdo de remover as espécies reativas que estdo sendo produzidas em
excesso, impedindo assim lesdes oxidativas e, consequentemente, 0 stress
oxidativo. O excesso de RL no organismo seja por producdo enddgena ou
exdgena é combatido por compostos conhecidos como antioxidantes. Estes sao
mais reativos com os RL do que as células do organismo, assim agem como
mecanismo de defesa do corpo, estes podem ser produzidos pelo préprio

individuo, adquiridos através da dieta (ingesta de alimentos ou suplementos
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alimentates) e até por resposicdo cutanea. (FARRIS, 2007; NICHOLS e
KATIYAR, 2010)

O corpo desenvolve mecanismos de defesa contra o ataque de RL por
meios antioxidantes como: superoxido dismutase, catalase, a-tocoferol
(vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), ubiquinona e glutationa. A
glutationa, a qual esta presente na maioria das células, é considerada um dos
componentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula,
protegendo-a contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions
ferro, ozonio e radiacdo ultravioleta (RU) (HALLIWELL et al., 1997; FERREIRA
e MATSUBARA, 1997).

A exposicado solar prolongada e excessiva na faixa da radiacdo UVA
resulta no fotoenvelhecimento, que ocorre quando elementos chaves de suporte
da pele sao danificados por esta radiacéo. Trata-se de um processo cumulativo
que contribui para a formagdo de rugas, flacidez e outros sinais de
envelhecimento precoce e como consequéncia mais grave, pode-se citar a
inducdo ao cancer de pele, dependendo da tonalidade da pele, tempo e
intensidade de exposi¢éo (DE PAOLA e RIBEIRO, 1998).

As radiagbes UVB e UVA Il penetram apenas na epiderme e derme
superior, enquanto a UVA | atinge a derme profunda, essa exposicao solar
cronica sobre o metabolismo das células da pele, queratindcitos e fibroblastos,
gera uma sobrecarga de EROS, que, por sua vez, acabam esgotando 0s
mecanismos celulares de defesa, quando entdo a célula inicia o processo de
senescéncia (BASTUJI-GARIN et al., 1999).

O envelhecimento cutaneo devido a fatores externos, o qual € conhecido
como envelhecimento extrinseco ou actinico é resultado, principalmente, da
exposicdo excessiva radiagéo ultravioleta. Esta ainda pode causar danos outros
ao organismo, sao eles: imunossupresséo local e sistémica, fotoenvelhecimento
precoce e, como principal fonte de preocupacdo, o0 aparecimento de
fotocarcinogénese (BASTUJI-GARIN, 1999; LUCCI, CITRO e WILSON, 2001;
FISHER e XU, 2005).

No processo de envelhecimento cutaneo promovido pela exposicdo as
radiacbes UV, os RL oriundos desta exposi¢céo, vao reagir imediatamente com
moléculas, oxidando o DNA, lipidos e proteinas celulares, resultando, desta

forma alteracdes irreversiveis na conformacdo celular, as quais levardo ao
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envelhecimento cutdneo prematuro, facilmente perceptivel (sulcos, rugas e
ressecamento). E ainda promovem reacgfes inflamatérias, eritematosas,
imunosupressao, esta ultima provoca mutagbes no gene supressor tumoral,
reduzindo a capacidade do organismo em evitar a proliferacdo celular
exacerbada, formacéo de tumores (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes podem ser particularmente Uteis nas alteragdes da pele
induzidas pela radiacdo UVA que se acredita ser determinante, em grande
parte, pelo processo oxidativo. De fato, a aplicacdo tépica de antioxidantes
eleva a dose minima de UVA necessdaria para induzir um escurecimento
pigmentar imediato e diminuir a severidade das fotodermatoses induzidas pela
radiacdo UVA (HALLIWELL et al., 1995).

Para prevencdo e terapia contra o envelhecimento cutaneo, diversos
métodos podem ser utilizados tais como: fotoprotetores para prevenir os danos
induzidos pela radiagdo ultravioleta, compostos antioxidantes (vitaminas,
coenzima Q10 e polifenois) que podem ser usados por via tdpica ou oral,
retinoides, hormonios, enzimas de reparo ao DNA (TOREZAN, NIWA e FESTA
NETO, 2009)

2.2 Radiacao Solar

O Sol representa a principal fonte de energia do planeta, a emite na
forma de radiacdo eletromagnética de varios comprimentos de onda, incluindo
energia césmica de alta e baixa energia; raios gama; raios ultravioletas (UV) de
alta e baixa energia; luz visivel; radiacdo infravermelha (IV); microondas, e
finalmente ondas de radio (Figura 2).

Radiacdo com comprimento de onda de alta energia (A < 10 nm) desloca
os elétrons das moléculas para formar ions, e sdo consideradas radiacfes
ionizantes. Radiacdo UV, visivel e IV com baixo comprimento de onda, néo
possuem a energia requerida para esse processo e sao classificadas como nao
ionizantes (KIRCHOFF, 1995; SHAATH et al., 2005).
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Figura 2: llustracao esquematica do espectro eletromagnético

(http://acquaticos.blogspot.com.br/2010/08/radiacao-ultravioleta-gerada-pela.html)

Esse espectro de radiacdo UV é dividido em trés segmentos, baseados
nos diferentes comprimentos de onda - radiacdo de comprimento de onda UVA
(A = 320-400 nm, que pode ser subdividida em UV-Al (A = 340 - 400 nm) e UV-
A2 (L = 320 - 340 nm), UVB (A = 290 - 320 nm) e UVC (A = 100 - 290 nm).).
Cada radiacdo penetra a pele de acordo com o0 seu comprimento de onda,
interagindo assim com diferentes células localizadas nas diferentes camadas da
pele (GARCIA, 2001)

Ao incidir sobre a pele, a radiacdo UV pode ser absorvida, refletida ou
espalhada. Somente a parte absorvida produz alteracdes dos croméforos
(moléculas que absorvem a radiacdo), como exemplos de croméforos tem-se a
melanina, os acidos nucléicos (que formam o DNA), aminoacidos (que formam
as proteinas) .As alteracdes sofridas pelos croméforos da pele séo
denominadas reacdes fotoquimicas, as quais desencadeiam todas as demais
reagbes bioquimicas que resultam em danos como: queimadura, elastose
solar, fotoenvelhecimento e até mesmo, cancer de pele (PINNELL, 2003;
SUAREZ PEREZ et al., 2012).

2.2.1 Radiac¢des UVA/UVB e o fotoenvelhecimento cutadneo
O fotoenvelhecimento consiste nas alteracfes cutédneas resultantes de

exposicao solar crénica. A pele fotoenvelhecida € aspera, enrugada, com

coloracdo amarelada (diminuicdo dos vasos sanguineos), despigmentacao
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mosqueada provocada pela estimulacdo dos melandcitos pela radiagcdo UV,
microvasos surgem pelo alargamento de pequenos vasos e rugas finas devido
ao enfraquecimento dos tecidos de suporte, perda da elasticidade e
aparecimento de lesBes cancerosas pré-malignas e malignas (PARRISH,
JAENICKE e ANDERSON, 1982).

O envelhecimento extrinseco é um intensificador do envelhecimento
cronologico, sendo esse 0 motivo pelo qual, areas expostas e ndo expostas a
radiacdo UV costumam apresentar aspectos muito diferentes (STEINER, 1995;
ENJELKE et al., 1997). A interacdo entre a pele e a luz solar é inevitavel. O
potencial de dano depende do tipo e da intensidade da exposi¢do (GRUIJL, VAN
KRANEN e MULLENDERS, 2001; NORVAL, 2001, MURPHY, 2002). A luz UV
apresenta distinta penetracdo na pele (Figura 3) e causa a maioria das reacdes

cutaneas fotobioldgicas.

uve UVA v

sanguineos

Figura 3: Representacdo esqueméatica da penetracdo de diferentes radiagfes na pele
(LAWRENCE, 2001).

Os fotodanos, na pele humana, causados pela radiagdo UVA ndo varia
de acordo com a hora do dia, pois, a intensidade desta radiacdo é constante,
assim, promove o surguimento de danos a longo prazo, especialmente com
exposicdes repetidas ao sol, tais como reacbes de fotosensibilidade e
fototoxicidade, danos ao sistema vascular periférico e induz ao cancer de
pele, dependendo do tipo de radiacdo, do tempo, frequéncia e intensidade de
exposicdo (MENDONGCA, 1998; SALGADO, GALANIE e LEONARDI, 2004;
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OLIVEIRA et al.,, 2004; STEINER, 2005), bronzeamento direto com eritema
fraco, ou subqueimadura. A reacdo maxima do eritema é atingida em 72 horas,
apos a exposicao ao sol. Havendo exposicdo continua, ndo somente acelera o
envelhecimento da pele, mas também, ocorre implicacdo carcinogénica e
imunossupressdo (DUMAY, KARAN e VIAN, 2001; GARCIA, 2001).

A radiacdo UV que consegue atravessar a atmosfera consiste
principalmente em UVB (z 5%) e UVA (= 95%), sendo esses espectros,
compreendidos entre 290 a 400 nm, que interessam clinicamente a fotoprotecao
por ocasionarem danos a pele. Naturalmente, a UVC é completamente
absorvida pela camada de ozbénio da atmosfera, mas com a degradacéo
ambiental parte desta radiagdo também pode nos atingir. (SANTOS e
BLATT,1998)

A radiacdo UVA por ter um maior comprimento de onda, consegue
penetrar mais profundamente na pele, atingindo ndo sé os queratinécitos da
epiderme, como os fibroblastos da derme. Apesar de ser fracamente absorvida,
pode ativar a formacdo de radicais livres (RL) e &tomos de oxigénio reativo
(ROs), que na deficiéncia de vitamina E intracelular ira se combinar com a
molécula lipidica e liberar um atomo de oxigénio, iniciando uma peroxidacédo do
lipideo poliinsaturado que produz moléculas ndo ativas de perédxido. Estas
moléculas podem causar alguns danos celulares que promovem o
fotoenvelhecimento (GARCIA et al.,, 2001). A faixa UVA também ocasiona
eritema, mas € necessaria uma intensidade de radiacdo mil vezes maior que a
faixa do UVB para causar o mesmo efeito.

Ja os raios UVB possuem pequena penetracao na pele, mas devido a
sua alta energia, sdo 0s maiores responsaveis pelos danos imediatos da
radiacdo solar. As reacdes fotoguimicas afetam a camada epidérmica da pele,
causando eritema e bronzeamento indireto da mesma, pois aproximadamente
90% da radiacdo UVB é observida pela epiderme e 10% atingem a parte
superficial da derme (GARCIA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004). O eritema
causado por UVB ocorre em duas fases distintas, sendo que a primeira
inicia-se imediatamente apdés o inicio da exposicdo e possui duracdo de
alguns minutos, enquanto que a fase tardia inicia-se apos 3 a 4 horas,
atinge o0 maximo em 12 a 24 horas e diminui apos 72 horas da exposi¢cdo (DE
PAOLA e RIBEIRO, 1998).
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Devido a fatores ambientais, a reducdo na camada de ozbnio tem
levado a um aumento da radiacdo UVB na superficie da terra (ROY, GIES e
TOOMEY, 1995). A radiagédo UVB por ser considerada uma radiacdo de ondas
curtas atingem a pele, penetrando até a camada basal da epiderme. Gera
espécies reativas de oxigénio (EROS) sendo, assim, responsavel pela inducéo
de stress oxidativo, envelhecimento prematuro da pele e por multiplos efeitos
no sistema imunitario. Como consequéncia da modificacdo do angulo da
radiacdo solar e da absorcdo da radiacdo solar pela atmosfera, a intensidade
da radiacdo UVB que atinge a superficie terrestre sofre alteragbes, tendo
maior incidéncia entre 10:00 e 15:00 horas (OSTERWALDER et al., 2000;
GARCIA, 2001).

Entrentanto faz-se necessario lembrar que a radiacdo UVB também
possui efeitos benéficos como a participacdo na formagdo da vitamina D,
exerce acao antidepressiva - estimulando a glandula pineal que elabora as
endorfinas cerebrais, cuja acdo no humor é primordial. As radiacdes exercem
também efeito terapéutico benigno em algumas enfermidades cutaneas, tais
como: psoriase, dermatite atdpica, micose fungobide, vitiigo e ictericia
neonatal, entre outras (DE PAOLA e RIBEIRO, 1998; OLIVEIRA et al., 2004;
KULLAVANIJAYA e LIM, 2005).

Os raios UVC nao atingem a superficie da Terra em quantidade
significativa, pois séo filtrados na camada de oz6nio, portanto, ndo implicariam
risco para a populagdo. No entanto, a diminuicdo progressiva desta camada,
pode tornar perigosa a exposicao a esses raios (ROY, GIES e TOOMEY, 1995).

Resumidamente, os danos cutaneos causados pela exposicdo a radiacao
UV podem ser classificados em crénicos e agudos: a exposicdo crénica pode
levar ao fotoenvelhecimentoe e cancer de pele, diminuicdo da imunidade
cutanea (FERRARI et al., 2002). J4 a resposta aguda consiste basicamente
em inflamacdo (eritema, sensibilidade ao toque, edema), bronzeamento
(aumento da melanogénese), reacdes de fotossensibilizagdo induzida por droga
e agravamento de doencas e/ou alergias (PARRISH, JAENICKE e ANDERSON,
1982).

A exposicdo excessiva resulta em severo estresse oxidativo nas células

da pele através de interagbes com cromoéforos intracelulares e
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fotossenssibilizadores, resultando em danos transitérios ou permanentes
(FERRARI, 2002).

2.3 Protecao contra a rradiacao solar

Nas primeiras décadas do século XXI, notou-se que o sulfato de quinina
acidificado e, mais tarde, o Antilux® (2-naftol-6,8-dissulfonato de sédio) evitavam
as gueimaduras da pele (eritema) pelos raios solares, surge entdo os protetores
solares (URBACH, 2001; MASSON e SCOTTI, 2003). Ao longo do século,
muitas substancias surgiram com eficacia na prevencao de eritema solar e seu
uso se tornou mais popular apés a segunda guerra mundial, com o &cido p-
amino benzoico (PABA) (SHAATH, 1997; URBACH, 2001).

Os protetores solares sdo preparacdes de uso topico que reduzem o0s
efeitos deletérios da radiacao UV, além de oferecer protecéo contra a formacao
de eritema induzido por radiacdo UV em peles animal e humana, também inibem
a fotocarcinogénese em pele animal (GASPARRO, MITCHNIC e FRANK,1998).

Os ativos presentes nos protetores solares podem bloquear ou absorver
energia eletromagnética na faixa denominada UV e emiti-la, geralmente, na faixa
do infravermelho, gerando sensacéo de calor. Devido a esse mecanismo ndo ha
penetracdo da radiacdo na pele, o que evita danos e permite, assim, maior
tempo de exposicdo ao sol. Ha& alguns anos, os ativos fotoprotetores sao
utilizados devido a necessidade de prevencao contra as reacfes fototdxicas, o
cancer de pele e o envelhecimento precoce (UITTO et al,. 1997; OZER et al.,
2001).

Outro fator tdo relevante quantos os anteriormente mecionados nos
aspectos qualitativos dos protetores solar € o seu Fator de Protecdo Solar (FPS),
que corresponde a um valor numérico, com a finalidade de avaliar o tempo
durante o qual a pele estara protegida contra queimadura solar, provocada pela
radiacdo UVB, através da administracdo de um determinado protetor solar
(FLOR, DAVALOS e CORREA, 2007; NEVES, 2008a; NEVES, 2008b; NEVES,
2008a; CHORILLI et al., 2009).

Para mensurar, aproximadamente, quanto tempo um individuo pode
permanecer em exposi¢cao solar, com base no FPS do produto, basta saber

quanto tempo a pessoa consegue permanecer ao sol, sem nenhum protetor
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solar até aparecer na pele um leve eritema, entdo se multiplica essa fracado de
tempo, em minutos, tempo pelo FPS declarado no rotulo do protetor. Por
exemplo, se o tempo maximo de exposicdo ao sol, sem filtro solar, for de oito
minutos e o fator de protecdo solar do produto utilizado for quinze, o tempo
maximo de exposi¢ao sera de cento e vinte minutos. Para um tempo maior deve-
se utilizar um protetor solar com FPS superior, considerando que seja utilizado
da maneira recomendada (quantidade, reaplicacdes, etc.) (EL-BURY et al.,
2006).

O FPS é definido como o valor obtido pela razdo entre a dose minima
eritematosa em uma pele protegida por um protetor solar (DMEp) e a dose
minima eritematosa na mesma pele quando desprotegida (DMEnp), conforme
equacao 1 (BRASIL, 2012a)

FPS: DMEp/DMEnp (1)

A Dose Minima Eritematosa (DME) é definida como a menor dose da
radiacdo UV requerida para produzir a primeira reacdo eritematosa perceptivel
com bordas claramente definidas, observadas entre 16 e 24 horas apls a
exposicdo a radiacdo ultravioleta, de acordo com a metodologia adotada.
(COLIPA GUIDELINES, 2006; BRASIL, 2012a)

A DME varia conforme o tipo de pele, ou seja, o fototipo de cada
individuo, que é baseado no histérico de queimadura solar e de bronzeamento.
Segundo Fitzpatrick, existem 6 (seis) fototipos distintos e a recomendacao do

FPS a ser utilizado para cada tipo de pele, como demonstrado no quadro 01.
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Tipo de

Pele

Fotosenssibilidade a
radiacdo UVA

Historico de
gueimadura solar e

bronzeamento

FPS

recomendado

Min. Max.

DEM

(mJ/cm?)

Extremamente sensivel

Sempre queima
facilmente, nunca

bronzeia

20 = 30

15-30

Muito sensivel

Sempre queima
facilmente, bronzeia

minimamente

12 <20

25-30

Sensivel

Sempre queima
facilmente, bronzeia

gradativamente

8 <12

30-50

Moderadamente

sensivel

Queima
minimamente,
sempre bronzeia

bem

45-60

Pouco sensivel

Raramente queima,
bronzeia

intensamente

60-100

Vi

N&o sensivel

Nunca queima, pele
profundamente

pigmentada

SR SR

100-200

Quadro 01: Tipos de pele e fatores de protecdo recomendados (OLIVEIRA et al., 2004,

adaptado)

Para que a acado do protetor solar seja completa, é ideal que este forme

um filme uniforme sobre a superficie da pele. O relevo cutaneo é bastante

irregular formado por picos e vales, portanto, torna-se um trabalho dificil revestir

a pele de forma homogénea e este € um fator crucial para alcancar uma
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protecdo efetiva. A dosagem estabelecida para a eficacia fotoprotetora € de 2
mg/cm2 (GONZALEZ, FERNANDEZ-LORENTE e GILAERTE-CALZADA, 2008).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Protetor
Solar é qualquer preparacdo cosmeética destinada a entrar em contato com a
pele e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a
radiacdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacao
(BRASIL, 2012a). Nos Estados Unidos da América, onde o FDA (Food and Drug
Administration) considera esses produtos como “OTC” (over the counter, uma
denominacéo utilizada para medicamentos de venda livre) quando utilizados em
seres humanos (RUVOLO JUNIOR, 1997), j4 que sdo considerados como
produtos para prevencao de efeitos agudos (como o eritema solar) e cronicos
(como o cancer de pele) causados pela radiacéo solar (FDA, 1999).

A ANVISA também estabelece a Designacdo de Categoria de Protecao
(DCP) relativa a protecao oferecida pelo produto contra radiacdo UVB e UVA
para a rotulagem dos Protetores Solares (Quando 03), que, apesar de ndo ser
obrigatoéria, € uma informacao adicional que auxilia o consumidor no momento

de escolha do protetor.

Indicacdes adicionais

nao obrigatdrias na DCP FPS FPUVA
rotulagem
Pele pouco sensivel a Baixa
_ . 6,0-14,9
gueimadura solar Protecéao
Pele moderadamente o
_ Média
sensivel a queimadura . 15,0-29,9
protecéo 1/3 do fator de

solar .
protecao solar

Pele extremamente .
indica do na

sensivel a queimadura | Alta protecdo | 30,0-50,0
rotulagem

solar

Pele extremamente .
Protecao 50 >FPS<

sensivel a queimadura _
muito alta 100

solar

Quadro 03: DCP relativa a protecéo oferecida pelo produto contra radiacdo UVB e UVA

para a rotulagem dos Protetores Solares (Fonte: Brasil, 2012b (adaptado)
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A determinacdo do FPS é uma técnica que comprova a eficacia dos
filtros solares para a por¢cdo UVB do espectro eletromagnético. Como o UVB
€ responsavel por causar eritema na pele, um filtro bastante eficaz € aquele
que é capaz de proteger a pele exposta contra a queimadura solar (DAMIANI
et al., 2006).

Inicialmente os filtros solares foram desenvolvidos para a prevencédo de
gueimaduras solares, porém hoje sdo reconhecidos como uma importante
estratégia para a prevencao ou reducao de lesfes benignas e malignas da pele,
envelhecimento cutaneo precoce e imunossupressao causada pelos raios UV
(SALGADO, GALANTE e LEONARDI, 2004).

A eficacia de uma formulacdo contendo filtro solar é comumente
determinada através da maior ou menor protecdo proporcionada contra a
queimadura, esta eficacia pode ser alterada a depender das propriedades
hidrofilicas e lipofilicas dos filtros, pH, estabilidade em temperaturas elevadas e
propriedades emolientes do veiculo, além da incorporacdo em veiculos
apropriados, estes aspectos que podem influenciam o FPS (SHAAT, 1986;
PETRAZZUOLI, 2000; MARTINI e SEILLER, 2006).

A efetividade dos fotoprotetores vai depender da disponibilidade de
produtos que sejam capazes de promover a protecao contra as radiacoes UVB e
UVA e possuir compatibilidade entre os componentes da formulacdo e material
de acondicionamento e a formulagdo deve ser quimicamente estavel. Quando
estas propriedades ndo sdo observadas ligacdes quimicas podem ser
rearranjadas, levando a novas moléculas cuja absorvancia UV pode ser
modificada, ou mesmo perdida e as propriedades toxicoldgicas alteradas. A
energia luminosa absorvida pelos filtros UV, se ndo espalhada ou refletida, deve
apenas ser transformada em energia térmica in6cua. (DORIA, 2008)

A eficacia dos filtros solares é dependente, ainda, de varios outros
aspectos: absorcao, distribuicio homogénea sobre a pele, reaplicacdo sempre
que houver remocéao fisica, além de respeito ao tempo maximo de permanéncia
ao sol que o produto permite aderir bem a epiderme sem atingir as camadas
mais profundas da pele. Também ndo deve manchar vestuarios, ndo ser volatil,
nao ser absorvido pela pele, ser hipoalergénico, ndo ser fototoxico e ser
resistente a agua. (DE PAOLA e RIBEIRO, 1998)
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Os fotoprotetores possuem diversas formas de apresentacdo, podendo
ser encontrados sob a forma de lo¢des hidroalcodlicas, 6leos, géis oleosos,
emulsdes 6leo em agua (O/A), emulsdes agua em Oleo (A/O), bastdes, aerossois
e capsulas. Dentre todas estas formas de apresentacdo, as emulsdes sao
aguelas que apresentam fotoprotecéao superior (BABY et al., 2008). Além disto,
existem substancias que, embora destituidas de efeito fotoprotetor intrinseco,
determinam o aumento do desempenho das formulagdes contendo filtros
solares, como por exemplo, filmégenos (agentes formadores de filmes) capazes
de torna-las altamente resistentes a lavagem com agua devido a insolubilidade
em agua, possuindo baixa tensdo superficial, conferindo as propriedades de
formador de filme, emolientes, que aumentam a lipofilicidade da formulacéo,
determinando uma melhor deposi¢do dos filtros solares na pele e conferindo
uma maior resisténcia a agua (AZZELLINI, 1995). Substancias que previnem
reacdo inflamatoria, ocasionada pela radiacdo UVB, também sao propostas para
a melhoria da eficicia dos protetores solares (COHEN, DOSSOU e ROUGIER,
1994).

Outro fator que deve ser considerado durante a utilizacao de formulacdes
fotoprotetoras é a quantidade aplicada na pele. Segundo Kullavanijaya & Lim
(2005), a maioria das pessoas aplica uma quantidade em torno de 0,5 mg/cm?
que é menor que a necessaria para uma fotoprotecdo eficaz (2,0 mg/cm?). A
reaplicacdo da formulacdo também podera aumentar a eficacia da fotoprotecéao,
e a principal razdo para esta reaplicacao € a de repor a quantidade de filtro solar
que pode ter sido removido pela agua, suor, friccdo ou areia (DIFFEY, 2002).

Filtros solares podem ser divididos em dois tipos, de acordo com a
natureza e o mecanismo de acao, filtros inorganicos ou organicos (RIBEIRO,
2010; OLIVEIRA et al., 2004).

