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RESUMO

MORAES, D. C. Desenvolvimento de um novo método in vitro para controle de qualidade
de protetores solares e otimizacdo do processo de extracdo de compostos fendlicos
antioxidantes do cranberry (Vaccinium macrocarpon A.). 2018. 122f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2018.

O objetivo, no capitulo | deste trabalho, foi desenvolver e validar um novo método
espectrofotométrico in vitro para a avaliacdo da eficacia de protetores solares, o qual pode ser
adotado na rotina industrial como uma maneira de identificar desvios de qualidade e garantir a
eficacia de protetores solares a cada novo lote produzido. O método proposto é baseado na
absorcdo espectrofotométrica na regido do UV (280-400 nm) de uma camada fina de protetor
solar aplicada na face externa de uma cubeta de quartzo preenchida com uma solugéo padrao
(SP) que absorve em toda a regido do UV, a fim de obter uma medida de area sob a curva
(ASC), empregada como valor de referéncia para cada FPS testado. Para o desenvolvimento do
método, foram utilizados protetores solares da mesma marca, com valores de FPS de 15; 20;
30; 40; 50 e 60, o qual foi aplicado sobre a face externa da cubeta a uma concentracao de 0,2
mg/cm?. A SP consistiu de uma soluc&o de quercetina (10 pg/mL) a qual foram adicionadas 6
gotas de solucdo de AICL3 6%. A partir do espectro de absorvancia de cada amostra na regiao
de UV foi calculado o valor da ASC. O método demonstrou ser reprodutivel, robusto e eficaz
para controle de qualidade de protetores solares. Outro importante objetivo desse estudo,
descrito no capitulo Il, foi determinar as condi¢cdes Otimas para a extracdo de compostos
fenolicos do cranberry em poé utilizando metodologia de superficie de resposta, empregando
quatro variaveis independentes: (i) tempo de extracdo; (ii) proporcdo planta:solvente; (iii)
temperatura e (iv) velocidade de agitacao, segundo desenho experimental do tipo Box-Behnken,
com analise de trés respostas: teor de polifenois totais (TPT); atividade antioxidante (Clso;
DPPH) e teor de sélidos totais (TST). As condicdes ideais obtidas foram: tempo de extracdo 5
horas; proporcdo planta:solvente 1:2; velocidade de agitacdo 80 RPM e temperatura 45°C,
correspondendo aos valores preditos de 433,1 mg/g; 0,200 mg/mL e 19,9% para o TPT; Clso
DPPH e TST, respectivamente. Em seguida, o extrato otimizado de cranberry foi avaliado com
relacdo a sua atividade fotoprotetora/fotoquimioprotetora. Os resultados apresentados neste
trabalho demonstraram que o0 extrato otimizado de cranberry apresenta elevado potencial
antioxidante ao inibir a quimioluminescéncia (Clsp de 0,202 + 0,32 pg/mL) e reduzir a
peroxidacao lipidica (Clso de 32,6 £+ 5,8 pg/mL). No ensaio de DPPH, obteve-se uma Clso de
136,7 +6,8 pg/mL. Reduziu em 41% a peroxidacdo lipidica em células L929. Além disso, 0
extrato incorporado a uma formulagéo gel-creme, apresentou elevado potencial fotoprotetor in
vitro.

Palavras-chave: Protetores solares, Métodos in vitro, Fator de protecdo solar, Metodologia de
superficie de resposta, Fotoquimioprotecdo, Cranberry.



ABSTRACT

MORAES, D. C. New in vitro method for quality control of sunscreens and optimization
of the extraction process of phenolic antioxidant compounds from cranberry (Vaccinium
macrocarpon A.). 2018. 118f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The chapter | of this work aims to develop and validate a new in vitro spectrophotometric
method for assessing the effectiveness of sunscreens, which can be adopted in industrial routine
production as a way to identify quality deviations and ensure the effectiveness of sunscreen
product. Briefly, the proposed method is based on the spectrophotometric absortion on the UV
region (280-400 nm) of a thin layer of sunscreen sample applied on the outside of a quartz
cuvette which is filled with a standard solution (SS). The area under the curve of absorption of
SS and sunscreen sample is obtained. For the experiment development, it was used sunscreens
products of the same brand with SPF values of 15; 20; 30; 40; 50 and 60 which was applied on
the cuvette outside at a concentration of 0,2mg/cm?. The reference standard used consisted of
a quercetin solution added of AICl3 6%. From the absorbance of each sample spectrum in UV
region was calculated the value of the area under the curve (AUC). The spectrophotometric
method developed was effective for confirm SPF sunscreen products produced batch to batch.
In the chapter Il, were determined the optimal conditions for phenolic compounds extraction
from cranberry powder using the surface response methodology with four independent
variables: (i) extraction time (hours); (ii) ratio plant : solvent; (iii) temperature and (iv) speed
agitation (RPM) , according to Box-Behnken, with analysis of three answers: total polyphenol
content (TPC); antioxidant activity (ICso; DPPH) and total solids content (TSC). The ideal
conditions obtained were: extraction time 5 hours; ratio plant:solvent 1:2; agitation speed 80
RPM and temperature 45°C, corresponding to the values predicted of 433.1 mg/g; 0,200 mg/ml
and 19.9% for TPC; I1Cso DPPH and TSC respectively. Then, the optimized cranberry extract
was evaluated with respect to its photoprotective/photochemoprotective activity. Preliminary
results presented in this paper demonstrate the ability of optimized cranberry extract to
scavenge free radicals, with a high antioxidant potential to inhibit satisfactorily
chemiluminescence generated in the system xanthine/XOD/luminol; presenting 1Cso 0.202 *
0.32 pg/ml; lipid peroxidation using yolk egg as lipid substrate, with an ICso of 32.6 £ 5,8
pg/ml. In DPPH test, the optimized extract showed an 1Csg of 136.7 + 6.8 mg/mL. The extract
was also able to reducing UVB radiation-induced damage at the cellular level in fibroblasts
mice of L929 line, with a 41% reduction in lipid peroxidation in cells compared to irradiated
control.

Keywords: Sunscreens, in vitro methodology, Sun protection factor, response surface
methodology, photochemoprotection.
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CAPITULO |

Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de
formulacdes fotoprotetoras
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1.1 INTRODUCAO

A exposicao a luz solar, principal fonte natural de radiacéo ultravioleta (RUV), é capaz de
afetar diversos de processos biologicos. Suas acfes benéficas a salde humana estdo associadas,
sobretudo, a sintese de vitamina D, intimamente relacionada a prevencdo de doengas crbnicas
(AUTIER e GANDINI, 2007; ANH et al., 2008; WANG, 2008; PITTAS, 2007). No entanto, a
RUV é o principal fator etioldgico responsavel pelo eritema solar, envelhecimento cutaneo precoce,
supressao do sistema imune, bem como pelo cancer de pele, incluindo melanoma e ndo melanoma
(RAI; SHANMUGA,; SRINIVAS, 2012; AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014; POUR,
2015; PANICH, 2016; RIVAS, 2015; HOLICK, 2016).

Nas Ultimas décadas, um aumento expressivo no nimero de casos de melanoma tem
sido reportado em todo o mundo. De acordo com a Sociedade Americana de Cancer (ACS,
EUA), em 2016, cerca de 76.000 pessoas foram diagnosticadas com melanoma, e 10.000 norte
americanos vieram a 6bito como resultado da doenca; cuja incidéncia aumentou 15 vezes nos
ultimos 40 anos (ACS, EUA, 2016). O crescente numero de casos de cancer de pele é um
fendmeno observado também na Nova Zelandia, Australia e Europa (MONTELLA, 2009;
HOLTERHUES, 2010; APALLA et al., 2017). No Brasil, o nimero de mortes causadas por
melanoma cresceu 55% em 10 anos (INCA, Brasil, 2016). A Organizacdo Mundial da Salude
(OMS) estima que em 2020 a quantidade de novos casos de cancer de pele possa chegar a 15
milhGes em todo o mundo (OMS, 2003).

