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Resumo

A radiacdo ultravioleta é um dos principais fatores causadores de danos cutaneos. O uso
de produtos que bloqueiam esta radiacdo, pode efetivamente minimizar lesfes e
prevenir o desenvolvimento de cancer de pele, queimaduras e envelhecimento cutaneo.
Substéancias antioxidantes e também da classe dos flavonoides tém sido estudadas como
alternativa para incrementar a fotoprotecdo. Apds revisdo bibliografica de espécies
nativas do Cerrado que apresentavam relatos de presenca destes compostos, foram
selecionadas para estudo: Annona crassiflora Mart., Caryocar brasiliense Camb.,
Campomanesia adamantium e Vytex cymosa Bert. Foram produzidos extratos etanolicos
concentrados destas espécies e realizados testes iniciais para determinar o potencial
fotoprotetor (determinacdo do comprimento de onda de méxima absor¢do na regido
ultravioleta, o teor de flavonoides totais (TFT) e a atividade antioxidante frente ao
radical DPPH), sendo escolhidas duas espécies, a Annona crassiflora e o Caryocar
brasiliense. Com estas foi realizado um estudo quimico direcionado para a identificacao
de flavonoides e avaliacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro por método
espectrofotométrico. Ambos os extratos foram incorporados em formulacGes cosméticas
e realizados os testes de: determinacdo do FPS in vitro e in vivo, toxicidade dérmica
aguda e controle de qualidade fisico-quimico e microbiologico. Para o ensaio de
determinacédo do FPS in vivo, foi construida uma camara de simulacdo da radiacdo solar.
No extrato de Annona crassiflora foi identificado o flavonoide glicosilado guaijaverina
e 0 FPS in vitro deste extrato foi de 10,66 + 0,94. Apos incorporacdo na formulagdo o
FPS in vitro foi de 0,21 + 0,02 e in vivo de 1,5. No extrato de Caryocar brasiliense
foram detectados flavonoides com esqueleto caracteristico do tipo flavonol ou flavona e
o FPS in vitro foi de 22,21 + 0,07. Apds incorporagdo na formulagdo o FPS in vitro foi
de 0,22 £ 0,04 e in vivo de 2,0. Nenhuma das formulacdes testadas apresentou
toxicidade dérmica aguda e foram consideradas estaveis nos ensaios fisico-quimicos e
microbioldgicos. A camara de simulacdo da radiacdo foi eficaz em ocasionar o eritema
na pele dos animais, possibilitando a padronizacdo de ensaio em modelo animal para
determinacédo do FPS. Os extratos estudados apresentaram constituintes quimicos e FPS
in vitro desejaveis a produtos fotoprotetores e o incremento do fator de protegéo solar
observado in vivo, sugere que estes extratos podem apresentar maior eficacia

fotoprotetora frente a radiacdo UVA.

Vil



Palavras-chave: flavonoides, fotoprotecao, Cerrado.
Abstract

Ultraviolet radiation is one of the main factors causing skin damage. Use of drugs that
block this radiation, can effectively minimize injuries and prevent the development of
skin cancer, sunburn and skin aging. Antioxidant substances and also of the class of
flavonoids have been studied as an alternative for increasing the photoprotection. After
a brief literature review of native Cerrado species that had reported the presence of these
compounds were selected for study: Annona crassiflora Mart, Caryocar brasiliense
Camb, Campomanesia adamantium and Vytex cymosa Bert. Concentrated ethanol
extracts of these species were produced and initial tests performed to determine the
potential sunscreens (determining the wavelength of maximum absorption in the
ultraviolet region, the content of total flavonoids (TFT) and the antioxidant activity
against DPPH), being chosen two species, Annona crassiflora and the Caryocar
brasiliense, that were selected for a chemical study aimed at identification of flavonoids
and evaluation of Sun Protection Factor (SPF) in vitro by spectrophotometric method.
Both extracts are incorporated in cosmetic formulations and tests performed:
determining the SPF in vitro and in vivo, acute dermal toxicity and physical-chemical
and microbiological control quality. For the test of the FPS in vivo, we constructed a
simulation chamber of solar radiation. In the Annona crassiflora extract the
glycosylated flavonoid guaijaverin was identified and the SPF in vitro this extract was
10.66 = 0.94. After incorporation into the formulation in vitro SPF was 0.21 + 0.02 and
1.5 in vivo. In Caryocar brasiliense extract flavonoid skeleton with characteristic
flavonol or flavone type and were detected the SPF in vitro was 22.21 + 0.07. After
incorporation into the formulation in vitro SPF was 0.22 + 0.04 and in vivo 2.0. None of
the formulations tested had acute dermal toxicity and were considered stable in the
physical-chemical and microbiological tests. The simulation chamber radiation was
effective in causing erythema on the skin of animals, enabling the standardization of
testing in an animal model to determine the SPF. The extracts studied (EAC and ECB)
had chemical constituents and in vitro SPF sunscreen products and desirable to increase
the sun protection factor observed in vivo assay suggests that these extracts may be

more sunscreen efficacy against UVA radiation.

Key-words: flavonoids, photoprotection, Cerrado.
IX



1. Introducéo

A industria cosmecéutica obteve crescimento vertiginoso nos ultimos anos
devido ao desenvolvimento de formulacBes de notavel avanco tecnoldgico e pela
utilizacdo de matérias-primas naturais em detrimento aos ativos sintéticos. Parte dos
consumidores de cosmeéticos a base de produtos naturais entende que estes produtos tém
efeitos sobre a pele e sobre todo o organismo, trazendo um equilibrio saudavel, e

consideram-nos como produtos que ndo agridem a saude e nem ao meio ambiente (1).

De maneira global, 0 mercado para produtos naturais segue em avanco notavel,
levando pesquisadores a buscarem produtos naturais de alta qualidade e atividade e que
tragam multiplicidade de beneficios, no intuito de substituir ou compor os produtos
sintéticos existentes no mercado (2). Os fotoprotetores estdo entre o0s varios produtos

cosméticos sob avaliacdo cientifica para incorporacdo de matérias-primas naturais.

A fotoprotecdo consiste no bloqueio da radiacdo ultravioleta a qual a pele esta
exposta. Esta radiacdo é a principal responsavel pelos fotodanos cutaneos, e pode ser
subdividida em trés regides: UVC (100-280nm) que ¢ absorvida pela camada de 0z6nio;
UVB (280-320nm) que é a radiacdo de maior energia entre as que chegam a Terra, e
que tem maior absorcédo pela epiderme, sendo responsavel pelos eritemas e queimaduras
cutaneas; e UVA (320-400), radiagdo de comprimento de onda mais longo que penetra a
pele atingindo a derme, gerando radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio

(EROS), que favorecem o envelhecimento cutaneo e a mutacdo génica (3).

Produtos capazes de bloquear estas radiacbes podem efetivamente minimizar
fotolesdes e prevenir o desenvolvimento de cancer de pele e envelhecimento cutaneo
precoce (4). Os protetores solares sdo formados frequentemente pela mistura de filtros
fisicos e filtros quimicos, classificacdo esta baseada no mecanismo de agdo destes
compostos.

Os filtros fisicos (substancias inorganicas) agem por reflexdo da radiagéo, sendo
0s mais utilizados: didxido de titanio (que atua sobre a radiacdo UVB) e dxido de zinco
(que atua sobre a radiacdo UVA). O inconveniente destes agentes é o aspecto estético

desagradavel provocado na pele dos pacientes (5).



Os filtros quimicos (substéncias organicas) absorvem a radiacdo e a liberam na
forma de energia térmica ou fluorescéncia, através do mecanismo denominado
ressonancia (6). Os ativos mais comuns desta classe sdo o &cido p-aminobenzdico
(PABA), os cinamatos, salicilatos e as benzofenonas. Merece destaque, a utilizacdo das

benzofenonas devido a sua absorc¢do na regido do UVA/UVB e a tolerancia cutanea (5).

A fotoprotecdo pode ocorrer de forma passiva e/ou ativa. A protecdo passiva
consiste nos mecanismos de reflexdo ou absorgédo da radiacdo, que séo exercidos pelos
filtros fisicos e quimicos. A protecdo ativa ocorre quando substancias como 0s
antioxidantes que inibem EROS ou RL gerados a partir da radiacdo ultravioleta que
tenha ultrapassado a protecdo dos filtros fisicos ou quimicos (7). Neste sentido, a adi¢édo
de antioxidantes sintéticos ou naturais, ou ainda de extratos vegetais com esta atividade,

a fotoprotetores é de fundamental importancia.

Antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes em relagdo a um
substrato oxidavel inibem ou retardam a sua oxidagdo. Produtos naturais que exergam
esta atividade tém sido usados puros ou em associacdo a antioxidantes sintéticos (8).
Também é crescente o desenvolvimento de protetores solares superiores aos de décadas
passadas devido a maior protecdo UVA e incorporacdo de novos ativos como as
vitaminas C e E que agem como antioxidantes (7).

Os constituintes fendlicos e os flavonoides possuem agdo fotoprotetora e
antioxidante (9), sendo esta atividade resultante da sua estrutura quimica e propriedades
redutoras, onde agem neutralizando ou sequestrando radicais livres e quelando metais
de transicgéo, inibindo a etapa de iniciacdo e/ou propagacao da oxidacdo (10). Este efeito
é importante no combate aos danos causados pelas radiac@es ultravioletas.

Matérias-primas vegetais que apresentam estes constituintes tém sido
investigadas no intuito de incrementar os beneficios de produtos cosméticos, dentre eles
os fotoprotetores. Neste contexto, o Brasil é um pais de ampla biodiversidade em seu
territério, sendo a Amazo6nia uma regido bastante explorada com diferentes espécies
nativas utilizadas como matérias-primas: Oleos de andiroba, de buriti, de copaiba; e

manteigas de cupuagu e muru-muru (1).

O Cerrado é o 2° maior bioma do pais, possuindo muitos tipos fisiondmicos de

vegetacdo, conferindo-lhe uma alta biodiversidade, ainda em grande parte inexplorada
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(11). Estudos indicam a presenca de substancias de interesse quimico e tecnoldgico
neste bioma como compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas (12; 13), carotenoides
e Oleos essenciais (14; 15; 16).