Os filtros organicos podem ser subdivididos em filtros UVA (absorve
radiacdo UVA), filtros UVB (absorve radiacdo UVB) e filtros de amplo espectro
(absorvem radiacdo UVA e UVB), geralmente, sdo moléculas sintéticas que
garantem protecdo por absorcdo seletiva da radiacdo, sendo a maioria deles
lipossoliveis e com a funcdo de absorver as radiacbes ultravioletas de alta
energia capazes de causar danos a pele humana. Sdo compostos aromaticos
conjugados com um grupo carboxilico, apresentam um grupo doador de elétrons

(metoxila ou uma amina) e, algumas vezes, um grupo doador de elétron (amina
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ou metoxila) € substituido na posicéo orto ou para do anel aromatico. Devido a
estrutura molecular, possui a capacidade de absorver a radiacdo em um
determinado comprimento de onda, evitando assim, a penetracdo da radiacéo
sobre a pele e transformando a radiacdo em calor, ou seja, o filtro atua
como um croméforo absorvendo um féton de energia e evolui para um estado
excitado. Ao retornar para o estado n&do excitado, ocorre liberagdo de energia
num comprimento de onda mais longo, na regido do visivel ou infravermelho.
(SHAATH et al., 1986; (RIBEIRO, 2010). Determina-se, desta forma, o
mecanismo da maioria dos filtros solares existentes no mercado (Figura 4)
(OLIVEIRA et al., 2004).

Emite raios UV
de baixa energia
(380- 450 nm)

Absorve raios UV
de alta energia
(250- 350 nm)

Estado excitado I

n
Estado de
repouso

n
Estado de
repouso

Figura 4: Representacdo esquemética do processo de absor¢do da radiacdo UV pelos filtros
organicos (SHAATH, 1986).

Os filtros solares usados comercialmente que sao capazes de absorver a
radiacdo UVA destacam-se os antranilatos, benzofenonas e avobenzonas. Os
filtros capazes de absorver a radiacdo UVB sdo os derivados do &cido p-
aminobenzdico-(PABA), cinamatos, salicilatos e derivados da canfora
(OLIVEIRA et al., 2004). Os mais utilizados desta classe sdo o metilbenzilideno
canfora, a benzofenona-3 e 0 metoxicinamato de octila, sendo que a familia das
benzofenonas se destaca devido o seu amplo espectro de absor¢cdo e uma
boa estabilidade (LEONARDI, 2004).

A benzofenona-3 (BZ3) (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona), também

®
conhecida como oxibenzona ou Eusolex 4360 sao cetonas aromaticas soélida

e de dificil solubilizacdo em &gua. E utilizada h& mais de 30 anos, ndo
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apenas como filtro solar em formulagbes de uso topico, mas também na
protecdo, contra descoloracdo sofrida pela exposicdo a luz solar, de
algumas preparacdes cosméticas e ainda podem ser utilizadas como
aditivos alimentares, e/ou componentes de embalagens, com a funcdo de
proteger e conservar as mesmas (OKEREKE, BARAT, ABDEL-RAHMAN, 1995)

A BZ3 é considerada como um filtro de amplo espectro, ou seja,
absorve tanto radiacdo UVA (320 a 360 nm) como UVB (290 a 320 nm) e
uma pequena faixa de UVC (250 a 290 nm), apresentando uma excelente
estabilidade. Possui massa molar de 228,2 g/mol, ponto de fuséo entre 62 e
64°C. A estrutura quimica da BZ3 esta esta representada na Figura 5
(OKEREKE, BARAT e ABDEL-RAHMAN, 1995).

O

H,CO OH

Figura 5: Estrutura quimica da BZ3 (OKEREKE, BARAT, ABDEL-RAHMAN, 1995)

O deslocamento por ressonancia, como nas outras classes de
compostos, € acrescida pela presenca de um grupamento doador de elétrons
nas posicoes orto e/ou para. O grupamento carbonila participa deste
processo sendo o receptor grupamento de elétron. Esses compostos entram
em ressonancia mais facilmente, requerendo menor energia quéantica para a
transicao eletronica, como mostra na figura 6. Considerando-se que a energia
€ inversamente proporcional ao comprimento de onda (E = hc/A), 0s compostos
desta classe irdo absorver a energia, com valores correspondentes de
comprimento de onda acima de 320 nm (SHAATH, 1997; SKOOG, HOLLER e
NIEMAN, 2002; RIBEIRO, 2004).

H
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Figura 6: Estrutura de ressonéncia das benzofenonas (SHAATH, 1997).
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A ANVISA aprova o uso da BZ3 como filtro solar em produtos para
higiene pessoal, cosméticos e perfumes na concentracdo méaxima de 10% e
ressalta que para concentracdes maiores que 0,5% deve-se incluir a seguinte
adverténcia na rotulagem: contém oxibenzona (BRASIL, 2006; FLOR,
DAVALOS e CORREA, 2007).

Filtros solares quando aplicados topicamente, podem penetrar através
da barreira epidérmica, entre estes a BZ3. Estudos relatam que apdés um
periodo de 12 horas de ensaio, 1% a 2% da quantidade de BZ3 aplicada na
pele, pode ser detectada na urina. Embora esta absor¢cdo seja considerada
pequena, 0s autores sugerem que este filtro ndo seja utilizado em grandes
areas da pele, por um periodo prolongado e repetido de tempo, a menos que
nenhuma outra protecdo alternativa esteja disponivel. (HAYDEN et al.,1997;
YESUDIAN e KIM, 2002; GONZALEZ et al., 2006).

2.3.1 Métodos para determinacao do Fator de Protecdo Solar (FPS)

A RDC 30 de 2012 da ANVISA, apesar de nao apresentar nenhuma
metodologia, determina que o valor de FPS de um produto seja determinado
aplicando a metodologia descrita por outros 6rgdos regulamentadores como:
FDA (Food and Drug Administration), utilizada nos Estados Unidos, COLIPA
(European Cosmetic Toiletry and Perfumery Association), utilizada nos paises
Europeus; ou Standards Australia Association (SAA), norma australiana utilizada
na Austrdlia e Nova Zelandia (RUVOLO JUNIOR, 1997; BRASIL, 2012a). As
principais diferencas entre as metodologias descritas pelos 6érgdos acima
mencionados sdo: numero de voluntarios, produto FPS padréo, progresséao de
doses e leitura da DME (SCHALKA e REIS, 2011). Apesar dessas diferencas, as
metodologias produzem resultados de FPS equivalentes.

A determinacdo do FPS de formulacdes é feita por métodos in vivo,
utilizando 25 individuos sadios e com tipos de pele | a lll, segundo a escala
Fitzpatrick, sendo homens e mulheres com sensibilidade mediana ao UV. O
fotoprotetor utilizado como padrdo utilizado pelo FDA € uma formulacdo
contendo 8% de salicilato de homomentila, que confere um FPS de 4,47 e a
COLIPA preconiza a utlizacdo da férmula que contém 2,7% de p-

metoxicinamato de octila (FPS 3,7 + 0,3). Esta padronizacdo foi baseada em
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estudos que mostraram que a irregularidade da superficie cutanea, a qual é
composta por sulcos e saliéncias, podem apresentar maior ou menor amplitude
a depender da regido corporea. Entdo, Brown e Diffey concluiram que seria
necessaria uma quantidade de 2 mg/cm? para que o protetor solar propicie o
minimo de 1 mm de cobertura na regido do topo das cristas epidérmicas
(BROWN e DEFFEY, 1886)

No desenvolvimento do teste, em uma parte das costas de cada individuo
(0,3m x 0,3m), aplica-se o produto (150 + 15mg/100 cm?) em 4 cm?, deixando
também uma parte descoberta (superficie teste), separada por uma fita de 1cm
de largura. Irradia-se com lampada UV de 300W por vinte minutos apds a
aplicacao do produto. Observa-se o tempo de formacao do eritema e obtém-se o
FPS apo0s a realizacdo dos calculos (JANOUSEK, 1997; GUIDELINES FOR
EVALUATING SUN PRODUCT WATER RESISTANCE, 2005). Porém, apesar
deste ser o método aceito para determinar a eficacia fotoprotetora de um
produto, existem algumas controvérsias quanto ao método do FPS e sua
aplicabilidade, como a medida do eritema, assim este ensaio pode sofrer
variacdo em seus resultados (SCHALKA e REIS, 2011).

Outro aspecto a ser considerado se deve ao fato de que as condicdes
experimentais ndo traduzem necessariamente a realidade da exposi¢cdo solar
cotidiana, uma vez que a realidade € que a populacdo, geralmente, ndo aplica
essa quantidade de produto. Estudos apontam que a quantidade aplicada do
produto € muito abaixo da requerida, a quantidade de protetor solar aplicada
pelos usuarios varia de 0,39 a 1,3 mg/cm?, independentemente de sexo, cor da
pele ou faixa etaria (WULF, STENDER e LOCK-AUDERSEN, 1997; NEALE,
WILLIAMS e GREEN, 2002; FAURSCHOU e WULF, 2007).

A quantidade ideal de produto, que deve ser aplicado 30 minutos antes da
exposicdo ao sol €, em termos gerais, 2,5 a 5,0 mL para o rosto e pescoco, 5,0 a
7,5 mL para bragcos e ombros, 5,0 a 7,5 mL para o térax e abdome e 10 a 12,5

mL para as pernas e regiao superior do pé (KHAN e PRAY, 2009).

2.3.1.1 Teste utilizado para determinagéo de FPS in vitro

Embora o método in vivo seja a maneira mais precisa em avaliar um

produto fotoprotetor, os resultados obtidos por métodos in vitro apresentam uma
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boa correlagdo com as metodologias in vivo (SAYRE et al., 1979; VILAR et al.,
1992, HEINRICH et al., 2004).

O teste para determinagdo do FPS in vitro é realizado por meio de
espectrofotometria na regido UV para avaliacdo de compostos com atividade
fotoprotetora e fotoprotetores. Essa técnica baseia-se na medida de
transmitancia ou absorbancia de uma radiagdo monocromatica que atravessa
uma solucdo contendo uma substancia absorvente e na relacdo entre estas
medidas e a concentracdo da espécie absorvente. Essa energia absorvida pela
substancia em analise provoca a excitacdo dos elétrons do seu estado
fundamental ou normal a estados de maior energia ou estado excitado, este
fendmeno é conhecido como transicao eletronica.

Para a determinacdo do FPS, mede-se a intensidade da luz em
comprimentos de onda determinados entre 290 a 320 nm (espectro da regido
UVB) e depois aplica-se a equacao 2, apresentada a seguir (MANSUR, et al.,
1986) e ainda a contante EE (A) . 2. | (A) estabelecida por Sayre e colaboradores
(1979), tabela 1

320
FPS=FC.Y .EE(N).2.1(\).Abs (A) (2)
290

Onde:

FC = fator de correcdo (igual a 10); EE (A) = efeito eritematogénico da
radiagdo de comprimento de onda A; | (A\) = intensidade da luz solar no
comprimento de onda A; Abs (A)= leitura espectrofotométrica da absorbancia da
solugao da preparagao no comprimento de onda (A).

A técnica de determinagdo de FPS in vitro tem como vantagens, menor
custo e a seguranca de nao precisar de voluntarios humanos para o teste, mas,
nao foi adota oficialmente até hoje devido as dificuldades técnicas encontradas,
como encontrar um substrato adequado que possua todas as caracteristicas
técnicas necessarias, que sao:

e Uma boa afinidade dos produtos com o substrato, que simule as
caracteristicas de absorcéo, reproduzindo fielmente o que ocorre in vitro.

e Transparéncia suficiente a UVB, compativel com a baixa sensibilidade

dos métodos espectrofotométricos.
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e Aplicacdo de maneira representativa e correta os fotoprotetores como
substrato, na dose preconizada de 2 mg/cmz2.

A técnica in vitro, por espectrofotometria, pode ser utilizada em testes
comparativos e orientativos, tendo grande aplicacdo na previsao do FPS antes
de serem realizados os testes em voluntarios humanos, reduzindo os riscos de
gueimaduras aos quais estes individuos sdo submetidos ao executarem o teste
(MANSUR et al., 1986)

Tabela 1: Relacdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade

da radiacéo para cada comprimento de onda.

A (nm) EE (A) x I (A)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

> 1,0000

Fonte: SAYRE et al., 1979

2.3.1.2 Teste utilizado para determinacéo da fotoprotecdo UVA in vitro

O resveratrol (RVS) é um polifenol encontrado em diversos alimentos:
casca de uva preta, vinho tinto, amoras, amendoins, entre outros, conferindo
protecdo contra bactérias, fungos e outros agentes agressores (SARAF e KAUR,
2010). Sendo constituido por dois anéis aromaticos unidos por uma ponte de
metileno (-CH2-), essa geometria molecular é a base estrutural de diferentes
compostos e permite a formacdo de isdbmeros trans e cis (SOLEAS,
DIAMANDIS e GOLDBERG, 1997) (Figura 7).

OH
X
HO. N
O Ho O

OH HO OH

cis-resveratrol
trans-resveratrol

Figura 7: Estrutura dos isbmeros: trans e cis — resveratrol (ORALLO, 2006)
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As formas isbmeras trans- e cis-resveratrol sdo relativamente estaveis,
contudo o cis- € um pouco mais estavel do que a forma trans. A conversado do
isbmero trans- em cis-resveratrol resulta da exposi¢do a radiacdo UVA. Quando
0 trans-resveratrol é exposto a radiagdo UVA, sofre uma degradacgéo, a qual
pode ser observada pela queda da sua absorbancia durante intervalos de tempo
(TRELA e WATERHOUSE, 1996; ORALLO, 2006)

Como o isébmero cis-resveratrol ndo é comercializado, o isémero trans-
resveratrol € viabilizado comercialmente, através da conversdo pela radiacéao
UV do isbmero trans- resveratrol, a forma cis é facilmente obtida. Quando o
trans-resveratrol € exposto a radiacdo UVA, sofre uma degradacéo, a qual pode
ser observada pela queda da sua absorbancia durante intervalos de tempo
(TRELA e WATERHOUSE, 1996; ORALLO, 2006; KERRILEE, 2009).

2.4 Avaliacdo da seguranca de ativos utilizados em formulacdes

cosméticas

Entende-se por seguranca de cosméticos a probalibiladade deste nao
provocar danos significativos aos usuarios. A avaliagdo da seguranca de
produtos cosméticos envolve o conhecimento de diversas &areas, incluindo
finalidade de uso do produto pelo consumidor, os métodos de teste e as
concentracfes maximas permitidas de matérias primas nos produtos (CHORILLI
et al., 2007).

A avaliacao de risco € o processo que se estima a probabilidade de um
determinado agente quimico produzir efeitos adversos em uma dada populacao,
sob determinadas condices de exposicdo. O resultado deste processo,
conhecido como caracterizagdo do risco, que orienta as decisbes das
autoridades regulatorias, destinadas a reduzir ou eliminar o risco de agravos a
saude decorrente a exposicdo a substancias quimicas. Portanto, para que se
possa utilizar com seguranca um produto, € preciso submeté-lo a ensaios
toxicolégicos, este pode ser por meio da avaliacdo de risco da (s) substancia(s)
quimica(s) e/ou produto(s) acabado(s), antes de exposi¢ao dos seres humanos a
novos produtos quimicos que possam provocar irritacdo cutanea e ocular
(CHIARI et al., 2012)
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E parte importante de qualquer estudo abrangendo novos produtos
quimicos e produtos de consumo arealizacdo de investigacdo toxicologica sobre
0S mesmos. Até os dias atuais, a avaliacdo de seguranca preliminar de
substancias quimicas é amplamente baseada em experiéncias com animais.
Devido as questbes politicas e éticas, os testes de toxicidade em animais estédo
gradativamente sendo substitidos pelos ensaios in vitro. Assim 0s ensaios in
vitro surgem como alternativas viaveis e promissoras para estudos de toxicidade
de subtancias cosméticas (VIRNADELL e MITJANS, 2006; CHORILLI et al.,
2007).

Ha relatos na literatura sobre a necessidade de avaliar grau de toxicidade
de algumas substancias presentes em cosmeéticos, mesmo havendo compostos
que, por sua vez, apresentam um nivel aceitavel, como corantes, conservantes e
filtros solares (BRASIL, 2002; NOBREGA e ALVES, 2008).

Para tal avaliacdo, o teste da membrana cério-alantéide do ovo de galinha
(HET-CAM) é uma das metodoligias recomendadas pela ANVISA. O método
corresponde a uma modificacdo do método descrito por LUEPKE (1985), aceito
pela legislacéo francesa e indicado pela ANVISA, na avaliacdo da seguranca de
diferentes tipos de produtos cosméticos e farmacéuticos (VINARDELL e
GARCIA, 2000). E um método estimativo de irritacdo de mucosas,
principalmente ocular.

No ensaio in vitro de HET-CAM, tem-se por objetivo avaliar
semiquantitativamente o potencial irritante de um produto (produtos sollveis,
emulsdes, géis e 6leos) sobre a membrana cério-alantéide de ovo embrionado
de galinha, no décimo dia de incubacdo (BRASIL, 2012a)

A membrana corioalantéide (CAM) do ovo de galinha € uma estrutura
muito vascularizada, utilizada pelo embrido do frango para as trocas gasosas
através da casca de ovo. Suas caracteristicas estruturais fazem com que esta
seja considerada uma estrutura semelhante a tecidos altamente vascularizados
como a conjuntiva, sendo capaz de responder frente a produtos irritantes
(NUNES, 2011). O processo para realizacdo do ensaio pode ser apresentado em
quatro etapas principais: preparacdo da membrana corioalantéide, aplicacdo da
amostra, observagao da membrana e avaliacao das lesdes.

Outro teste de toxicidade é o teste de hemdlise. Este constitui uma

alternativa valida para o teste de irritagcdo ocular de Draize quando se pretende
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avaliar os efeitos agudos de formulagcbes e ingrediente contendo tensoativos.
Esta metodologia ndo requer técnicas ou equipamentos especiais e este
também tem o mérito de ser rapido e de baixo custo, além de ter boa correlacéo
com metodologias in vivo. E, particularmente, valido para o estudo de produtos
para uso tépico (VIRNADELL e MITJANS, 2006)

O ensaio de hemdlise foi desenvolvido para avaliar as reacdes celulares
iniciais para a irritacdo causada por alguns produtos quimicos. Certas classes de
substéancias irritantes e quimicas podem danificar as membranas plasmaticas de
células levando a desnaturacao de Vvarios tipos de proteinas, estudos sustentam
a hipétese de que tais reagbes podem ser correlacionadas com o0s
acontecimentos iniciais de irritacdo ocular e levam a respostas inflamatorias do
tecido e alteragcbes na conformacdo da proteina, como, por exemplo, a
opacificacdo da cornea apds o contacto com produtos quimicos irritantes para a
mesma (VIRNADELL e MITJANS, 2006).

2.5 Flavonoides

Os flavonoides foram descobertos em 1930, pelo ganhador do prémio
Nobel de Medicina, Szent-Gyorgy, que extraiu a citrina da casca do liméo, a qual
possuia a capacidade de regulacdo da permeabilidade dos capilares
sanguineos. Assim, esta classe de produtos naturais foi inicialmente
denominada como vitamina P (de permeabilidade) e também por vitamina
C2, visto que algumas das substancias pertencentes a esta classe
apresentavam propriedades semelhantes as da vitamina C. Porém, dada a néo
confirmagédo destas substancias como vitaminas, esta classificagdo foi
abandonada em 1950 (MARTINEZ-FLOREZ, GONZALEZ-GALLEGO e
CULEBRAS, 2002).

O termo flavonoide engloba um grupo de compostos polifendlicos, de
baixo peso molecular, amplamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e
flores de plantas, que apresentam uma estrutura comum caracterizada por dois
anéis aromaticos (A e B) e um heterocliclo oxigenado (anel C) (Figura 8)
(CALIXTO e YUNES; 2001). Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios que

ocorrem amplamente no reino vegetal, sendo atualmente composta por mais de
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40000 representantes (HARBONE e WILLIAMS, 2000; HEIM, TAGLIAFERRO e
BOBILYA, 2002).

Figura 8: Estrutura quimica basica dos flavonoides. (SIMOES et al., 2004)

As classes de flavonoides estdo baseadas no carbono de ligacéo do anel
B com o anel C e no padrdo de oxidacdo do anel C. Dentre as muitas classes
de flavonoides, as que mais se destacam sao: flavonas, flavondis, flavanonas,
isoflavonas, flavanonois  (diidroflavondis), flavandis  (flavan-3-6is) e
antocianidinas, sendo esta subdivisdo baseada nas diferencas encontradas no
anel C. Outras classes de flavonoides incluem biflavonas, chalconas e auronas
(BEECHER, 2003). As principais classes de flavonoides estdo descritas na
Tabela 2.

Geralmente, os flavonoides ocorrem nas plantas na forma glicosilada.
Aumentando a solubilidade em agua, o que permite a estocagem nos
vacuolos celulares, sendo a glicose o aclcar mais comumente ligado. O termo
glicosideo € aplicado quando na presenca de um ou mais grupamentos de
acucares e glucosideo se este for uma unidade de glucose. Caso possuam
substituinte acgucar ligado a oxigénio, sdo denominados O-heterosideos e se for
ligado ao carbono, C-heterosideos. Entretanto, esses compostos podem ser
encontrados também sob a forma de aglicona. (SIMOES et al., 2004). A
abundancia relativa dos flavonoides no reino vegetal, a especificidade em
algumas espécies e a relativa estabilidade e facilidade de identificacdo, fazem
desse grupo um marcador quimiotaxondmico (SIMOES et al., 2004; IGNAT,
VOLF e POPA, 2011)



Tabela 2: Principais classes de flavonoides
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Classe Exemplo Estrutura Basica
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(Fonte: HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008)

O espectro de absor¢cdo UV da aglicona, em geral, apresenta dois

méaximos de absorcao, a banda I, entre 240-280 nm (corresponde ao anel A) e a

banda Il entre 300-550 nm (corresponde ao anel C). Quando o maximo é

observado na banda | geralmente a estrutura corresponde a dihidroflavonas,

dihidroflavonois ou isoflavonas. Quando o maximo é observado na banda i
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geralmente sdo chalconas, auronas ou antocianinas (Tabela 3). Mudancas no
padrdo de substituicdo também geram alteracdo no espectro de absorcao
ultravioleta. A posicédo precisa e intensidade das bandas fornece informacdes
sobre a natureza do flavonoide e seu padrédo de oxigenacdo (ROBARDS e
ANTOLOVICH, 1997).

As propriedades biologicas dos flavonoides varia desde a protecao
contra patégenos como virus, fungos, insetos e bactérias, contribuicdo com a
pigmentacdo, pelo controle de hormdénios vegetais e de enzimas, atividade
antioxidante até no auxilio na protecdo contra a radiacéo ultravioleta (SIMOES
et al., 2004; IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

Apesar da variedade de fungdes biolégicas, o que chama a atencéo para
os flavonoides € sua ampla utilizacdo em suplementos alimentares, em
produtos cosméticos, apresentando destaque, as isoflavonas da soja, as
catequinas do cha verde (principalmente a epigalocatequina-3-galato), a
silimarina (que é uma mistura de trés flavonoides principais: silibina, silidianina e
silicristina da planta Silybum marianum) e o resveratrol (RV S) extraido de
casca de Vitis vinifera (DRAELOS, 2006).

Tabela 3: Absor¢cdo méxima UV dos compostos fendélicos

Maxima absorcdo/nm

Classe de Compostos* Banda ll Banda |
Fendis simples 266-295 -
Acidos Fendlicos 235-305 -
Acidos hidroxicinAmicos 227-245, 310-332 -
Hidroxicumarinas 210, 250-260, 280-303 312-351
Flavonoides
Flavonas, Biflavonas 250-280 310-350
Isoflavonas 245-275 310-330
Flavonols 250-280 350-385
Flavanonas 275-295 310-330
Chalconas 240-260 365-390
Auronas 240-270 390-430
Antocianinas 265-275 465-560

*Solvente usualmente utilizado é o metanol, com excec¢do das antocianinas que utiliza metanol
acidificado. (Fonte: ROBARDS e ANTOLOVICH, 1997).
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2.5.1 Flavonoides: atividades antioxidante e fotoprotetora

A atividade antioxidante de um flavonoide depende de sua estrutura e de
seus substituintes nos anéis B e C (SIMOES et al., 2004), sendo que 0s
maiores determinantes para esta atividade s&o: a presenca de um grupo catecol
no anel B, o que aumenta a propriedade doadora de elétrons e a presenca de
ligacdo dupla nas posicbes 2 e 3 do anel C, conjugada com o grupo 4-oxo,
formando uma enona, que é responsavel pela deslocalizacdo de elétrons.
Estes e outros fatores explicam as diferengas de atividade antioxidante entre as
diferentes classes de flavonoides (PIETTA, 2000).

Assim, esta diversidade estrutural permite aos flavonoides atuarem como
agentes redutores, doadores de hidrogénio, neutralizadores do oxigénio
singlete e quelando metais que possam iniciar ou propagar as reacdoes em
cadeia. Contudo, o mecanismo de acdo antioxidante mais estudado dos
flavonoides é a captacdo de RL, propriedade esta que depende da estrutura
guimica da molécula em relacdo a capacidade doadora de elétrons e a
estabilizacdo do radical formado através da deslocalizagdo do elétron
desemparelhado (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988, DURANGO, 2008; PIETTA,
2000).

Porém alguns autores consideram o mecanismo de acdo antioxidante dos
flavonoides mais complexo por duas razdes: existem, no minimo, seis possiveis
diferentes mecanismos antioxidantes dos flavonoides. Em segundo lugar, 0s
efeitos sequestrantes dos radicais livres ndo sao necessariamente uma acao
bioquimica Unica, esta acdo pode envolver mais de um tipo de reacdo dentro do
processo oxidante. Neste sentido, existem trés diferentes estagios de oxidacéo

mediada por radicais dos lipidios membranares (Figura 9).
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Iniciacao

os radicais livres removem um hidrogénio de um acido graxo
poliinsaturado para formar um radical lipidico

NS

Propagacao

o radical lipidico e o oxigénio molecular formam radicais perdxido
lipidicos, gue se quebram em mais radicais

NS

Término

os novos radicais reagem entre si ou com antioxidantes para eliminar
radicais

Figura 9: Estagios de oxidacao dos lipidios membranares mediada pelos radicais livres.