Sem adentrar ao mérito da questdo acerca dos sérios abalos fisicos e emocionais
causados pelo diagnostico de um melanoma, outra consequéncia é o impacto financeiro aos
sistemas de salde para 0 manejo da doenca (GORDON, 2015). Nos EUA, entre 2002 e 2011,
0s custos associados ao tratamento de cancer de pele aumentaram cinco vezes mais rapido do
que tratamentos para qualquer outro tipo de cancer (GUY, 2014). O Conselho de Céancer da
Austrélia estima que o pais gaste mais de 1 bilhdo de délares por ano tratando cancer de pele
(CANCER COUNCIL, 2016). No Brasil, o grande nimero de casos do tipo ndo melanoma
representa um impacto econdmico de 21 milhdes de ddlares anualmente (SOUZA, 2011).

De acordo com a Organizagédo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE,
2015), gastos com a saude estdo crescendo tdo rapidamente que se tornardo insustentaveis nos
niveis atuais. Sendo assim, é de suma importancia reduzir custos por meio de programas de
prevencdo ao cancer de pele, uma vez que cerca de 80% dos casos de melanoma sdo passiveis
de serem evitados por meio da implementacdo de medidas preventivas a nivel primario, como
a fotoprotecdo (UGRLU Z, 2016; APALLA et al., 2017).
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Uma fotoprotecdo adequada € essencial para prevencgdo dos efeitos nocivos provocados
pela RUV (VERSCHOOTEN et al., 2006). A OMS recomenda uma triade de medidas béasicas
que contribuem para a reducdo do desenvolvimento de desordens e patologias cutaneas
associadas a superexposicdo a luz solar, que incluem: (i) limitar o tempo de exposic¢éo ao sol,
especialmente nos horario de maior incidéncia de radiagdo UV (entre 10h e 16h); (ii) usar
roupas e acessorios adequados, tais como chapéus e 6culos de sol e, principalmente, (iii) utilizar
protetores solares de amplo espectro, com fator de prote¢éo solar (FPS) de 30 ou mais (OMS,
1994).

Associado a maior conscientizacdo por parte da populacdo acerca dos riscos da
exposicao excessiva ao Sol, 0 mercado de protetores solares esta em ascensdo, com estimativa
de movimentar $11,1 bilhGes em 2020 (GIA, 2015). Especificamente no Brasil, 0 mercado de
fotoprotetores cresceu 14%, com fluxo de R$ 2,5 bilhdes em 2015, e deve atingir R$ 3,5 bilhdes
em vendas até 2018 (MINTEL, 2015). Dados da Associacdo Brasileira das Inddstrias de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), apontam que o Brasil é responsavel
por cerca de 20% do consumo de protetores solares no mundo e 82% na América Latina
(ABIHPEC, 2015). A Australia, reconhecida por apresentar a maior incidéncia de melanoma
do mundo (CLIMSTEINS, 2016), obteve um balanco positivo em 2015 em relagdo ao consumo
de protetores solares, com um aumento de 2,5% em vendas. Além disso, ha uma estimativa de
crescimento do mercado de 4% entre 2017 e 2018 (EUROMONITOR, 2017).

Os dados apresentados acima revelam uma incoeréncia mundial preocupante ja
observada por alguns autores: o uso de protetores solares esta aumentando proporcionalmente
a incidéncia de doencas de pele associadas a RUV (RAMPAUL, 2008; AUTIER, 2009;
FARAGE, 2009; PLANTA, 2011; MULLIKEN, 2012; ROGERS et al., 2012; GLAZER et al.,
2017). As explicacOes plausiveis para este contrassenso tém sido discutidas. Estudos sugerem
que altos niveis de FPS descritos nas embalagens dos produtos fotoprotetores tenham efeito
negativo ao encorajar a populacéo a permanecer exposta ao sol por longos periodos de tempo,
aumentando assim, os riscos de desenvolvimento de cancer do tipo melanoma e ndo melanoma
(AUTIER; BONIOL; DORE, 2007; YOUNG et al., 2010; AUTIER, 2007; IANNACONE,
2014). Além disso, o uso inadequado de protetores solares, incluindo aplicacdo insuficiente ja
foi analisado (BULLER et al., 2011; MIZUNO et al., 2016), no entanto, as verdadeiras causas
permanecem desconhecidas.

Sendo assim, este trabalho traz a tona uma hipétese pouco explorada no meio cientifico,
relacionada a qualidade dos protetores solares que chegam ao mercado. A eficacia dos protetores

solares frente a RUV B é caracterizada pelo seu FPS e, na faixa do UVA, pelo Persistent Pigment
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Darkening (PPD). Os dois métodos requerem analises in vivo que demandam a selecdo de
voluntérios, acompanhamento de profissionais especializados, emprego de equipamentos de alto
custo, além de se tratar de técnicas complexas e demoradas, ademais, levanta questdes de cunho
ético ao expor voluntarios a RUV (COLIPA, 2011). Por essas razes, estes testes sao realizados
somente na fase final de desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras e ndo sdo repetidos durante
a producéo do produto em escala industrial.

Um fator agravante que invoca a questdo da qualidade dos protetores solares que
chegam ao mercado é que, atualmente, ndo ha exigéncia para que as empresas realizem testes
regulares de controle de qualidade em seus produtos para confirmar as indicagdes de rotulagem.
Dito isto, ndo pode ser negligente que o FPS possa diferir entre os lotes piloto os lotes de
producdo disponiveis para venda.

Com o intuito de contornar este problema, em geral, grupos de pesquisadores ao redor
do mundo tém desenvolvido métodos in vitro para a determinacdo do FPS por medidas de
absorcao/transmissao de radiacdo UV através de peliculas de protetores solares aplicadas em
diferentes substratos, bem como solugbes diluidas dos fotoprotetores (MANSUR, 1986;
OLIVEIRA, 2008; HOJEROVA; MEDOVCIKOVA e MIKULA, 2011; HUPPEL, 2011;
RUVOLO, 2014; OLIVEIRA, 2015) e, mais recentemente, uma técnica inovadora que utiliza
a determinacdo de parametros biol6gicos em cultura celular (FIGUEIREDO, 2016). No entanto,
até o momento, o FDA n&o propbs uma substituicdo do método in vivo para estabelecer o FPS,
uma vez que a capacidade de substratos para simular a pele humana e a falta de dados sobre
caracteristicas de desempenho de substratos como quartzo ou pele artificial em ensaio in vitro,
é um fator limitante (STANFIELD et al., 2010; PELI1ZZO, 2012).

A alternativa sugerida neste trabalho ndo tem a pretensdo de substituir o método in vivo
para calculo do FPS, ao contréario, a técnica inédita apresentada é uma contribuicdo do Controle
de Qualidade, subarea das Ciéncias Farmacéuticas, que se apoia nos trés pilares definidos aqui
como (i) qualidade, (ii) eficacia e (iii) credibilidade dos produtos farmacéuticos junto ao
mercado consumidor, a fotoprotecdo. Para tanto, apresentamos um procedimento baseado em
uma analise espectrofotométrica rapida, pouco dispendiosa e robusta, para identificar desvios
de qualidade durante a producdo em escala, utilizando como amostra padrdo formulacGes
fotoprotetoras disponiveis no mercado, as quais tiveram o FPS obtido por meio de testes in vivo
na fase final de desenvolvimento dos mesmos.

A perspectiva é que o método aqui proposto possa ser empregado pelas industrias
cosmeéticas com o intuito de testar seus protetores solares em intervalos regulares, garantindo que

diferentes lotes ainda obedecam as reivindicacOes do rotulo. A expectativa é que, assegurando a
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qualidade dos fotoprotetores, os produtos que chegam ao mercado realmente cumpram com sua
funcgdo de proteger a pele contra os efeitos nocivos da RUV, quem sabe assim, contribuindo para

reducdo da incidéncia de doencas de pele associadas a exposicao a luz solar.