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre as espécies nativas quanto a
utilizacdo de novas matérias primas para fotoprotecdo, foi realizada breve revisao
bibliografica em artigos publicados a fim de selecionar espécies que apresentassem em
sua composicdo flavonoides e/ou compostos fendlicos e apresentassem atividade
antioxidante. Dentre as espécies regionais que apresentam estes constituintes e foram
escolhidas para estudo podemos citar: Annona crassiflora Mart.,, Campomanesia

adamantium, Caryocar brasiliense Camb., e Vytex cymosa Bert.

A Annona crassiflora Mart., de nome popular araticum, é uma espécie frutifera
da familia Annonaceae, encontrada freqiientemente no Cerrado (17). E uma arvore de
tronco ereto e ramos tortuosos, de casca corticosa e suberosa, atingindo até 10 metros de
altura. Possui frutos grandes, de até 1,0 kg com numerosas sementes (18). Extratos
etandlicos da casca do e da semente do fruto do araticum demonstraram atividade
antioxidante in vivo que pode ser mediada por compostos como &cido caféico, acido
ascorbico, &cido quinico, &cido ferrulico, xantofilinas, entre outros presentes na espécie
(12).

A Campomanesia adamantium, conhecida como guavira ou gabiroba, é uma
espécie arbustiva, da familia Myrtaceae, que apresenta frutos pequenos e ovais, de
coloracdo verde claro e aroma citrico. Na medicina popular, as folhas e frutos sdo
relatados por apresentarem propriedades anti-inflamatorias, anti-diarreicas e
antissépticas das vias urinarias (19).

Os frutos de taruma, espécie Vytex cymosa Bert., sdo relatados por possuirem
atividade antioxidante in vitro devido a presenga de constituintes fendlicos (10). O
Caryocar brasiliense Camb., conhecido popularmente como pequi, € uma espécie
arbustiva, com frutos de polpa amarelada rica em Gleo. Possui de duas a quatro
sementes com espinhos. Ocorre em todo o Cerrado brasileiro e também no Nordeste, e
sua frutificacdo da-se entre os meses de janeiro e marco (20). Este fruto, apresenta

compostos fendlicos, carotenoides e vitamina C, com boa atividade antioxidante (21).



Na comunidade académica, diferentes trabalhos que incorporam extratos
vegetais em formulacBes cosméticas tém sido realizados, contudo o conhecimento
cientifico sobre espécies nativas do Cerrado e a sua aplicabilidade quanto a fotoprotecdo
ainda é escasso. Sendo assim, o presente trabalho visa ampliar a gama de informacdes
sobre a flora regional e valorizar as espécies deste bioma, uma vez que objetiva a

identificacdo do potencial de extratos de plantas nativas tocante a fotoprotecéao.



2.1

Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar uma formulacdo fotoprotetora a partir da prospeccédo de

espécies nativas do Cerrado.

Objetivos especificos

Preparar extratos etanolicos concentrados das folhas das espécies selecionadas na

revisao bibliogréfica;

Determinar o comprimento de onda maximo de absorc¢do na regido ultravioleta dos

extratos etandlicos concentrados;
Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos etanélicos concentrados;
Determinar o teor de flavonoides totais dos extratos etandlicos concentrados;

Selecionar o(s) extrato(s) com maior potencial de atividade fotoprotetora e

antioxidante;

Realizar estudo quimico direcionado a identificacdo de flavonoides dos extratos
etandlicos concentrados com maior potencial fotoprotetor;

Produzir formulag6es fotoprotetoras incorporadas do extrato;

Realizar o controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico das formulacdes
incorporadas dos extratos;

Construir uma cdmara de simulacdo da radiacdo ultravioleta;

Determinar a atividade fotoprotetora in vitro e in vivo das formulagdes produzidas;



3. Revisdo da Literatura
3.1 Pele, radiacdo solar e danos cutaneos

A pele € um 6rgao do corpo humano que faz a interface entre o0 organismo e o
ambiente externo. Devido a sua resisténcia fisica, exerce a funcdo protetora do
organismo contra agressdes mecanicas e térmicas e também contra patdgenos. Por sua
constituicdo quimica, tem funcdo termorreguladora, controla a homeostasia de liquidos

e minerais e possui papel metabolico ao atuar na sintese de vitamina D (22).

Este orgdo é formado por uma tripla camada tecidual: epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme é a porcao superficial, fina e estratificada, sendo formada por
uma regido chamada epiderme vidvel, com células metabolicamente ativas, 0s
queratindcitos, que se organizam em camadas: basal, espinhosa e granulosa, e 0 estrato
corneo, que corresponde as células mortas queratinizadas (23). A renovacao epidérmica
consiste no processo permanente e repetido de células da camada basal que atingem o
estrato corneo. Além dos queratindcitos, outras células presentes neste extrato, sdo 0s
melandcitos, células responsaveis pela cor da pele, que sintetizam a melanina,
substancia e que é progressivamente transmitida aos queratindcitos e que pode absorver

parte da energia transmitida pelo sol.

A derme, tecido localizado abaixo da epiderme da a consisténcia fisica da pele.
Ela é formada por tecido conjuntivo denso, sendo rica em fibras colagenas e de elastina
formadas pelos fibroblastos presentes. E subdividida em derme papilar, rica em finas
fibras colagenas orientadas aleatoriamente; e derme reticular, rica em fibras de elastina
(22; 23). Possui vasos sanguineos e linfaticos que garantem sua nutricdo e também
fibras nervosas que fazem a interacdo com o ambiente. A regido da hipoderme
corresponde a uma camada de tecido conjuntivo frouxo, que faz a ligagdo com os

Orgdos subjacentes.

A pele tem contato direto e constante com a energia transmitida pelo sol,
chamada de espectro solar terrestre. Os raios solares sdo responsaveis por alguns efeitos
benéficos ao organismo, como: a sintese de vitamina D3(colecalciferol) que é
responsavel pela fixacdo de célcio nos 0ssos, acdo fungicida e bactericida, além da
sensacdo de bem-estar (24). Entre os efeitos nocivos aos individuos, a curto e médio

prazos, encontram-se: a perda de agua e o ressecamento da pele, provocando aspecto
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opaco, perda da elasticidade, eritema (vermelhiddo), edema, descamac¢do e manchas
(25).

Do espectro solar terrestre, apenas 7% atinge a superficie da Terra e
aproximadamente 93% sdo retidos pela atmosfera. Ele é composto por diferentes
radiacdes, aproximadamente 5% de ultravioleta (UV — cujo comprimento de onda é
entre 280-400nm), 45% de luz visivel (VIS — cujo comprimento de onda é entre 400-
800nm) e 50% de infravermelho (IV — radiacdo cujo comprimento de onda é acima de
800 nm) (26).

Dentre estas radiacfes, o espectro de radiacdo ultravioleta que atinge a Terra é
subdividido em regido UVC (200-280 nm) que ndo alcanca a superficie terrestre, pois é
absorvida pela camada de ozonio, regido UVB (280-320 nm) e regido UVA (320-400
nm). A radiacdo UVA ¢é a radiacdo de maior comprimento de onda no espectro
ultravioleta, porém de menor energia, ja a radiacdo ultravioleta C, é a radiacdo de menor
comprimento de onda e maior energia (26).

A penetracdo desta energia na pele é mediada por uma combinacéo de difusdo e
absorcdo, sendo que na epiderme a absor¢do € o processo dominante. Os comprimentos
de onda inferiores a 300nm ocorre forte absorcdo por parte de proteinas, melanina,
acido urocanico, aminoacidos aromaticos (tirosina e triptofano), RNA e DNA. Em
comprimentos de onda entre 320 e 1200nm a absorcdo é mediada pela melanina
cuténea. Na derme, o processo € mediado pela dispersao causada pelas fibras colagenas
(27). Na molécula de DNA, os danos atingem as pirimidinas, que sofrem modificacfes
fotoquimicas resultando em dimeros de ciclobutano e demais subprodutos que séo
reparados, fisiologicamente por enzimas especificas. O sistema de reparo formado por
enzimas como ABC excinuclease, DNA polimerase | e DNA ligase, € eficaz, porém o
excesso de exposicdo solar pode tornar a reparagdo menos eficiente (28).

O envelhecimento cutdneo € um processo altamente complexo devido a
acumulacdo de diferentes substancias nas células e tecidos, desencadeado por fatores
intrinsecos, como geracgdo de radicais livres e alteracbes hormonais; e extrinsecos, como
a exposicdo a radiacdo ultravioleta (principal agente), exposi¢do ao tabaco, a radiacédo
infravermelha e a desnutricédo (29).

Para prevencdo e terapia contra o envelhecimento cutdneo diversos metodos

podem ser utilizados como: fotoprotetores para prevenir os danos induzidos pela
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radiacdo ultravioleta, compostos antioxidantes como vitaminas, coenzima Q10 e
polifenois, que podem ser usados por via topica ou oral, &cido eicosapentaenoico (EPA),
retinoides, hormonios, enzimas de reparo ao DNA, DNA-oligonucleotideos e forskolin,

um diterpeno com atividade similar a enzimatica (29).

Ha evidéncias de que algumas substancias administradas por via oral como 0s
carotenoides, o extrato de Polypodium leucotomus, alguns flavonoides, cafeina, acido
eicosapentanoico e combinacdo de antioxidantes, exercem um efeito preventivo contra
o0s danos induzidos pelos raios UV sem efeitos adversos. Os mecanismos de acdo sao
muito variados, afetando as diversas vias de sinalizacdo resultando em atividades

antioxidante, anti-inflamatdria e imunomodulatéria (30).

3.2 Fotoprotecdo

A funcdo priméria de um produto filtro solar é proteger a pele contra os efeitos
nocivos da energia solar. Para fornecer essa protecdo, os produtos contém ingredientes
ativos capazes de absorver, refletir ou dispersar a radiacdo UV que é incidente sobre a
pele, interceptando-a antes que possa penetrar na pele e causar danos (31).

A protecdo contra os fotons de alta energia da radiacdo UVB é necesséria para
evitar o eritema e as queimaduras solares. O fotoenvelhecimento, por outro lado, é
causado principalmente pela radiacdo de baixa energia UVA. Assim, os novos filtros
solares sdo produtos que tém procurado prevenir, combater e até mesmo reparar danos

na pele induzido por radiagdes ultravioletas (32).

A protecdo contra ambos os tipos de radiagdo € considerada de fundamental
importancia na prevencdo ao cancer de pele. No Brasil, que possui elevada incidéncia
de raios ultravioletas, o cancer de pele do tipo ndo-melanoma é o mais incidente. O
melanoma, que representa 5% de todos os tipos de cancer de pele, apresenta uma

elevada letalidade devido a capacidade de gerar metastases (33).