Os flavonoides podem atuar em qualquer uma destas fases bloquendo a
iniciacdo e/ou sequestrando radicais primarios, como o0 superoxido. Os
flavonoides também podem reagir com os radicais peroxidos para retardar a
propagacado. Além disso, os radicais intermediarios flavonoidicos, formados apo6s
a reacao com radicais peroxidos, podem reagir com 0s outros radicais formados
durante a propagacao. Isso acelera o processo de término.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que os flavonoides inibem
enzimas responsaveis pela producdo de anion superdxido, como a xantina
oxidase (HANASAKI, OGAWA e FUKUI,1994) e a proteina kinase-C (URSINI
et al., 1994). Além disso, inibem as enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase,
glutationa S- transferase e NADH oxidase, as quais também estdo envolvidas
na producdo de RL (KORKINA e AFANAS’EV, 1997; BROWN et al., 1998).
Alguns flavonoides atuam quelando metais que desempenham um papel
importante no metabolismo do oxigénio, tais como ferro e cobre, os quais
aumentam a formacdo de RL, atuando na reducdo do perdxido de hidrogénio
com a geracdo de radical hidroxil e na oxidacdo da lipoproteina de alta-
densidade (PIETTA, 2000).

Dentre os métodos existentes para avaliagdo do potencial antioxidante de
diversos extratos de plantas brasileiras, método de sequestro do radical estavel
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe) é utilizado com bastante frequéncia por ser
rapido, pratico e seguro (SANTOS et al., 2009; GREGORIS et al.,, 2011). A
metodologia foi originalmente desenvolvida por Blois (1958) e baseia-se na
reducdo do radical DPPHe pelo antioxidante das amostras. A solugcédo etandlica

de DPPHe, que absorve no comprimento de onda préximo de 518nm, possui
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coloragéo violeta, e a medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado a
absorcdo decresce e ocorre a mudancga de coloracdo, para solucado amarela,
frente as moléculas antioxidantes testadas (Figura 10) (BONDET, MARCA-
WILLIAMS e BERSET, 1997; FAUCONNEAU et al.,, 1997; DI MAMBRO,
MARQUELE e FONSECA, 2005; GOUVEA et al., 2006; SANTOS et al., 2009).
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Cor Violeta (518 nm)

Figura 10: Reduc¢&o do DPPH- por um antioxidante (RUFINO et al., 2007)

Quanto mais clara torna-se a solugéo, mais forte o potencial antioxidante
da amostra analisada. Deste modo, torna-se possivel avaliar a captura dos
radicais livres DPPHe+ pelo suposto antioxidante evidencia-se que compostos
ativos presentes nos extratos vegetais atuam como doadores elétrons ao radical,
passando de uma solucado violeta para uma amarela que absorve a radiacéo
luminosa a 518 nm (KALOGEROPOULOS et al.,2006; RUFINO et al., 2007; DE
ALMEIDA MELO, et al., 2008)

Os resultados da AA em espécies vegetais sdo expressos, comumente,
por meio do CEsp, 0 qual expressa a concentracdo de substrato que leva a
reducdo de cerca de 50% do DPPHe, independentemente da concentragao da
amostra (SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999). Contudo, estudos
experimentais tém sinalizado uma relacdo nao linear entre a concentracao de
antioxidante e atividade sequestradora de radicais livres, 0 que compromete a
medicdo da CEsp, quanto mais baixo o valor para a CEsp, mais eficiente a
capacidade antioxidante da substancia em analise. Esse parametro s6 deve
ser calculado caso haja alguma inibicdo superior a 70%, caso contrario pode
haver um erro estatistico significativo e os resultados ndo sdo confiaveis
(LOCATELLI et al., 2008).
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Outra atividade bioldgica atribuida aos flavonoides € a fotoprotecdo. A
escolha de novos ativos fotoprotetores envolve principalmente a capacidade de
absorcdo da luz ultravioleta pelos croméforos de cada molécula. Existe uma
grande quantidade de produtos naturais que poderiam preencher estes
requisitos, tais como compostos da classe dos flavonoides (GUARATINI et al.,
2009).

Os mecanismos relacionados a capacidade fotoprotetora de flavonoides
baseiam-se em atividades decorrentes de sua estrutura quimica. A capacidade
de absorcado na regido do ultravioleta, a inibicdo da geracao de espécies reativas
de oxigénio e caso estas sejam formadas tém capacidade para reduzi-las, e
também capacidade de mediar cascatas de sinalizacdo de crescimento e
diferenciacdo celular (GONZALEZ, FERNADES-LORENTE e GILABERTE-
CALZADA, 2008).

A procura por ativos de origem vegetal ricos em substancias de nucleo
flavonoide tornou-se uma vertente em fotoprotecéo, visto que estes constituintes
sdo formados por um nucleo benzopirano ou cromano, unido a anel aromatico,
caracterizado por um esqueleto C6-C3-C6, cuja semelhanca estrutural aos filtros
quimicos torna possivel a absorcdo de radiacdo na regido do ultravioleta (DE
PAOLA e RIBEIRO, 2008; MUNHOZ et al.,2012; AGATI et al., 2013).

A absorcado na regido do ultravioleta é uma das premissas para utilizacao
de flavonoides como fotoprotetores, devido ao espectro de absor¢cao nas regides
do UVB e UVA (DORNAS et al., 2007). Devido a semelhanca estrutural dos
flavonoides com os filtros quimicos, adicionalmente as suas propriedades
antioxidantes e a similaridade entre seus espectros de absor¢cdo na regido da
radiacdo UV, tais compostos de origem natural sdo passiveis de exercer
atividade fotoprotetora (BABY et al., 2008).

Autores descrevem que o aumento na producdo de flavonoides € uma
resposta fotoprotetora da planta, a qual ocorre devido a absorcdo da radiacao
eletromagnética na faixa do UV e, dessa maneira, apresentam um papel
importante na defesa das plantas contra esta radiacdo (MARKHAN, RYAN e
BLOOR, 1998; GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Para algumas espécies, a
penetracdo da radiacdo na lamina foliar € atenuada pelas camadas cuticulares e
pelo acimulo de substéncias que absorvem a radiacdo. Estas substancias

alteram as propriedades 6pticas das folhas, atenuando os efeitos maléficos da
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radiacdo UVB, ao absorver ou dissipar energia solar (POULSON, BOEGER e
DONAHUE, 2008).

Outro estudo, nos qual se induziu um aumento a exposicdo a radiacao
UVB, em folhas de cevada, foi observado um aumento dos niveis de flavona e,
consequentemente, reduziu os danos ao DNA causados pela UVB. Ainda no
mesmo estudo folhas com deficiéncia de flavonas ndo conseguiram proteger o
DNA, ocasionando maiores danos celulares (SCHMITZ-HOENER e
WEISSENBOCK, 2003), pois o DNA €& provavelmente o cromoéforo mais
importante da pele, desde que as lesdes do DNA induidas pela radiacdo UV
inibem o metabolismo celular. Os dois mecanismos pelos quais os raios UV
podem lesionar o DNA séo a excitacao direta das moléculas, principalmente na
regido do UVB, e a formacédo de RL, prodominantemente na regido da UVA. Os
danos oxidativos, provavelmente, sdo intermediados pela melanina. Células
previamente irradiadas com baixa dose de UVA e, em seguida, com alta dose
apresentam duas vezes mais danos oxidativos do que aquelas sem pré-
irradiacao (SOUZA, FISCHER e SOUZA, 2004)

Em virtude destas atividades, extratos e Oleos de plantas tém sido
utilizados em cosméticos como filtros solares devido a acéo fotoprotetora. Por
apresentarem moléculas com estruturas semelhantes as dos filtros quimicos
sintéticos. Os extratos vegetais por constituirem de uma mistura de diversos
flavonoides na forma livre e heterosideos, podem apresentar vantagens em
relacdo a um flavonoide isolado, pois proporcionam um amplo espectro de acéo
antirradicalar, atuando em diferentes espécies reativas de oxigénio (BALOGH et
al., 2011). Podem ser citados: Passiflora incarnata, rutina (BABY et al., 2008),
Culcitium reflexum (BONINA et al., 2002), Calendula officinalis (MISHRA,
MISHRA e CHATTOPADHYAY, 2012), prépolis (HU e WANG, 1998; FERRARI,
2002; GREGORIS et al., 2011) pistache (MARTORANA et al., 2013). Aloe vera,
Matricaria chamomilla, Hamamelis virginiana, Crocus sativus (HU e WANG,
1998; GREGORIS et al., 2011).

2.5.2 Quercetina

A quercetina (3,5,7,3',4’-pentahidroxi flavona) (Figura 11) pertencente a

classe dos flavonols, € o flavonoide encontrado em maior quantidade nos
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alimentos, é lipossoluvel e pode ter acucares ligados a molécula (FORMICA
e REGELSON, 1995; SKIBOLA e SMITH, 2000).

Figura 11: Estrutura quimica da quercetina (HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008)

Este importante flavonoide apresenta diversas atividades bioldgicas,
como acao anti-hipertensiva, antiaterogénica, antiarritmica, antialérgica,
antineoplasica, antiagregante plaquetéria, antiviral, antimicrobiana,
antioxidante e antiinflamatoéria (FORMICA e REGELSON, 1995; MOON et al.,
2003).

As propriedades antioxidantes da quercetina devem-se principalmente
a sua capacidade em eliminar radicais livres como hidroxil, peroxila e anions
superoxido e quelar metais de transicdo como Fe e Cu, que quando livres
aumentam o potencial de formacao das EROs pela reacédo de Fenton (CHOI;
CHEE e LEE, 2003). Diversas pesquisas demonstraram que a quercetina
inibe de forma efetiva a peroxidacao lipidica por meio do sequestro de
radicais livres e/ou quelando metais de transicdo. Observaram ainda
aumento na atividade de enzimas antioxidantes como glutationa reduzida,
glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase
no figado, confirmando a acdo antioxidante deste flavonoide (MAITI et al.,
2005).

Trés componentes estruturais revelaram ter papel importante na relacéo
estrutura x atividade da quercetina, séo eles: (i) presenca do grupo catecol no
anel B, o qual proporciona a formagéo de radicais fenoxila mais estaveis apos a
doacdo do radical hidrogénio; (i) a dupla ligagdo entre os C,—C; em
conjugacdo com o grupo 4-carbonil, que permite o deslocamento de um elétron
do radical fenoxil no anel B para o anel C; e finalmente, (iii) a presenca do
grupo 3-hidroxila combinacdo com a dupla ligagdo entre os C—Cj;, 0 que

aumenta a estabilizacdo por ressonancia dos elétrons deslocados sobre a
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molécula (BONINA et al., 1996; PIETTA, 2000; SILVA et al., 2002; SUGIHARA
et al., 1999).

Foram evidenciados também os efeitos benéficos do uso tépico da
guercetina na diminuicdo dos danos oxidativos causados pela radiacdo UV
na pele (CASAGRANDE et al., 2006; SAIJA et al., 1998). No entanto, 0 uso
de outras estratégias capazes de promover aumento na penetracdo da
guercetina pela pele deve ser considerado para otimizar sua acéo (SAIJA et
al., 1998).

O mecanismo de protecdo da QUE contra os danos causados pela
radiacdo UV dar-se por deplecdo da glutationa perosidase (GSH). Seja por
eliminacdo da atividade dos RL ou por diminuicdo da producdo dos mesmos
através de agentes quelantes do ferro. Além disso, os efeitos protetores deste
flavonoide podem ser também devido a efeitos antioxidantes mediados por
aumento enzimatico e ndo enzimatico celular, talvez por estimular as estruturas
citoplasmaticas envolvidas na ressintese de GSH. Portanto, os efeitos de
protetores da quercetina acontecem em diversos niveis: eliminacdo radical,
agentes quelantes de ferro e modulacdo de respostas antioxidantes celulares
(RAMOS et al., 2008).

2.6 O género Marcetia

O semiarido estende-se por aproximadamente 1 milhdo de Km?
abrangendo a grande parte dos estados do nordeste brasileiro: Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e ainda o norte
do estado de Minas Gerais. No Nordeste corresponde mais da metade da sua
area e cerca de 10% do territério nacional. O clima predominante da regido
semiéarida é o tropical seco, ocorrendo pequenos periodos de chuvas sazonais, 0
que faz com que este seja caracterizado pelas irregularidades no regime
pluviométrico, definido pela escassez, irregularidade, temperatura elevada, logo
a vegetacao nativa € extremamente adaptada as condicbes de semiaridez da
regido (ROMERO, 2002; IMSAR, 2006; GIULIETTI, 2006).

Entre as diversas familias vegetais encontradas no semiarido baiano, a
familia Melastomataceae caracterizada por ser uma familia endémica.

Compreende 4.570 espécies distribuidas, em aproximadamente, 160 géneros
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com caracteristicas de arbustos, trepadeiras lenhosas, ervas ou arvores. Estas
espécies ocorrem em regides tropicais de florestas de altitude e savanas ao
longo do globo terrestre, principalmente em regides do novo mundo (RENNER,
1993). No Brasil, € a sexta maior familia entre as angiospermas, com mais de
1.300 espécies presentes em florestas, cerrados e campos rupestres do pais
(GARDONI, ISAIAS e VALE, 2007; GOLDENBERG, BAUMGRATZ e SOUZA,
2012).

E descrito na literatura o uso medicinal de espécies da familia como
antiviral (DEVEHAT et al, 2002; CUNHA et al, 2008). No tratamento de erisipela,
vermes intestinais, leucorréia, ulceracdes, palpitacdes, males dos rins e bexiga,
escabiose, dermatoses, eupepsia, reumatismo, resfriado, febre, infeccbes
vaginais, hematuria, insénia e analgésica (CUNHA et al, 2003b; SPESSOTO et
al, 2003; VASCONCELOS et al, 2006), tripanocidal (CUNHA et al, 2003a),
anticolinesterasica (NINO et al, 2006), anti-inflamatéria (VASCONCELOS et al,
2006), protetora da mucosa gastrica (ANDREO et al., 2006; VASCONCELOS et
al., 2008) e mutagénica (SANTOS et al, 2008). E investigagdes recentes
comprovaram atividade antibacteriana (LEITE et al., 2012)

Estudos fitoquimicos da familia Melastomataceae identificaram diferentes
classes de metabdlitos secundarios, tais como antocianinas (LOWRY, 1976;
TERAHARA et al.,, 1993), taninos hidrolisaveis (YOSHIDA et al., 1999;
YOSHIDA, ITO e ISAZA, 2005), flavonoides (BONFIM -PATRICIO et al., 2002;
MIMURA, SALATINO e SALATINO, 2004; RODRIGUES et al., 2008), triterpenos
e esteroides (CREVELIN et al., 2006; CUNHA et al., 2008). A familia demonstra
uma clara tendéncia a sintese de flavonas e flavondis poli-hidroxilados; nas
Melastomataceae também foram identificadas duas 3-metoxiflavonas,
penduletina e isocanferideo (BONFIM-PATRICIO et al., 2002).

Dentre os varios géneros pertencentes a familia Melastomataceae, o
género Marcetia, que é constituido de 28 espécies vegetais e se caracteriza por
sua tendéncia ao endemismo, pois, aproximadamente 96 % das espécies deste
género sdo endémicas do Brasil (MARTINS, 1989). A maioria, cerca de 80%,
cresce em campos rupestres da Cadeia do Espinhaco (MG e BA) e
principalmente na Chapada Diamantina (BA) (SANTOS, 2005).

O género Marcetia, ao qual pertentecem as espécies M. taxifolia (A. St.-
Hil.) (Figura 12), M. macrophylla Wurdacke (Figura 13) e M. latifolia Naudin
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DC.(Figura 14) tem forte preferencia por habitats rupestres, sendo que 95% das
espécies manifestam clara tendéncia em apresentar distribuicbes endémicas no
Brasil. O campo rupestre, tipo vegetacional o qual o género habita, é situado nas
areas mais elevadas em uma matriz de savana, geralmente a partir de 900 m de
altitude (NEVES e CONCEICAOQ, 2010), sua flora esta4 submetida a condicdes de
estresse que predispdem a producdo de metabdlitos secundarios, estes ndo sao
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, mas garantem
vantagens para a sua sobrevivéncia e para a perpetuacado de sua espécie em
seu ecossistema (SIMOES et al., 2004) e podem muitas vezes ser extraidos e
utilizados pelos seres humanos para seu beneficio. A distribuicdo do género
Marcetia € endémica na Bahia, podendo ser encontrado principalmente na
Chapada Diamantina, nas cidades de Andarai, Mucugé, Lencois e Palmeiras,
em campos rupestres situados entre 700-1000 m de altitude, raramente
atingindo altitudes mais elevadas. Esta espécie floresce e frutifica principalmente
de novembro a margo, mas esporadicamente ocorre em outros meses do ano
(MARTINS, 1989).

Figura 12: M. taxifolia (A. St.-Hil.) DC

Marcetia macrophylla Wurdack € um arbusto ereto, muito ramificado, com
tamanho variando de 0,5 a 3m de altura. E uma das maiores espécies do
género, pois as demais possuem altura média de 0,8 m e raramente ultrapassam
2m. Pode ser reconhecida pela pilosidade densamente sericea, formando faixas

ao longo das nervuras principais na face inferior das folhas, e pela presenca de
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pelos glandulares esparsos, dispostos externamente na metade superior da

pétala.

Figura 14: M. latifolia Naudin

Até o presente momento existem poucos relatos na literatura sobre a
composicdo quimica do género Marcetia, 0s poucos relatos descrevem a
presenca majoritaria de triterpenos em M. latifolia, M. taxifolia e a presenca de
hidrocarbonetos em M. macrophylla em andlises dos extratos hexanicos por
cromatografia gasosa (LEITE et al., 2009).

A andlise por CLAE-DAD dos extratos acetato de etila e metandlico
revelaram a presenca de flavonoides nos extratos de M. taxifolia, M. macrophylla
e M. latifolia, e, de um modo geral os flavonoides presentes nestes extratos
pertencem a classe das flavonas e flavondis devido a forte absorcéo entre 342 a
359 nm (banda 1), tais como hesperidina, naringina, quercetina, rutina. E na M.

latifolia foi identificado o flavonoide a calicopterina, que néo foi encontrado em
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nenhuma outra espécie da familia (LEITE et al., 2012). Em mais recente estudo
realizado na espécie M. macrophylla, foram identificadas por Espectrometria de
Massas (EM) as quercetina glicosiladas: quercetina-3-O-hexosideo, quercetina-
3-O-pentosideo e quercetina-3-O-desoxihexosideo (DAMASCENO, 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Coleta do material vegetal: Marcetia ssp.

As espécies Marcetia taxifolia (A.St.-Hil.) DC, M. macrophylla Wurdack e
M. latifolia Naudin foram coletada em Rio de Contas (Chapada Diamantina,
Bahia, Brasil) no més de julho. Uma exsicata de cada espécie foi depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana sob o numero HUEFS
191053, HUEFS 191055 e HUEFS 191054, respectivamente.

3.2 Obtencéo do extrato etandlico bruto de Marcetia ssp.

As partes aereas (folhas, caules e inflorescéncias) de cada uma das
espécies foram separadamente estabilizadas por meio de secagem em estufa
com ventilacdo forcada a 45-55 °C por 72 h e, posteriormente, moidos em
macromoinho de facas (Solab®). O p6 foi submetido & maceracédo a frio com
etanol P.A. (EtOH PA) durante 72h. Os extratos foram filtrados a véacuo
utilizando funil de Buchner e papel Watmann n° 1, posteriormente, tiveram seu
volume reduzido a 40% do volume inicial em rotoevaporador. Em seguida cada
extrato foi particionado com hexano para extracdo do material graxo resultando

no extrato etanolico de cada espécie (Figura 15).

PARTES AEREAS
M. taxifolia (1500g) Estabilizagéo das partes
dereas Moagem
M. macrophylla (1680g) (45° - 55° C)
M. latifolia (1090 g)
M a EtOH
aceragdo com LA Filtracéo Concentracdo a 40%
(72 h)
Ext. EtOH M. taxifolia
(EEMT)
Particio com Hexano Ext. EtOI—:EﬂéMnJ‘?cmgtha
Ext. EtOH M. Iatifolia
(EEML)

Figura 15: Obtencéo dos extratos etandlicos de Marcetia ssp
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Os extratos obtidos foram submetidos a ensaios para identificacdo e
quantificacdo dos constituintes quimicos e avaliacdo das propriedades
bioldgicas. O fluxograma a seguir (Figura 16) ilustra, de forma resumida, as
etapas da pesquisa experimental desenvolvidas no presente estudo, as quais

seréo descritas posteriormente.

— CLAE-DAD — Fracionamento
| | Obtencéo das
| Determinacéo do fractes
TET
= — CLAE-DAD
@ Alividade g
of Antioxidante © | |Determinacéo do
i 0 TFT
I Determimacao do g —
= —potencial fotoprotetor o5 Atividade
2= UVB/UVA in vitro w2 Antioxidante
o :"ﬁi B . = 1 LelelTrindLan du
S > L Ensaios de g 2| Hpotencialfotoprotetor
2 o toxicidade in vitro oo UVBIUVA in vitro
@ S o :
3 8 Q | Er]éaaéus_de_f
o & | |_|Preparo do veiculo o toxicidade in vifro
@ farmacéutico ] :
= Preparo doveiculo
Ll | farmaceutico
| Jwvaliacdo fisico-quimica : :
das formulacdes Avaliagao fisico-
— quimicadas
formulacies
- Fotoprotecéo Fotoprotecdo
UVB/UVA UVB/UVA

Figura 16: Fluxograma metodolégico da pesquisa experimental

3.3 Fracionamento do extrato etanolico com melhor potencial para

uso em fitocosmética

O fracionamento do extrato etandlico de M. latifolia (EEML) foi feito em
coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 200-400 mesh (60A)
e sistema de eluente na ordem crescente de polaridade: Hex, AcOEt, EtOH e
H,O. Este procedimento resultou em 39 fragdes, que foram reunidas em 05

fracOes
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3.4 Cromatografia a liquidos de alta eficiéncia com detector de aranjo
diodo (CLAE-DAD)

As amostras EEML, EEMT, EEMM e as fracbes do EEML para preparo
das amostras foram diluidas em Hex e filtradas em cartucho SPE a
concentracédo de 1 mg/mL. Para preparo das amostras dos padrdes quercetina e
calicopterina ambas nas concentracfes de 0,1 mg/mL, as quais também foram
diluidas e filtradas.

As amostras foram analisadas no equipamento EZCHROM ELITE® e
bomba VRW HITACHI L-2130. A separacdo cromatografica foi desenvolvida em
coluna Purospher Star (RP8e (25 x 4 mm, 5 mm ID) da Merck®. A otimizac&o
das condicdes de separacao em sistema de gradiente foi obtida pela aplicagéo
de uma fase movel H,O/H3PO,4 0,1% (A) e MeOH (B). O gradiente da fase mével
foi desenvolvido em A (75-0 %) e B (25—100 %) por 20 min, 100 % B por 4 min,
75 % A and 25 % B por 10 min.

O fluxo foi de 1 mL/min, injetando-se 20 pL de cada amostra e
temperatura do forno foi mantido a 30°C. A analise foi monitorada em A=360 nm.
A identificacdo foi conduzida pela comparacdo dos tempos de retencdo e

espectros de absorbancia no UV correspondente com padréo quercetina.

3.4.1 Identificagao de flavonoides

A identificacdo da quercetina e calicopterina foi conduzida pela
comparacao dos tempos de retencao (Tr) e espectro de absorbancia no UV em
realacio aos respectivos padrdes quercetina (Tr: 14,33 min) (APENDICE A), e
calicopterina  (5,4'-dihidroxi-3,6,7,8-tetrametoxiflavona)  (Tr: 18,48  min)
(APENDICE B) quando analisadas por CLAE-DAD. Assim, esta metodologia foi
aplicada aos extratos de Marcetia ssp e fragbes de M. latifolia.
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3.4.2 Quantificacao dos flavonoides quercetina e calicopterina

3.4.2.1 Validacdo do método analitico

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em andlise,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo. Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préoximo de 1,0, menor
a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regresséo estimados. Para verificar se a equacéo de regressao é
estatisticamente significativa foi efetuado o teste de ajuste do modelo linear, pois
um coeficiente de correlacdo maior que 0,98 é considerado como evidéncia de
um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (BRASIL, 2006).

Neste estudo, para definir a relagéo entre a resposta do instrumento e a
concentracdo conhecida do analito, foi gerada uma curva de calibracdo com sete
pontos. Para a constru¢cdo da curva de calibracdo para a quantificacdo da
quercetina (QUE) nas amostras foram injetados 20 pL de cada solugcéo nas
concentracdes de 0,1; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,50 mg/mL (APENDICE C).

Para o parametro linearidade da quercetina obteve-se uma equacéao igual
a'y = 30000000x — 110145 e r? foi de 0,9987 (APENDICE D) demonstrando que
h& uma correlacao linear entre as variaveis X e Y (BRASIL, 2003).

A quantificagdo da calicopterina nas amostras definiu-se através de uma
curva de calibracdo com oito pontos. Utilizando-se solu¢cdes nas concentracdes
de 0,01 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,075 mg/mL; 0,01 mg/mL; 0,125
mg/mL; 0,15 mg/mL; 0,2 mg/mL (APENDICE E).