1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 O Sol: breve reflexdo

As Ciéncias da Natureza permitem poucos espacos para convicgdes, restando-nos a
humilde posicéo de observadores e questionadores. No entanto, nos habituamos aos fendmenos
naturais que nos cercam, tais como a transi¢do entre o dia e a noite; radiacdo Solar; chuva;
vento; arco-iris; a propria existéncia da vida na Via Lactea; etc., atribuindo a estes eventos certa
desimportancia resultante de sua banalidade. Com isso, o assombro diante de questdes
grandiosas relacionadas as condi¢des que permitem e afetam a vida na Terra é, na maioria das
vezes, lamentavelmente, dissipado.

Dentro do contexto fenomenoldgico da natureza, O Sol, nome da Unica estrela
pertencente ao Sistema Solar, sem duvida, € um dos corpos celestes mais deslumbrantes e
dignos de perplexidade do Espaco Sideral.

Nos primérdios da civilizacdo, 0 Homem cultuava e adorava o Sol como um deus
responsavel pela existéncia e manutencdo da vida na Terra. Sendo assim, o Sol ja foi chamado
de Helios pelos gregos, de Mitras pelos persas e de Ra pelos egipcios (MILONE et al. 2013).
Sol, o nome que conhecemos hoje, tem sua origem na palavra do vocabulario Indo-Europeu
Sawel, que pode ser traduzida como “brilhar”, “iluminar” (SOUSA, 2011).

“T&o certo quanto o nascer do Sol” é uma figura de linguagem largamente utilizada
para garantirmos que algo se realizara. Esse cotidiano padrdo, por hora aparentemente imutavel,
faz descer sobre nosso olhar critico e questionador, inerente a todos 0s seres humanos, o véu da
banalidade que nos mantém atrelados ao senso comum e parece tornar desnecessaria a reflexéo
acerca da importancia do Sol.

De fato, o Sol desempenha um papel indispensavel a existéncia da vida, que vai além
de nossas percepcOes: quase todas as formas de vida na Terra evoluiram tendo o Sol como a
principal influéncia. Um exemplo classico dessa preponderancia é o proprio nascer e o pér do
sol, que definiu o ritmo circadiano, ao qual a maioria dos mamiferos ainda responde
biologicamente através da exposi¢do regular & luz e a escuriddao (DUFFY e CZEISLER, 2009;

TSANG, et al., 2016). No entanto, um equilibrio é necessario. A exposi¢do exagerada a luz
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solar traz uma série de maleficios a salde humana que serdo discutidos mais adiante, mas que
tem o poder de fazer-nos contemplar sobre nossa fragilidade diante de uma estrela téo
extraordinaria quanto o Sol.

Para as linhas que se seguem, convido o leitor a ndo apenas adquirir dados e enriquecer
seus conhecimentos sobre o Sol e seus efeitos sobre nossos organismos, mas a uma profunda
meditacdo, despertando o pensamento reflexivo acerca da magnanimidade, perfeicdo e

equilibrio da vida dentro do Sistema Solar.

1.2.2 Caracteristicas gerais do Sol

A despeito de aceitarmos a presenca do Sol no céu de maneira trivial, ao submetermos
esta estrela a curiosidade, ela mostra-se um corpo celeste profuso e fascinante.

Passaram-se 1600 anos da era Cristd sem ninguém conjecturar que o Sol e as demais
estrelas observadas no céu noturno eram 0 mesmo tipo de corpos celestes. Agora, sabemos que
0 Sol € uma das cerca de 100 bilhdes de estrelas de nossa galaxia, a Via Lactea, e que, existem
provavelmente 2 trilhdes de galaxias no Universo. O Sol possui aproximadamente 5 bilhGes de
anos, encontra-se a uma distancia de 150 milhdes de quildmetros da Terra, 0 que corresponde
a 8 minutos-luz (TAYLOR, 1997).

O Sol ocupa uma posicéo na periferia da Via Lactea, conhecida como braco de Orion,
distante cerca de 27.000 anos-luz do centro da galaxia. O Sistema Solar movimenta-se a uma
velocidade média de 720.000 km/h. No entanto, demora em torno de 230 milhdes de anos para
realizar uma Orbita completa ao redor da Via Lactea (BATTERSBY, 2011).

Para compreendermos o Sol, a principio é necessario considerarmos suas dimensdes e
caracteristicas, no minimo, estarrecedoras: apresenta um raio de 695.000 km, equivalente a 109
vezes o raio da Terra. Sua massa corresponde a 1,989x10° kg; 333.000 vezes maior que a massa
terrestre. A sua densidade é de 1,41 g/cm?, com temperatura média, em sua superficie, de 5.500
°C e luminosidade de 10 ergs/s (NASA, 2017).

Como centro gravitacional do Sistema Solar, o Sol é a principal fonte de energia
luminosa para a Terra. E composto por 73,46% de hidrogénio, o elemento mais abundante do
Universo; 24,85% de hélio e 1,69% de demais elementos, incluindo ferro; oxigénio; carbono;
nitrogénio e magnésio, entre outros (BRIGGS; CARLISLE; POPPE, 2016).

A atmosfera solar é composta pela fotosfera, cromosfera e pela coroa - zona mais
externa e ténue (figura 1.1). Da fotosfera vem a maior parte da luz visivel, e é onde sdo

observadas as manchas solares, indicadoras de campos magneéticos intensos na regido. A coroa,
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por sua vez, possui brilho equivalente ao da lua cheia, e € melhor observada durante os eclipses
totais do Sol, pois ela fica obscurecida quando a fotosfera é visivel. Esta camada também possui
regides ativas, de alta temperatura e densidade, onde se observa o fendmeno das explosdes
solares (flares), que ocorrem com maior frequéncia em periodos de maxima atividade solar
(MILONE et al., 2003; PETER et al., 2014).

: :
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Figura I.1. Estrutura do Sol (adaptado de WOLPERT, 2017).

A energia emitida pelo Sol, na forma de ondas eletromagnéticas, é gerada em seu nucleo,
que possui raio equivalente a um quarto do raio total da estrela. No nicleo, as pressdes e as
temperaturas sdo elevadas o suficiente para forcar a fusdo, isto €, as rea¢Bes nucleares em que
ndcleos de atomos mais leves, como o hidrogénio (H) e seus isétopos (deutério e tritio) e hélio (He),
se fundem gerando novos elementos quimicos (MILONE et al., 2003). Aproximadamente 600
milhGes de toneladas de H sdo convertidas em He a cada segundo, através do processo nuclear
denominado "ciclo préton-proton”, elucidado por Bethe (1939), o que lhe valeu o prémio Nobel em
1967 (TERUYA e DUARTE, 2012; MENDONCA, 2013).

O ciclo préton-préton (figura 1.2) necessita de uma condicdo superior a 4 milhdes kelvin
(K) para ser efetivo, viabilizado pela temperatura nuclear que atinge 15 milhdes K. Da energia
de fusdo, parte é usada para manter as condi¢des de temperatura e pressdo internas, e o restante
é irradiado pela superficie em forma de raios gama, raios-X, UV, luz visivel, radiacdo
infravermelha e ondas de radio (figura 1.3) (SEEDS e BACKMAN, 2016). A poténcia emitida
é de 3,9x10°W/m?. Toda essa energia leva 107 anos para ser transportada do interior até a

superficie solar. Ao se deslocar no espaco, com a velocidade da luz, a energia é distribuida em
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esferas concéntricas de raios cada vez maiores. Ao chegar a Orbita terrestre, a radiagdo esta
atenuada em 1367 W/ m? (McCLUNEY, 2014).

Deutério Hélio
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Figura 1.2, Esquema ilustrativo das reac@es que ocorrem no Sol entre isdtopos de hidrogénio formando um atomo
de He e liberando energia (extraido de WOLINSKI, 2016).

1.2.3 Radiacdes Solares

1.2.3.1 Radiacao visivel

Em 1666, Sir Isaac Newton exemplificou a natureza policromética da luz através do
célebre experimento que a submetia a passagem através de um prisma, gerando um espectro
colorido, fortalecendo a hip6tese de que a luz branca era composta por diferentes cores, cada
qual com um indice de refracdo, com comprimentos de onda que variam de 400-700 nm (Figura
1.3). As cores formadas sdo violeta, anil, azul, verde, amarelo, laranja e vermelho (MOLLON,
2003; SLINEY, 2016).