Filtros solares podem ser divididos em dois tipos: filtros quimicos (organicos) ou
fisicos (inorgénicos). Os filtros quimicos podem ser subdivididos em filtros-UVA

(absorvendo apenas radiacdo UVA), filtros-UVB (absorvendo apenas radiacdo UVB) e



filtros de amplo espectro (absorvem radiagcdo UVA e UVB). Os filtros fisicos

disponiveis também sdo classificados como filtros de amplo espectro (34).

Os filtros orgénicos sdo moléculas que interferem na radiacdo incidente pelo
mecanismo de absor¢do, pois o filtro atua como um croméforo ao absorver um féton de
energia e evoluir para um estado excitado. Ao retornar para o estado nao excitado,
ocorre liberacdo de energia num comprimento de onda mais longo, na regido do visivel
ou infravermelho. Esse processo pode repetir-se varias vezes num fendmeno de
ressonancia (6). Os filtros fisicos ou inorganicos séo representados por dois 6xidos ZnO
e TiO,. Estes formam um filme opaco sobre a pele e tém a capacidade de refletir ou

espalhar a radiacdo UV (35).

Para que a acdo do protetor solar seja completa € 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 protecdo efetiva. A dosagem estabelecida

para a eficacia fotoprotetora é de 2 mg/cm? (31).

Os primeiros estudos para mensurar a eficacia fotoprotetora tiveram inicio entre
1940 e 1950. Estes trabalhos levaram aos conceitos de dose eritematosa minima (DEM)
e fator de protegdo solar (FPS). A Dose Eritematosa Minima (DEM) é definida como a
menor dose de raios ultravioleta (UV), ou seja 0 menor tempo de exposicdo (em
minutos), que produz o primeiro eritema perceptivel inequivoco com fronteiras
definidas aparecendo sobre a maior parte do campo de exposicao a radiacdo UV, de 16 a

24 horas ap0s a exposicao a radiacdo UV (36).

A DEM na pele desprotegida é referida como 'DEMnp' e DEM na pele protegida
¢ referido como ‘DEMp’. O valor individual do Fator de Prote¢do Solar de um produto
é definido como a razéo entre a DEM na pele protegida sobre a DEM na pele nédo
protegida (36).

FPS = DEMp / DEMnp

Apesar dos filtros solares serem utilizados desde 1930, somente em 2002 foi
assinado o primeiro acordo para padronizacdo da metodologia que avalia a eficacia

fotoprotetora, que é o método in vivo do FPS (36).
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A classificacdo da cor da pele de um individuo pode ser feita pela classificacdo
dos fototipos cutaneos de Fitzpatrick. Os fototipos referem-se a cor da pele que pode ser
classificada de forma constitutiva (determinada por fatores genéticos) ou facultativa
(determinada pela exposicdo ao sol, envelhecimento e horménios). E uma classificagio

empirica a partir da capacidade de cada pessoa de se bronzear e sua sensibilidade e

tendéncia a ficar vermelha. S&o seis fototipos: | — Branca, sempre queima e nunca
bronzeia (Muito sensivel ao Sol); Il — Branca, sempre queima e bronzeia muito pouco
(Sensivel ao Sol); 1l — Morena clara, queima e bronzeia moderadamente (Sensibilidade

normal ao Sol); IV — Morena moderada, queima pouco e sempre bronzeia
(Sensibilidade normal ao Sol); V — Morena escura, queima raramente e sempre bronzeia
(Pouco sensivel ao Sol) e VI — Negra, nunca queima e totalmente pigmentada
(Insensivel ao Sol).

Para a determinacdo do valor do FPS, um grupo de 10 a 20 voluntérios, de
fototipos de I a Il pela classificacdo de Fitzpatrick, sdo submetidos a doses progressivas
de radiacdo emitidas por uma fonte artificial de luz em éreas de pele protegida e ndo
protegida pelo protetor em estudo, aplicado na quantidade de 2 mg/cm?. Apés cerca de
16 a 24 horas da exposicdo, € realizada a leitura da DEM nas duas areas e calculada a
sua razdo, que € o valor do FPS. (6). Esta metodologia é adotada pelo FDA (Food and

Drug Administration) e pelo COLIPA (European Cosmetic and Toiletries Association).

A RDC 237 de 2002 da ANVISA determina que o valor de FPS de um produto
seja determinado aplicando ou a metodologia do FDA ou da COLIPA (ANVISA), cujas
principais diferengas entre as monografias sdo: nimero de voluntarios, produto FPS
padrdo, progressdo de doses e leitura da DEM (6). Apesar dessas diferencas, as

metodologias produzem resultados de FPS equivalentes.

Apesar de ser o0 méetodo aceito para determinar a eficacia fotoprotetora de um
produto, existem algumas controvérsias quanto ao método do FPS e sua aplicabilidade.
Devido a utilizagdo de um marcador biolégico, que € a medida do eritema, este ensaio
pode sofrer variagdo em seus resultados. Em trabalho da COLIPA concluiu-se que 0s
parametros-chave para assegurar a validade do método sdo a quantidade e a forma de

aplicacdo do produto (6).
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E importante ressaltar que o método do FPS aplica-se a protecdo a radiacdo
UVB. Em relagdo a radiacdo UVA ndo existe uma metodologia internacionalmente
aceita, mas ja é clara a necessidade de rotular os produtos quanto a este tipo de protecéo.
Os métodos in vivo que mensuram a protecdo UVA sdo: IPD (pigmentacdo persistente
imediata), PPD (pigmentacdo persistente permanente) e PFA (fator de protecdo UVA).
A diferenca entre o teste in vivo do FPS para a protecdo UVA é o espectro da fonte de
luz e o desfecho de pigmentag&o medido (37).

Os ensaios atualmente disponiveis para mensurar protecdo UVA ndo tem
relevancia para o consumidor visto que as informacGes obtidas sdo pertinentes as
condicdes experimentais testadas. Para realizacdo deste ensaio, 0 comprimento de onda
referente a radiacdo UVB é filtrado, resultando num espectro parcial que emite apenas
radiagdo UVA. Este espectro resulta num perfil de absorcdo da radiagdo diferente do
observado quando o espectro é completo (290-400nm), o que seria mais adequado para

avaliacdo do produto e uso pelo consumidor (37).

As principais inovacdes em fotoprotecdo nos anos recentes tém sido destacadas
duas categorias: 1) a introducao de novos ingredientes em tradicionais protetores solares
topicos, e 2) a utilizacdo de formulagdes orais para proporcionar fotoprotecao sistémica
(30).

Uma das tendéncias no desenvolvimento de formulacGes fotoprotetoras é a
reduzida concentracdo de filtros quimicos que ainda apresentem elevada protecédo frente
as radiacbes UVA e UVB. Tal fato se deve ao surgimento de eventos adversos
ocasionados pelo uso topico destes compostos ou formulagcbes e mesmo por sua
absorcdo cutanea, o que compromete a eficacia fotoprotetora (38).

Apesar das fortes evidéncias dos beneficios do uso regular de fotoprotetores,
algumas controvérsias sobre a sua utilizagdo tém sido relatadas: dermatite de contato,
fotoinstabilidade, toxicidade, influéncia na sintese de vitamina D, absorcdo sistémica,

atividade hormonal e mutagenicidade (32).

Estes produtos possuem formas de apresentacdo diversas, sendo encontrados na
forma de logdes hidroalcodlicas, 6leos, géis oleosos, emulsdes 6leo em agua (O/A),
emulsdes agua em Oleo (A/O), bastbes e aerossois, entre outras. Dentre todas estas

formas de apresentacédo, as emulsdes sdo aquelas que apresentam fotoprotecdo superior
11



(28). As principais queixas na utilizacdo diaria destes sdo: sensacdo de pele pegajosa ou
oleosa, sensacgéo de calor ou suor cutaneo, percepcao de aumento da incidéncia de acne

e dificuldade de utilizacao diéria (39).

3.3 Uso de antioxidantes e flavonoides em formulagdes fotoprotetoras

Os flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios de plantas formados
estruturalmente por um esqueleto do tipo cromano com um substituinte fenil na posigéo
C2 ou C3. Podem ser hidroxilados em diferentes posicGes e conter aclcares ligados,
comumente na forma de C- ou O-glicosideos. Os acucares geralmente encontrados séo
glucose, ramnose, galactose e arabinose, sendo também frequentes os dissacarideos
(40).

O termo glicosideo é aplicado quando na presenca de um ou mais grupamentos
de acucares e glucosideo se este for uma unidade de glucose. Quando nenhum acucar
estd presente € aplicado o termo aglicona. A classificacdo e nomenclatura desta classe

ndo sdo simples e esta relacionada & estrutura quimica dos compostos (40).

A estrutura geral de um flavonoide esta representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura geral e padrdo de numeracao para flavonoides (41).

A subdivisdo dos flavonoides é baseada no carbono de ligacdo do anel B com o
anel C e no padrédo de oxidacdo do anel C. Os grupos cuja ligacdo entre os anéis B e C
da-se pelo C2 sdo os flavanois, flavanonas, flavonas, flavonois e antocianinas. Quando a

ligagdo da-se pelo C3 tém-se as isoflavonas (42).

A absorcdo na regido do ultravioleta € uma das premissas para utilizacdo de

flavonoides como fotoprotetores. O espectro da aglicona em geral apresenta dois
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maximos de absorcao: a banda | entre 240 e 285nm (corresponde ao anel A) e a banda Il
entre 300 e 550nm (corresponde ao anel C). A intensidade relativa destes méximos dao

informacdes valiosas sobre a natureza dos flavonoides e seu padréo de oxidagéo (43).

Quando o maximo é observado na banda | geralmente a estrutura corresponde a
dihidroflavonas, dihidroflavonois ou isoflavonas. Quando o maximo € observado na
banda Il geralmente sdo chalconas, auronas ou antocianinas. Mudanc¢as no padrdo de

substituicdo também geram alterac@o no espectro de absorcédo ultravioleta (43).

Devido a semelhanca estrutural dos flavonoides com os filtros quimicos,
adicionalmente as suas propriedades antioxidantes e a similaridade entre seus espectros
de absorcdo na regido da radiacdo UV, tais compostos de origem natural sdo passiveis

de exercer atividade fotoprotetora (38).