Para o parametro linearidade da calicopterina obteve-se a equacao y =
70000000x + 86268. A andlise de regresséao linear pelo método dos minimos
guadrados demonstrou um coeficiente de correlagdo muito préximo da unidade
(0,9972) (APENDICE F).

Ainda para validacdo do método analitico foram determinados o desvio
padrao relativo das amostras, precisao (Equacéo 3), exatiddo (Equacéo 4) e os
limites de deteccéo (LD) (Equacdao 5) e limite de quantificagéo (LQ) (Equagéao 6).

Todas as amostras foram injetadas em triplicata.
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DPR= 5 x 10 A3)
CMD

Exatiddao = CME x 100 (4)

CT

LD=5x3 5)
IC

LQ =8 x 10 (6)
IC

Onde: CMD: concentracdo média determinada, CME: concentracdo média
experimental, CT: concentragdo teorica, 6: desvio padrédo e IC: inclinacdo da
reta.

Assim, estabelecidos os parametros que permitiram validar a metodologia
aplicada, assegurou-se a quantificacdo da quercetina (APENDICE G) e da

calicopterina (APENDICE H) nas amostras analizadas.

3.5 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais (TFT)

O TFT dos extratos foi determinado pelo método da reacdo com cloreto
de aluminio (AICI3) que ao se complexar com os flavonoides absorvem a energia
UV em 425nm (REZENDE, 2010, KALITA et al., 2013). Foi realizada uma curva
analitica com o padrédo quercetina nas concentracdes de 20, 40, 80, 160, 320 e
640 pg/mL (APENDICE I), seguida de regressdo linear, onde os valores sdo
relatados em micrograma de quercetina por micrograma de extrato. O calculo da
regressao linear pelo método dos minimos quadrados gerou a equagao descrita,
assim como seu coeficiente de correlacéo linear (R?) médio que obteve valor de
0,9937, bastante proximo de 1, conferindo linearidade ao método (MENSOR et
al., 2001).
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Foram preparadas uma solucdo de AICl; (1%) e acetato de potassio
(CH3CO2K) a 1M. Para as amostras teste, foram preparadas solucdes etandlicas
na concentracdo 2mg/mL.

Em seguida foram adicionados, individualmente, a balbes volumétricos 2
mL as solu¢des de QUE; 0,1 mL de solugéo AICls; 0,1 mL de solugdo CH3CO.K;
2,8 mL de 4gua destilada e , finalmente, o baldo volumétrico teve seu volume
completado com EtOH. O mesmo procedimento foi aplicado para as amostras
teste. O baldo volumetrico como branco foi preparado sem a solugéo de AICls.

As amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos, posteriomente
as amostras foram lidas 415 nm em espectrofotdbmetro modelo Evolution 220
UV/Vis (Thermo Scientific®) (GURSOY, et al., 2009)

A absorvancia das solucdes foi determinada subtraindo do valor da
absorbéancia da solucdo de QUE ao valor de absorbancia do branco. A
concentracéo de flavonoides totais foi calculada a partir construcéo da curva de
calibracdo da quercetina (1 mg/mL). Os dados foram expressos como ug de

equivalentes de quercetina (QUE) por 10 mg de peso de extrato etandlico.

3.6 Determinacdo da atividade antioxidante (AA)

Para a avaliacdo da AA foi preparada uma solucdo etandlica de DPPH«
(50 pg/mL). 2,5 mL de cada extrato etandlico de Marcetia ssp e das fracdes de
M. latifolia em concentra¢des crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL) foram
adicionados a 1 mL de solugdao de DPPHe-. Foram utilizados como controle
positivo o BHT e &cido ascorbico nas mesmas mesmas condi¢cdes da amostras
investigadas. Foi feito um branco para cada concentracdo de amostra ou padrao
testado, substituindo a solucdo de DPPH-« por etanol. As solu¢des reagentes
foram incubadas no escuro e a temperatura ambiente (25°C) durante 30 min
para que a reacdo ocorresse. A reducdo do radical livre foi medida através da
leitura da absorbancia a 518 nm em espectrofotbmetro da marca Evolution 220
UV/Vis (Thermo Scientific®) e os resultados foram expressos em % de Sequestro

do Radical Livre (%SRL) de acordo com a equagéo (7):

% SRL = 100 — {[(AbScontrole — ADSamostra) X 100]/AbScontrole} (7)
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Onde,
AbSamostra - Absorbancia da amostra

AbScontrole - Absorbancia do controle

Apbs o equilibrio da reacdo mediu-se, ainda, a CEsp, que € a quantidade
de antioxidante necessaria para reduzir 50% do DPPH- pelo Graphpad Prism®,
versdao 5.0(SILVA, BORGES, FERREIRA, 1999).. A cinética da reacao foi
calculada por regressdo linear, obtendo-se o coeficiente de determinacdo (R?) e

a equacao dareta (y = ax + b).

3.7 Determinacédo do Fator de Protecao Solar (FPS)

Para a determinacédo do FPS das amostras foi utilizado o método in vitro
espectrofotométrico na regido do UV desenvolvido por Mansur e colaboradores
(1986) (MANSUR al et. , 1986; GARCIA e SANTOS, 1990; SANTOS et al., 1999;
BARTH, 2000; HEINRICH et al., 2004; VIOLANTE et al., 2009)

Foram preparadas solucdes estoque 1 g/mL em EtOH, dos extratos brutos
de Marcetia ssp e das fracdes de M. latifolia, as quais foram diluidas para as
concentracdes de 250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL. Para as formulagbées contendo
5, 10, 20 e 30% das fracdes de M. latifolia as concentracdes foram entre 0,2 - 50

mg/mL, conforme Figura 17.

Solugéo Estoque

Formulagdes

EEML, EEMT, EEMM
MLFR02, MLFRO3,
MLFRO4, MLFRO5,

MLFRO6

5,10, 25, 50, 125 e 250 0,2, 2,5, 10, 15,20, 30 e
ug/mL. 50 mg/mL

Figura 17: Esquema da diluicdo das amostras testadas frente ao FPS

ApoOs esse procedimento, foi efetuada a leitura das amostras em

espectrofotdmetro Evolution 220 UV/Vis (Thermo Scientific®) na faixa de 290 a
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320 nm em intervalo de leitura de 5 nm. FPS médio foi calculado de acordo com
a Equacéo 2 e Tabela 1, ja demonstradas (paginas 49 e 50).

Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados das
absorbancias foram confrontados estatisticamente pela analise de variancia
ANOVA (p < 0,05) no software Graphpad Prism®, vers&o 5.0.

3.8 Avaliacéo do perfil fotoprotetor UVA

Para aplicagdo da metodologia proposta por Hommoss (2008), Kerrilee
(2009), Detoni e colaboradores (2012) foi preparada uma solucdo estoque de
resveratrol (RVS) 1 mg/mL em EtOH:H,O (80):(20). Em seguida, pesou-se uma
aliquota de 0,04 g de cada amostra investigada em placas de petri (4,5 cm de
diametro), espalhando-as homogeneamente sobre a parte superior. Ao fundo de
cada placa foi adicionado 10 mL da solugéo de RVS (Figura 18).

Solugao RVS
10mL

Amostra (0,04g)

Figura 18: Preparacéo da placa de petri a ser irradiada pela radiacdo UVA

As placas foram colocadas em uma camara e submetidas a radiagdo com
lampadas UVA (320-400 nm) de exposicdo com 60.0 W de poténcia
(KERRILEE, 2009; DETONI et al.,2012). A fotodegradacédo do RVS foi avaliada
durante 120 minutos, sendo que ao intervalo de 20 minutos [0 (t0) - 120 minutos
(t120)], era retirada uma aliquota de 100 pL da solucdo de RVS. Esta aliquota
foi transferida para baldo volumétrico e tiveram seu volume completado para 10
mL com EtOH. A aliquota da solucdo do RVS irradiada teve sua absorbancia
avaliada em espectrofotémetro Evolution 220 UV/Vis (Thermo Scientific®) no
modo scan (320-400 nm). A absorbancia a 306 foi utilizada como indicativo da
degradacdo. Quanto maior a absorbancia apés 120 minutos, maior a protecéo
gque a amostra proporcionou ao resveratrol, pois uma menor quantidade do

trans-RVS foi transformado em cis-RVS As avaliagdes da fotodegradacéo do
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RVS foram realizadas em triplicata. Os resultados de degradacdo foram
mensurados por medida indireta, UVA os valores de absorbancia (A) foram
convertidos para a medida indireta (percentagem). Assim a A no tO
correspondeu a solucédo de 1mg/mL de RVS, ou seja 100% de trans — RVS e a
cada intervalo de tempo pré-determinado foi observado a % de RVS ainda
presente na amostra. A absorbancia no (t0) foi considerada 100% o que
corresponde a solucdo de RVS 1,0 mg/mL e as outras aborbancias foram
comparadas ao t0.

Para avaliagdo das formulacbes foi preparado o controle negativo,
representado pela placa com a logéo polawax® e controle positivo, placa de petri
protegida com a formulacdo de BZ3 a 5%, que € sua concentracdo usual
(BATISTUZZO, ETO e ITAYA, 2006)

3.9 Avaliacdo da seguranca dos extratos etanolicos de Marcetia ssp
3.9.1 Avaliacao da irritabilidade ocular in vitro: Teste HET-CAM

Os ovos embrionados de Matrizes COBB foram fornecidos pela granja
Globo Aves, possuindo 10 dias de incubacdo a 37°C + 0,5 °C com umidade
relativa de aproximadamente 70 %. Para a execucdo do experimento, 0S 0vOS
foram identificados e colocados em posigao vertical sobre um suporte para ovos,
de forma que a parte mais larga e plana ficou voltada para cima. Com o auxilio
de uma pinca foi realizado um pequeno furo no centro da parte superior da
casca, a qual foi recortada circularmente com a pinca, e posteriormente foi
retirada a primeira membrana de aspecto esbranquicado para deixar descoberta
a CAM, a qual é caracterizada por sua transparéncia e pela presenca de vasos

sanguineos evidentes (Figura 19).
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Figura 19: Preparacéo dos ovos embrionados para aplicacdo das amostras

Uma vez expostas, as membranas foram avaliadas com finalidade de
verificar danos, o que causaria a rejeicdo do ovo no experimento. Também foram
descartados os ovos em que néo haja embrido ou em caso de morte (auséncia
de respiracao e mobilidade) (VINARDELL e MITJANS, 2006).

As amostras (extratos etandlicos e fracdes) foram diluidas a
concentracfes de 250, 125 e 62,5 pg/mL, em agua destilada. A aplicacao das
amostras se deu em ordem decrescente até ndo mais serem observados efeitos

irritantes. Uma aliquota de 300 pL foi aplicada sobre a CAM (Figura 20)

Figura 20: Aplicacdo da amostrana na CAM

Como controle positivo, os ovos foram tratados com NaOH (0,1 N) como
modelo de produtos altamente irritantes e nos quais se observam sempre o0s trés
parametros a serem considerados (hiperemia, hemorragia e coagulacdo). O
controle negativo foi utilizado agua destilada (NUNES, 2011).

As alteracdes a serem observadas foram hiperemia (aparecimento de

capilares que antes ndo eram visiveis ou 0s que ja eram visiveis se observam
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mais vermelhos e intensos), hemorragia (clara difusdo de sangue no meio) e
coagulacao (detectada pela agregacéo de plaquetas que forma uma espécie de
mancha rosada ou a coagulacdo de proteinas dando um aspecto de grumos
esbranquicados) (VINARDELL e MITJANS, 2006).
A Equacéo 8 foi utilizada para a determina¢cdo numérica do Potencial
Irritante (PI). A partir deste valor foi determinada a classificacdo na qual se

encaixa a amostra avaliada, conforme indicado na Tabela 4.

Pl=(@01-H)x5 + (301-L)x 7 + (301-C) x 9 8)
300 300 300

Onde: H = tempo de inicio do surguimento da hiperemia; L= tempo de inicio

surguimento da hemdlise; C = tempo de inicio do surguimento da coagulacéo.

Tabela 4: Classificagdo das amostras de acordo com a pontuacéo dos fendbmenos

indice HET-CAM | Categorias
N<1 N&o irritante
1<N<5 Irritacdo fraca
1<N<5 Irritacdo moderada
N>9 Irritac8o severa

(Fonte: NUNES, 2011)

3.9.2 Ensaio de Hemdlise

O ensaio de atividade hemolitica dos extratos etandlicos de Marcetia ssp
e fracbes de M. latifolia foi consuzido segundo metodologia descrita por
BENDER et al. (2012) e a ANVISA (2012a) com algumas adaptacbes. Amostras
de sangue (5 mL) de um adulto sadio foram coletadas por puncdo venosa em
tubos a vécuo contendo acido etilenodiamino tetracético (EDTA) como
anticoagulante, eritrocitos do sangue humano foram separados por centrifugacao
(900 g por 5 minutos) (Eppendof Centrifuge® 5424) e foram lavados trés vezes
com solucéo salina de NacCl (0,9 %). Os eritrocitos lavados foram resuspendidos
em 0.9% NaCl (1:9) e diluidos (1:24) em tampéo fosfato de sodio (pH = 7,4), o
que resultou em uma suspenséo de celulas vermelhas (SCV).

Em tubos eppendorf foram adicionados 900 yL da SCV e 100 upL das

amostras ou dos controles. As amostras foram diluidas em solugdo tampao
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fosfato (PBS) até concentracdo final de 125 and 250 ug/mL. Como controles
positvo e negativo foram usados o Extran MAO1® e soro fisiologico 0,9 %.,
respectivamente. Os tubos Eppendorf foram incubados a temperatura de 37 °C
por 30 min. e, posteriormente, centrifugadas por 10 min. a 900 x g.

O grau de hemodlise foi determinado medindo a absorvancia dos
sobrenadantes a 415 nm em espectrofotdmetro Evolution 220 UV/Vis (Thermo
Scientific®), como demostrado na figura 21. A porcentagem de hemdlise foi

calculada para cada amostra segundo a equagéao 9:

% Hemolise: = [(absorbancia da amostra — absorbancia do controle negativo)/

absorbancia do controle positivo] x 100 9)
Separagdo dos Lavagem dos
sagﬂlljeeta(griu [ . eritrocitos |_s eritrocitos - 3x
d (centrifugacdo) (Solugédo NaCl 1:9)
|
N
Diluig&o dos 900 pL SCV + 100
eritrocitos (SCV) pL amostra
= —> —>
(Famgar_a fosfato (125 e 250 pg/mL)
de sodio, 1:24)
|
]
Incubag&o Leitura da
(37°C/30 min) |—>| Centrifugagéo |—| Absorbancia
(A =419 nm)
|
]
Célculo do %
de hemolise

Figura 21: Ensaio para avaliagcdo da atividade hemolitica

3.10 Preparo da logéo base

LocOes e cremes sdo as formulagdes mais comuns para fotoprotetores.
Estes veiculos sdo emulsdes agua/dleo ou Oleo/agua, cuja principal diferenca
esta na viscosidade, que por sua vez é resultante da concentracdo da base

autoemulsionante na formulagcéo. As emulsdes menos viscosas, mais finas, sao
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chamadas loc¢des, e as mais viscosas, espesas, sdo creme. Desta forma é

possivel incorporar uma variedade de matérias-primas, permitindo uma maior

flexibilidade para escolha de um sistema emulsionante para filtros solares
(AULTON, 2005).

A base farmacéutica, emulsao O/A, para incorporagdo das amostras

e do filtro solar, usado como controle positivo, foi adaptada a partir do

Formulario Médico Farmacéutico (BATISTUZZO, ETO e ITAYA, 2006) como

descrito nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5: Composicao da locdo polawax® para incorporacdo das amostras

Fase Matérias primas Quantidades Propriedades
Metilparabeno 0,15% Conservante
1 Glicerina 5% Umectante
Agua deionizada g.s.p. 100g Veiculo
Propilparabeno 0,05% Conservante
Vaselina liquida 3% Emoliente
5 Estearato de octila 4% Emoliente
Cera auto
Cera polawax® 8% emulsionante
Emulsionante
3 Imidazolidinil Ureia 0,1% Conservante

Tabela 6: Composicao da locao polawax® para incorporacao da BZ3

Fase Matérias primas Quantidades Propriedades
Metilparabeno 0,15% Conservante

1 Glicerina 5% Umectante

Agua deionizada g.s.p. 100g Veiculo

Propilparabeno 0,05% Conservante

Vaselina liquida 3% Emoliente

Estearato de octila 4% Emoliente

2 Cera polawax® 8% Cera auto
emulsionante
Fotoprotetor

BZ3 % UVA/UVB
3 Imidazolidinil Ureia 0,1% Conservante

O veiculo, usado para a incorporagcfes dos extratos de Marcetia ssp.e
fragcbes de M. latifolia, foi preparado por aquecimento da fase 1 e 2 a 75 °C

separadamente (PROENCA et al., 2009). Posteriormente, a fase 2 (oleosa) foi
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vertida sobre a fase 1 (aquosa), sob constante agitacdo e ao final a fase 3 foi
adicionada e a mistura homogeneizada até a temperatura abaixo de 40 °C.

Para formulacdo das emulsbes utilizou agitador de pas, placa de
aquecimento, cera polawax®, estearato de octila, imidazolidinil ureia,
propilenoglicol e trietanolamina (Pharmanostra®), metilparabeno, propilparabeno
e glicerina vegetal (Fragon®) e vaselina liquida (Galena®).

A emulsdo O/A contendo o filtro quimico BZ3, foi preparada seguindo a
mesma metodologia descrita para o preparo da emulsdo O/A, sem a BZ3. As
amostras foram incorporadas na logéo polawax® nas concentracées 5, 10, 20 e
30 %. Uma vez prontas, o pH foi medido e ajustado, com trietanolamina, em
torno de pH 6,0 — 7,0, que é considerada a faixa desejavel para uma melhor

estabilidade dos protetores solar de acordo com Ribeiro (2010).
3.10.1 Analises fisico-quimica das formulagdes

Os ensaios fisico-quimicos (caracteres organolépticos, pH, centrifugacéo
e espalhabilidade) foram utilizados como recurso para triagem das formulacoes
fotoprotetoras que ndo apresentassem sinais de instabilidade apds 24 horas de
manipulacéo, sendo aptas, portanto, para serem submetidas a avaliacdo do seu
potencial fotoprotetor UVB e UVA.

3.10.1.1 Caracteristicas organolépticas

As formulacdes tiveram seus caracteres organolépticos avaliados a
temperatura ambiente (25°C) e a fonte de luz natural por 24 horas apds a
manipulacdo, tendo como padréo de referéncia a emulséo polawax antes e apés
a incorporacdo dos extratos de Marcetia ssp e fragbes de M. latifolia. Os
parametros analisados das formula¢es foram cor, brilho, odor, homogeinidade,
presenca de grumos (BRASIL, 2004).
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3.10.1.2 Determinacgéo do pH

A avaliacdo pH é um dos parametros utilizados para monitorar alteracdes
na estrutura da formulacdo nem sempre perceptiveis visualmente, esta analise
pode sinalizar problemas de estabilidade entre os constituintes da formulacéo,
alteracOes provenientes do processo de fabricagdo (contaminagdo microbiana e
cruzada), além da qualidade do produto final e seguranca do produto para o
consumidor (AULTON, 2005).

A determinacdo do pH das locdes fotoprotetoras, 24 horas apls a
manipulacdo, foi realizado em pHmetro digital Digimed® DM-22, com sensor
Digimed DNE-CVB e a temperatura ambiente (25°C). As amostras foram
inseridas diretamente em contato com o eletrodo, verificando sua diferenca de
potencial (BRASIL, 2004). Antes das leituras, o pHmetro foi calibrado com

solucéo tampao comercial pH 4,0 e 7,0. O ensaio foi efetuado em triplicata.
3.10.1.3 Centrifugacéo

Para avaliar a estabilidade inicial das formulacdes, foi realizado o teste de
centrifugacdo das emulsdes apds correcao de pH. No ensaio de centrifugacao
buscou-se observar os aspectos da estabilidade fisica, tais como: cremagem,
coalescéncia, separacdo de fases (sedimentacdo e/ou precipitacdo) e
aparecimento de goticulas de 6leo. O aparecimento de qualguer um destes
sinais indica necessidade de reformulagao do produto.

Aproximadamente 1,5 g de cada amostra foi colocada em eppendorf e
centrifugada (Eppendof Centrifuge® 5424) por 30 minutos a 3.000 rotacées por
minuto (rpm) a temperatura ambiente (25 °C), ap0s 24 horas da manipulacédo. O

ensaio foi realizado em triplicata (BRASIL, 2004).
3.10.1.4 Espalhabilidade

Para o teste de afericdo da extensibilidade da amostra mediante a forca
aplicada, perfil de espalhamento e espalhabilidade maxima conseguida com a
forca limite foi empregada a metodologia proposta por Miinzel e colaboradores
(1959), modificada por Knorst em 1991.
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No desenvolvimento do ensaio de espalhabilidade, foi utilizada uma
placa-molde circular de vidro (diametro = 10 cm; espessura = 0,2 cm), com
orificio central de 1,2 cm de diametro, o qual foi colocada sobre uma placa-
suporte de vidro (10 cm X 10 cm). Sob essas placas foi posicionada uma
folha de papel milimetrado. A amostra foi introduzida no orificio da placa e a
superficie nivelada com espéatula e apds a placa-molde foi cuidadosamente
retirada. Sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso preé-
determinado. Apds 60 segundos, foi calculada a superficie abrangida através
da medicdo do didmetro em duas posi¢cdes opostas, com posterior calculo
do diametro médio (BORELLA et al., 2010).

Esse procedimento foi repetido acrescentando-se novas placas a cada 60
segundos. Apds cada determinacdo, a superficie abrangida e o peso da placa
adicionada foram registrados. A espalhabilidade (Ei) foi determinada a 25 °C e
calculada através da equacéo 10 (DE PAULA et al., 1998).

Ei = (d2.m)/4 (10)

Onde: Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?); d = diametro

médio (mm) e 1 = 3,14.

Os resultados da espalhabilidade foram apresentados pela relacédo entre
a area de espalhamento conseguido com a aplicacdo de esforco sobre o produto
e o esforco limite, relacdo esta que corresponde ao Fator de Espalhabilidade em
mm?/g (Equagéo 11).
Fator de Espalhabilidade = espalhabilidaden/Zpesos (12)

3.11. Andlise Estatistica

Para o teste de atividade antioxidante e hemolise foi calculado pelos
valores originais e expressos em média + desvio padrdo apdés analises em
triplicata, assim como os valores de pH. A espalhabilidade e os potenciais
fotoprotetores in vitro foram analisados empregando o software Graphpad
Prism® e a avaliagdo estatistica foi determinada por analise de variancia ANOVA

seguida de teste de Tukey, com significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ?!

! Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo apresentados em dois momentos: 1) Investigacdo da
atividade fotoprotetora de extratos etandlicos do género Marcetia e sua formulagdes farmacéuticas; 2)
Obtencéo de fragbes ativas do extrato bruto em que os resultados anteriores mostraram maior potencial de
uso na industria cosmeética.
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4.1 Extrato Etanélico de Marcetia taxifolia®

2 Os resultados referentes a M. taxifolia foram publicados na Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 25, n.
4, p. 413-418, 2015,como o titulo: “In vitro photoprotective effects of Marcetia taxifolia ethanolic extract and
its potential for sunscreen formulations” (ANEXO 01)
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4.1.1 Analise do EEMT por CLAE-DAD

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo
Diodos (CLAE-DAD) é fundamentamente de separacdo, apresentando a
vantagem de separar os componentes da mistura em analise antes da
identificagdo e quantificacdo (AQUINO-NETO e NUNES, 2003). Dentre as
diversas metodologias analiticas descritas na literatura, evidencia-se como uma
das mais versateis e precisas para analise de misturas altamente complexas,
como extratos brutos vegetais, pois apresenta alta sensibilidade, resposta rapida
aos solutos, dependendo do detector utilizado, resposta independente da fase
movel, informacdo qualitativa do pico desejado entre outros fatores (BAGGIO e
BRAGAGNOLO, 2004).

O extrato em bruto de Marcetia taxifolia foi analisado por meio de CLAE-
DAD. A analise do respectivo cromatograma (Figura 22) e espectros de UV do
EEMT (APENDICES J e L) mostrou a presenca de acidos fendlicos entre 11,0 —
12,0 min. E entre Tr (s) 15,0 — 21 min contatou-se a presenca de flavonols ndo

glicosilados.
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Figura 22: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do EEMT

A quercetina (Pico 4) foi identificada comparando-se espectro de UV e Tr
14,34 com a QUE padrdo. Devido a boa acao fotoprotetora da quercetina, este
composto foi quantificado no EEMT. Os resultados de quantificagcdo mostram

que o teor de quercetina presente no extrato etanélico atendeu aos LD e LQ,
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assim como a preciséo e exatiddo encontram-se dentro dos valores admissiveis,
0 que demonstra confiabilidade do método.

A quantificacdo da QUE foi feita usando se a equacdo da reta y=
30000000x+14619 (R? = 0,9987), que confere linearidade ao método, permitindo
determinar que a concentracdo QUE presente no extrato etandlico de M. taxifolia
foi de 1,12 mg/mL o que corresponde a 55,789 por kg de planta seca.