A luz visivel causa poucos efeitos sobre a pele, sendo 0 mais notavel, a pigmentacéao
escura e persistente apds exposicdes multiplas a radiacdo visivel (RANDHAWA et al., 2015).
No entanto, € importante citar que esta radiacao atua sobre a secrecdo de melatonina, hormonio
que regula o ritmo do sono; estimulacao esta que ocorre, principalmente, por meio dos olhos
(TOSINI; FERGUSON; TSUBOTA, 2016).
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Figura 1.3. Espectro eletromagnético (adaptado de BIDINOTO e BELO, 2015).

1.2.3.2 Radiacao infravermelha

O astronomo William Herschel (1738-1822), em 1800, conduziu um experimento com
0 intuito de determinar a poténcia de aquecimento dos raios solares visiveis separando-0s
através de um prisma e medindo a temperatura de cada cor. Herschel descreveu um aumento na
temperatura & medida que o termometro era movido da regido vermelha até a violeta do arco-
iris. Sua curiosidade levou-o0 a determinar a temperatura na regidao além da cor vermelha do
espectro, onde ndo ha luz visivel e, constatou que as temperaturas eram mais altas nessa regido.
A partir dessa observacdo, deduziu a presenca de raios calorificos invisiveis, denominados
radiacdo infravermelha (RIV) (HERSCHEL, 1800).

Atualmente sabemos que a RIV corresponde a 54,3% de toda a radiacdo que atinge a
superficie terrestre com comprimento de onda superior a 760 nm, podendo chegar a 1 mm
(figura 1.3) e, é subdividida em trés bandas: RIV-A (760-1400 nm), IRV-B (1400-3000 nm) e
RIV-C (3000 nm - 1 mm) (HOLZER e ELMETS, 2010).

No corpo humano, a RIV é percebida como calor, e pode penetrar profundamente na
pele, atingindo até a hipoderme, onde provoca a dilatacdo dos vasos sanguineos, estimulando a
circulacdo e o metabolismo geral. Estudos demonstram que seu efeito térmico protege as células
cutaneas cultivadas em laboratoério contra efeitos deletérios causados pelos raios UV, sugerindo
que a RIV é mais benéfica do que maléfica a pele humana (BAROLET; CHRISTIAENS;
HAMBLIN, 2016).
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1.2.3.3 Radiagéo ultravioleta

Em 1801 Johan Ritter descobriu a regido do espectro solar conhecida como ultravioleta,
em virtude de sua acdo fisica ser decorrente de uma energia cuja frequéncia € maior que a da
cor visivel violeta (BARTH, 1987).

A fotobiologia moderna iniciou com o trabalho de Niels Finsen, que, entre os anos de
1893 a 1896, provou que as queimaduras solares eram causadas pela RUV e ndo pelo calor,
como se imaginava (TAN e LINSKEY, 2011). O entendimento da radiagdo UV e suas
consequéncias a satde humana, como é discutido mais adiante neste trabalho, estd em constante
evolucdo. De maneira geral, o espectro UV tem um efeito sobre o envelhecimento da pele,
desenvolvimento de queimaduras, producdo de lesGes pré-cancerosas e cancerosas, €
imunossupressao. A radiacdo UV possui 0s menores comprimentos de onda e equivale a 10%
da energia total emitida pelo Sol. Compde apenas uma pequena regido do espectro
eletromagnético, situada entre uma frequéncia de 100 a 400 nm, subdividida em UVA (320-
400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (100-280 nm) (figura 1.4) (BESARATINIA, 2011).

Ultravioleta
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Figura 1.4. Diagrama mostrando a por¢do UV do espectro solar (adaptado de GOUVEA et al., 2014).

O indice UV (IUV) é uma escala indicativa da intensidade de RUVB que atinge a
superficie terrestre, relacionada a capacidade desta de induzir o eritema na pele humana. Essa
escala tem como objetivo simplificar a informacéo acerca dos niveis de RUV para o publico
leigo de acordo com uma tabela de valores inteiros, onde zero € o menor valor, enquanto o
maior valor geralmente é representado pelo simbolo 11+. No entanto, é importante ressaltar que
ndo ha limite superior. Quanto maior o IUV, maiores os niveis de radiagéo e a probabilidade de

ocorrer queimadura solar & aumentada (figura 1.5) (SCHALKA et al., 2014).



CapituloI - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulagées fotoprotetoras | 14

11+ Extremo

O 8-10.9 Muito alto
(8
S Alto
(6 J

3-59 Moderado

0-29 Baixo
[ 1]

Figura 1.5. IUV e relacdo com o risco de queimadura de pele (adaptado EPA, 2017).

A camada de 0z0nio na atmosfera terrestre absorve 100% da radiacdo UVC, cerca de
90% da UVB, e praticamente nada da UVA; sendo assim, os niveis de ozdnio na estratosfera
influenciam diretamente o IUV. Impactos antropogénicos aceleram a degradacédo da camada de
0zOnio e este processo pode provocar um aumento da taxa de RUV que atinge a superficie
terrestre (RAFIEEPOUR, 2015). Portanto, em localiza¢6es onde a camada de ozénio é menos
densa, como Australia e Nova Zelandia, bem como em regides proximas a linha do Equador,
como Tailandia e América Central, o ITUV é mais intenso (CHIPPERFIELD, 2015).

Ademais, a variacdo temporal diaria e estacdo-a-estacdo também influencia tal
intensidade. A hora do dia é um fator importante, a concentragdo maxima de RUV ocorre entre
10h e 16h, por esse motivo, recomenda-se evitar a exposicdo solar durante esse intervalo
(POUR et al., 2015).

A partir de uma perspectiva sazonal, durante o verdo, hd mudanca da inclinacdo do eixo
de rotacdo da Terra em relacdo ao Sol. Isto permite a radiacdo UV penetrar a atmosfera terrestre
de forma menos tangencial, com reducédo do albedo e maior utilizacdo de energia. Durante um
dia tipico de verdo, o espectro UV que atinge a superficie terrestre consiste em 3,5% de UVB e
96,5% de UVA (ANDERSEN et al., 2010; KORAC e KHAMBHOLJA, 2011).

A posicao geografica também altera a exposi¢do aos raios UV. Tal efeito se explica da
seguinte forma: quanto mais elevada a latitude, maior a distancia que a radiacdo solar precisa
viajar através da atmosfera (portanto, maiores perdas), e maior a area da superficie da Terra
sobre a qual uma determinada quantidade de radiag&o é distribuida. Logo, diminuir latitudes e
elevar altitudes aumenta a incidéncia de RUV. A cada 1 km de altitude, a incidéncia de RUV
se eleva de 10 a 25% (CORDERO et al., 2014).
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1.2.4 A pele humana

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, perfazendo em torno de 15% do peso total de
um Homem adulto. Corresponde a uma area de aproximadamente 1,7 m? (ZAIDI E LANIGAN,
2010). Sua espessura varia de menos de 0,05 mm nas palpebras a quase 1,5 mm nas regies
palmares e plantares (HARRIS, 2009). A complexa estrutura da pele associa varios tecidos de
origem ectodérmica e mesodérmica dispostos em trés camadas, que obedecem a seguinte ordem
(i) epiderme e seus anexos; (ii) derme e (iii) hipoderme (figura 1.6), transformando-a em uma
barreira efetiva de protecdo contra agentes agressores exdgenos, tais como microrganismos,
elementos quimicos e fisicos, incluindo radiagdo UV; além de manter a temperatura e a
homeostase corporal (KANITAKIS, 2002; ROMANOVSKI, 2014; BOER et al., 2016;
LOPEZ-OJEDA; OAKLEY, 2017).

- Epierme

Derme

T ‘ } : : - Hipoderme
v—A._. —— L — Tecido muscular

Figura 1.6. Esquema da estrutura da pele: epiderme, derme e hipoderme (adaptado de Genetic Home References,
2017).