Os flavonoides tém um namero varidvel de hidroxilas fenolicas na sua estrutura
quimica e sdo excelentes quelantes de ferro e de outros metais de transicdo, tornando-os
antioxidantes mais eficientes. Consequentemente, desempenham um papel essencial na

protecdo do organismo contra o dano oxidativo. (30).

Os mecanismos relacionados a capacidade fotoprotetora de flavonoides e
compostos fenolicos baseiam-se em atividades decorrentes de sua estrutura quimica: a
capacidade de absorcdo na regido do ultravioleta, a inibicdo da geracdo 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 diferenciacao
celular (44; 30).

O envelhecimento cutaneo é um processo bioquimico de multiplas etapas onde
estdo envolvidos radicais livres e espécies reativas de oxigénio. A radiacdo UV pode
estimular a producdo destas espécies na pele e os flavonoides tém capacidade para

neutralizar este efeito (45).

A Quercetina é considerada o flavonoide com a mais potente propriedade
antioxidante e potencial fotoprotetor, devido ao padrao de hidroxilacdo da molécula. Ha
poucas pesquisas sobre os seus efeitos fotoprotetores, mas algumas formulacGes topicas

contendo quercetina inibem o dano induzido pela radiagdo UVB em animais (30).
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Em virtude destas atividades, diversos trabalhos tém procurado incorporar
matérias primas vegetais ricas em flavonoides a bases cosmeticas com intuito de
fotoprotecdo. Podem ser citados: acerola (46), Passiflora incarnata, rutina (38),
Culcitium reflexum (47), extrato de vinho a partir de uvas Jacquez (48), Calendula

officinalis (49), propolis (50) pistache (51), entre outras.

34 Cerrado e espécies nativas

O Cerrado ocupa uma area de 204 milhdes de hectares, o equivalente a
aproximadamente 23,9% do territério brasileiro. O clima dominante na regido é o
tropical-quente-sublimido, caracterizado por forte estacionalidade das chuvas,
temperatura média anual de 21,3 a 27,2°C. A regido do Cerrado se destaca do ponto de
vista hidroldgico, pois 12 das grandes regides hidrogréaficas brasileiras recebem agua de
rios que nascem neste bioma, e ambiental, pois o Cerrado tem a segunda maior

diversidade do planeta, superado apenas pela Amazonia (52).

Infelizmente, metade deste bioma j& foi devastado ou alterado pelo homem e
apenas 11% do seu territorio é protegido por lei. Quase toda a regido desmatada deste
bioma hoje é ocupada por pastagens e plantacdes e corresponde a cerca de 50% dos

gréos e 40% da carne bovina produzida no pais (53).

Grande parte da flora deste bioma ainda carece de estudo, tanto por parte da
distribuicdo geogréafica das espécies, quanto por parte dos constituintes quimicos. Um
dos objetivos deste trabalho é contribuir com o enriquecimento literario-cientifico sobre
espécies nativas deste bioma.

Foram selecionadas espécies nativas do Cerrado que apresentassem relatos de
atividade antioxidante e presenca de compostos fenolicos ou flavonoides, substancias
estas passiveis de exercer acdo fotoprotetora; sendo escolhidas quatro espécies: Annona

crassiflora Mart., Campomanesia adamantium, Caryocar brasiliense e Vitex cymosa.

O araticum (Annona crassiflora Mart.) pertence a familia Annonaceae e
popularmente é conhecido como marolo ou pinha-do-cerrado. A familia Annonaceae
compreende aproximadamente 120 géneros com cerca de 2000 espécies. Ocorre no

Cerraddo, Cerrado strito sensu e Campo Rupestre que estdo distribuidos em varios
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estados brasileiros, abrangendo as regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Os
frutos possuem excelente sabor, aroma e qualidade nutritiva, sendo muito consumidos
in natura, e apresentam rendimento médio de 55% a 65% em polpa, com potencial para
a sua utilizacdo na forma processada como polpa congelada, sucos, geleias e sorvetes
(54).

A familia Annonaceae ¢é frequentemente relatada pela presenca de alcaloides,
sendo que nas folhas de araticum ja foram identificados duas aporfinas (anonaine e
xilopina), um fenantreno (anoretina) e uma benzilisoquinolina (romucosina) (55).
Popularmente, é utilizado para o tratamento de doenca de Chagas e estudo com o
extrato etanolico da casca apresentou atividade anti-leishmania e anti-tripanossoma
(56).

Na analise do fruto do araticum, um estudo que comparou a presenca de
compostos fendlicos e atividade antioxidante na casca, semente e polpa deste, foi
detectado maior teor fendlico e atividade antioxidante na semente do fruto. Como

melhor solvente extrativo para esta atividade, foi estabelecido o etanol (57).

O mesmo grupo de pesquisa também identificou as substancias presentes nas
partes do fruto que apresentaram esta atividade através da técnica de espectrometria de
massa por ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), sendo detectados 0s seguintes
constituintes: &cido malico, &cido ascérbico, acido cafeico, acido quinico, &cido

ferulico, xantoxilina, &cido cafeoil-tartarico e rutina (58).

O extrato bruto etan6lico desta espécie ndo demonstrou atividade larvicida frente
a Artemia salina, mas as fracGes obtidas apresentaram ICs, classificado como toxico
para a larva (ICsp < 1000 ug/mL). Tanto os extratos brutos quanto as fracGes obtidas

para esta espécie apresentaram reacao positiva para presenca de acetogeninas (59).

Nas folhas de Annona crassiflora foram encontrados os seguintes flavonois:
campeferol-3-O-galactosideo, campeferol-3-O-glucosideo, campeferol-3-O-arabinose-
glucose,  quercetina-3-O-arabinosideo,  quercetina-3-O-arabinosilarabinosideo e
quercetina-3-O-arabinosilgalactosideo (60). As folhas avaliadas através do teste de
micronucleos em camundongos apresentaram atividade antimutagénica e auséncia de

atividade mutagénica, sendo estas atribuidas aos flavonoides presentes (61).
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As sementes de araticum apresentaram elevado conteudo de fitosterois, sendo
identificados: campesterol, estigmasterol ¢ p-sitosterol, sendo este em maior
concentracdo. Além destes, tocoferdis e &cidos graxos saturados e insaturados,

principalmente o acido palmitico e o acido estearico, respectivamente (62; 63).

A guavira, também conhecida por gabiroba, gabiroba-do-mato ou gabiroba do-
cerrado, possui como nome cientifico Campomanesia cambessedeana e sinonimia
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg. (64). E uma espécie arbustiva, da
familia Myrtaceae, cujos frutos sdo redondos, de aroma citrico, com coloragdo variando
entre o verde e o amarelo, e sdo utilizados na fabricacdo de sucos, licores e doces (14;
64).

A polpa dos frutos apresentou elevado teor de 4cido ascorbico (234 mg.100g™) e
presenca de a-pineno, limoneno e -z-ocineno no 6leo volétil (14). Foram encontrados
diferentes compostos fendlicos no extrato etanolico das folhas, predominando entre
estes as flavonas e chalconas (15), sendo demonstrada atividade antioxidante para estes
extratos (15; 65). Os frutos apresentaram atividade antimutagénica e foram encontrados
0s seguintes constituintes fendlicos: catequina, etil-galato e propil-galato (66).

Nas folhas foram identificadas 5 flavanonas e 2 chalconas, porém estas
substancias ndo apresentaram atividade antimicrobiana. (64). Nesta porgdo foram
obtidos e identificados os seguintes compostos: miricitrina, miricetina e quercetina. Para
estas substancias, bem como para a fracdo isolada foram demonstradas as seguintes
atividades bioldgicas: antinociceptiva e anti inflamatéria devido a efeitos
imunomodulatérios sobre dxido nitrico, TNF-a e interleucina-10, e também efeito anti
edematogénico (67). Em outra espécie do mesmo género, o extrato hidroalcoolico das
folhas de Campomanesia eugenioides, apresentou atividade contra Candida spp (68).

A espécie Caryocar brasiliense Cambess., da familia Caryocaraceae, é
conhecida popularmente como pequi, pequid, pequi-do-cerrado ou piqui. O nome vulgar
vem do tupi, py (pele, casca) + qui (espinho), casca espinhenta, decorrente dos espinhos
do endocarpo lenhoso ou caroco. E uma espécie arbdrea de tronco tortuoso, ocorrendo
nos biomas do Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica. Os frutos e as améndoas podem ser
consumidos in natura, e da polpa também séo preparados licores (69).

Em analise do 6leo de pequi, tanto de polpa quanto de améndoa verificou-se a

sua relevancia para aplicagdo em emulsGes cosméticas, por apresentar em sua
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composicao acidos graxos essenciais para hidratacdo cutanea e pelo pH se aproximar ao
da pele (4,6 —5,8) (70). Além disso, 0 mesmo apresenta potencial antioxidante devido a
seus constituintes fendlicos e carotenoides (16).

A composi¢do em acidos graxos do 6leo fixo da améndoa de pequi indicou a
presenca dos acidos: oleico (57,15%), palmitico (35,53%), estearico (4%) e linoleico
(2,38%). A aplicacdo topica deste Oleo, foi capaz de reduzir a inflamagdo tdpica e

acelerar o reparo de feridas cutaneas (71).

Em analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrdometro de massas
foram identificados os principais componentes dos aromas volateis do fruto que sdo:
etil-hexanoato e etil-octanoato, tetrahidrofurfurilalcool, butanoato de etila, palmitato de

butila, estearato de isobutila, acido 3-metilvalérico e fenilacetaldeido (72).

Na polpa de pequi foram identificados os carotenoides majoritarios violaxantina,
luteina, zeaxantina, ¢ minoritarios: B-criptoxantina, [-caroteno e neoxantina (73). A
casca do pequi demonstrou excelente atividade captora de radicais e potencial para
inibir a peroxidagéo lipidica. Os constituintes fendlicos encontrados nesta por¢do do
fruto foram: acido galico, acido quinico, quercetina, e quercetina 3-O-arabinose

possivelmente explicam sua maior atividade antioxidante (74).

As folhas de pequi apresentaram capacidade de inibir a proliferacdo de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, atividade antioxidante semelhante a da

rutina e da vitamina C (75) e boa atividade moluscicida (76).