Os resultados da quantificacdo da QUE no EEMT foram dentro do LD
(0,011 pg/mL) e do LQ (0,04 pug/mL) enfatizando a confiabilidade do método. A
precisdo e exatiddo das medicdes estavam dentro dos valores admissiveis; a

precisao nao permitiu valores que excedecem 2,09%.
4.1.2 Teor de Flavonoides Total (TFT) e atividade antioxidante (AA)

O TFT no extrato de M. taxifolia foi calculado por equivalente de QUE,
mostrando 168 + 0,35 ug/mL de quercetina a cada 10 mg do extrato etandlico. O
resultado da avaliacdo da atividade antioxidante pode se visto na tabela 7. Estes
resultados demostram boa associacao entre AA e a presenca de flavonoides em
M. taxifolia, a qual apresentou ECs, de 5,515 + 1,078 (R®> = 0,853). Estes
resultados indicam que EEMT mostrou uma atividade antioxidante mais
pronunciada do que o BHT (CEsp: 8,152 + 0,365) e inferior ao &cido ascorbico
(CEsp: 1,857 £ 0,280 pg/mL).

Tabela 7: Atividade antioxidante (%) do EEMT

SRL (%)

250* 125 50 25 10 5
EEMT 9531+ 93,97+ 9343+ 74,19+ 3552+ 20,25%

0,019 0,025 0,027 0,109 0,074 0,033
BHT* 9464+ 9407+ 8658+ 57,16+ 30,20+ 18,38+

0,068 0,075 0,017 0,054 0,084 0,010
Jyw 97,03 + 96,62 96,98+ 9657+ 74,32+ 2460+

0,037 +0,043 0,038 0,046 0,032 0,091

*ug/mL; **di-terc-butil metil fenol; *** acido ascobico.

Como demonstrado por Vicentini e colabordores (2007) a quercetina tem
forte atividade antioxidante para inibigdo do DPPHe, com ICsy de 0,8 pg/mL, em

estudos com o extrato etandlico de Psidium guajava foi demonstrado um ECsg


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874109007740#bib27
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de 0,15 mg/mL. Enquanto a Calendula officinalis também apresentou boa
atividade antioxidante (ICso: 4,4 ng/mL). Ambos os resultados foram atribuidos a

acao da QUE contra o radical DPPHe (ILHA et al., 2008, FONSECA et al., 2010)

4.1.3 Fator de Protecao Solar

Os flavonoides executam diferentes funcbes dependendo das suas
concentracdes. E plausivel que, além de absorver comprimentos de onda curtos,
os flavonoides continuem a desempenhar a fungédo antioxidante paralelamente a
fotoprotecao (AGATI et al., 2013).

O resultado da determinagdo do FPS, in vitro esta apresentado na Figura
23. De acordo com a legistagcéao brasileira, RDC n° 30 de 01 de junho de 2012
(Brasil, 2012b), apenas FPS maior ou igual a 6 pode ser considerado como
produtos cosméticos com atividade fotoprotetora UVB. O extrato de M. taxifolia
nas concentracdes de 250 pug/mL e 125 ug/mL, estatisticamente diferentes,
tiveram atividade fotoprotetora satisfatoria (15,52 e 8,35, respectivamente) e

acima do limite minimo exigido pela ANVISA.

20

15 -

M. taxifolia

12,5 25 50 125 250
Concentracdo (pg/mL)

Figura 23: Perfil de fotoprotecdo UVB do EEMT

Diversas espécies vegetais vém sendo estudadas quanto a sua atividade
antioxidante e fotoprotetora. Estudos recentes relatam a importacia de protetores
solares naturais nas composic¢oes de filtros solares comerciais e destacam seu
possivel papel na prevencdo do cancer de pele (POLONINI, RAPOSO e
BRANDAO, 2013). Propriedades fotoprotetoras foram avaliadas em extratos de
uma grande variedade de plantas. Os extratos de Chrysanthemum ramat e

Crocus sativus (L) provaram reduzir o eritema induzido por agente


https://scholar.google.com.br/scholar?hl=pt-BR&as_sdt=0,5&q=Chrysanthemum+ramat+Crocus
https://scholar.google.com.br/scholar?hl=pt-BR&as_sdt=0,5&q=Chrysanthemum+ramat+Crocus
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fotoestimulante em comparacdo com benzofenona 4 (HU e WANG, 1998).
Violante e colaboradores (2009) desenvolveram estudos sobre a espécie
Microsiphonia velame, Oxalis hisutissima e Lafoensia pacarido descrevendo boa
absorcdo destas espécies na regido do UV em Amax 318 nm, 324 nm e 356 nm,
respectivamente. Estudos fitoquimicos descrevem a presenca de flavonoides, e
outros constituintes como taninos e alcaldides, como substancias com uma acao
fotoprotetora nestas espécies. O extrato Calophyllum inophyllum apresesentou
resultados interessantes de fotoprotecdo UVA e UVB, sendo rico em varios
compostos protetores solares naturais, tais como biflavonoides, tocoferois e
tocotrienos, além da ampla absor¢édo no UV (250 — 400 nm) (SAID et al., 2007).
Estudos utilizando o extrato seco das folhas de Neoglaziovia variegada
(Bromeliaceae) descreveram potente atividade antioxidante e significativa
atividade fotoprotetora correlacionadas aos compostos flavonoides presentes no
extrato (OLIVEIRA et al., 2013).

4.1.4 Atividade fotoprotetora UVA

A placa revestida com EEMT apresentou um teor de 78,09 % de trans-
RVS ao fim da exposicdo de 120 minutos. Estes valores sd@o satisfatorios ja que
os controles claro (CC) e escuro (CE), respectivamente, apresentaram no
mesmo intervalo de tempo, 40,49% e 99,78%, isto permitinde inferir que a
fotoprotecdo contra a radiacdo UVA pode ser proveniente das amostras
estudadas. De acordo com o teste ANOVA para o EEMT os t120 entre tO, t40,
t60 e t100 foram estatisticamente diferentes (Figura 24).
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Figura 24: Perfil de fotoprotecdo UVA do EEMT
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Mesmo sendo conhecidos os danos causados pela radiagdo UVA, a
maioria dos  protetores solares disponivel no mercado oferece,
significativamente, maior protecdo contra a radiacdo UVB, mas pouca protecéo
UVA. Sao poucos os protetores de amplo espectro como a avobenzona, BF3 ou
oxido de zinco, que "passivamente" absorvem ou dispersam o0s raios UVA,
diminuindo assim a quantidade total de radiagdo UVA prejudicial de alcancar a
pele (WANG, OSTERWALDER e JUNG, 2011).

Ainda sobre a fotoprotecdo UVA, estudos tentaram estabelecer uma
relacdo entre AA e fotoprotecdo contra radiagdo UVA. Partindo da
fundamentacédo tedrica de que a radiacdo UVA induz a producdo de radicais
livres, tentou-se associar antioxidantes, como a vitamina C e E, a protetores
solares e verificar se a presenca dos mesmos resultava em aumento da
protecdo contra radiacdo UVA. Porém os resultados sugerem que 0s
antioxidantes nestes produtos nao oferecem nenhuma contribuigdo significativa
para a protecdo contra os radicais livres. Os resultados indicaram que maior
parte da protecdo contra os radicais livres vinha dos filtros de espectro de
protecdo contar raios UVA e ndo dos antioxidantes incorporados. Resultados
gue fundamentam a necessitadae em se buscar compostos com capacidade de
fotoprotecdo UVA (WANG, OSTERWALDER e JUNG, 2011; HOJEROVA,
MOVCIKOVA e MIKUL; 2011).

A protecdo contra as radiacbes UVB e UVA ¢é considerada de
fundamental importancia na prevencdo ao cancer de pele e ao
fotoenvelhecimento. Assim, € mais pertinente o desenvolvimento de produtos
fotoprotetores com um espectro de absorcdo na faixa do UVB e UVA (NASH,
TANNER e MATTS, 2006; GONZALEZ, FERNANDEZ-LORENTE e GILAERTE-
CALZADA, 2008).

4.1.5 Avaliacao da toxicidade

4.1.5.1 Teste em membrana corionalantéide de ovos de galinha (HET-
CAM)

O HET-CAM avalia as alteracdes vasculares e gera resultados que, por

sua vez, em comparagcdo com o modelo animal, tem um o6timo relacionamento
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com fendmenos observados na conjuntiva, mesmo se eles sao, via de regra, sao
mais leves do que as alteracdes detectadas em outros sistemas tal como, por
exemplo, os induzidos em 6rgaos isolados (NOBREGA et al., 2008)

Pelos resultados obtidos das médias das triplicadas nos ensaios HET-
CAM foi possivel classificar, de acordo com a metodologia aplicada, que o
extrato etandlico de M. taxifolia (250 e 125 ug/mL) apresentou baixo potencial de
irritacéo (1,93 e 1,08). A tabela 8 apresenta o potencial de irritagdo do EEMT
frente ao teste HET-CAM.

Tabela 8: Classificacdo do Potencial de Irritacdo Ocular do EEMT pelo ensaio HET-
CAM

Concentracao (ug/mL) Pl Classificacao
250 1,93 irritacéo fraca
EEMT 125 1,08 irritacéo fraca
62,5 0,14 nao irritante
NaOH 0,1 M* 0,1M 12,6 irritante
degigllgga** - 0,0 nao irritante

* controle positivo/** controle negativo

Como descrito por outros estudos, o ensaio HET-CAM se mostrou
eficiente na determinacédo do potencial irritante de extratos vegetais (MANSUR,
2001; DEBBASH et al.,2005; NUNES, 2011).

4.1.5.2 Atividade hemolitica

Com forma de complementacdo aos estudos sobre a toxicidade da M.
taxifolia 0 EEMT teve também seu potencial hemolitico avaliado. A concentracéo
gue teve a menor taxa percentual de hemdlise permaneceu limpida como a
solucdo de soro fisiolégico, apoés a centrifugacdo, ou seja, as heméacias
permaneceram integras no fundo dos tubos, com a formacdo de um precipitado,
sem que tenha havido a lise das células.

O EEMT a uma concentracdo de 250 pg/mL e 125 pg/mL, ocasionaram
hemolise em 66,55 + 0,020 % e 17,34 + 0,019, respectivamente (Figura 25).
Andlise estatistica revelou que o percentual hemolitco o EEMT é

estatisticamente diferente para as concentracdes avaliadas com p < 0,05
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Figura 25: Avaliagdo da atividade hemolitica do EEMT

4.1.6 Avaliagdo do perfil fotoprotetor UVB/UVA in vitro das formulagdes
contendo EEMT

As emulsdes para a incorporacéo de ativos fotoprotetores devem atender
a alguns aspectos importantes como: nao interferir negativamente no
desempenho do protetor solar, como o proprio FPS, permitir a obtencdo de um
produto estavel, ndo provocar a irritacdo cutdnea, dotadas de resisténcia a agua,
ndo gordurosas e fornecer um produto final estavel (DE PAOLA e RIBEIRO,
1998).

Para o desenvolvimento das formulacbes utilizadas neste estudo, o
emulsionante utilizado foi a cera autoemulsionate polawax® (carater ndo iénico).
A cera polawax® é formada a partir de alcool ceto - estearilico e alcool ceto-
estearilico etoxilado. Esta base auto-emulsionante apresenta baixa toxicidade e
irritabilidade, além de ser compativel com diversas subtancias, mais que 0s
emulsionante aniénicos ou catidnicos (AULTON, 2005)

A locdo polawax®, depois de manipulada, consistiu em uma locao branca,
brilhosa e de odor caracteristico. Alguns autores, como Borghetti e
colaboradores (2006) utilizam esse tipo de emulsdo para incorporacdo de
fotoprotetores.

Como os sistemas emulsionados sao propencos a instabilidade, os testes
descritos em seguida permitiram avaliar se as amostras em estudo
sofreram ou ndo alteracdes fisicas, observou-se: separacdo de fases,

precipitacdo, turvacao, alteracdo de cor e odor (BRASIL, 2004).
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4.1.6.1 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das formulactes
contendo EEMT

Os extratos vegetais podem ser incorporados em diferentes preparacdes
farmacéuticas, seja para fins terapéuticos ou cosméticos. E dependendo dos
constituintes quimicos, tornam-se responsaveis pela atividade do produto.
Porém, como qualquer ativo, quando incorporado ao veiculo farmacéutico pode
alterar ou ndo a forma farmacéutica e o comportamento fisico-quimico da
preparacdo, por isso € importante analisar alguns parémetros inerentes as
formulacdes elaboradas (ISAAC et al., 2008).

As caracteristicas organolépticas foram parametros analisados para
avaliar se as formulacbes estavam em conformidade com as pretensdes
esperadas ao desenvolver o produto baseadas nas propriedades sensoriais e
quimicas da amostra. As varidveis organolépticas analisadas por observacao
direta/sensorial foram: o aspecto da emulsdo antes e apoés incorporacdo do
extrato, o odor, a cor final, maciez e brilho (BRASIL, 2004).

A formulagédo contendo apenas o padréo de benzofenona-3 se distinguiu
pela presenca da cor levemente amarelada, maciez, brilhosa e odor
caracteristico do fotoprotetor. Apés adicdo dos extratos nas concentracdes
estudadas, foi observada mudancgas na coloracdo, odor e brilho de todas as
formulagbes, apresentando caracteristicas distintas, o que resultou,
consequentemente, em formulagcdes com aspectos visuais e sensoriais variados
(Figura 26)

Figura 26: Apresentacdo do aspecto visual das formulagcdes contendo diferentes
concentragdes do EEMT: 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Em formulacdes tépicas, o pH é um parametro bastante importante. A
pele apresenta pH levemente acido que contribui para a manutencdo da sua
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integridade fisica, logo, quando essa caracteristica € modificada, podem ocorrer
agressOes dermatoldgicas. Também € importante lembrar que o pH é capaz de
acelerar ou diminuir a velocidade de reacdes, pois as principais reacoes
envolvidas na degradacdo de principios ativos, como hidrélise e oxidacao
(LEONARDI, GASPAR, CAMPOS, 2002). Ainda, segundo Ribeiro (2010), o pH
pode alterar o deslocamento dos elétrons na molécula de filtros solares,
podendo reduzir seu poder de absorver e diminuir o poder protetor, além de
torna-los insoluveis.

A medicéo do pH ocorreu logo apés a preparacdo da formulacéo e adi¢éo
dos extratos em suas devidas concentracdes. Para que as lo¢Oes ficassem mais
préximas do pH cutaneo, foi utilizada a trietanolamina como agente modificador
de pH (Tabela 9)

Tabela 9: Média e desvio padréo dos valores de pH das formula¢des contendo EEMT

lacEo (9 pH sem correcéo pH com correcao
Formulacao (%) EEMT
5 2, 53 + 0,060% 6, 85 + 0,094%
10 2, 85 +0,070° 6, 45 + 0,095%
20 3,49 +0,273° 6, 46 +0,191°
30 3,37 +£0,160° 6,86 + 0,092°

a, b, c: as médias com letras diferentes dentro da mesma coluna apresentam diferenga

significativa entre si (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Outro apecto avaliado das formulagbes foi o comportamento frente ao
teste de centrifugacéo, a for¢a da gravidade atua sobre os produtos fazendo com
gue as particulas se movam no seu interior. O teste de centrifugacdo promove
um estresse na amostra simulando o aumento da forca de gravitacional,
aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como precipitacbes, separacdo de fases e formacdo de
sedimentos compactos. Este teste € recomendado pela ANVISA, pois 0 mesmo
prevé a necessidade de reformulacéo caso a amostra indique instabilidade para
este teste (BRASIL, 2004; ISSAC et al., 2008).

Todas as amostras formuladas foram submetidas ao teste e ao final do
ensaio foi observado que nenhuma amostra possuia separagdo de fases nem
precipitacbes, considerando assim as formulacdes aptas a futuros testes de

estabilidade. De acordo com Vanzin e Camargo (2008), o ndo aparecimento de
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goticulas visiveis de 6leo garante a uniformidade da dose aplicada na pele, caso
contrario, a fotoprotecdo € considerada duvidosa. A Figura 27 demonstra o
aspecto fisico das formulacdes apos teste de centrifugacdo, mostrando que as

mesmas permaneceram estaveis.

Figura 27: Caracteristicas das formulagBes contendo diferentes concentracdes do
EEMT ap0s centrifugacéo. 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Quando se planeja desenvolver um filtro solar procura-se que 0 mesmo
tenha uma boa espalhabilidade, formando um filme homogéneo sobre pele e,
consequentemente, uma boa aderéncia a mesma, para com isso proteger a
pele por mais tempo e nao sair facilmente quando em contato com a agua, pois
eficacia de um fotoprotetor estad intimamente ligada a sua espalhabilidade.
Assim, o estudo das caracteristicas reoldgicas, incluindo, espalhabilidade pode
ser utiizado como um meio de selecdo para diferentes formulacdes
cosméticas (MILAN et al., 2007).

A boa espalhabilidade propicia uma aplicacdo mais agradavel, reducéao do
consumo do fotoprotetor, pela menor quantidade necessaria ao aplicar, e filtros
solares devem propiciar facil espalhamento sobre a pele para garantir o FPS
nominal (BORGHETTI e KNORST, 2006; BORELLA et al., 2010, KRURY;
BORGES, 2011).

A determinacdo da espalhabilidade permitiu avaliar a expansédo das
formulacbes contendo diferentes concentracdes do EEMT sobre uma superficie
apos determinado periodo de tempo (GARG et al.,, 2002; KRURY e BORGES,
2011). Foi observado que o fator de espalhabilidade aumentou
proporcionalmente que a concentragdo dos extratos foi aumentada, isto por que

a amostra proporciona uma fluidez a formulacéao (Tabela 10).
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Tabela 10: Fator de espalhabilidade (mmzlg) das formulacdes contendo EEMT em
diferentes concentragfes

Formulacdo EEMT (%) Fator de espalhabilidade
5 1,10 £ 0,011
10 1,30 £ 0,031
20 1,31 £ 0,016
30 1,41 £ 0,031
Logao polawax® 0,26 £ 0,230
*Logdo BZ3 6,89 + 0,085

*5%

Também foi possivel observar que, de modo geral, apés adicdo crescente
do extrato, houve uma reducédo na relacdo entre a area e o esforco limite

(mm?/g), quando comparada com a log&o polawax® (Figura 28).
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Figura 28: Espalhabilidade das emulsfes (25°C) contendo EEMT em diferentes concentracfes

A andlise estatistica revelou que os valores de espalhabilidade foram
estatisticamente diferentes para as formulagdes (5 a 30%) a medida que os

pesos pré determinados foram adicionados.

4.6.1.2 Determinacéao do FPS

O resultado da avaliacéo do FPS das formulagdes contendo extrato de M.
taxifolia (5, 10, 20 e 30%) foi satisfatorio, pois as mesmas apresentaram um FPS
= 6 nas diluicdo a partir de 2,0 mg/mL (Figura 29). Para a espécie investigada,
observou-se que na diluicdo de 50,0 mg/mL, o FPS foi préximo do padrédo BZ3 a
5%, fator de protecao na faixa de 30,0 - 50,0, sugerindo, de acordo com a RDC
ANVISA n° 30/12, que as formula¢gdes podem ser adequadas para pele muito

sensiveis a queimadura solar devido ao seu elevado indice de protecao solar.
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Analisando estatisticamente os valores de FPS, podemos ver que as
formulacbes com extrato de M. taxifolia 10% e 20% mostraram 0S mesmos
valores de FPS para a diluicdo de 0,2 mg/mL. E as formulacbes a 20% e 30%
para uma concentracédo de 20,0 mg/mL também foram estatisticamente iguais. O
mesmo é valido para a concentracdo de 50,0 mg/mL e a formulagédo padrédo de
5% de benzofenona.
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Figura 29: Perfil de fotoprotecdo UVB das formulagbes contendo EEMT

4.6.1.3 Determinacao da atividade fotoprotetora UVA

Ao analisar o perfil fotoprotetor UVA das formulagbes (Figura 30),
constatou-se que as mesmas nado obtiveram um desempenho tdo satisfatério
guanto comparado ao extrato bruto, na primeira avaliacdo, no t120 o teor do
trans-RVs era em torno de 85%, na analise das formula¢des nos primeiro 20
minutos j& estava em torno de 74% e ao final dos 120 minutos de observagao as
concentracfes de RVS para as formula¢cdes com EEMT a 5, 10, 20 e 30% foram
respectivamente, 55,22; 55,24; 51,04 e 46,70%. Este teor pode ser considerado

baixo ja que apds o0 mesmo tempo de exposicdo do CC teve um teor de 40,49%
do trans-RVS.
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Figura 30: Perfil de fotoprotecdo UVA das formulagbes contendo EEMT
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Por meio dos resultados estatisticos, foi obssivel observar que as andlises
foram estatisticamente diferentes quando comparados os intervalos de tempo. A
diferenca estatistica s6 nao foi observada entre os tempos T60 e T100 para a
concentracdo de 5% do EEMT e, 30% para os tempos T60 e T80, em que o
tempo parece ndo influenciar no teor do RVS, visto que ja completou a
degradacgéo.
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4.2 Extrato Etandlico de Marcetia

macrophylla®

® Os resultados obtidos com a M. macrophylla foram submetidos na forma de artigo ao periddico
International Journal of Cosmetic Science com o titulo “In vitro evaluation of the Marcetia macrophylla
ethanolic extract as a natural antisolar agent: characterization of sunscreen formulations” (ANEXO 02)
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4.2.1 Analise do EEMM por CLAE-DAD

O cromatograma obtido por CLAE-DAD do EEMM esta apresentado na
Figura 31. Os espectros de UV (APENDICE M) demonstraram a presenca de
regido de flavonoides hidroxilados entre os Tr: 10-15 min. A presenca da
quercetina foi caracterizada utilizando o padrado analitico [Tr: 14,36 min (Pico 6)]
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Figura 31: Cromatograma CLAE-DAD do EEMM

250 1 I-250

Analises por CLAE-DAD do extrato de Crataegus, rico em flavonoides, em
condi¢cBes cromatograficas semelhantes aplicadas aos extratos de Marcetia ssp.,
mostrou perfil cromatografico similar no ambito da eluicho dos compostos
flavonoidicos pela coluna visto que os espectros de UV mostraram dois maximos
de absorcdo (banda | e banda Il) caracteristico de um esqueleto flavon ou
flavonol. Os compostos que eluiram primeiro apresentarm um minimo a 280 nm
e uma absorcdo de banda | superior a 350 nm, de acordo com a estrutura
flavonol. A banda Il de absorcdo cerca de 265 nm indicaram que as partes
glicosiladas (CUYCKENS e CLAEYS, 2002).

A gquantificacdo da QUE foi feita usando mesma a equacgéo da reta que
permitiu a quantificagdo deste flavonoide no EEMT, assim a concentragao de
QUE presente em EEMM foi de 0,15 mg/mL o que corresponde a 40,66 g por kg
de planta seca, dentro, portanto, do LD (0,011) e LQ (0,04).
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4.2.2 Teor de Flavonoides Total (TFT) e atividade antioxidante (AA)

O TFT foi calculado por equivalente de QUE, mostrando 0,122 pug/mL de
quercetina a cada 10 mg do extrato etandlico. Existem diversos métodos para
avaliar a capacidade de um extrato/substancia em promover a atividade
antioxidante, sendo que a metodologia adotada enfoca a captagcdo do RL
(DPPHe). O EEMM foi avaliado nas concentragbes de 250, 125, 50, 25, 10, 5,0
mg/mL e comparado com os padrées BHT e acido ascorbico A tabela 11 mostra
a atividade antioxidante do EEMM, ao comparar os valores percentuais de
sequestro radicais livres (SRL%) entre EEMM e os padrdes, fica evidente EEMM
apresenta boa AA. Os valores CEsp para EEMM, BHT e &cido ascorbico foram
2,948 £+ 0,625; 8,152 + 0,365; 1.857 + 0.280 npg/mL, respectivamente. Estes
resultados indicam que EEMM mostrou uma atividade antioxidante mais

pronunciada do que o BHT.

Tabela 11: Atividade antioxidante (%) do EEMM

SRL (%)

250* 125 50 25 10 5
EEMM 9561+ 9460+ 9361+ 92,99+ 5617+ 1785+

0,018 0,022 0,027 0,029 0,018 0,034
BHT* 94,64+ 9407+ 8658+ 57,16+ 30,20+ 1838+

0,068 0,075 0,017 0,054 0,084 0,010
Aper 97,03 + 96,62 96,98+ 9657+ 7432+  2460%

0,037 +0,043 0,038 0,046 0,032 0,091

*ug/mL; **di-terc-butil metil fenol; *** acido ascobico

4.2.3 Fator de Protecéo Solar

O EEMM mostrou atividade fotoprotetora satisfatéria com valores de FPS
10,32 e 20,25 para as concentragbes 125 e 205 upg/mL (Figura 32),
respectivamente. As demais concentragdes apresentaram FPS < 6. De acordo
com a ANOVA, o FPS nas concentracbes 12,5 e 25 pg/mL nao diferiram
estatisticamente, mas os demais foram estatisticamente diferentes com valor de
p < 0,05.
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Figura 32: Perfil de fotoprotecdo UVB do EEMM

4.2.4 Atividade fotoprotetora UVA

O EEMM apresentou uma boa atividade fotoprotetora frente a degradacao
do trans-RVS, visto que no intervalo de tempo de 120min, na primeira avaliagéo
aos 20 min, o teor do trans-RVS foi de 88,33% e ao final do experimento t120,
78,09%, caindo em aproximadamente 10%% (Figura 33). Ao comparar com 0
CC, é possivel inferir que 0 EEMM, tem uma boa protecdo contra a radiacao

UVA, pois o CC apresentou uma degradacdo de 40,49% do trans-RVS na
amostra.
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Figura 33: Perfil de fotoprote¢cdo UVA do EEMM

4.2.5 Avaliacao da toxicidade

4.2.5.1 Teste em membrana corionalantdide em ovos de galinha (HET-
CAM)

A tabela 12 tras os valores do ensaio HET-CAM obtidos a partir da

aplicacdo do EEMM sobre a CAM, como pode ser observado o PI do extrato foi



103

de irritacdo severa a moderada, o que faz com que tenha-se ressalvas quanto a
utilizacdo do mesmos em produtos farmacéuticos, como protetores solar, por

exemplo.