A epiderme, a camada mais externa da pele, é composta predominantemente por
queratindcitos, mas também abriga melandcitos e células dendriticas, como as células de
Langerhans. De acordo com GILBERT (2000), podem ser distinguidas cinco camadas no
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado da epiderme: (i) o estrato basal (EB); (ii)
estrato espinhoso (EE); (iii) estrato granuloso (EG); (iv) estrato lucido (EL) e, (V) estrato corneo
(EC) (figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema da epiderme (adaptado de TORTORA e DERRICKSON, 2016).

O EB contém as células-tronco da epiderme. Em virtude de sua intensa atividade
mitética, este estrato também foi denominado germinativo. Queratindcitos migram
constantemente a partir do estrato basal, diferenciam-se em cornedcitos e atingem a superficie
da pele ou, o EC. Estas células sdo continuamente eliminadas pelo processo fisioldgico de
descamacéo do EC (BREITKREUTZ et.al, 2013).

Logo acima do estrato basal, encontra-se o EE, constituido por véarias camadas de
queratindcitos poliédricos que exibem curtas projecBes citoplasmaticas (tenofilamentos),
ligadas por desmossomos as projecdes das células adjacentes, o que confere a camada um
aspecto espinhoso (dai 0 nome, estrato espinhoso) e contribui para a resisténcia da epiderme ao
atrito (SIMPSON; PATEL; GREEN, 2011). Nesse estrato, séo mais facilmente encontradas as
células dendriticas apresentadoras de antigenos, conhecidas como células de Langerhans. Estas
fagocitam e processam o0s antigenos na pele e os apresentam aos linfocitos T na propria
epiderme ou nos linfonodos regionais, iniciando assim uma resposta imunolégica. As células
de Langerhans, portanto, participam das dermatites alérgicas por contato e da rejeicdo de
transplantes cutaneos (JAITLEYS e ARASWATHI, 2012; YOSHIDA et al., 2014).

A diferenciacdo celular continua com o EG, assim denominado, pois suas células
caracterizam-se pela presenca de granulos de querato-hialina, os quais sdo organelas
citoplasmaticas de alto peso molecular compostas por profilagrinas e citoqueratinas,

precursores da filagrina e do envelope queratinizado da camada cornea, respectivamente. Os
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queratindcitos do EG sintetizam ainda, colesterol, acidos graxos livres, ceramidas e o
glicolipidio acilglicosilceramida, que sdo exocitados para o espaco intercelular, cimentando as
células e formando uma barreira impermeavel a agua, impedindo a dessecacdo da pele
(SUGAWARA et al., 2013).

O estrato lucido encontra-se entre o estrato granuloso e a camada cornea e, corresponde
a uma fina camada de células anucleadas, mortas e ricas em queratina. Contém uma substancia
graxa semifluida denominada eleidina, responsavel por hidratar as estrurturas da pele. No
entanto, essa camada esta presente apenas em locais onde a pele é mais espessa, como nas
regides palmo-plantares, por exemplo (MAO et al., 2013).

O EC € a camada mais externa da epiderme, composta por aproximadamente trinta
estratos de células achatadas e mortas, semelhante a escamas, resultado da queratinizac¢do ou
cornificacdo dos queratindcitos a partir do estrato basal. Este processo dura em média de 26 a
28 dias. Apos, as células do EC sofrem descamacdo para que as novas células das camadas mais
profundas as substituam. Desta forma, a pele esta em constante renovagdo (HOAT, 2014).

A derme situa-se entre a epiderme e o tecido subcutaneo e é responsavel pela variacdo
regional na espessura da pele. E composta principalmente por colageno, mas também contém
elastina, vasos sanguineos, terminac@es nervosas e glandulas sudoriparas. A derme, portanto, é
responsavel pela forca mecéanica e pela maioria das sensacdes na pele. A principal célula
dérmica € o fibroblasto, que produz a matriz extracelular (ME), uma rede complexa formada
por colageno, fibras elasticas, proteoglicanas, proteinas ndo colagénicas e microfibrilas, tais
como o colageno do tipo VI e microfibrilas associadas a elastina. A ME tem a funcdo de
modular a estrutura, fisiologia e biomecanica da pele e outros tecidos. A derme é ainda dividida
em derme papilar e reticular. A derme papilar é localizada abaixo da juncdo dermo-epidérmica
e contém uma mistura solta de fibrdcitos, colageno e vasos sanguineos. Logo abaixo da derme
papilar, hd a derme reticular muito mais espessa. Contém menos fibrdcitos, mas uma quantidade
mais densa de coldgeno (PROST-SQUARCIONI et al., 2008; KRIEG e AUMAILLEY, 2011).

Por fim, antes de atingir a musculatura, encontramos o tecido subcutaneo denominado
hipoderme, constituido majoritariamente por células adiposas, fibroblastos e células tronco
derivadas do tecido adiposo. Sua funcdo esta relacionada a reserva de energia, protegdo contra

choques mecanicos e isolamento térmico (KOBER et al., 2015).



Capitulo [ - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulagées fotoprotetoras | 18

1.2.5 Efeitos da RUV sobre a pele

A RUV emitida pela luz do Sol compreende a faixa do espectro eletromagnético situada
entre 100 e 400 nm, e é dividida em trés regides de acordo com o comprimento de onda: UVC
(100-280 nm); UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm), cada qual com um limite
caracteristico de eficiéncia na penetracdo cutanea (figura 1.8) (RAMASAMY et al., 2017,
YOUNG; ROSSI; CLAVEAU, 2017). A luz UVC apresenta a maior energia e elevada
capacidade mutagénica, porém ndo consiste em sério risco a salude humana, uma vez que é
totalmente absorvida pelo ozénio atmosféerico, sendo assim, ndo atinge a superficie terrestre
(D’ORAZIO et al., 2013; BALOGH et al., 2011).
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Figura 1.8. Diagrama mostrando profundidade de penetracdo da radiagdo UV na pele e a energia associada ao
féton de acordo com o comprimento de onda (adaptado de BATTIE e VERSCHOORE, 2012).

Os raios UVB equivalem a 5% da luz UV solar total, sendo capaz de transpor toda a
extensdo da epiderme, podendo atingir parcialmente a derme. E considerada essencial para a

conversdo do ergosterol em vitamina D, bem como, a principal responsavel por causar
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bronzeamento, eritema solar e, por uma série de patologias cutaneas, incluindo o carcinoma
basocelular, espinocelular e melanoma (PACHOLCZYK; CZERNICKI; FERENC, 2016).

A radiacdo UVB atua fundamentalmente por meio de mecanismos diretos de lesdo ao
DNA (figura 1.9), o qual ao absorver fotons de energia com comprimentos de onda menores,
referentes a banda UVB, origina imediatamente uma serie de reacdes de dimerizacdo entre
bases de pirimidina adjacentes, levando a formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano
(DPCs) e (6-4)-pirimidina-pirimidona (6-4PPs) (PANICH, 2016). Estes fotoprodutos, a nivel
molecular, parecem ser responsaveis por distor¢fes significativas na dupla fita do DNA,
interferindo nos mecanismos celulares, que em conjunto, induzem multiplos efeitos sobre o
sistema imunoldgico, desempenhando um papel importante na geragdo e manutencdo da
carcinogénese (YU; LEE, 2017; SCHUCH et al., 2017). Também provoca efeitos deletérios
indiretamente ao alterar o equilibrio redox celular através da producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (CADET; DOUKI; RAVANAT, 2015; CHANG et al., 2016).
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Figura 1.9. Formacéo de dimeros de pirimidina ciclobutano (A) e 6-4 pirimidina-pirimidona (B) a partir das bases
pirimidinicas expostas a radiacdo UVB (adaptado de MONTAGNER& COSTA, 2009).