Em outras espécies da familia Caryocaraceae, como Caryocar coriaceum
Wittm., também foram identificados flavonoides e compostos fendlicos: acido gélico,
acido clorogeénico, acido cafeico, rutina e quercetina; sendo observado moderado efeito
antimicrobiano para esta espécie (77). O 6leo desta espécie também apresentou efeito

benéfico na cicatrizacdo de feridas e Ulceras gastricas (78).

O taruma pertence a familia Verbenaceae, especie Vitex cymosa Bertero ex
Spreng, sendo conhecido popularmente como tarumeiro, taruma-do-alagado, taruma-
guagu, taruma-do-igap0, azeitona-do-mato e jaramantaia. Ocorre na regido Amazonica e
no Brasil Central até Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul em matas ciliares. E

particularmente frequente nas varzeas do pantanal mato-grossense. Os frutos globosos
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apresentam baixo valor energético 39,6 kcal/100g e possui como principais minerais

potéssio, fasforo e ferro (79).

Em estudo comparativo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH, foi
observado para o fruto do tarumd, que as sementes, a casca e a polpa do fruto
apresentam diferencas entre o melhor solvente extrativo para os compostos fendlicos do
fruto, sendo que para a polpa e semente foi a 4gua e para as cascas foi o etanol. O
estudo demonstrou que a casca do fruto apresenta elevado conteudo de fendis totais,
porém este ndo esta relacionado a atividade antioxidante da espécie (10).

Nos frutos de taruma foi encontrado o &cido di-cafeoilquinico (80). O 6leo fixo
extraido dos frutos mostrou-se em &cidos graxos, ésteres de acidos graxos, aldeidos e
butanolidos, notando-se auséncia de terpenoides que geralmente apresentam efeito
antimicrobiano. Apesar disto, este foi ativo contra espécies de Candida e

Staphylococcus, provavelmente devido a presenca dos butanolidos (81).

Nas cascas do caule foram isolados ecdiesteroides, comuns no género Vitex (82)
e o0 extrato metanolico dos ramos apresentou efeito inseticida (83). Nas folhas foram
encontrados iridoides: tarumal, viteoide e agnuside (84), flavonoides (vitexina,
orientina, iso-orientina, caempeferol, luteolina, 3’-O-metil-luteolina, pachipodol e
apigenina) e diversos triterpenos. Na avaliagdo de atividade bioldgica, todos os extratos
exibiram atividade antinociceptiva (85).
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Investigation of the photoprotective potential of native extracts from Cerrado
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Abstract

Ultraviolet radiation is the principal cause of skin damage, and the use of products that
block this radiation can minimize injuries and prevent burns, aging and skin cancer.
Antioxidants and flavonoids have been studied as an alternative for increasing the
photoprotection and native Cerrado species such as Annona crassiflora Mart, Caryocar
brasiliense Camb, Campomanesia adamantium and Vytex cymosa Bert have been
reported in the literature by the presence of these compounds. These species were
selected for the investigation of their photoprotective potential, and the species Annona
crassiflora (EAC) and Caryocar brasiliense (ECB) were selected by their promising
potential and were submitted to a chemical study in order to identify the possible active
compounds, which were identified as flavonoids. These extracts were incorporated into
formulations and the SPF was determined in vitro (by spectrophotometry) and in vivo as
well as the acute dermal toxicity. The in vitro SPF from EAC was 10.66 + 0.94 and 0.21
+ 0.02 after incorporation into the formulation. The ECB presented a in vitro SPF 22.21
+ 0.07 and 0.22 + 0.04 when incorporated in the formulation. The activities were
correlated to the presence of flavonoids in both extracts. The formulations with
embedded dermal extracts tests showed no toxicity in vivo, being obtained in the EAC
formulation SPF 1.5 and in the ECB formulation SPF 2. In conclusion, the SPF of the
extracts was higher than those of formulations and incorporated the in vitro can be
correlated with those obtained in vivo.
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1. Introducéo

A radiacdo solar corresponde a energia emitida pelo Sol, transmitida sob a forma
de radiacdo eletromagnética. Considerando o espectro eletromagnético, a radia¢do solar
é transmitida na forma de radiac&o ultravioleta (100-400nm), luz visivel (400-700nm) e
infravermelho (acima de 700nm). Esta radiacdo ultravioleta natural € a principal
responsavel por lesdes cutaneas, envelhecimento cutdneo precoce e cancer de pele,
consequéncia da exposic¢do frequente e prolongada das pessoas a radiacao solar, seja por
lazer ou por atividades profissionais (1)

Os filtros solares sdo capazes de bloquear/minimizar o acesso da radiacdo
ultravioleta a pele, sendo eficazes na minimizacdo dos efeitos nocivos, especialmente
com a prevencao do desenvolvimento de cancer de pele (2). O efeito fotoprotetor pode
ocorrer de forma passiva e/ou ativa. A protecdo passiva consiste nos mecanismos de
reflexdo ou absorcdo da radiacdo, que sdo exercidos pelos filtros fisicos e quimicos. A
protecdo ativa ocorre quando substincias como os antioxidantes inibem espécies
reativas de oxigénio ou radicais livres e, neste sentido, a adicdo de antioxidantes
sintéticos ou naturais as formulacdes de filtros solares, ou ainda, a adicdo de extratos
vegetais com reconhecida atividade antioxidante, torna-se de fundamental importancia,

uma vez que podem potencializar o efeito fotoprotetor deste tipo de cosmético (3).

Os constituintes fendlicos e os flavonoides possuem reconhecida acéo
fotoprotetora e antioxidante (4), sendo esta atividade resultante da sua estrutura quimica
e propriedades redutoras, uma vez que podem agir neutralizando ou sequestrando
radicais livres e quelando metais de transicdo, inibindo a etapa de iniciagdo e/ou
propagacéo da oxidacéo (5).

Estudos que agregam extratos vegetais ricos em flavonoides a protetores solares
vém sendo desenvolvidos no sentido de potencializar o efeito fotoprotetor destes
cosméticos, sendo que alguns trabalhos ja mostraram resultados promissores (6; 7; 8).
Considerando que o Cerrado brasileiro possui uma rica diversidade de espécies em sua
flora produtoras de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e carotenoides (9;
10; 11;12), foi objetivo deste estudo avaliar o potencial de extratos de espécies nativas
deste Bioma como aditivos a formulacdo de um filtro solar, visando a potencializa¢do

do efeito fotoprotetor.
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2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal

As espécies vegetais foram selecionadas com base em revisdo na literatura de
espécies nativas do Cerrado que apresentassem relatos de teor de constituintes fendlicos
e flavonoides e também atividade antioxidante. As espécies selecionadas foram
coletadas no municipio de Campo Grande, MS, na Estancia Alegria, situada na Estrada
das Trés Barras, quilometro nove, 20°38’S e 54°31’WO, nos periodos entre outubro e

novembro de 2012, devido ao periodo de floracdo das mesmas.

Apols a identificacdo botanica, exsicatas correspondentes a cada uma das
espécies foram depositadas no Herbario CGMS da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), cujos registros foram: Vitex cymosa (40580), Campomanesia
adamantium (40581), Caryocar brasiliense (40582) e Annona crassiflora (40583).

2.2 Preparo dos extratos vegetais

Foi realizada uma triagem inicial com as partes dos frutos (casca, polpa e
semente) e com as folhas e flores de cada espécie, sendo que as folhas foram
selecionadas para estudo devido a facilidade de obtencdo e ao melhor rendimento
extrativo. As folhas de cada espécie foram separadas manualmente e secas em estufa
ventilada a 40°C por trés dias. Em seguida, foram trituradas em liquidificador e o po
obtido constituiu a droga vegetal. 200g de cada droga vegetal foi extraida por
maceracdo com etanol absoluto 1:20 (p/v) durante trés dias a temperatura ambiente (25
* 2 °C). Os extratos obtidos foram concentrados em rotaevaporador e armazenados sob-
refrigeracao.

2.3 Selecdo do(s) extrato(s) com potencial fotoprotetor

A fim de determinar os extratos de maior potencial fotoprotetor foram realizados
0s ensaios de: determinacdo do comprimento de onda méaximo de absorcéo dos extratos
(Amax), teor de flavonoides totais (TFT) e atividade antioxidante (AA). As espécies que
apresentaram melhores resultados nestas analises foram escolhidas para realizacdo de
estudo quimico direcionado a identificagcdo de flavonoides e para incorporagdo num

creme dermatologico fotoprotetor.
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2.3.1 Determinac¢io do comprimento de onda maximo de absor¢io (Amax)

O Amax dos extratos diluidos (Concentracdo de 50mg solidos/L) foi realizado
apo6s varredura em Espectrofotémetro Thermo Scientific® Evolution 60 entre o0s
comprimentos de onda de 200 a 400 nm, com intervalos de 5nm utilizando etanol

absoluto como branco (13).
2.3.2 Teor de flavonoides totais (TFT)

O TFT dos extratos foi determinado segundo metodologia adaptada da
Farmacopeia Francesa (14) em Espectrofotdmetro Thermo Scientific ® Evolution 60.
0,3g de droga vegetal foram extraidos (2x20mL) com Etanol:Agua 60% formando a
Solucdo-Mée (SM Vf = 50mL). Aliquotas de 1mL da SM foram diluidas (10mL) de
duas formas: apenas diluida com metanol ou complexada com AICl; (1mL). As
absorbancias das solugdes diluidas foram lidas a 413nm, e o valor da absorbancia da
solucdo diluida foi subtraido do valor da absorbancia da solucdo complexada. Foi
realizada uma curva de calibragdo com a rutina nas concentragcdes de 37,5; 75; 112,5;
150; 187 e 225 mg.L™. O TFT foi expresso em rutina (mg flavonoide/g de planta seca).