Tabela 12: Classificacdo do Potencial de Irritagcdo Ocular do EEMM pelo ensaio HET-
CAM do EEMM

Concentracao (ug/mL) Pl Classificacao
250 10,49 irritacdo severa
EEMM 125 10,46 irritacéo severa
62,5 6,61 irritacdo moderada
NaO‘H 0,1 M* 0,1M 12,6 irritante
de?tﬁgc?a** - 0,0 nao irritante

*controle positivo; **controle negativo

4.2.5.2 Atividade Hemolitica

Ao avaliar a atividade hemolitica do EEMM confirmou-se a toxicidade do
extrato para a concentracdo de 250 pg/mL com uma taxa de hemolise de 54,36
+ 0,0200% (Figura 34). E o ensaio estatistico mostrou que os valores

apresentam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 34: Avaliacao da atividade hemolitica do EEMM

4.2.6 Avaliagdo do perfil fotoprotetor UVB/UVA in vitro das formulagdes
contendo EEMM

Apés o preparo, as formulacdes contendo diferentes concentragcdes do
EEMM (5, 10, 20 e 30%) e o filtro solar contendo BZ3 (5%) foram deixadas em
repouso por 24 horas. Depois, as amostras foram submetidas a avaliacdo de
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caracteristicas organolépticas, andlise de pH e teste de centrifugacao,
espalhabilidade como forma de verificar a estabilidade das mesmas

4.2.6.1 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes

Por meio da andlise macroscoépica foi possivel observar que todas as
formulagbes foram homogéneas, com odor caracteristico do extrato de M.
macrophylla. Uma consisténcia mais fluida foi observada nas concentragfes de
20 e 30% de extrato etandlico. A cor das amostras foi determinada pela cor do
extrato, castanho claro, variando em intensidade como uma maior proporcao de

extrato que foi incorporada a logéo polawax® (Figura 35).

Figura 35: Apresentacdo do aspecto visual das formula¢des contendo diferentes
concentracdes do EEMM. 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Os resultados do pH das formulagbes estudadas sdo mostrados na
Tabela 13. Uma vez formulados, o pH foi medido e ajustado com trietanolamina
a pH 6,0 a 7,0, que é o pH desejavel para a proteccao solar, baixo valor de pH
pode ser associado com o aparecimento de irritacdo cumulativa da pele
(LEONARDI, 2002; PROENGCA, et al., 2009; FRANGE e GARCIA, 2009)

Tabela 13: Média e desvio padréo dos valores de pH das formula¢des contendo EEMM

Formulacdo (%) pH sem corregéo pH com corre¢céo*
5 5, 11 + 00,0412 6,41 £ 0,180
10 5, 24 + 0,045% 6, 73 +£0,145
20 4,62 +0,070° 6, 71 + 0,265
30 4,48 + 0,062° 6, 45 £ 0,065

* Nao apresentaram diferenga significativa entre si (p < 0,05). a, b, ¢c: as médias com letras
diferentes dentro da mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey
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Apbs 30 minutos a 3.000 rpm, centrifuga, ndo foi observado separacéo de

fases, ndo existindo, portanto, a necesidadede reformulagéo (Figura 36).

Figura 36: Caracteristicas das formulagGes contendo diferentes concentracdes do
EEMM apds centrifugacdo. 5% (A), 10% (B), 20%(C) e 30%(D)

Os resultados da Tabela 14 correspondem ao fator de espalhabilidade
das formulacbes com diferentes concentracbes do EEMM. Observando-se o
fator de espalhabilidade aumentou na concentracdo de 10% e voltou a reduzir

como o aumento da concentracao para 20 e 30% do referido extrato.

Tabela 14: Fator de espalhabilidade (mm?/g) das formulacées contendo EEMM em
diferentes concentracdes

Formulacdo EEMM (%) Fator de espalhabilidade
S 1,20+£0,34
10 1,40 0,37
20 1,41 +0,105
30 1,43+0,16
Log&o polawax® 0,26 + 0,230
*Locéo BZ3 6,89 + 0,085

*5%
Quanto a espalhabilidade das formulagbes contendo o EEMM (Figura 37),
observou-se que o aumento do peso impresso as amostras ndo resultou em
aumento significativo da espalhabilidade das formulagdes, apesar dos valores de
espalhabilidade serem estatisticamente diferentes. E houve uma reducédo da

mesma quando comparado coma locdo polawax®
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Figura 37: Espalhabilidade das emulsdes (25°C) contendo EEMM em diferentes

concentracbes

4.2.6.2 Determinacédo do FPS

A figura 38 mostra os resultados de FPS de formulacdes contendo EEMM.

Para este estudo, considerou-se que as formulacbes com um FPS = 6 tem

atividade fotoprotetora, o que corresponde ao valor minimo necessario para um

produto a ser considerado fotoprotetor de acordo com a ANVISA (BRASIL,

2012b)
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Figura 38: Perfil de fotoprotecdo UVB das formulagbes contendo EEMM

As formulacdes contendo o extrato etandlico quando diluida para 0,2

mg/mL mostrou FPS < 6. Os valores de FPS aumentaram a proporcionalmente

ao aumento da concentracdo de EEMM em cada formulacdo. Todas as

concentracbes de 10,0 a 50,0 mg/mL mostraram atividade fotoprotetora
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satisfatoria (SPF = 6), inclusive, quando comparado com a formulagéo padrao de
BZ3. Isso confirma que o FPS é dose-dependente (PROENCA et al., 2009)

Observou-se para as diluicbes de 30,0 mg/mL e 50,0 mg/mL, que as
formulac6es com extrato de EEMM em 20% (FPS 33,00 e 35,67) e 30% (FPS
35,88 e 36,90) foram estatisticamente iguais. Isto indica que as formulacdes
podem ser adequadas para pele muito sensivel a queimadura solar, devido ao
seu alto FPS j& na concentracdo de 20%, como demonstrado na metodologia in
vitro.

4.2.6.3 Determinagao da atividade fotoprotetora UVA

A avaliacdo do perfil fotoprotetor das formulagdes com o extrato etandélico
de M. macrophylla (Figura 39), no t20 foi entre 92,33 — 83,44% e na metado do
experimento (t60) o teor do trans-RVS ficou entre 73,53 — 71,29%, a qual foi
decaindo gradativamente até uma faixa de 59,65 — 58,56% (t120), ou seja, valor

cerca de 20% superior ao CC, no mesmo intervalo de tempo, 40,49%.
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Figura 39: Perfil de fotoprotecdo UVA das formula¢gbes contendo EEMM
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4.3 Extrato Etandlico Marcetia latifolia
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4.3.1 Analise do EEML por CLAE-DAD no EEML

As caracteristicas flavonoidicas apresentadas pelo extrato etanolico de M.
latifolia é semelhante um estudo recente na mesma espécie em que as analises
CLAE-DAD demostraram os picos flavonoidicos aparecem na faixa de 8 a 10
minutos. Em analise usando padrfes artificiais constatou-se que os flavonoides
glicosilados (hesperidina, naringina e rutina) eluem préximo a 10 minutos,
engquanto quercetina e a calicopterina tiveram Tr acima dos 12 minutos. Assim,
trés regibes de eluicdo foram determinadas neste sistema: flavonoides
glicosilados (entre 8 e 10 minutos), hidroxilados (aproximadamente 12 minutos)
e polimetoxilados (14-17 minutos) (LEITE et al., 2012).

No cromatograma (Figura 40) e espectros de UV (APENDICES N, O e P)
do EEML observa-se que nos Tr 10 a 13 min, picos 01 — 07 tém-se um perfil de
flavonol (banda II: 250 -280 nm e banda I: 350 — 385 nm) e flavonas (banda II:
250 -280 nm e banda I: 310 — 350 nm) glicosilados, uma regido de flavonol
hidroxilado entre 14 — 17 mim. No Tr em 17,04 min tem-se um fenol simples. No
Tr: 18 — 21 min tem-se uma regido de flavonas polimetoxiladas. Os picos 08 (Tr
14,43) e 16 (Tr: 18,40 min) foram identificados como QUE e calicopterina,

respectivamente, utilizando-se padroes.
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Figura 40: Cromatograma CLAE-DAD do EEML

Observa-se que os grupos hidroxilas nas posi¢cdes C3, C5 ou C4’ dos
nacleos flavonas ou flavonéis sédo metilados ou glicosilados, ocorrem desvios

hipsocrémico, principalmente na banda de maior comprimento de onda (banda
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), fato este que pode ser observado nos espectros de UV das espécies de
Marcetia (LIANDA, 2009)

Apés a constatacdo da presenca dos flavonoides quercetina e
calicopterina no EEML (Tabela 15), a quantificacdo da QUE foi feita usando
mesma a equacao da reta que permitiu a quantifica-la nos EEMT e EEMM. A
calicopterina, quantificada segundo a equacdo y = 70000000x + 86268. Os
resultados da quantificacdo da calicopterina foram dentro do LD (0,0037) e do
LQ (0,0123) enfatizando a confiabilidade do método. A precisédo e exatiddo das

medicbes estavam dentro dos valores admissiveis.

Tabela 15: Quantificacéo da quercetina e calicopterina em no EEML por CLAE-DAD

e Teor de e Teor de
Espécie Quantificagéo QUE* Quantificagéo calicopterina®
QUE (A=251, 375) Calicopterina (A=277, 338)
M. latifolia 0,28 16,48 0,089 5,23

*Em 20 pL de amostra; **Em g por Kg de planta seca.

As diferencas individuais entre os subgrupos, flavandil, flavanonas,
flavononas, flavonas, resulta de uma variagdo no numero e posicdo dos
grupamentos hidroxilas, pelo grau de metilacdo e glicolisacdo, que tem como
sitio preferencial de ligacdo a posicdo 3, as quais se refletem em diversos
aspectos dos flavonoides,em especial, a hidrofobicidade das moléculas.
Aspectos estes que sédo bastante evidentes no cromatogarma da M. latifolia. E
nas outras espécie, M. taxifolia e M. macrophylla, os subgrupos, flavona e
flavonol, hidroxilados nas posi¢coes 3’ e 4’ do anel B, foram os mais facilmente
encontrados e com substituicbes hidrolixas na posicdo 3, como descrito na
literatura (CALIXTO e YUNES; 2001).

A diferenca entre as quantidades de flavonoides nas espécies de Marcetia
pode ser atribuida a fatores ambientais que influenciam na producdo de
flavonoides nas plantas, como, por exemplo, temperatura, nutricdo, injaria e
qualidade de radiacdo. Sendo que este ultimo é um dos fatores que, geralmente,
esta relacionado & variacao quantitativa (SANTOS e BLATT, 1998)

Em plantas terrestres primitivas a producéo de flavonoides pode ter sido
demasiadamente baixa para a captura dos radicais livres e filtracdo da radiacéo

UV. Entdo com a evolugdo das espécies, o metabolismo vegetal foi ficando mais
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eficiente e os flavonoides passaram a exercer a funcdo de sequestro de RL e
fotoprotecao, isto pode ser explicado pelos flavonoides hidroxilados, os quais
tiveram sua rota de sintese intacta e sdo quase, que exclusivamente, envolvidos
na respostas a alta exposicdo solar (SANTOS e BLATT, 1998; AGATI et al.,
2013)

Trabalhos relatam uma elevagcdo no quantitativo de flavonoides em
orgads expostos a luz quando comparados com aqueles ndo expostos, apesar
de estudos recentes mostrarem que os raios UVB ndo sdo pré-requisitos para a
biossintese de flavonoides, mas os mesmoa fazem relato que alguns flavonoides
sdo, realmente sensiveis a radiagdo elevada, estes sdo os caracterizados pela
presenca do grupamento catecol no anel B do esqueleto flavonoidico (SANTOS
e BLATT, 1998; AGATI et al., 2013).

Especula-se que o metabolismo de flavonoides podem ter evoluido,
principalmente, para evitar e combater o excesso de estresse oxidativo induzido
por luz, independentemente de diferentes comprimentos de onda solar que
atinge a superficie da terra, os quais foram os primeiros desafios enfrentados
plantas em terra (AGATI et al., 2013).

4.3.2 Teor de flavonoides total (TFT) e atividade antioxidante (AA)

O TFT no EEML foi 98 + 0,75 pg /mL de quercetina a cada 10 mg do
extrato etandlico. O resultado da avaliacdo da atividade antioxidante pode se
visto na tabela 16. Os valores CEsy para EEML, BHT e &cido ascorbico foram
2,948 + 0,625; 8,152 + 0,365; 1,857 = 0,280 ug/mL, respectivamente. Estes
resultados indicam que EEML mostrou uma atividade antioxidante mais

pronunciada do que o BHT.
Tabela 16: Atividade antioxidante (%) do EEML

SRL(%)

250* 125 50 25 10 5
EEML 95,45 + 94,22 + 93,52 86,73 58,70 27,55 +

0,058 0,073 0,820 0,016 0,052 0,092
BHT* 94,64 + 94,07 86,58 + 57,16 + 30,20 + 18,38 +

0,068 0,075 0,017 0,054 0,084 0,010
AAR 97,03 + 96,62 96,98 * 96,57 + 74,32 24,60 +

0,037 10,043 0,038 0,046 0,032 0,091

*ug/mL; ** di-terc-butil metil fenol; *** acido ascobico
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4.3.3 Fator de Protecao Solar

A avaliagdo do FPS in vitro do EEML mostrou atividade fotoprotetora
conta a radiacdo UVB (concentracdes 125 — 250 ug/mL), com valores de FPS >
6 (BRASIL, 2012b), sendo 7,12 e 13, respectivamente (Figura 41). Pela analise
do grafico é possivel inferir que o FPS € um valor dependente da concentracdo
das amostras, assim como as demais espécies de Marcetia estudadas. De
acordo com a ANOVA, o FPS do EEML nas concentracfes 12,5 (FPS: 0,92) e
25 pg/mL (FPS: 1,11) n&o diferiram estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 41: Perfil de fotoprotecdo UVB do EEML

O EEML apresentou valores de FPS superiores a outras espécies
vegetais. Extratos aquosos a 10% de Achilea Milefolium e Sonchus oleraceus
apresentaram atividade fotoprotetora com valores de FPS de 8 e 6,
respectivamente (ROSA et al.,, 2008). Ainda em estudos recentes foi possivel
verificar que entre Azadirachta indica, Oscimum sanctum, Aloe vera, Carica
papaya, Lycopersicon esculantum e Mentha piperita, apenas as duas ultimas
apresentaram FPS acima do minino recomendado pela ANVISA, com valores de
6,08 e 8,18, respectivamente (GUPTA, 2013) e outros estudos avaliando-se a
atividade fotoprotetora de extratos aquosos de frutas (mamé&o, meldo, morango
coco) apenas o0 coco teve atividade fotoprotetora, FPS: 7,28
(MALSAWMTLUANGI et al., 2013). O extrato etanolico de Garcinia brasiliensis,
rico em benzofenonas e biflavonoides, também apresentou um bom resultado de
FPS (18,5) em uma solucdo de 100 mg/mL (FIGUEREDO et al.,, 2014). A

especie que mostrou valor de FPS, préoximos ao de Marcetia ssp foi a
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Pothomorphe umbellata,na qual o extrato EtOH: H,O, sob avaliacdo in vitro,
apresentou um FPS de 21,53 (DA SILVA et al., 2005)

4.3.4 Atividade fotoprotetora UVA

Dentre as espécies de Marcetia investigadas a que apresentou melhor
desempenho foi a M. latifolia, na qual a solucdo degradou apenas 7,62% da
solucéo de RVS, ou seja, ao final da exposicéo ainda tinha uma concentracao de
92,38% do trans-RVS. Valores sao satisfatorios quando comparados com 0s
controles claro (CC) e escuro (CE), que apresentaram, respectivamente, ao final
dos 120 min, 40,49% e 99,78%, permitindo inferir que a fotoprotecdo contra a

radiacdo UVA pode ser proveniente das amostras estudadas (Figura 42).
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Figura 42: Perfil de fotoprote¢cdo UVA do EEML
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O teste de Tukey foi aplicado para avaliar as formulacées no decorrer de
120 minutos com o intuito de sugerir qual o extrato minimizou a transformacao
do trans-resveratrol em cis por meio da degradacdo pela radiacdo UVA. Desta
forma podem-se constatar que o EEML teve um bom desempenho frente a
protecdo UVA foi o EEML, pois proporcionou protecdao UVA constante durante
todo o experimento. Para o EEML nao diferiram estatisticamente, com valor de p
< 0,05 os tempos t40/t60, t80/t100, t120/t80 e t120/t100.
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4.3.5 Avaliagao da toxicidade do EEML

4.3.5.1 Teste em membrana corionalantéide de ovos de galinha (HET-
CAM)

Ao comparar os valores de graduagdo dos fendmenos irritantes obtidos
em fungdo do tempo decorrido para sua ocorréncia e concentragcao das
amostras com a tabela de classificacdo do grau de irritacdo do extrato avaliado
(Tabela 17), obtém-se a classificacao final de M. latifolia como irritante fraco a

nao irritante.

Tabela 17: Classificacdo do Potencial de Irritacdo Ocular do EEML pelo ensaio HET-
CAM

Concentracao (ug/mL) Pl Classificacao
250 2,43 irritacéo fraca
EEML 125 1,17 irritacéo fraca
62,5 0,26 nao irritante
NaO‘H 0,1 M* 0.1M 12,6 irritante
Agua - 0,0 nao irritante

destilada**
*controle positivo; **controle negativo

4.3.5.2 Atividade hemolitica

As amostras de M. latifolia apresentaram uma atividade hemolitica de
23,51 + 0,032 e 21,56 £ 0,015 % para as concentracdes de 250 e 125 pg/mL,
respectivamente (Figura 43). Andlise estatistica revelou que o percentual
hemolitco o EEML foi estatisticamente diferente, para as concentracées

utilizadas neste estudo, com p< 0,05

50% -

40% -

w
=}
X

% Hemolise

20% - M. latifolia

10% -

0%
250 125
Concentragéio (ug/mL)

Figura 43: Avaliacdo da atividade hemolitica do EEML
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4.3.6 Avaliagao do potencial fotoprotetor das formulagdes contendo EEML

4.3.6.1 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes

As formulagbes desenvolvidas com o EEML apresentarm coloragao
castanho escuro, coloracdo correspondente ao extrato etandélico bruto. E assim
como nas outras formulacfes desenvolvidas, estas também foram apresentando
coloracdo mais intensa apropor¢cdo que uma concentragdo maior do EEML foi
sendo incorporado a logéo polawax® (Figura 44).

Figura 44: Apresentacao do aspecto visual cores das formulagbes contendo diferentes
concentracdes do EEML: 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Todas as formulagbes apresentaram um pH é&cido (Tabela 18) e tiveram
seus valores corrigidos com trietanolamina para ajuste a valores biocompativel

com a pele.

Tabela 18: Média e desvio padréo dos valores de pH das formulacdes contendo EEML

Formulacdo (%) pH sem corregéo pH com corre¢éo*
5 4,35 +0,1512 6, 75+ 0,0187
10 4,09 +0,051° 6, 56 + 0,296
20 3, 47 £ 0,052° 6,58 + 0,119
30 3, 63 £ 0,098° 6, 55 + 0,340

*Nao apresentaram diferencga significativa entre si (p < 0,05). a, b, ¢, d: as médias com letras
diferentes dentro da mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey

As amostras foram submetidas ao teste de centrifugacdo e as mesmas
ndo exibiram separacdo de fases, ndo exitindo, portanto, a necesidadede
reformulacdo de reformulacdo. A Figura 45 demonstra o aspecto fisico das

formulacBes apods teste de centrifugacao.
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Figura 45: Caracteristicas das formulagGes contendo diferentes concentracdes do
EEML apés centrifugacdo. 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Foi possivel observar que com o aumento da concentracdo do EEML nas
formulacdes o Fator de Espalhabilidade aumentou, de modo geral, apos adicéo
das fracdes, houve um aumento na relacdo entre a area e o esforco limite
(mm?/g), quando comparada com a locdo polawax®. Sugere-se que a diminuicéo
da espalhabilidade ocorreu apés a incorporacdo das fracbes, pois a mesma
proporcionou uma maior consisténcia que a locdo, diminuindo
consequentemente sua espalhabilidade (LANGE et al., 2009). Apesar da
diminuicdo da espalhabilidade apods adi¢do do extrato, a formulacao apresentou
bons resultados, visto que essa variagdo nao modificou bruscamente a

consisténcia e fluidez (Tabela 19) (Figura 46).

Tabela 19: Fator de espalhabilidade (mmzlg) das formula¢gBes contendo EEML em
diferentes concentracdes

Formulacdo EEML (%) Fator de espalhabilidade
5 0,40 + 0,054
10 0,42 + 0,245
20 0,45 + 0,002
30 0,48 + 0,055
Loc&o polawax® 0,26 + 0,230

*Logao BZ3 6,89 + 0,085

*5%
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Figura 46: Espalhabilidade das emulsdes (25°C) contendo EEML em diferentes

concentracdes

4.3.6.2 Determinacgéo do FPS

As formulacdes contendo 5, 10, 20 e 30% do EEML apresentaram valores
de FPS = 6 para todas as concentragdes na diluicdo acima de 2,0 mg/mL. Sendo
que a partir da diluicdo 15 mg/mL todas as formulagcbes apresentaram valores de
FPS > 31, podendo ser consideradas de alta protecdo. Também foi constatado
que a partir da diluicdo 20 mg/mL ndo houve um aumento significativo do FPS, o
FPS maximo alcancado para a formulacdo com 30 % de EEML foi 43,10 (alta

protecdo), como pode ser observado na figura 47.
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Figura 47: Perfil de fotoprotecdo UVB das formulagbes contendo EEML
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4.3.6.3 Determinacao da atividade fotoprotetora UVA

As formulacbes contento o EEML apresentaram uma atividade
fotoprotetora bastante significativa, a formulacdo contendo 5% do extrato, no
t120 ainda apresentou um teor de 68,54% do trans-RVS e a protecdo UVA foi
aumentado a propor¢ao que se aumentou a concentracdo do EEML para 10, 20
e 30%, no t120 o teor do trans-RVS, foram, respectivamente, 75,70, 81,27 e
82,93 % (Figura 48). Este bom resultado pode ser compraovado quando
observa-se que ao final o tempo de observacdo a amostra CC teve,

aproximadamente, 60% do cis-RVS.
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Figura 48: Perfil de fotoprotecdo UVA das formula¢gdes contendo EEML.
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4.4 Investigacao do Potencial Fotoprotetor
da Espécie de Marcetia com maior Potencial

para Aplicabilidade em Fitocosmeético
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Apoés avaliacdo dos extratos de M. latifolia, M. taxifolia e M. macrophylla
verificou-se que M. latifolia se mostrou mais segura conforme 0s ensaios de
toxicidade (Tabela 20), mesmo M. macrophylla apresentando os melhores
resultados quanto aos ensaios de fotoprotecéo para o extrato bruto. Desta forma
0 extrato etanolico de M. latifolia foi fracionado. As fracbes obtidas tambéem
foram avaliadas por CLAE-DAD sob as mesmas condi¢fes cromatograficas dos
extratos brutos. Foram determinados, ainda, o TFT e AA. Foram investigadas, in
vitro, a seguranca toxicologica e propriedades fotoprotetoras UVB e UVA, sendo
que as fraces de M. latifolia foram incorporadas em logéo polawax®, tiveram
alguns parametros de estabilidade de estabilidade avaliados. As que se
mostraram estaveis foram, entdo submetidas aos testes de fotoprotecéo contra
radiacdo UVB/UVA e, entdo o EEML apresentou o melhor potencial fotoprotor
UVA (Tabela 21), o que corroborou para escolha desta espécie a ser estuda a

seqguir.

Tabela 20: Comparacgéo dos resultados obtidos a partir das andlises dos extratos etandlicos das
espeécies de Marcetia

EEMT EEMM EEML
Quantificacdo da QUE 5578 40,66 16,48
(9)
TFT (ug/mL) 168 122 98

ECso 5132 +1,078 2,948 £ 0,625 2,297 + 1,267

FPS** 15,52 20,25 13,12

FOtOprg)jo‘;Sio UVA 92,38 86,04 78,09
HET-CAM* Irritabilidade Irritabilidade Irritabilidade

fraca severa fraca

Hemolise (%)** 66,55 54,36 23,51

*por Kg de planta seca; ** 250ug/mL, *** 1120

Tabela 21: Comparacédo do potencial fotoprotetor das formula¢des contendo 30% dos extratos
etanolicos das espécies de Marcetia

EEMT EEMM EEML
FPS* 39,92 40,33 43,10
Fotoprotecdo UVA (%)" 46,27 58,56 82,93

*50 mg/mL; # t120
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4.4.1 Fracionamento do EEML e analise das suas fracées por CLAE-DAD

As fracOes resultantes do fracionamento do EEML foram cromatografadas
em CLAE-DAD nas mesmas condi¢cdes cromatograficas aplicadas aos extratos
brutos. Apds analise do perfil cromatografico UV das fragBes, as mesmas foram
reunidas resultando em 5 fracdes denominadas: MLFR02, MLFRO03, MLFRO04,
MLFRO5, MLFRO6.