O espectro UVA compreende a radiagdo mais abundante na superficie terrestre,
perfazendo aproximadamente 95% de toda luz solar UV incidente. Somando-se a isto, possui a
melhor eficiéncia de penetracdo cuténea, podendo atingir 1000 um de profundidade, afetando
tanto queratindcitos quanto fibroblastos na derme; por essa razdo pode ser responsavel pela
maioria dos danos cronicos associados ao fotoenvelhecimento cutaneo (AMARO-ORTIZ,;
YAN; D’ORAZIA, 2014; SAGE; GIRARD; FRANCESCONI, 2012). Em contraste a radiagao
UVB, a UVA, ao atingir o DNA produz apenas um pequeno nimero de dimeros de pirimidina
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na pele; por outro lado, é extremamente eficaz em fotosensibilizar croméforos endégenos, tais
como porfirinas, riboflavinas, bases nucleotidicas, aminodcidos e seus derivados (&cido
urocanico, por exemplo), originando EROs (BREM; GUVEN; KARRAM, 2016; WONDRAK;
JACOBSON; JACOBSON, 2005). Entre estas, destacam-se os radicais livres anion superdxido
(02*); perdxido de hidrogénio (H20); radical hidroxila (HO®) e oxigénio singlete (*Oy)
(CADET & WAGNER, 2013).

As EROs alteram drasticamente a fungéo celular através da oxidacéo dos lipideos das
membranas biologicas, alterando sua fluidez e diminuindo a eficiéncia do transporte
transmembrana; interacdo com proteinas; fragmentagdo e mutagdo da estrutura do DNA nuclear
e mitocondrial, favorecendo o fotoenvelhecimento cutaneo, a imunossupressao, bem como, a
patogénese do melanoma (PIZZINO et al., 2017; BARRERA, 2012). Portanto, sugere-se que
grande parte da acdo mutagénica e carcinogénica da radiacdo UVA ¢é mediada pelas EROs
(KARRAN & BREM, 2016).
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Figura 1.10. A exposi¢do da pele humana & radiagdo UVA induz a formagdo de estados fotoexcitados (S*) de
croméforos enddgenos (S) (adaptado de WONDRACK; JACOBSON; JACOBSON, 2005) .
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Embora as células possuam um mecanismo natural de defesa antioxidante para
neutralizar EROs, o qual inclui sistemas enziméticos (Superoxido dismutase; glutationa
peroxidase; catalase) e ndo-enzimaticos (a-Tocoferol; acido ascérbico; carotenoides; glutationa
reduzida), estes podem ser rapidamente esgotados, ocasionando uma alteracéo fisioldgica no
equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, culminando em um
estado denominado estresse oxidativo, que parece ser responsavel pelo envelhecimento cutaneo
e desordens patoldgicas (KATALANIC et al., 2006; KRYSTON et al., 2011).

1.2.5.1 Eritema

O eritema é a alteracdo fisioldgica aguda mais comum provocada, principalmente, pela
exposicao aos raios UVB, sendo resultado da inflamacéo ocorrida na pele e estando associado
aos sinais classicos de inflamacédo, ou seja, rubor, dor, calor, edema e perda da funcéo, cuja
intensidade € proporcional a quantidade de radiacdo absorvida pela superficie cutanea
(HARRISON e YOUNG, 2002).

A faixa UVA também promove eritema, mas € necessaria uma intensidade de radiacao
mil vezes maior que a fragdo do UVB para causar a mesma resposta eritematosa. O intervalo
de tempo para UVA produzir eritema e bronzeamento € biféasico. E frequentemente evidenciado
de imediato no final do periodo de exposi¢do; e desaparece em algumas horas, seguindo-se de
eritema retardado que comeca 6h apds e atinge seu pico em 24h. O espectro de acdo para UV
induzir bronzeamento e eritema sdo quase 0s mesmos; entretanto, a UVA é mais eficiente em
induzir bronzeamento, enquanto a UVB é mais eficiente em causar eritema (RAI;
SHANMUGA,; SRINIVAS, 2012; D’ORAZIO et al.,, 2013; WEATHERHEAD; FARR;
REYNOLDS, 2013).

O eritema causado por UVB origina-se imediatamente apds o inicio da exposi¢do e
possui duracdo de alguns minutos, enquanto que a fase tardia inicia-se ap0s 3 a 4h, atinge o
maximo em 12 a 24h, desaparece dentro de 1-3 dias e &, entdo, substituido por pigmentacéo.
Também pode vir acompanhado de vesiculas e descamacéo da pele (SINGH, 2017). O aumento
da dose de radiacao diminui o periodo de laténcia e aumenta a persisténcia da reacdo eritema
(RAVNBAK; PHILIPSEN; WULF, 2010).



Capitulo [ - Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de formulagées fotoprotetoras | 22

1.2.5.2 Bronzeamento

A radiacdo UV estimula a sintese de melanina, causando o bronzeamento imediato e
posterior. O verdadeiro bronzeamento inicia-se 48h apds a exposicdo ao sol, atinge grau
maximo em trés semanas e depois diminui, caso a exposic¢do seja interrompida (BRENNER e
HEARING, 2008; JUZENIENE e MOAN, 2012).

A pigmentacao imediata (IPD — Immediate Pigment Darkening), a qual ocorre segundos
apos exposicdo a UVA e a luz visivel e desaparece dentro de 2 horas, € resultado da foto-
oxidacgédo da melanina existente na pele. A pele torna-se marrom enquanto exposta, mas desbota
rapidamente apos a exposicao (WICKS et al., 2014)

Em doses maiores de UVA (8-25 J/cm?), a pigmentacio imediata é seguida pela
pigmentacdo que esta presente entre 2 e 24h ap0s a exposicao, a qual é referida como pigmentacédo
persistente (PPD — Persistent Pigment Darkening) (HWANG et al., 2011; PELIZZO et al., 2012).
Similar a IPD, a PPD é resultado da foto-oxidacgéo da melanina pré-existente (WICKS et al., 2014).
O bronzeamento tardio, o qual tem seu pico 72h apds exposi¢cdo a RUV, é causado pelo aumento
da atividade da tirosinase e formacdo de nova melanina, levando ao crescimento do nimero de
melandcitos, dos melanossomas, do grau de melanizacdo e do numero de melanossomas
transferidos aos queratindcitos (TADOKORO et al., 2005).

A producdo de melanina é uma forma de defesa do organismo contra a agressdo da
RUV, podendo aumentar a resisténcia a queimadura solar em 10 vezes nas pessoas de pele
branca e em 50 vezes nas de pele negra (BRENNER e HEARING, 2008; JABLONSKI e
CHAPLIN, 2010; D’ORAZIO et al., 2013).

Durante o bronzeamento, o aumento da melanina permite bloquear a maior parte da
radiacdo UVA e do espectro visivel, e os dois tercos da UVB que conseguem ultrapassar a
camada cdrnea. No entanto, ainda ha controveérsias sobre os efeitos fotoprotetores da melanina,
uma vez que o bronzeamento ndo protege contra o envelhecimento induzido (BRENNER e
HEARING, 2008; D’ORAZIO et al., 2013).

1.2.5.3 Imunossupressao

A exposicéo a radiacdo UV é, provavelmente, o fator ambiental mais importante capaz
de causar efeito imunossupressor resultante de uma complexa cascata de alteracGes
imunoldgicas locais e sistémicas iniciada por cromdforos enddgenos (NORVAL, 2001;
HALLIDAY, BYRNE, DAMIAN, 2011).
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De fato, a imunossupressdo mediada pela radiagdo UV, com énfase a UVB, foi descrita
pela primeira vez em 1976, por Kripke e colaboradores. Neste estudo, os autores demonstraram
que a radiacdo UV é capaz de suprimir a imunidade mediada por células T regulatorias. Os
autores observaram que tumores de pele altamente antigénicos transplantados em camundongos
previamente irradiados com luz UV nédo foram rejeitados. Por outro lado, em camundongos
singénicos saudaveis transplantados, poréem ndo irradiados, ndo foi observada a progresséo do
tumor (KRIPKE e FISHER, 1976; SCHWARZ, 2008).