Esta metodologia foi validada quanto a linearidade e a precisdo intermediaria.
2.3.3 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante (AA) foi mensurada pelo método de sequestro do
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (15). Foram utilizados os extratos
diluidos (Concentracdo de 50mg sdélidos/L). Em microplacas, 40uL dos extratos
diluidos, do padrédo (quercetina) ou do branco (metanol) foram adicionados de 250uL de
DPPH (40pg/mL) e foram incubados por 25 minutos no escuro. A absorbancia foi lida a
517nm. O percentual de sequestro de radicais livres (SRL) foi mensurado pelo
decaimento da absorbancia da amostra (A.m) em relacdo ao controle (A.) pela seguinte

equacéo:
% SRL = [Ac — Aam / Ac] *100
2.4 Estudo quimico direcionado a identificacédo de flavonoides

As espécies Annona crassiflora (EAC) e Caryocar brasiliense (ECB) foram

selecionadas para estudo quimico direcionado a identificacdo de flavonoides.
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Inicialmente, a andlise cromatografica destes extratos foi realizada empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de rearranjo de diodos
(CLAE-DAD) (Cromatdgrafo Liquido Dionex® Ultimate 3000 equipado com detector
de rearranjo de diodos 3000 RS, bomba Ultimate 3000 e software Chromeleon® 7.1). A
coluna utilizada foi de fase reversa modelo Acclaim™120 C18 (5 um, 120 A, de
dimensdes 4,6x250mm) com pré-coluna Acclaim 120 C18 (5 um, de dimensGes
4,3x10mm) da marca ThermoScientific®.

Os extratos EAC e ECB foram diluidos em metanol e 20 pL destes foram
submetidos a um gradiente exploratério de 30 minutos, sob vazdo de 1 mL min™,
utilizando-se como fase moével H,O (pH 3,0, ajustado com &cido o-fosforico):
acetonitrila (95:5, v/v) até acetonitrila 100%. Foram realizados testes para estabelecer
as melhores condicBes cromatogréficas de fase mével, fluxo e tempo de eluicdo para os
extratos, visando a identificacdo de componentes com perfis de flavonoides, avaliado
pela obtencdo dos espectros ultravioleta dos componentes dos extratos pelo detector
DAD.

A fim de identificar as estruturas quimicas dos flavonoides presentes nos
extratos, um novo extrato de cada espécie foi preparado. 20 g de folhas de Annona
crassiflora e Caryocar brasiliense foram extraidas com etanol por maceragdo a
temperatura ambiente (25 + 2 °C), por trés dias. Os extratos foram filtrados e o residuo
extraido exaustivamente com etanol, sendo os filtrados reunidos e concentrados a secura
por evaporacdo. Os extratos foram submetidos a particdo com metanol:agua 9:1 (v/v)
(500mL), hexano (3x150mL), cloroférmio (3x150mL) e acetato de etila (3x150mL). As
fases obtidas (hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidrometandlica) foram
concentradas a secura e analisadas por CCDA, empregando placas de silica gel 60F 54,
revelador NP-PEG/Iuz ultravioleta e fase mdvel acetato de etila:metanol:acido férmico
4,5:1,5:0,1 (v/v/v) e padrdes quercetina e rutina.

As fases de ambos os extratos com indicativo de flavonoides nas CCDAs
reveladas com NP-PEG/UV foram submetidas a cromatografia em coluna (didmetro: 5
cm e altura: 30 cm) de Sephadex LH-20 (100um, Sigma) eluida com metanol. As
fraghes obtidas foram monitoradas por CCDA nas condic¢Oes citadas e selecionadas

aquelas que apresentaram indicativo de flavonoides.
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Para a identificacdo estrutural dos flavonoides, as amostras foram solubilizadas
em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg) ou metanol deuterado (CD3OD) e
submetidas as técnicas espectroscopicas de Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN **C) e DEPT 135° em espectrometro
Bruker DPX-300, a 300 MHz e 75 MHz para RMN de *H e *C, respectivamente,
localizado no Instituto de Quimica da UFMS. Como referéncia interna foram utilizados
os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para RMN de 'H e do solvente
e/ou tetrametilsilano (TMS) para RMN de **C.

2.5 Determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) por espectrofotometria no

ultravioleta

O Fator de Protecdo Solar (FPS) de EAC e ECB foi determinado por método
espectrofotométrico de Mansur (17) utilizando Espectrofotometro Thermo Scientific ®
Evolution 60. As amostras foram diluidas com etanol até a concentragdo de 0,2 mg.mL™
e realizada varredura na regido UVB e UVA com comprimento de onda entre 290 a 320
nm, em intervalos de 5nm. A leitura das amostras foi realizada em triplicata, utilizando

etanol como branco, sendo aplicada a equacao de Mansur para determinacdo do FPS:
FPS = FC x 2* 30 EE(A) x I(2) x Abs(}.)

Onde FC é o fator de correcdo (=10), EE é o espectro de efeito do eritema, |1 é 0
espectro de intensidade de energia solar, Abs é a absorbancia da amostra. Os valores de

EE x | sdo constantes e foram determinados por Sayre, 1979 (18).

Esta metodologia foi adotada para avaliar o FPS dos extratos e tambem das

formulagdes cosméticas desenvolvidas.
2.6 Formulacges estudadas

As formulacbes foram desenvolvidas a partir de creme ndo ionico (19) com
modificacfes. As matérias-primas e suas concentracdes estdo listadas na Tabela I. Para

fins comparativos, um extrato de rutina foi produzido e incorporado a uma formulacéo.
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Tabela I. Componentes das formulag6es estudadas

Quantidade dos componentes nas formulagdes
Componentes

V FQ RUT CAC CCB FQAC FQCB

Fase A (%)

Solucéo conservante de metil,

propil, etil e butilparabeno e 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
fenoxietanol

EDTA 01 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Glicerina 3 3 3 3 3 3 3

Agua destilada (gsp 100g)

Fase B (%)

BHT 005 005 005 00 0,05 0,05 0,05
Triglicerideos caprico e caprilico 3 3 3 3 3 3 3
Propilenoglicol 3 3 3 3 3 3 3
Cera autoemulsionante aniénica 4 4 4 4 4 4 4
Monoestearato de glicerila 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Alcool cetoestearilico 6 6 6 6 6 6 6

Fase C (%)

Metoxicinamato de octila - 3,5 - - - 3,5 3,5
Benzofenona-3 - 2 - - - 2 2
Fase D (1mg de sélidos do extrato/g emulséo)

Extrato de Annona crassiflora - -

28,57 - 28,57 -
Extrato de Caryocar brasiliense - - - - 5,76 - 5,76

Extrato de rutina - - 5 - - - -

V (veiculo), FQ (formulagdo com filtros organicos), RUT (formulacdo com extrato de rutina),
CAC (formulacdo com extrato de Annona crassiflora), CCB (formulacdo com extrato de
Caryocar brasiliense), FQAC (formulagdo com filtros organicos e extrato de Annona
crassiflora), FQCB (formulacéo com filtros orgénicos e extrato de Caryocar brasiliense).
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2.6 Teste de toxicidade dérmica aguda e determinacdo do FPS in vivo em modelo

animal

Os testes de toxicidade dérmica aguda e determinagdo do FPS in vivo foram
aprovados pela Comissdo de Etica no uso de animais da UFMS, sob protocolo
477/2012. Foram utilizados camundongos (espécie Mus musculus linhagem Balb/C)
fémeas com peso de 30g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (12 animais)
e submetidos a um ciclo de luz claro/escuro 12h. Foram alimentados com ragéo

balanceada para ratos e camundongos (NUVITAL® CR1) e &gua ad libidum.

O teste de toxicidade dérmica (19) foi realizado com grupos de seis animais para
as seguintes formulacdes: veiculo, filtros orgénicos, extrato de Annona crassiflora
(10%), extrato de Caryocar brasiliense (10%) e extrato de rutina (5%). A tricotomia do
dorso foi realizada 24h antes da aplicacdo das emulsdes (20) e as reacdes (edema,
eritema ou escaras) foram observados nos tempos de 60 minutos, 24 horas, 72 horas e 7
dias.

A determinacdo do FPS in vivo foi realizada por adaptacdo da metodologia
utilizada em seres humanos (21; 22). Foi determinada a Dose Eritematosa Minima
(DEM) na pele ndo protegida (DEMnp) e na pele protegida (DEMp) com todas as
formulacdes produzidas. O FPS é calculado pela razdo entre a DEMp/DEMnp. Como
fonte de radiacdo, foi utilizada uma camara de radiacdo ultravioleta (fonte de luz
lampada fluorescente espectro de emissdo 400-700nm e lampada TL40W/12RS Philips
com espectro de emissdo 270-400nm).

Os animais também foram divididos em grupos (6 animais) e realizada a
tricotomia no dorso 24h antes do ensaio. Em cada animal, foi aplicada 2mg/cm? da
formulacdo na area depilada, e estes foram expostos em grupos a camara de radiacao
ultravioleta (distancia de 35cm da fonte de luz) para estabelecer a DEMp. O eritema foi
observado apds 20h e o ensaio foi repetido ap6s 10 dias em novo grupo de animais para

avaliar a repetibilidade intergrupo.
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2. Resultados
3.1 Selecéo do(s) extrato(s) com potencial fotoprotetor

Os resultados obtidos nas analises de selecdo do(s) extrato(s) com maior

potencial fotoprotetor estdo demonstrados na Tabela II.

Tabela Il. Comprimento de onda maximo de absor¢do no ultravioleta (Ana.); Atividade
antioxidante (AA) e Teor de Flavonoides Totais (TFT).

- Amax AA* - TFT - Precisao Y .
Espécie o (%SRL) TFT Intermediaria* TFT - Linearidade
Annona 5258+ 17767  oac,con ) 0,0024x +0,0376

iflora 360 0,80 +3/41 0,36 +6, 2

crassi , 9 (R? = 0,9996)
Campomanesia 26,09+ 7560 y =0,0031x - 0,0667
damanti 220 > 85 103 73,26 + 4,69
Caryocar 50,51+ 190,58 y =0,0024x +0,0376
brasil 280 593 42370 181,24+ 7,30
y = 0,0026x + 0,0203
Vitex cymosa 230 5%'226;1’ iof'gz 101,53 + 4,64
' =4 (R? = 0,9996)
. 58,91 +
Quercetina - 1,55 - - -

SRL - percentual de sequestro de radicais livres (%SRL); TFT expressos em rutina (mg de
flavonoide/g planta seca). *valores apresentados como média + desvio-padrado

3.2 Estudo quimico direcionado a identificacédo de flavonoides

A analise do potencial fotoprotetor dos extratos etanolicos das folhas de Annona
crassiflora, Campomanesia adamantium, Caryocar brasiliense e Vitex cymosa,
mostraram que os extratos de Caryocar brasiliense e Annona crassiflora apresentaram
resultados promissores quanto ao TFT e AA e também apresentaram capacidade de
absorcdo na regido ultravioleta de interesse (280-400nm), sendo, portanto, as espécies

selecionadas para estudo de identificagdo dos flavonoides.

As fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidrometanodlica dos extratos
etanolicos das folhas de Annona crassiflora e de Caryocar brasiliense foram avaliadas
por CCDA com revelador NP-PEG, sendo encontrados indicativos de flavonoides nas

fases cloroformica do extrato de Annona crassiflora (ACC) e acetato de etila do extrato
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de Caryocar brasiliense (CBA). O rendimento de cada fase obtido no processo de

particdo esta demonstrado na Tabela I1I.

Tabela 11l. Rendimento das fases obtidas no processo de particdo dos extratos de Annona
crassiflora e Caryocar brasiliense.

Fase Annona crassiflora Caryocar brasiliense
Fase hexanica 497,6 mg 1543 mg
Fase cloroférmica 1930,4 mg 769 mg
Fase acetato de etila 298 mg 945 mg
Fase hidrometandlica 421 mg 4470 mg

A fase ACC ap0s a cromatografia em coluna e andlise das fracfes obtidas por
CCDAJ/NP-PEG resultou na obtencao de trés fracdes positivas para flavonoides: ACC1
(22 mg), ACC2 (15 mg) e ACC3 (5 mg). A fase CBA apods a cromatografia em coluna e
andlise das fracdes obtidas por CCDA/NP-PEG resultou na obtencdo de duas fracdes
positivas para flavonoides: CBA1 (179 mg), CBA2 (6 mg).

A andlise destas fracdes por CLAE-DAD revelou que todas eram compostas
majoritariamente por flavonoides de esqueleto tipo flavonol ou flavona, o que foi

constatado pelos espectros ultravioleta de seus constituintes (Figuras 1 e 2).

absorbancia
Ve
A
|

—r7—7r— 777
240 260 280 300 320 340 360 380 400
comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro UV de substancia da fracdo ACC2.
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Figura 2. Espectro UV de substancia da fracdo CBA1.

Os espectros de RMN de *H e *C das fracdes ACC e CBA corroboraram com a
presenca de flavonoides glicosilados na composicdo dessas fragdes, sendo possivel
identificar por comparacdo com dados da literatura uma mistura de flavonois
glicosilados na fracdo ACC2 (quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo e quercetina-3-
O-B-D-glucosideo) e o flavonol quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosideo (conhecido
como guaijaverina) na fracdo ACC3 (Tabela V). Estes resultados vém complementar os
resultados previamente obtidos com o estudo quimico da fracdo hidroalcodlica das
folnas de um espécime de Annona crassiflora, que resultou no isolamento dos
flavonoides quercetina-3-O-p-D-glucopiranosil (1 — 6)-O-a-L-arabinosideo, conhecido
como peltatosideo, campeferol-3-O-p-D-galactopiranosideo (2), quercetina-3-O-p-D-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-p-L-arabinopiranosideo e também (-)-

epicatequina (23).
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Tabela IV. Dados de RMN de **C de ACC2 e ACC3 e comparagio com flavonéis da
literatura (*Miranda et al, 2012; "Shahat et al, 2005; °Fraisse et al, 2000).

RMN *C (CD,0D) RMN *C (DMSO-d,)
Quercetina- . Quercetina 3-
. 3-O-a-L- Quercetina O-a-L-
C Rutina . 3-O-p-D- ACC2 ACC3 el
ramnopiran b arabinopiran
1 a glucosideo F e
osideo osideo
158,98/
C-2 158,5 159,2 158,40 158,50 156,47 156,3
135,61/
C-3 135,6 136,2 135,60 135 41 133,71 133,6
179,49/
C-4 1794 179,6 179,40 179.45 177,39 177,4
C-5 162,9 163,1 163,00 163,06 161,24 161,1
C-6 100,0 99,8 99,80 100,04 99,09 98,7
C-7 166,3 165,9 166,00 166,45/ 165,41 164,6
1 1 1 166,38 1 1
C-8 94,9 94,7 94.70 94,82 93,81 93,5
C-9 1503 1584 159,00 19898 15616 1561
l I I 158,50 1 1
105,65/
C-10 105,6 105,8 105,70 105,57 103,57 103,7
122,87/
c-1 123,1 122,9 123,10 123,04/ 120,90 120,8
123,20
' 117,78/
C-2 117,7 116,3 117,50 117,55 115,76 115,6
Cc-3' 145,8 146,3 145,90 146,44 145,13 1449
C-4' 149,8 149,7 149,80 149,88 148,85 148,6
116,94/
C-5' 116,0 116,9 116,00 116,39/ 115,46 1153
116,02
C-6' 1235 122.,8 123,20 123,59 122,08 122,0
" 104,45/
C-1"G 104,6 104,30 104,35 101,57 1014
" 75,73/
C-2"G 75,7 75,70 75.03 70,84 70,7
c-3" 78,39/

G 78,1 79,10 78.12 71,79 71,6
C-4"G 71,3 71,20 71,22 66,24 66,0
C-5"G 77,1 79,3 77,27 64,46 64,2

70,01/
C-6"G 68,5 62,50 CH, 62,55CH,/
62,19 CH,
C-1R 102,4 103,5 103,55
C-2"R 72,0 71,8 71,92
C-3"R 72,2 72,0 72,04
73,27/
C-4"R 73,9 73,2 73.18
C-5"R 69,7 72,0 70,01
C-6"R 17,8 17,6 17,66

4(24); b(25); °(26). G = glucose; R = ramnose
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3.4 Determinacdo do FPS in vitro e in vivo e ensaio de toxicidade dérmica

Na avaliacdo da toxicidade dérmica das formulacGes pelo ensaio in vivo nao
foram observados efeitos adversos visiveis na pele dos animais do tipo de eritema,
escaras ou queimaduras. Os resultados obtidos na determinagéo do FPS in vitro e in vivo

estdo apresentados na Tabela V.

Tabela V. Dados de FPS obtidos para os estratos vegetais e formulagdes estudadas.

Amostra FPS in vitro* FPS in vivo
EAC 10.66 £ 0.94 -
ECB 22.21 +0.07 -

ER 27.71+£0.13 -

Veiculo 0,20 £ 0,02 0,0

FQ 7,05+0,22 7,0
RUT 0,26 £0,13 2,0
CAC 0,21 +0,02 15
CCB 0,22 £ 0,04 2,0
FQAC 6,61 +0,27 7,0
FQCB 7,04 £0,15 7,0

*valores apresentados como média + desvio-padrdo. EAC — Extrato de Annona crassiflora,
ECB — Extrato de Caryocar brasiliense, ER — Extrato de Rutina, FQ — Formulagdo com filtros
orgénicos, RUT — formulagdo com extrato de rutina, CAC — formulag&o com extrato de Annona
crassiflora, CCB — formulagdo com extrato de Caryocar brasiliense, FQAC — Formulacdo com
filtros orgénicos e extrato de Annona crassiflora, FQCB — Formulacdo com filtros orgéanicos e

extrato de Caryocar brasiliense.
4. Discussao

A absorcdo de uma substancia em regides diferentes do espectro ultravioleta é
resultante de sua natureza quimica, sendo que as plantas que se destacam por possuirem
uma ampla absor¢éo de radiacdo na regido ultravioleta sdo, em sua maioria, produtoras
de uma mistura complexa de compostos fenodlicos, tais como flavonoides, taninos e

antraquinonas (13). O extrato etandlico das folhas de Caryocar brasiliense apresentou
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banda de absor¢do méaxima proxima a 280nm, regido de radiacdo UVB, causadora de
eritema, que é um marcador bioldgico de danos a pele. (27). O extrato de Annona
crassiflora, apresentou banda de absorcdo méxima préxima a 360 nm, regido de
radiacdo UVA, cujos raios tém sido extensivamente relacionados ao cancer de pele,

fotoimunossupressao e fotoenvelhecimento (28).

A procura por ativos de origem vegetal ricos em substancias de nucleo
flavonoide tornou-se uma vertente em fotoprotecdo, visto que estes constituintes séo
formados por um ndcleo 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 (6; 29; 30).

A avaliacdo da capacidade de absorcdo de radiacdo na regido ultravioleta das
espécies estudadas demonstra que C. brasiliense e A. crassiflora apresentam
constituintes quimicos com capacidade de absorver no comprimento de onda da regido
ultravioleta. No estudo quimico adaptado a detecgdo/identificacdo dos flavonoides,
tanto os espectros UV, quanto de RMN de *H e *C apresentaram sinais compativeis

com esqueletos do tipo flavonol e flavona.

No estudo quimico do extrato de Caryocar brasiliense os espectros de RMN
indicaram tratarem-se de flavonoides glicosilados devido a presenca de sinais no
espectro de RMN de 'H entre 3,0 e 5,0 e no espectro de **C entre 60 e 104 ppm,
compativeis com hidrogénios e carbonos carbindlicos. Os flavonoides glicosilados
isolados do extrato etanolico das folhas de Annona crassiflora confirmam os dados
obtidos na avaliagdo do teor total de flavonoides, bem como com as atividades
observadas, pois se tratam de compostos capazes de exercer atividade antioxidante e de

ampla absorcdo na regido do ultravioleta.

O espectro ultravioleta de flavondis e flavonas apresenta duas bandas de
absorcdo na regido de 240-400nm, sendo a banda | (300-380nm) e banda Il (240-280
nm). A banda | esta associada & absor¢do da radiacdo UV pelo anel B do esqueleto
flavonoide, enquanto a banda Il esta associada a absorcdo pelo anel A da estrutura. A
banda I fornece informacdes sobre o tipo de esqueleto do flavonoide, bem como sobre o

seu padrdo de oxidacdo (33).
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Os espectros de UV obtidos pela analise por CLAE-DAD das fracbes ACCL,
ACC2 e ACC3, mostraram-se compativeis a flavondis glicosilados na hidroxila ligada
ao carbono-3, com méximo de absorcéo para a banda | do espectro de UV préximo a
360 nm. A analise das bandas | dos componentes das fracbes CBA néo foi conclusiva
quanto aos tipos de esqueletos de flavonoides que compdem estas fragdes, uma vez que
0 méximo de absorcdo foi proximo a 350 nm, podendo tratar-se de um esqueleto

flavonol glicosilado ou de uma flavona (33).

O TFT apresentado pelos extratos etandlicos das folhas de Annona crassiflora,
Caryocar brasiliense e Vitex cymosa foram proximos e podem ser relacionadas a
atividade de sequestro de radicais livres apresentada por estas espécies. Existem
diversos métodos para avaliar a capacidade de um extrato/substancia em promover a
atividade antioxidante, sendo que a metodologia adotada enfoca a captacdo de um

radical livre.