As fracBes tiveram seu perfil flavonoidico analisado por CLAE-DAD

obtendo-se os respectivos cromatogramas (Figura 49).
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O cromatograma da MLFR02 mostras que os flavonoides comegaram a
eluir em 14 min, apresentando, no Tr: 14,35 min, pico 1 a quercetina. Entre a
faixa 15,0 — 18,0 min uma regido de flavonol (banda Il: 250 -280 nm e banda I:
350 — 385 nm) e flavona (banda II: 250 - 280 nm e banda I: 310 — 350 nm)
hidroxilados. Em 18,47 min detectou-se a calicopterina e a partir da faixa entre
19,0 — 21,0, uma regiao contendo isoflavonas (banda Il: 245-275 e banda I: 310-
330). Pela analise dos espectros de UV da MLFR0O2 nao foi observada a
presenca da regi&o de flavonoides glicosilados (APENCICE Q e R).

A andlise do perfil cromatografico e espectros de UV (APENDICES S e T)
da MLFRO3 apresentaram perfil cromatografico semelhante a MMFRO02. Foi
possivel a identificacdo de uma regido de flavonoides hidroxilados, Tr 12,0 -
18,00, flavonol (banda II: 250 -280 nm e banda I: 350 — 385 nm) e flavona
(banda II: 250 -280 nm e banda I: 310 — 350 nm), com a quercetina em Tr: 14,33
min. Em 18,48 min detectou-se, assim como na MLFRO2, a calicopterina. E entre
18,95 e 18,50, favanonas (banda I: 275 -295 nm e banda Il: 310 -330 nm) e
isoflavona (banda Il: 245-275 e banda I: 310-330).

A MLFRO4 apresentou, entre o Tr: 11,0 — 19,0, flavonol (banda Il: 250 -
280 nm e banda I: 350 — 385 nm) e flavona (banda II: 250 -280 nm e banda I:
310 — 350 nm), com a quercetina em Tr: 14,36 min. Os espectros de UV estao
dispostos no APENDICE U.

O perfil flavonidico apresentado no cromatograma e espectros de UV
(ANEXO V) da MLFRO5 mantem a presenca de flavonol (banda II: 250 -280 nm
e banda I: 350 — 385 nm) e flavona (banda Il: 250 -280 nm e banda I: 310 — 350
nm), com a quercetina em Tr: 14,32 min. E auséncia de flavonoides glicosilados
até 10 min e flavonoides polimetoxilados a patir de 18 mim. Apds analise do
cromatogramae espectros de UV (APENDICE X) pode-se constatar perfil
semelhante perfil flavonidico na MLFRO6 quando comparado a MLFRO5.

4.4.2 Quantificacdo de quercetina e calicopterina por CLAE-DAD

Apés a constatacdo da presenca dos flavonoides quercetina e
calicopterina em algumas fragfes, a quantificacdo da QUE foi feita usando

mesma a equacdo da reta que permitiu a quantifica-las nos EEMT, EEMM e
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EEML, da mesma forma que calicopterina, quantificada segundo a equacéo
utilizada para o EEML (Tabela 22).

Tabela 22: Quantificacdo da quercetina e calicopterina nas fracdes de M. latifolia por

CLAE-DAD
e a Teor de e Teor de
* *

Fracio Quantificagéo QUE* Quantificagéo calicopterina**

QUE (A=251, 375) Calicopterina (A=277, 338)
MLFRO02 0,90 52,96 0,18 10,59
MLFRO3 0,08 4,71 0,04 2,35
MLFRO4 1,60 94,2 - -

MLFRO5 0,80 47,08 - -
MLFRO6 -

*Em 20 pL de amostra; **Em g por Kg de planta seca

Tanto nos extratos brutos de Marcetia ssp. quanto nas fracbes de M.
latifolia a presenca da quercetina justifica a elevada atividade fotoprotetora das
amostras, pois esta € considerada o flavonoide com a mais potente propriedade
antioxidante e potencial fotoprotetor, devido ao padrdo de hidroxilacdo da
molécula. Ha poucas pesquisas sobre os seus efeitos fotoprotetores, mas
algumas formulagdes topicas contendo quercetina inibem o dano induzido pela
radiacdo UVB em animais (GILABERTE e GONZALEZ, 2010).

4.4.3 Teor de flavonoides total (TFT) e atividade antioxidante (AA)

Os resultados mostram que as fragbes MLFR02, MLFR0O3 e MLFRO5, na
concentracdo de 250 pug/mL, foram as que mais se aproximaram das
propriedades anti - radicalares dos padrdes comerciais BHT e AA. E na menor
concentracéo utilizada (5 pug/mL), com excecdo da MLFRO5, as demais fracOes

foram mais eficazes que os padrdes utilizados (Tabela 23).



Tabela 23: Atividade antioxidante das fragGes obtidas do EEML

125

SRL (%)
250 125 50 25 10 5

MLERO2 9705% 9393 87,90+ 6877+ 6847+ 6533
0,066  +0,017 0,032 0,083 0,084 0,005

MLERO3 98:88% 9698: 80,88+ 7948+ 6997+ 64,70
0,089 0,024 0,029 0,050 0,054 0,008

MLERO4 87:39% 8L02: 79,67+ 7171+ 6756+ 56,88+
0,004 0,009 0,003 0,001 0,003 0,001

MLEROs 945L* 9450+ 7071+ 4443+ 2113% 11,783
0,009 0,008 0,051 0,124 0,088 0,105

MLEROs 347% 8416: 8866+ 9131+ 9159+ 7151
0,011 0,015 0,031 0,02 0,003 0,89

ays  9464% 9407+ 8658+ 57,06+ 3020+ 18381
0,068 0,075 0,017 0,054 0,084 0,010

apse 9708 9662 9698+ 9657+ 7432+ 2460+
0,037  $0,043 0,038 0,046 0,032 0,091

*ug/mL; **di-terc-butil metil fenol; *** acido ascorbico;

O conteudo total do teor de flavonoides existentes na amostra obteve

valor de 0,240 — 0,410 ng de quercetina/ ug de extrato. Foi possivel constatar

gue o aumento no TFT provoca uma melhor resposta na AA com a reducéo da
ECso (Tabela 24).

Tabela 24: TFT e AA das fracdes do EEML

Amostra TFT* AA (ECsp)
MLFRO2 0,126 41,08
MLFRO3 0,195 51,60
MLFRO04 0,041 44,42
MLFRO5 0,240 31,72
MLFRO6 0,063 50,82

*ug de quercetina/ ug de extrato

Assim a AA das espécies de Marcetia e suas fracdes pode ser atribuida,

provavelmente a presenca de substancias com um grupo hidroxila disponivel,

estas, por sua vez, podem esta relacionadas a presenca de flavonoides que ja

tem sua presencga bem descrita na familia Melastomataceae (LEITE et al., 2012).

Assim, a presenca de diversos flavonoides e outras substancias

polifendlicas isoladas em diversas espécies vegetais sugerem a possibilidade de

estes componentes estarem envolvidos diretamente no mecanismo antioxidante

das espécies, diversos estudos envolvem o conteudo de polifendis totais,

flavonoides e seu potencial antioxidante. Na literatura sdo descritos inUmeros
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trabalhos: Santos et al. (2009) demostraram excelentes resultados da atividade
de varredura dos radicais livres DPPHe com a isoquercetina (CEsp = 11,8
pMg/mL), o extrato hidroalcéolico das folhas de B. microstachya Macbride
demostraram o potencial antioxidante do CEsp igual a 5,50 pg/mL (MENEZES et
al. 2004). Extrato etandlico das raizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl teve uma
CEso igual a 62,21 yg/mL para a atividade antioxidante pelo método de varredura
do radical DPPH- (SOUZA et al. 2010), O extrato etandlico das folhas de |.
juruensis valor de CEsp encontrado foi de 28 yg/mL (SANTOS et al., 2009).
Estudos realizados em Passiflora coccinea (AUBL.), espécie ricas no flavonoide
isovitexina Apresentou ECsp 13 + 2 (ug/mL) para o extrato metandlico (SILVA,
2012)

Propriedades antioxidantes também foram investigadas no género
Bauhinia, sendo o extrato cetato de etila das folhas de B. microstachya var.
massambabensis apresentou CEsp de 3,37 pg/mL (SILVA e CECHINEL-FILHO,
2002). Outros estudos com a Bauhinia realiazados em extratos e fragdes obtidos
de folhas e caules de B. microstachya (Raddi) JF. Macbr. demonstraram
acentudas AA: extrato das folhas apresentou CEsp de 2,75 ug/mL e o extrato dos
caules, CEsp de 2,86 pg/mL (BIANCO e SANTOS, 2010). Ainda em estudos de
AA com extratos das folhas de Bauhinia microstachya var. massambabensis Vaz
realizado por Mansur (2001), os resultados também foram satisfatorios, o extrato
hexanico apresentou um ECsy de 23,16 superior a uma padrdao de padrdo de
Ginkgo biloba (ECso: 31,16). O extrato etandlico também apresentou boa AA
(6,06 pg/mL).

4.4.4 Fator de Protecao Solar

As fracbes de M. latifolia também apresentaram perfil fotoprotetor
semelhante os dos extratos brutos visto que todas as amostras também
apresentaram FSP > 6 nas duas maiores concentragdes aplicadas, o FPS
encontrado para as fragdes foi MLFR02: 14,88 e 17,57, MLFRO03: 9,69 e 17, 82,
MLFRO4: 10,96 e 19,34, MLFRO5: 15,47 e 27,08 e MLFRO06: 7,08 e 12, 63 para
as concentracoes de 125 — 250 pg/mL. A excecéo foi a MLFRO5 que apresentou
um FPS de 6,23 a 50 pg/mL, sendo também a que apresentou melhores

resultados (Figura 50).
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Figura 50: Perfil de fotoprotecao UVB das fracBes de M. latifolia

A andlise estatistica mostrou que MLFRO02 e MLFRO06 nao foram
estatisticamente diferentes as concentragdes 12,5 e 25 pg/mL, as demais foram
estatisticamente diferentes (p < 0,05). E para as fragbes MLFR03, MLFRO04 e
MLFRO5, todas as concentracdes foram estatisticamente distintas (p < 0,05).

Esperava-se que as fracdes 02 e 03 apresentassem 0s maiores valores
de FPS devido a presenca da calicopterina. Flavonoide este comum na
superficie das plantas, principalmente na cuticula foliar, onde se encontram
dispersos na cera exercendo efeito protetor contra a incidéncia de raios solares
(LI et al.,, 2009). Entre as espécies que produzem este flavonoide esta a M.
latifolia. Os flavonoides encontrados na cera cuticular apresentam carater apolar
e podem variar de planta para planta, mas quase sempre se referem a
agliconas. A lipofilia destes compostos € incrementada pela metilagdo de grupos
hidroxila, como € o caso da calicopterina (HARBONE et al., 1992; BRUNETON,
2001; WALLE, 2007). Desta forma esperava-se que a calicopterina presente nas
fracOes 02 e 03 produzissem um maior FPS, o que n&o foi observado.

O maior FPS apresentado pelas fracbes MLFR04 e MLFRO5 e pelas M.
taxifolia e M. macrophylla pode ser atribuido ao sinergismo entre 0s compostos
presentes nestas fracdes e extratos etandlicos que apresentam espectro de
absorcdo na faixa da radiacdo UVB/UVA. Estudos, ainda, demonstraram que a
atividade fotoprotetora, depende da capacidade de absorcdo de energia radiante
atribuida aos grupos cromoforos, que é proporcional a sua concentracao,
intervalo de absor¢do e comprimento de onda onde ocorre absorcdo méaxima.
(SILVA FILHO, SENA e PIRES, 2003; RIBEIRO et al., 2004; MAILLAN et al.,
2005).
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4.4.5 Atividade fotoprotetora UVA

O mesmo resultado satisfatério foi observado na avaliacédo das fracGes de
M. latifolia quando estudadas frente a fotoprotecdo UVA. No t20 a protecéo foi
entre 99,92 — 98,41 % para as fracdes. No t40 a protecao ficou entre 99,84 —
96,09%. No t60 entre 97,90 — 93,64%, t80 a proporcao de protecédo da solucao
foi 95,30 — 88,79%. No t100 foi verificada uma faixa entre 91,11 - 83,65% e,
finalmente no t120 ainda havia uma faixa entre 90,52 — 60,73% de RVS nas
placas protegidas com as fracdes de M. latifolia. Estes valores sédo satisfatorios
gquando comparados com os controles claro (CC) e escuro (CE), que
apresentaram, ao final dos 120 min, 40,49% e 99,78%, permitindo inferir que a

fotoprotecdo contra a radiacdo UVA é proveniente das amostras estudadas

(Figura 51).
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Figura 51: Perfil de fotoprotecdo UVA das fra¢des de M. latifolia

De acordo com a ANOVA, a protecdo contra a radiacdo UVA, para a
fracdo 02, so diferiram estatisticamente, com valor de p < 0,05, entre 0 t120 e os
t0, t20, t40 e t60. Para a fracdo 03, as diferencas estatisticas foram observadas
entre t0 e t80/t100; t20 e t100/t120; t40 e t100/t120; t60 e t80/t100; t120 e t100.
Sao estatisticamente iguais (p< 0,05) a atividade fotoprotetora entre o TO e
t20/t40/t60; t20 e t40/t60; t40 e t60 e t80; t100 e t80. Também foram
estatisticamente iguais a atividade fotoprotetora os tO e t20/t40; t20 e t40/t60;

t60/t100 e t100 e t120 para a fracdo 05. Ao analisar estatisticamente, também,
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os resultados apresentados para a fragdo 06 diferiram estatisticamente, com
valor de p < 0,05.

4.4 .6 Ensaios de toxicidade

O teste HET-CAM e taxa de hemolise foram aplicados para as fracdes
obtidas a partir do EEML com o objetivo de confirmar ou ndo, de forma
preliminar, a seguranca para uso em formulacbes fotoprotetoras, mesmo

sabendo-se que ndo existe nenhuma subtancia quimica 100% segura.

4.4.6.1 Teste em membrana corionalantéide de ovos de galinha (HET-
CAM)

A mesma metodologia foi aplicada para as fracdes do extrato etanélico de
M. latifolia. A classificagdo HET-CAM sugere que as fracdes ndo possuem
potencial irritante (Tabela 25).

Estudos utilizando a metodologia HET-CAM para a avaliagéo inicial das
propriedades de irritagdo ocular de extratos vegetais comprovaram que esta
metodologia pode ser util na selecdo de espécies naturais para avaliacdo das
suas propriedades anti-irritantes ou testes para triagem em animais (WILSON e
STECK, 2000; MURILLO et al., 2003). O método HET-CAM tem o potencial de
reduzir e refinar o uso de animais nos testes de irritacdo ocular. As substancias
identificadas como irritantes seriam excluidas dos testes in vivo, reduzindo,
desta forma o nimero de coelhos para o teste de Draize, por exemplo (ICCVAM,
2006).



Tabela 25: Classificagéo do Potencial de Irritacdo Ocular das fragbes do EEML pelo

ensaio HET-CAM

Concentracao (ug/mL) Pl Classificacao

250 0,88 nao irritante

MLFRO2 125 0,56 nao irritante
62,5 0,42 nao irritante

250 0,77 nao irritante

MLFRO3 125 0,16 nao irritante
62,5 - nao irritante

250 0,92 nao irritante

MLFRO04 125 0,90 nao irritante
62,5 0,64 nao irritante

250 0,74 nao irritante

MLFRO5 125 0,56 nao irritante
62,5 0,42 nao irritante

250 0,84 nao irritante

MLFRO6 125 0,60 nao irritante
62,5 0,14 nao irritante

NaOH 0,1 M* 0.1M 12,6 irritante

degigllzl;ga** - 0,0 nao irritante

*controle positivo; **controle negativo

4.4.6.2 Atividade Hemolitica
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As fracbes de M. latifolia, assim, como na avaliacdo HET-CAM se

apresentaram mais seguras do ponto de vista de toxicidade, pois com excec¢ao
da MLFRO4 a 250 ug/mL, que teve uma taxa de hemdlise de 64,22 + 0,044%,

sendo a fracdo mais toxica e, portanto, nao foi selecionada para ser incorporada

a locdo polawax®. As demais fracdes apresentaram uma taxa entre 32,50 —

19,01 a uma concentracéo de 250 ug/mL (Figura 52).

70% -

60% -|

Atividade Hemolitica (%)

0%

50% -

40%

30% -

20% -

10%

250 meg/mL

125 meg/mL

Fragdo 02

Fracdo 03

Fracdo 04

Fracdo 05

Fragcdo 06

Figura 52: Avaliacao da atividade hemolitica das fragdes de M. latifolia



131

4.4.7 Avaliagdo do potencial fotoprotetor das formulagdes contendo

fracOes de M. latifolia
4.4.7.1 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes

Cada fragcdo do EEML apresentou caracteristicas semelhantes j& que
foram obtidas a partir do mesmo extrato bruto. O que resultou, quanto
incorporadas a logéo polawax®, em formulacées com coloracdo semelhantes,
mas com aspecto sensorial distintos, uma vez que suas composi¢cdes quimicas

sao diferentes (Tabela 26).

Tabela 26: Caracteristicas organolépticas das fragbes obtidas do EEML

Aspecto fisico Coloragao Odor
MLFRO2 fluido marrom-escuro caracteristico
MLFRO3 ViSCOSO0 marrom-escuro caracteristico
MLFRO5 ViSCOSO marrom-escuro caracteristico
MLFRO6 ViSCOSO marrom-escuro caracteristico

As formulacdes, de modo geral, apresentaram consisténcia adequada a
um produto cosmético, sendo necessario melhorar o aspecto visual, o qual pode
ser obtido por meio de obtencéo dos extratos por percolacao.

Ap6s o repouso de 24 horas as formulagbes foram analizadas
macroscopicamente. Todas as caracteristicas organolépticas das formulacdes

estdo descritas na Tabela 27 e demonstradas na figura 53.
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Figura 53: Apresentacdo do aspecto visual das formulagbes contendo MLFRO2,
MLFRO3, MLFRO05, MLFR06 em diferentes concentragfes: 5% (A), 10% (B), 20% (C) e
30% (D).

7

Segundo Milese e Guterres (2002), a emulsdo € a melhor forma
farmacéutica para emprego de fotoprotetores, e ela deve ser homogénea,
estavel e ndo gordurosa, aspectos estes observados nas formula¢des contendo
as fracdes etandlicas de M. latifolia.

A medicéo do pH ocorreu logo apés a preparacéo da formulacao e adicao
dos extratos em suas devidas concentracdes. Para que as lo¢Oes ficassem mais
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proximas do pH cuténeo, foi utilizada a trietanolamina como agente modificador
de pH.

Todas as formulacdes apresentaram um pH acido (Tabela 28). Estes
valores merecem uma atencdo especial para otimizacdo do processo
farmacotécnico ja que como foi mencionado antes, tal parametro deve ser

biocompativel com a pele.

Tabela 28: Média e desvio padréo dos valores de pH da formulagéo contendo fragées do EEML

Formulacdo (% pH sem correcéo pH com correcao*
¢ 0) MLFRO2
5 4,42 +0,1042 6,44 + 0,070
10 4,36 + 0,0432 6,39+ 0221
20 4,19 + 0,043° 6,34+ 0,171
30 4,20 + 0,015° 6,58 + 0, 378
MLFRO3
5 3,88 + 0,130° 6,66 + 0,3232
10 3,62 + 0,026" 6,44 + 0,0982
20 3,65 + 0,030° 6,23 + 0,045°
30 3,62 + 0,026° 6,83 + 0,1952
MLFRO5
5 3,85 +0,115% 6,36 + 0,226
10 3,72 £ 0,066 " 6,66 + 0,187
20 3,31 + 0,065" 6,37 + 0,231
30 3,60 + 0,060° 6,62 + 0,147
MLFRO6
5 3,82 £ 0,165% 6,84 + 0,102
10 4,09 + 0,065% 6,37 + 0,256
20 3,51 +0,072° 6,52 + 0,360
30 3,27 + 0,066" 6,35+ 0,119

* N&@o apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,05). a, b, c: as médias com letras
diferentes dentro da mesma coluna apresentam diferen¢a significativa entre si (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey.

Ha certa divergéncia entre na literatura cientifica no referente a faixa de
pH ideal para a pele humana, Leonardi e colaboradores (2002) afirmaram
gue o manto &cido da pele apresenta pH entre 4,5 e 5,8. Os estudos ja chamam
atencdo para o fato de os valores de pH dependem da &rea do corpo aferida,
variando de 4,2 a 5,9 prevalecendo valores maiores em areas como axila,
regido genitoanal e interdigital (VOLOCHTCHUK et al., 2000). Outro estudo
mostrou valores de pH baixo, entre 3,6 e 3,8 para fotoprotetores que continham
octilmetoxinamato (BORGHETTI e KNORST, 2006). Por outro lado, estudo

mais recente considera o valor de pH fisiologico: 6,0- 7,2 (BABY, 2008). Diante
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de tais informagdes nota-se que a corregdo deste pH para um valor um pouco
maior com um agente como uma base fraca seria um artificio farmacotécnico.

Em relacdo ao modelo estatistico utilizado, a analise ANOVA seguida de
teste de Tukey de multipla variancia, com significancia de 5% foi calculado no o
software Graphpad Prism® para os valores de pH acima, indicou que ndo ha
diferenca estatistica entre formulacdes, exibindo p>0,05. Isto infere que os
fatores em diferentes niveis dispostos no planejamento fatorial ndo interferem
neste parametro fisico- quimico.

Todas as amostras formuladas foram submetidas ao teste de
centrifugacdo. Apos 30 minutos a 3.000 rpm, foi observado que nenhuma
amostra possuia separacdo de fases nem precipitacdes, considerando assim as
formulacdes aptas a futuros testes de estabilidade. N&o foi observado separacéo
de fases, ndo exitindo, portanto, a necesidadede reformulacdo das formulacoes.
A Figura 54 mostra o aspecto fisico das formulacdes apds teste de

centrifugacao.
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Figura 54: Caracteristicas das formulagfes MLFR02, MLFRO03, MLFRO5, MLFRO6 apos
centrifugacao. 5% (A), 10% (B), 20% (C) e 30% (D)

Os resultados da Tabela 29 correspondem ao Fator de espalhabilidade

das formulacdes contendo as fracdes do EEML, locéo polawax® e locdo BZ3.
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Tabela 29: Fator de espalhabilidade (mm?/g) das formulacdes contendo fracdes de M.

latifolia em diferentes concentracdes

Formulacdo MLFRO2 (%)

Fator de espalhabilidade

5 2,01+0,181

10 2,22 £ 0,010

20 2,62 +0,162

30 2,72 £ 0,307
Formulacdo MLFRO3 (%) Fator de espalhabilidade

5 0,41+ 0,076

10 0,48 + 0,046

20 1,38 £ 0,025

30 1,73 £0,082
Formulacdo MLFRO5 (%) Fator de espalhabilidade

5 0,46 +0,0408

10 0,76 + 0,002

20 1,34 £0,469

30 1,45 £ 0,020
Formulacdo MLFRO6 (%) Fator de espalhabilidade

5 0,51 + 0,036

10 0,68 + 0,006

20 1,13 +0,023

30 1,20 +£0,127

Logao polawax® 0,26 £ 0,230

*Locgdo BZ3 6,89 + 0,085

*5%

Nota-se que, de modo geral, apés adicdo das fracbes, houve uma

reducdo na relacéo entre a area e o esforco limite (mm?g), quando comparada

com a LP. Sugere-se que a diminuicdo da espalhabilidade ocorreu, pois a

incorporacdo das fragBes proporcionou uma maior consisténcia a logéo,

diminuindo consequentemente sua espalhabilidade (LANGE, HEBERLE e

MILAO, 2009). Apesar da diminui¢do da espalhabilidade apo6s adicao do extrato,

a formulacao apresentou bons resultados, visto que essa variacdo ndo modificou

bruscamente a consisténcia e fluidez das amostras (Figura 55).
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Figura 55: Espalhabilidade das emulsbes (25°C) contendo fracdes do EEML em
diferentes concentra¢des: MLFRO2 (A), MLFRO3 (B), MLFRO05 (C) e MLFRO06 (D)

Ao observar as formulagcbes MLFRO2 percebe-se uma aumento gradual
da espalhabilidade a propor¢do que aumenta a concentracdo das amostras e a
forca aplicada a espalhabilidade do produto aumenta.

A analise estatistica demonstrou que nao houve diferenca estatistica
significativa entre os valores de espalhabilidade das formulagdes contendo
diferentes concentracdes de MLFRO2, ou seja, o0 modelo ndo pode ser usado
para aperfeicoar tal parametro nas formulacées MLFR02 desenvolvidas, ja que p
> 0,05. Ja para as formulacbes MLFR0O3 e MLFR0O6 os valores de
espalhabilidade foram estaticamente diferentes para todas as concentracdes de
fragcOes utilizadas. Para as formula¢gdes MLFRO5 s6 ndo foram estatisticamente
diferente as formulagcbes contendo 5 e 10% da fracdo 05, o modelo pode ser
usado para otimizar tal parametro nas formulagdes desenvolvidas, j4 que p <
0,05.