A partir do indicio de uma ligacdo imunoldgica entre a exposicdo prévia de
camundongos & radiacdo UV e o desenvolvimento de tumores nestes animais, uma série de
estudos foram delineados com o intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos (LEWIS, et
al., 2011; RENA et al., 2008; ULRICH, 2007; VAID et al., 2013). Atualmente, ndo se contesta
gue a exposicao a radiacdo UV é capaz de suprimir o sistema imunolégico tanto em animais
quanto em humanos, porém os processos moleculares que conduzem a sub-regulacdo sdo
bastante complexos, podendo envolver diferentes vias (NORVAL; HALLIDAY, 2011).

De um modo geral, o processo se inicia a partir da absorcdo de fétons por cromdéforos
da pele (DNA, acido urocanico e fosfolipideos de membrana, por exemplo), iniciando uma
complexa cascata de eventos moleculares que culmina em alteragdes imunolégicas locais e
sistémicas, resultando na proliferacdo de células regulatérias T e B e, inibicdo da ativacdo de
celulas T efetoras e de memoria (NORVAL; HALLIDAY, 2011). As células de Langerhans
epidérmicas constituem o principal alvo da radiacdo UV, dessa forma, alteracdes estruturais e
funcionais, tais como perda de dendritos, reducdo da expressdo de moléculas HLA (human
leucocyte antigen), de moléculas de adesao e de co-estimulacdo, mediados pela luz UV a esta
subclasse de células dendriticas, tornam-se um importante mecanismo de imunossupressao,
uma vez que inibe sua funcdo de identificacdo, processamento e apresentacdo de antigenos
neoformados ao sistema imunoldgico (ULRICH, 2007; VAID et al., 2013).

Acreditava-se, até a Ultima década, que a radiacdo UVA fosse indcua ao sistema
imunologico, no entanto, estudos recentes tém demonstrado o espectro superior da banda UVA,
gue compreende a regido UVA-I (360-380 nm) possui um papel importante na imunossupressao
(DAMIAN et al., 2011; MATHEWS et al., 2010a; MATHEWS et al., 2010b).

Em adicdo, uma série de ensaios clinicos aponta que produtos fotoprotetores contendo
apenas protecédo contra a radiacdo UVB sdo incapazes de prevenir os efeitos imunossupressores
causados pela radiagdo UV. Em contrapartida, protetores solares com o mesmo FPS, porém
acrescidos de filtros UVA de alta protegéo, demonstraram reduzir de maneira significativa a

supressdo do sistema imunolégico, indicando que a radiacdo UVA esta diretamente implicada
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na imunossupressdo (DAMIAN; MATHEWS; HALLIDAY, 2010; HALLIDAY; BYRNE;
DAMIAN, 2011; MOYAL e FOURTANIER, 2008). Em doses equivalentes a 15-20 minutos
de exposicdo ao sol do meio-dia, a radiacdo UVA contribui com cerca de 75% para
imunossupressao mediada pela luz solar (HALLIDAY, 2011).

Diante desses fatos, assume-se que a radiagdo UVA contribuiu majoritariamente para a
depressdo do sistema imunoldgico, como resultado da exposi¢do solar diaria acidental
(DAMIAN et al., 2011).

1.2.5.4 Sintese de vitamina D

A vitamina D, também conhecida como calciferol, compreende um grupo de moléculas
secosteroides derivadas do 7-dehidrocolesterol (7-DHC) soluveis em lipidios, cujas principais
formas sdo vitamina D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol) (WACKER e HOLICK, 2013).
Da dieta, é possivel obter apenas 10-20% das necessidades de vitamina D, sendo que as
principais fontes de vitamina D3 séo representadas pelos peixes de aguas profundas e frias,
como atum e salmdo. Ja a vitamina D2 é encontrada principalmente em fungos comestiveis. Os
80-90% restantes sdo sintetizados endogenamente (ANCHINATHAN e LIM, 2012). A
molécula da vitamina D2 difere da D3 ndo apenas pela sua origem, como também por apresentar
em sua estrutura um carbono a mais, um grupo metil extra e uma dupla ligacdo entre os carbonos
22 e 23 (figura 1.11). No entanto, tais diferencas ndo afetam o mecanismo de ativacao (sintese),

e ambas agem como prdé-horménios (ROSS et al., 2011).

Vitamina D2 Vitamina D3

25
23

Figura 1.11. Estrutura quimica das vitaminas D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol). A vitamina D2 difere da
vitamina D3 por apresentar uma ligacdo dupla e um grupo metila na cadeia lateral.
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Durante a exposicdo a luz solar, o 7-DHC localizado na membrana lipidica das células
presentes nas camadas mais profundas da epiderme (estrato basal e espinhoso - figura 1.7) absorve
comprimentos de onda entre 280 e 320 nm, referentes a banda UVB, e sofre quebra fotolitica da
ligacdo entre carbonos 9 e 10 do anel B do ciclo pentanoperidrofenantreno, dando origem a
molécula secosteroide pro-vitamina D3 (CUTOLO, 2008). Esta Gltima, por sua vez, caracteriza-se
por apresentar um dos anéis rompidos, causando termoinstabilidade, e, por essa razéo, em presenca
de calor, sofre reacdo de isomerizacdo assumindo configuracdo mais estavel, a vitamina D3,
secretada para 0 espago intracelular, atingindo a corrente sanguinea (figura 1.12) (WACKER e
HOLICK, 2013). Ao alcangar o figado, as vitaminas D2 e D3 sofrem hidroxilac&o no carbono 25,
dando origem a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], a forma circulante principal, e que acoplada a
glicoproteina ligadora de vitamina D, é transportada a varios tecidos cujas células contém a enzima
1-a-hidroxilase (CYP27B1), uma proteina mitocondrial da familia do CYP450 que promove
hidroxilag&o no carbono 1 da 25(OH)D, formando a 1-a,25-diidroxi-vitamina D [1,25(OH)2D ou
calcitriol], a forma biologicamente ativa, que desempenha um papel importante na regulacéo do
metabolismo de calcio e fosfato para manutencédo de fungdes metabdlicas e para a satde esquelética
(JONES; PROSSER; KAUFMANN, 2014).

Portanto, a vitamina D é crucial a satde dssea, uma vez que é responsavel pela regulacdo
do metabolismo, absorcdo de calcio e fésforo. No entanto, os efeitos da vitamina D ndo estao
limitados a homeostase mineral. A presenca de receptores de vitamina D em outros tecidos
pode ser igualmente importante na regulacédo paracrina e autdcrina, promovendo o crescimento
e diferenciacgéo celular (ALSHAHRANI e ALJOHANI, 2013).
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Figura 1.12. Conversdo do 7-DHC em pré-vitamina D3 induzida pela RUVB e equilibrio dependente de
temperatura entre pré-vitamina D3 e vitamina D (adaptado de DeLUCA, 2014).

1.2.5.5 Fotoenvelhecimento

O fotoenvelhecimento trata-se de um processo cumulativo que depende do grau de exposicao
as radiacoes UVA e UVB e, da pigmentacdo cutanea. A pele envelhecida pelo sol caracteriza-se
clinicamente por aspereza, irregularidade da superficie, hipo ou hiperpigmentacdo, telangiectasias,
ritides, queratoses actinicas, perda da elasticidade (aparéncia coriacea), coloracdo cutanea amarelo-
citrina em virtude da diminui¢do dos vasos sanguineos e aparecimento de lesdes pré-malignas e
malignas (HASHIZUME, 2004; PANDEL, et al., 2013; TROJAHN et al., 2015).