O organismo humano é capaz de defender-se contra os danos UV em virtude da
acdo de antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, mas a exposi¢do excessiva e
crbnica a radiacdes UV e outros radicais livres pode lesar esse mecanismo de defesa
natural (31). Estas moléculas atuam principalmente no espectro da regido UVA (320-
400nm), gerando protecdo contra danos moleculares no DNA e danos relacionados ao

estresse oxidativo celular (32).

O papel de substancias naturais em fotoprotecdo tem sido associado a
capacidade de absorcdo na regido do UVB e UVA, a habilidade de neutralizar radicais
livres e/ou compostos oxidantes e geracdo de mediadores quimicos que inibem os danos
causados pela excessiva exposi¢do a radiacdo solar. Ao longo do processo evolutivo é
notada a permanéncia da expressdo de genes que regulam o metabolismo de

constituintes como os flavonoides que exercem estas fungdes nas plantas (30).

Dentre os flavonoides, alguns requisitos estruturais chave sdo necessarios para
que a molécula apresente essa multiplicidade de atividades: grupo OH na posicdo 3
como em flavonois, dupla ligagdo em C2 e C3 e o grupo catecol em C3’ e C4’. Estes
requisitos sdo satisfeitos pela aglicona quercetina (30), sendo que esta aglicona esta
comprovadamente presente no extrato das folhas de Annona crassiflora, como
identificado na fragdo ACC3.
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As espécies estudadas apresentaram flavonoides em sua composicdo e quando
avaliados os extratos isoladamente, o FPS apresentado foi bastante promissor,
justificando sua incorporacdo em formulagGes cutaneas. Ap6s a incorporacdo, foi
observado um decréscimo no FPS in vitro, que pode ser devido as caracteristicas fisico-
quimicas do extrato e ao método de incorporacdo as formulagbes cosméticas. Vale
ressaltar que o método espectrofotométrico quantifica a capacidade absortiva na regido
UVB e pode ser que a maior parte das substancias encontradas absorvam mais na regiao
UVA (29). Outras espécies que também apresentaram potencial fotoprotetor e apos
incorporacdo em formulacdo cosmética tiveram um decréscimo de atividade podem ser
citadas como o Ginkgo biloba (35), extrato do vinho de uvas Jacquez (36) e a rutina
(37).

No ensaio in vivo, o FPS encontrado foi superior ao observado in vitro, atividade
esta que pode ser relacionada a capacidade de sequestro de radicais livres ou absor¢do
na regido UVA apresentada pelos flavonoides presentes nos extratos. Os beneficios da
incorporagdo de antioxidantes em fotoprotetores estdo relacionados diretamente a
capacidade de neutralizacdo de radicais livres e incluem reducdo do eritema, da
incidéncia de cancer cutaneo, do fotoenvelhecimento e de fotoimunossupressao, sendo
estas atividades biologicas estritamente relacionadas a protecdo contra a radiacdo UVA
(34).

5. Conclusdo

Conclui-se que as espécies A. crassiflora e C. brasiliense mostraram-se com
potencial atividade fotoprotetora, sendo que nas folhas de A. crassiflora foi identificado
o flavonoide guaijaverina, cuja aglicona apresenta acdo fotoprotetora; e nas folhas de C.
brasiliense os resultados sugerem a presenca de flavonoides com esqueleto do tipo
flavonol ou flavona. Sugere-se que estes extratos apresentem maior capacidade
fotoprotetora quanto a radiagdo UVA, pois 0 FPS in vitro: dos extratos foi superior ao
apresentado apds a incorporacdo nas formulacGes, porém o FPS in vivo apés a

incorporacgdo dos extratos foi superior ao observado in vitro.
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6. Anexos
6.1 Testes de controle de qualidade fisico-quimico e microbiol6gico

Foram realizados testes de controle de qualidade preliminar (periodo de 20 dias)
das formulages produzidas (1). Os testes de estabilidade fisico-quimica (Tabela 1)
avaliam a qualidade da formulacdo quanto a alteragdes reoldgicas e de separagdo de
fases. Pode-se observar que o pH manteve-se dentro dos limites adequados ao pH
cutaneo (entre 5,5 e 6,5). Quanto a estabilidade fisica, ndo houve separacdo de fases de

nenhuma formulacao durante a exposi¢do aos periodos de centrifugacao.

Tabela 1. Testes de estabilidade fisico-quimica preliminar.

pH Centrifugacéo Estresse térmico

Formulagdo | 1 | 5 (101520 |1 |5(10(15(20|1|5|10|15|20

\Y 5,7156(59|61]|6,1

FQ 6,059(59|65|6,1

CAC 57(57(59(6/4]|6,1

CCB 57(59(59(63]|6,1

Z 2 Zz Z2 Z2
Z Z2| Z2 Z| Z2
Z Z2| Z2 Z| Z2
Z Z2| Z2 Z| Z2

FQAC 5,7156(56 59|61

Z Z Z| Z2 Z| Z
Z > Z > Z Z
Z > Z | Z 2
Z > Z2 r Z 2
Z > Z2 | Z 2
Z > Z | Z 2

FQCB 58158606460 N|{N|N/|N

N = ndo houve separacédo de fases. A = separacao de fases

. Foi observada instabilidade no teste de estresse térmico, onde as formulagdes
contendo extrato de Annona crassiflora ndo foram estaveis e ocorreu solubilizacdo da
formulacdo com consequente separacdo de fases. A concentracdo de extrato vegetal
adicionada as formulacgdes foi na proporcdo de 1mg de sélidos/g de emulsdo. O extrato
de A. crassiflora teve de ser adicionado em maior proporcdo e a instabilidade neste

ensaio pode ser devido a este fato.

Durante o periodo de 20 dias, também foi realizada medida do FPS das
formulacbes (Tabela 2), a fim de avaliar se os ativos presentes e 0s extratos
apresentavam o valor de FPS encontrado no inicio dos testes. E preconizada a dosagem
do teor de ativo numa formulagcdo cosmética como um dos testes de controle de

qualidade e optou-se por fazer a medida do FPS das formulagdes.
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Tabela 2. Teste do FPS por espectrofotometria durante o controle de qualidade

preliminar.
FPS*
Formulacéo
1 5 10 15 20

V 0,22+0,07 0,21+0,12 0,17+0,07 0,21+0,12 0,17%0,10

FQ 7,44+0,10 7,07+0,07 7,19+0,11 7,04+0,14 ©6,64+0,16

CAC 0,22+0,05 0,22+0,07 0,21+0,01 0,22+0,06 0,21+0,06

CCB 0,26+0,09 0,22+0,08 0,20+0,01 0,21+0,06 0,20+0,04
FQAC 6,75+0,11 6,38+0,08 6,31+0,12 6,91+0,12 6,37+0,15
FQCB 7,19+0,07 6,86+0,38 7,09+0,08 7,14+0,12 6,97+0,17

*valores expressos como média + desvio-padrao.

As caracteristicas organolépticas das formulacdes estdo demonstradas na Tabela
3. Pode-se notar que o aspecto observado nas formulacgdes foi dependente do extrato
vegetal, e que o extrato etandlico de Annona crassiflora adicionado em maior volume a
formulacdo também alterou as caracteristicas de odor. Ndo foram observadas alteracdes

das caracteristicas durante os dias da analise de controle de qualidade preliminar.

Tabela 3. Caracteristicas organolépticas das formulagoes.

Caracteristicas organolépticas

Formulacéo
Cor Odor Aspecto

\Y branco inodoro opaco

FQ branco caracteristico opaco
CAC Esverdeado Levemente alcoolico opaco
CCB bege caracteristico opaco
FQAC Esverdeado Levemente alcodlico opaco
FQCB bege caracteristico opaco

O controle de qualidade microbioldgico foi realizado pelo Teste do Desafio
frente aos microorganismos patogénicos Staphylococcus aureus (ATCC6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) e Escherichia coli (ATCC8739) (1). As
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formulagcBes produzidas e uma formulacdo ausente de conservantes foram inoculadas
com 0s micro-organismos descritos e incubadas por periodo de no minimo 72 horas.
Segundo a legislacdo, mesmo ap6s a contaminagdo da amostra com 0s micro-
organismos, estas ndo podem apresentar crescimento microbiano. Foi observado
crescimento dos respectivos microorganismos apenas na formulagdo sem conservantes,
sendo, portanto considerado como eficaz o sistema conservante escolhido para as

formulagoes.
6.2 Construcéo da camara de simulacéo da radiacao ultravioleta

Com o objetivo de determinar o FPS in vivo, foi construida uma camara de
simulacdo da radiagéo solar. A fonte de radiagdo de um simulador solar deve abranger
tanto o espectro visivel quanto o ultravioleta (2; 3; 4; 5; 6). A figura 2 mostra o espectro

solar padrdo em um dia de pouca nebulosidade.

25
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Figura 2. Curva do espectro de emissao da radiacéo solar. (7)

O valor de FPS de um protetor solar pode ser alterado dependendo da fonte de
luz utilizada, portanto recomenda-se 0 uso de fontes que emitam um espectro 0 mais

préximo ao da luz natural para que o resultado obtido possa ser relacionado in vivo (8).
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Para os testes de determinacdo do FPS in vivo, foi construida uma camara de
simulacdo de radiacdo ultravioleta. Esta foi construida em material de MDF nas
dimensGes de 35cm (altura) x 35cm (largura) x 110cm. Foram utilizadas uma lampada
fluorescente branca, que emite a luz no espectro visivel e uma lampada ultravioleta
modelo Philips TL40/RS (40W) que emite luz no espectro ultravioleta. A Figura 3
demonstra o espectro de emissdo das lampadas utilizadas, mensurado no Instituto de
Fisica da UFMS.

A camara de simulagdo da radiagdo solar montada foi eficaz em ocasionar o
eritema na pele dos animais, possibilitando a padronizacao de ensaio em modelo animal

para a determinacdo do FPS.
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Figura 3. Espectro de emissdo de radiacdo da caixa de simulagdo da radiacdo
ultravioleta.
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6.3 Determinacéo do FPS in vivo - Fotos

a) Antes da exposicdo a radiacdo ultravioleta

b) Efeito eritematogénico da Dose Eritematosa Minima — pele ndo protegida