Porém observa-se que a espalhabilidade destas formulacdes estado

abaixo de emulsdes contendo protetores solar como octilmetoxinamato (OMC) e
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metilbenzilidenocanfora (MBC), que ficaram, respectivamente, entre 7000 — 1200
mm? e 6000 — 8000 mm? para um peso total de 2000g (BORGHETTI e KNORST,
2006), o que pode levar a uma variagdo nominal do FPS das formulacdes
desenvolvidas, pois se sabe que o mesmo também é influenciado pela
espalhabilidade do produto.

Como todas as formulagdes responderam bem a avaliacdo inicial da
estabilidade as mesmas foram avaliadas frente ao potencial fotoprotetor
UVB/UVA

4.4.7.2 Determinagao do FPS formulagbes

As espécies estudadas apresentaram flavonoides em sua composi¢ao
tanto no extrato bruto, quanto nas fragbes obtidas a partir do EEML. Em ambas
situacbes, o FPS apresentado foi bastante promissor, justificando sua
incorporacdo em formulacdes farmacéuticas de uso tépico

O perfil fotoprotetor das formulacbes desenvolvidas pode ser observado

na Figura 56.
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Figura 56: Perfil de fotoprotecdo UVB das formula¢des contendo fracdes do EEML.
MLFRO2 (A), MLFRO3 (B), MLFRO5 (C) e MLFRO06 (D).

Para as formulacfes contendo entre 5 a 30% da fracdo 02, na dilui¢cdo 0,2
mg/mL o FPS < 6. Na diluicdo 2,0 mg/mL somente a formulacédo a 10% teve FPS
< 6, mas as demais oferecem baixa protecdo ja que a faixa de FPS esta entre
6,53 — 12,23. A partir da diluicdo de 10 mg/mL todas as formulagcbes podem ser
consideradas de alta protecao pois o FPS destas, estédo entre 31,82 — 43,10.

Para as formulacfes contendo entre 5 a 30% da fracdo 03, na diluicdo 0,2
mg/mL o FPS < 6. Na diluigdo 2,0 mg/mL somente a formulagdo a 10% teve FPS
< 6, mas as demais oferecem baixa protecdo ja que a faixa de FPS esta entre
6,53 — 12,23. A partir da diluicdo de 10 mg/mL todas as formulac6es podem ser
consideradas de alta protecao pois o FPS destas, estdo entre 31,82 — 43,10.

Para as formulacfes contendo entre 5 a 30% da fracdo 04, na diluicdo 0,2
mg/mL o FPS < 6. Na diluigdo 2,0 mg/mL somente as formulagbes a 20% e 30%
tiveram FPS > 6, mas oferecem baixa protecéo ja que a faixa de FPS foi 8,03 e

10,0 respectivamente. A partir das formulagdes a 20 e 30% na diluicdo de 5
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mg/mL todas as formulagdes podem ser consideradas de alta prote¢éo pois o
FPS destas, estdo entre 29,87—- 39,60.

Para as formulacfes contendo entre 5 a 30% da fracdo 05, na diluicdo 0,2
e 2 mg/mL o FPS < 6, com excecdo da formulacdo a 30% (FPS = 10,00). Na
diluicdo 5,0 mg/mL somente as formulagbes a 5% teve FPS < 6, mas oferecem
média protecdo ja que a faixa de FPS foi 10,77 — 25,83. As formulacdes 20 e
30% a partir da diluicho 10 mg/mL todas as formulagcbes podem ser
consideradas de alta protecao pois o FPS destas, estdo entre 31,92 — 45,17.

Para as formulagdes contendo entre 5 a 30% da fracdo 06, na diluicao 0,2
mg/mL o FPS < 6, com excecédo da formulacdo a 30% (FPS = 10,00). Na diluicéo
10,0 mg/mL todas as formulacdes apresentaram um FPS > 6. Porém somente
as formulacfes contendo a fracdo 06 nas concentracdes entre 10 - 30%, diluicdo
20 mg/mL, podem ser consideradas de alta protecdo pois o FPS destas, estéo
entre 33,26 — 45,58.

ApGs a incorporacgédo, foi observado um acréscimo no FPS in vitro, que
pode ser devido as caracteristicas fisico-quimicas do extrato ao compara com 0
FPS obtido com as fragcdes, o que ressalta a efetividade da atividade
fotoprotetora apresentada pela espécie, pois outras espécies que também
apresentaram potencial fotoprotetor promissor em forma de extrato bruto, apés
incorporacdo em formulacdo cosmética tiveram um decréscimo de atividade
podem ser citadas como o Ginkgo biloba (BELO, 2008), extrato do vinho de uvas
Jacquez (SPAGNA et al.,, 2002) e a rutina (BALOGH et al., 2011). Estudos
utilizando o extrato seco de Malpighia glabra L. (acerola) na concentracdo de
10% (p/p) em emulsdo mostraram que a mesma ndo tem propriedades
fotoprotetoras, mas recomeda a associacdo da mesma em formulacdes
cosméticas devido a boa atividade AA (SOUZA, CAMPOS e PACKER, 2013)

Os resultados apresentados foram superiores a outras espécies vegetais
gue também tiveram sua atividade fotoprotetora testada, como exemplo tem-se o
oleo de andiroba (Carapa guaianesis), que quando incorporado a emulséo teve
um FPS (6,64) um pouco acima do determinado pela ANVISA, por outro lado os
mesmos estudo demostram a boa correlacdo dos resultados da avaliacdo do
FPS in vitro e in vivo, para a emulséo contendo o 6leo de andiroba os valores de
FPS in vivo foi 6,24 (FERRARI et al., 2007). Formulagdes contendo propolis

verde e vermelha, em gel de carbopol, tiveram FPS 4,8 e 5,8 (prépolis verde) e
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2,4 e 3,5 (propolis vermelha) nas concentracdes de 5 e 8%,respectivamente
(NASCIMENTO et al., 2009).

O Oleo de Calendula Officinalllies quando incorporado a uma emulséo
apresentou, in vitro, FPS de 14,84 (MISHRA, MISHRA e CHATTOPADHYAY,
2012). Avaliacdo da mistura de fracdes contendo flavonoides, quando
incorporadas na proporcao de 10% em uma emulsdo O/A, de H. arenarium e C.
monogyna apresentou valores de FPS e fator de protecdo-UVA de 19,51 e
16,58. C. monogyna e S. nigra, 18,21 e 7,54, S. nigra e H. arenarium 16,94 e
11,57. O que reafirma que fragdes contendo misturas de flavonoides apresentam
um bom potencial fotoprotetor. Os mesmos autores também relatam forte
atividade antioxidante das trés espécies (JARZKYCKA et al., 2013).

Como ja descrito foi identificada a QUE nas trés espécies estudadas e
nas fracdes de M. latifolia, a presenca desta contribuiu para a atividade
fotoprotetora das espécies de Marcetia. Pesquisadores jA vém investigando o
uso da quercetina como agente protetor solar para uso topico, os resultados
relatam que as formula¢des contendo quercetina inibiram dano induzido por UVB
em ratos (CASAGRANDE et al.,, 2006). Estudos mais recentes relatam os
flavonoides quercetina e rutina, isolados e incoprporados a emulsdo O/A na
concentracdo de 2,5% p/p, apresentam perfis de absor¢ao similares ao 6xido de
zinco (5% p/p), ou seja, os flavonoides citados, mesmo em concentracfes
inferiores ao filtro inorganico, comprovaram capacidade de absorver ao longo do
espectro de UV (290 — 400 nm) (NISHIKAWA, 2012), o que da4 embasamento
aos bons resultados apresentados tanto pelas espécies de Marcetia, quanto
pelas fracdes de M. latifolia.

Vale ressaltar que o método espectrofotométrico para determinacdo do
FPS in vitro quantifica a capacidade absortiva na regido UVB, sendo necessario,
desta forma, avaliar o potencial fotoprotetor na regido UVA (VELASCO et al.,
2008). Desta forma, as formulacbes foram submetidas ao a avaliagcdo da

atividade fotoprotetora contra a radiagao UVA.

4.4.7.3 Determinacéo da atividade fotoprotetora UVA das formulacdes

Acreditava-se que a radiagdo UVA nao provocava danos para a pele. No

entanto, os estudos mostram que esta radiagdo também promove o surgimento
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do fotoenvelhecimento e de tumores de pele, por penetrar mais profundamente
nas camadas dérmicas. Esta provoca de maneira mais intensa a peroxidacéo
lipidica, gerando mais stress oxidativo do que a radiacdo de UVB, conduzindo,
desta forma, danos na membrana plasmatica. O stress oxidativo desecadeado
pela radiacdo UVA é dez vezes mais eficiente do que os UVB (DAMIANI et al.,
2006; CERETTA et al, 2012)

Os beneficios da incorporacdo de antioxidantes em fotoprotetores estéo
relacionados diretamente a capacidade de neutralizacdo de radicais livres e
incluem redugcdo do eritema, da incidéncia de cancer cutaneo, do
fotoenvelhecimento e de fotoimunossupressao, sendo estas atividades
bioldgicas estritamente relacionadas a protecdo contra a radiacdo UVA (WANG
e HU, 1998).

Logo, é pertinente a busca de formulagbes fotoprotetoras que também
sejam capazes de proteger a pele contra os danos induzidos pela radiacdo UVA.
Assim, como as fragcbes de M. latifolia demonstraram boa capacidade
fotoprotetora UVA, a mesma metodologia foi aplicada para as formulacdes
contendo as diferentes concentracbes das fracoes. A comparacdo da
capacidade fotoprotetora das amostras se deu em relacdo ao CC e ao CE.
Também como forma de confirma a atividade das fracbes foram avaliados
também a logdo polawax® e o protetor solar contendo BZ3 a 5%. Os resultados

estdo podem ser observados na figura 57.
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Figura 57: Perfil de fotoprotecdo UVA das formulagBes contendo fragbes do EEML:
MLFRO2 (A), MLFRO3 (B), MLFRO05 (C) e MLFRO06 (D).

Na MLFRO2 percebe-se uma degradacao progressiva do RVS, mas que
ao final dos 120 min de observagdao as formulagbes contendo MLFRO02, nas
concentracbes de 5 a 30%,conseguiram preservar o RVS na faixa de 71,22 a
75,99 %. A andlise estatistica mostrou que, MLFR02 a 5%, os resultados foram
estatisticamente significante para grande maioria dos intervalos de tempo,
exceto entre os t40/t60 e t80/t100. Para MLFR02 a 10%, sO foram
estatisticamente iguais os t100/t120. Para MLFR02 a 20% todos os resultados
foram estaticamente significantes e para MLFR02 a 30%, sé foram
estaticamente iguais os t20/t40 (p < 0,05)

Ao observar a protecao contra a degradacao UVA do RVS promovida pela
MLFRO3 observou-se que a mesma também protegeu de forma satisfatoria a
solugdo de RVS numa faixa entre 64, 13 a 73,31 % para o t120. E a analise
estatistica, com nivel de significancia < 0,05. Mostrou que a protecdo promovida
pela MLFRO3 (5%) durante os intervalos de tempo, tO — t120 foram
estatisticamente significantes. Na MLFR03 10% s6 nao foram estatisticamente
significantes os t20/t40, o mesmo sendo observado para MLFR03 20%, na qual

os t40/t60 também nado foram estatisticamente significantes. E para MLFRO03
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30%, a analise mostrou significAncia estatistica para grande maioria dos
intervalos temporais, com excecao t1/t20 e t100/t120. O que demonstra que a
incidéncia de UVA altera a concentracdo de RVS nas amostras com o passar do
tempo

Os resultados obtidos com MLFRO5 revelou menor efetividade destas
formulagdes para a fotoprotegdo UVA ao longo dos 120min de observagéo, visto
gue a partir do t80 houve uma queda brusca do teor de RVS na solucéo. Ao final
do t120 sé havia 4,19 e 3,61% de RVS nas formulacbes a 20 e 30%,
respectivamente, sendo que todos os resultados para estas concentracdes
foram estatisticamente significante (p < 0,05). Para MLFRO5 a protecdo da
solucdo de RVS s6 aconteceu até t80, no qual a fotoprotecao foi satisfatoria,
encontrado-se um teor de RVS entre 65,72 — 88, 64%. Deste ponto em diante
todo o RVS foi degradado. Na MLFRO5 5% s6 foram estatisticamente iguais 0s
t20/t60 e t100/t120. MLFRO5 10% os tempos em que a concentracdo de RVS
encontrada nao foi estatisticamente significante foram: t20/t60, t20/t80, t60/t80,
t100/t120. Para MLFRO5 20% a maior parte das concentracfes foram
estatisticamente significantes, ndo sendo somente entre t60/t80e t100/t120, para
p < 0,05.

Ja na MLFRO6 o perfil fotoprotetor voltou a apresentar bons resultados ao
final dos 120min de experimento, mesmo ndo sendo tdo bons quanto as
formulac6es MLFRO02, as formulacdes conseguiram apresentaram uma faixa de
protecdo entre 55,60 — 61,96% do RVS. E os resultados foram todos
estatisticamente significantes para MLFRO06 5 e 20%. E para MLFRO06 10 e 30%,
somente ndo foram estatisticamente significantes t20/t40 e t100/t120 para 10 e
30%,respectivamente, com p<0,05.

E ao observar no t120 o controle positivo BZ5% conseguiu proteger
73,97% do RVS na solucdo e as formulagbes contendo MLFRO2, apresentou
também limites superiores a 70%, confirma-se o bom resultado fotoprotetor da
referida fracdo, sendo de MLFRO02 a 30%, a fotoprotecdo foi superior a da
formulacdo com BZ3, com uma preservacao de 75,99% do RVS na formulacao.
O bom resultado também foi observado MLFRO3 20 e 30% com uma
fotoprotecdo UVA também superior a 70%. Ja a MLFRO05, sé apresentou
resultados superiores a BZ3 até o tempo t60. E todas as formula¢cdes MLFRO06

tiveram desempenho inferir ao BZ3. E com a locdo polawax® e o CC
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apresentaram ao término do ensaio um teor, respectivamente, de 41,43 e
40,49% de RVS permitindo inferir que a fotoprotecdo contra a radiacdo UVA é

proveniente das amostras estudadas (Figura 58).
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Figura 58: Perfil de fotoprotecdo UVA da lo¢cdo com BZ3 5%, locao polawax® e controles

Estudos desenvolvidos para avaliar a fotodegradacéo de protetores solar
sob exposicdo a radiacdo UVA natural e sintetica, lampadas de UVA, mostraram
gue ambas radiacdes oferecem ritmo semelhante de fotodegradacédo dos filtros
testados, mesmo sendo a fluéncia dos raios UVA artificial maiores do que os
naturais (GONZALEZ, 2007)
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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A busca de novas moléculas com potencial fotoprotetor é extensivamente
realizada e, atualmente, se destaca um interesse crescente no desenvolvimento
de filtros solares com principios ativos naturais. A escolha destes novos ativos
envolve, principalmente, a capacidade de absor¢édo da luz ultravioleta pelos
cromoéforos de cada molécula. Existe uma grande quantidade de produtos
naturais que podem preencher estes requisitos, tais como os flavonoides.

As analises por CLA-DAD dos extratos etanolicos de M. taxifolia, M.
macrophylla e M. latifolia e as fracbes desta Ultima revelaram uma mistura de
compostos flavonoidicos entre eles a QUE. No EEML e suas fragBes também foi
identificado o flavonoide polimetoxilado (calicopterina). A CLAE-DAD mostrou-se
um método analitico sensivel e adequado para quantificacdo da QUE e
calicopterina presente nas amostras. O perfil cromatogréfico apresentado
pelos extratos das espécies de Marcetia estudadas é condizente com estudos
etnobotéanicos realizados na familia Melomastaceae, que relatam a presenca de
metabdlitos secundarios como: fendlicos simples, flavonoides agliconas e
glicosilados e glicosideos cianogenéticos (LOWRY, 1976; CALDERON et al.
2002; BONFIM-PATRICIO et al., 2002; MIMURA; SALATINO; SALATINO, 2004;
VENEZIANI et al., 2006; LEITE, 2009; YOSHIDA et al., 2010; LEITE et al., 2012)

A avaliacdo da atividade antioxidante demonstrou que o0s extratos
etandlicos possuem atividade antirradicalar muito proximo ao controle BHT, o
qual possui uma CEso de 8,152 + 0,365. Ja as fragbes do EEML ndao
apresentaram resultados tao elevados quanto os extratos brutos. A MLFRO5 s6
apresentou AA a partir da concentracdo de 50 ug/mL. As fragcdes de M. latifolia
se mostraram bons antioxidantes, porém com valores de ECs inferiores aos
extratos brutos das espécies vegetais investigadas.

A atividade antioxidante da M. latifolia como também de M. taxifolia e M.
macrophylla pode ser atribuida a mistura de flavonoides presente nos extratos
etandlico, inclusive a quercetina, visto que este é um flavonoide com conhecida
acao AA e muitos autores a utilizam como composto antioxidante de referencia a
fim de avaliar a atividade de diferentes extratos. Como demonstrado por
Vicentini e colabordores (2007) a quercetina tem forte atividade antioxidante
para inibichio do DPPHe, com IC5y de 0,8 ug/mL, em estudos com o extrato

etandlico de Psidium guajava apresentou um ICso de 0,15 mg/mL. E estudos
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com a Calendula officinalis também apresentou boa atividade antioxidante (ICso:
4,4 ug/mL) ambos resultados atribuidos a acdo da QUE contra o radical DPPHe
(ILHA et al., 2008, FONSECA et al., 2010)

Nas espécies de Marcetia o TFT ficou entre 0,098 — 0,168 nug de
quercetina/ pg de extrato, o EEMT apresentou um maior TFC para a quercetina.
Corroborando os resultados obtidos por CLAE-DAD. Para as fragdes o TFT ficou
entre 0,240 - 0,063 ug de quercetina/ug de extrato.

Ao comparar os valores de graduacao dos fenGmenos irritantes obtidos
em funcdo do tempo decorrido para sua ocorréncia e concentracdo das
amostras com a tabela de classificacdo do grau de irritacdo dos extratos
avaliados, obtém-se a classificacao final de M. latifolia e M. Taxifolia: irritante
fraco e M. macrophylla: irritante severo.

A M. taxifolia e M. macrophylla provocaram atividade hemolitica superior a
50%. Assim a espécie considerada mais segura, de acordo com estes primeiros
testes realizados, foi a M. latifolia. Desta forma séo necessarios outros estudos
para confirmar a toxicidade do extrato, como também de investigacdo dos
componentes que provocam estas respostas.

Os resultados fornecidos pelas metodologias utilizadas para mensurar as
atividades fotoprotetoras in vitro, apesar de ndo serem metodologias oficiais
adotada pela ANVISA, que preconiza a metodologia para determinagdo do FPS
pela indugéo de eritema solar in vivo, foram uma boa alternativa para avaliagao
preliminar do potencial fotoprotetor das espécies de Marcetia, visto que estes
foram os primeiros estudos desta atividade neste género.

Apbs andlise dos perfis fotoprotetores, verificou-se que os EEMT, EEMM
e EEML possuem média protecdo solar, segundo a ANVISA, pois seus valores
de FPS ficaram na faixa de 13,0 — 21,0. A fotoprotecdo contra a radiacdo UVA
também foi significante, j& que a maior porcentagem de degradacédo do trans-
RVS foi de 21,91 % observada no EEML. Quando os extratos foram
incorporados a locdo polawax® todos apresentaram alta protecdo solar e
também maior protecdo UVA, certamente, esta elevacdo da fotoprotecdo foi
devido ao aumento o teor de flavonoides, visto que a maior concentracdo dos

extratos etanolicos foi de 250 ug/mL e para as formulagbdes a concentracdo do
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extrato chegou a 30%. Todas as formulagbes tiveram um FPS maior do que a
locdo BZ3 a 5% e também maior fotoprotecéo UVA.

A partir de todas as andlises, foi possivel inferir que as fragbes de M.
latifolia apresentaram bons resultados frente as analises a que foram
submetidas. A MLFRO02, além de comprovada propriedade fotoprotetora
UVB/UVA, sendo indicada para individuos muito sensiveis a queimadura solar,
evidénciou-se por ser mais segura do ponto de vista toxicolégico. Apesar da
QUE ndo ter sido detectada na MLFRO06 outros flavonols e flavonas podem ser
responsaveis pela atividade fotoprotetora da amostra, além de ser, de acordo
com 0s ensaios realizados, segura do ponto de vista toxicolégico.

A avaliacdo dos aspectos fisico-quimicos das formulacbes contendo
extratos de Marcetia e fracdes de M. latifolia evidenciou que as lo¢des sao
potencialmente viaveis. Os testes de centrifugacdo, pH, espalhabilidade e
caracteristicas organolépticas foram positivos mas requerem estudos mais
aprofundados de estabilidade para comprovacdo da manutencdo de suas
propriedades originais, pois foram feitos somente apds 24 h da manipulacéo.
Além de buscar um método extrativo que possibilite melhorar o aspecto visual
das formulagbes, pois aspecto de um fitocosmético, em relacdo a
homogeneidade e coloracdo do produto, € importante do ponto de vista
comercial, uma vez que pode influenciar a compra, por parte do consumidor, que
nao se sente atraido pela aparéncia do produto, assim as formulacdes aqui
desenvolvidas necesssitam de um aprimoramento do ponto de vista.

Estudos complementares in vivo devem ser realizados para comprovacao
da suposicéo e ratificacdo da atividade fotoprotetora e aspectos toxicologicos do
género Marcetia, tendo como perspectiva a sua utilizagcdo como principio ativo

para formulacdes fitocosméticas inovadoras.
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APENDICE A: Cromatograma (1), espectro de UV (Il) e estrutura quimina (l1l) do
padrao quercetina (Tr = 14,33 min)
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APENDICE B: Cromatograma (I), espectro de UV (l1) e estrutura quimina (lI1)
padrao calicopterina (Tr = 18,48 min)
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APENDICE C: Valores experimentais para constru¢éo da curva de calibracéo da
quercetina

. _ ] _ . Média da area de
Concentracdo nominal  Area de integracao _ . _
integrac&o do pico

(mg/mL) do pico (mAU)
P (mAU)

0,1 325254

0,1 320907 323303
0,1 323747
0,25 867255
0,25 801269 826392
0,25 810652

0,5 1659224

0,5 1745800 1749028
0,5 1752255
0,75 2673998
0,75 2677825 2676248
0,75 2676920

1,0 3509921

1,0 3564751 3547204
1,0 3566939

1,25 4280376

1,25 4276194 4279939
1,25 4283248

15 4953222

15 5217264 5112328

15 5166497
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APENDICE D: Curva calibracdo da quercetina
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APENDICE E: Valores experimentais para construcdo da curva de calibracdo da
calicopterina.

Volume Area de Média da area de
) Concentragao _ )
Injetado (uL) ) integracéo do integracéo do
nominal (mg/mL)
pico (MAU) pico (mAU)
2 0,01 1171160
2 0,01 1145302 1156103
2 0,01 1151847
5 0,025 1612943
5 0,025 1612968 1610766
5 0,025 1606388
10 0,05 3234778
10 0,05 3374568 3311774
10 0,05 3325977
15 0,075 4979614
15 0,075 5058814 5009150
15 0,075 4989023
20 0,10 5991400
20 0,10 6550528 6406464
20 0,10 6677465
25 0,125 8325196
25 0,125 7999925 8211534
25 0,125 8309482
30 0,15 10029678
30 0,15 9990910 10041775
30 0,15 10104738
40 0,20 13496822
40 0,20 13598910 13552221

40 0,20 13560931
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APENDICE F: Curva calibracdo da calicopterina
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APENDICE G: Parametros para validacdo da quantificacéo da quercetina nos

extratos de Marcetia ssp e fracdes de M. latifolia

Concentracao Concentracao

L. . , Exatidao
teorica experlmental 0 Precisao
(%)
(mg/mL) (mg/mL)
0,1 mg/mL 0,09 0,002 1,1614 95
1 mg/mL 1,14 0,009 0,751 137
1,5 mg/mL 1,77 0,037 2,185 115,33

LD: 0,011 e LQ: 0,04
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APENDICE H: Parametros para validacéo da quantificacdo da calicopterina no

extrato de etandlico e fracBes de M. latifolia

Concentragao ) .
) Precisao Exatidao (%)
encontrada (mg/mL)
0,023 0,001 2,510 92
0,096 0,001 1,042 96
0,189 0,001 0,614 94,5

LD: 0,0037 e LQ: 0,0123



180

APENDICE I: Curva analitica da quercetina padrdo para quantificacdio do TFT

Absorbancia
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APENDICE J: Espectros de UV dos Tr 11-14 min. de M. taxifolia
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APENDICE L: Espectros de UV dos Tr 15 -21 min de M. taxifolia
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APENDICE M: Espectros de UV de M. macrophylla
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APENDICE N: Espectros de UV de M. latifolia
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APENDICE O: Espectros de UV de M. latifolia
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APENDICE P: Espectros de UV de M. latifolia
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Pico 16: Calycopterina
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APENDICE Q: Espectros de UV MLFR02
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APENDICE R: Espectros de UV da quercetina e isoflavonas de MLFR02
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ANEXO S: Espectros de UV de flavonoides hidroxilados de MLFRO3
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APENDICE T: Espectros de UV da calicopterina e isoflavonas em MLFRO03
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APENDICE U:Espectros de UV de MLFR04
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APENDICE V:Espectros de UV de MLFR05
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APENDICE X: Espectros de UV de MLFR06
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ANEXO 01.Artigo publicado: “In vitro photoprotective effects off Marcetia taxifolia
ethanolic extract and its potential for sunscreen formulations”


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001349
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001349