De maneira sucinta, 0 mecanismo de fotoenvelhecimento envolve 0 aumento da expressao
das metaloproteinases matriciais (MMP) pelas EROs geradas a partir da exposicdo da pele a
radiacdo UV (PHILIPS etal., 2011; QUAN et al., 2013; PITTAYAPRUEK et al., 2016). As MMPs
degradam os componentes da matriz extracelular. Em paralelo, receptores celulares de superficie,
incluindo o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor de citocina, sdo
estimulados pela RUV nos queratindcitos e fibroblastos. Trés vias envolvendo proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAP) sdo entdo ativadas: quinase regulada por sinal extracelular (ERK),
quinase c-Jun amino-terminal (JNK), e p38. Essas vias convergem no nucleo celular, e dois

componentes de fator de transcricdo, cFos e cJun, combinam-se para formar o complexo ativador
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1 (AP1). AP-1 entdo estimula a transcri¢do dos genes de MMP para produzir colagenase, gelatinase
e estromelisina-1. Estas enzimas degradam col&geno, elastina e outros componentes da matriz
extracelular. A ativacao de c-Jun pelo complexo AP-1, apds exposi¢éo a radiacao UV, leva também
codificadores destes peptideos (KARIMIPOUR et al., 2009; QUAN, et al., 2009; CHERNG;
CHEN; SHIH, 2012; PARK, et al., 2017).

Uma vez no espaco extracelular, o coldgeno maduro fica suscetivel a acdo deletéria de
trés tipos principais de colagenases: MMP-8 (colagenase 2), MMP-13 (colagenase 3) e MMP-
1 (colagenase 1), sendo que esta Ultima é a principal enzima colagenolitica ligada a degradacéo
do colageno, induzida pela radiacdo UV. A desnaturacdo do colageno promovida por essas
enzimas origina fragmentos chamados de gelatina, que sera degradada em seguida por outras
metaloproteinases matriciais: gelatinase (MMP-9) e estromelisina (MMP-3) (QUAN et al.,
2009; PITTAYAPRUEK et al., 2016).

Dessa maneira, a radiacdo UV danifica o tecido conjuntivo dérmico, entre outras aces
deletérias, por degradar o coldgeno maduro e inibir a sintese de pré-colageno. A degradacéo
enzimatica do colageno é seguida por uma tentativa de reparo da matriz dérmica. No entanto,
o0 reparo ndo acontece perfeitamente levando a formacdo de uma estrutura falha que prejudica
a organizacdo do coldgeno no espago intracelular. Este defeito na matriz €, entdo, chamado de
"microcicatriz solar", e 0 acimulo se manifesta clinicamente como as rugas (AMARO-ORTIZ;
YAN; D’ORAZIO, 2014; IMOKAWA e ISHIDA, 2015).

1.2.6 Protetores solares: da estética a era da prevencao

De acordo com Balogh et al. (2011), protetores solares sdo formulagdes cosméticas
contendo substancias ativas denominadas filtros solares, classificados em agentes orgénicos e
inorganicos, respectivamente, de acordo com a capacidade de absor¢éo ou reflexdo da radiacéo
(LATHA et al., 2013; BENS, 2014; SHETTY, 2015).

Atualmente o mercado oferece uma extensa variedade de produtos fotoprotetores nas
mais diversas apresentacgdes: logdes hidroalcoolicas, 0leos, géis oleosos, emulsbes 6leo em dgua
(O/A), emulsdes agua em 6leo (A/O), aerossois, bastdes, entre outras. Tal pluralidade advém
do extenso percurso da fotoprotecdo, que sempre esteve presente, de alguma forma, na historia
da civilizacdo. Embora o conhecimento de causa fosse limitado ao apelo estético; no decorrer
dos séculos, muitas substancias foram, provavelmente, testadas como possiveis fotoprotetores
(URBACH, 2001; STALLINGS e LUPO, 2009). No antigo Egito, o éleo de oliva era utilizado
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como protetor solar. Além disso, as mulheres empregavam tintas e giz para branquear os rostos.
O mesmo acontecia na Grécia e em Roma (RIGEL, 2011).

Na Inglaterra do século XVI, a rainha Elizabeth I tinha por habito aplicar uma mistura
de clara de ovo, borato de sddio, alume e sementes de papoula, embora também utilizasse
derivados de mercurio na face para obter uma aparéncia palida. Tais comportamentos tinham,
presumivelmente, finalidades estéticas, no entanto, podem ter sido empregados como uma
maneira de proteger a pele contra a luz solar (HILTON, 2016).

Em periodos precedentes a Revolucéo Industrial, o tom claro da pele era sinbnimo de
status: uma pele pélida indicava que alguém tinha o privilégio de ficar em casa, enquanto a pele
mais escura sinalizava uma vida de trabalho pesado ao ar livre. No entanto, com as mudancas
no modelo de producdo e consumo de bens, a tonalidade de pele da classe trabalhadora foi
redefinida de escuro para uma variagdo mais palida. A razdo era que muitas pessoas
abandonaram a agricultura para trabalhar em fabricas e minas de carvao, reduzindo a exposi¢ao
da pele ao Sol. Contudo, no final do século XIX e inicio do século XX, o conceito acerca da
tonalidade da pele mudaria: as classes sociais altas, em parte por razdes de saude, desfrutavam
férias no litoral, expondo-se periodicamente a um indice de radiacdo solar mais elevado. Dessa
maneira, a pele bronzeada passou a ser associada a salde, bem-estar e prosperidade financeira
(TRAN; SCHULMAN; FISHER, 2008; CHANG et al., 2014)..

O advento da moda influenciou de maneira significativa a fotoprotecdo. Na década de 1920,
a estilista francesa Gabrielle Coco Chanel lancou a tendéncia do bronzeado apds exibir pele
dourada como resultado de uma viagem de cruzeiro feita por Chanel de Paris a Cannes. Logo, a
tonalidade bronzeada foi adotada por milhares de mulheres na Franga, vinculando a pele morena a
elegancia e saide (AZOULAYHER, 2009). No entanto, a descoberta de Hausser e Vahle, em 1922,
que associava 0 bronzeamento ao risco eritema, principalmente apds a exposi¢do solar aos
comprimentos de onda entre 280 e 315 nm (figura 1.13), trouxe a tona a hipdtese de que seria

possivel proteger a pele através da filtragem desses comprimentos de onda especificos.
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Figura 1.13. Resposta eritematosa solar vs comprimento de onda (SPRINGSTEEN et al., 1999).

A ideia tentadora resultou em um crescente interesse na pesquisa por uma variedade de
agentes fotoprotetores (LIM; HONIGSMAN; HAWK, 2007).

O historico do desenvolvimento racional de fotoprotetores, apresentado resumidamente
nafigura l.14, inicia-se em 1928, nos EUA, onde foi lan¢ado o primeiro protetor solar comercial
do mundo. No entanto, os fotoprotetores s6 foram amplamente utilizados a partir de 1944,
guando a Segunda Guerra Mundial movimentava os campos de batalhas e muitos soldados
sofriam sérias queimaduras solares. Diante de tal infortinio, um farmacéutico chamado
Benjamin Greenes empenhou-se em desenvolver algo que pudesse proteger os combatentes dos
danos causados pela RUV. Assim ele criou uma substancia vermelha e viscosa, a qual
denominou red vet pet (petrolato veterinario vermelho), derivada do petréleo, cujo mecanismo
de acdo baseava-se no blogueio fisico dos raios solares, agindo como uma espécie de filtro solar
inorganico de eficacia limitada, pois além de ser um produto com aspecto sensorial
desagradavel, em virtude de sua caracteristica viscosa, deveria ser aplicado em espessas
camadas para tornar-se eficaz (MONTEIRO, 2010). Um ano antes, em 1943, havia sido
desenvolvido o PABA (acido p-aminobenzoico) e seus derivados, considerado por muitos anos
o filtro favorito nos EUA (DE PAULA et al., 2012).

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, um grande nimero de filtros solares passou a
ser sintetizado, testado e comercializado. Em 1947, Grady publicou um artigo intitulado “Oxido
de Zinco em poés faciais” (tradugdo livre) no primeiro volume do Journal of the Society of
Cosmetic Chemists. Neste trabalho, o autor discute de maneira integral o espectro de absorcéo
de varios 0xidos metalicos, incluindo o0xido de zinco (ZnO) e didxido de titanio (TiO2). Além
disso, em uma observacao quase profética, Grady previu a aplicabilidade do ZnO como filtro
solar UVA (GRADY, 1947).

Em 1962, a benzofenona (acido 3-benzil, 4-hidrdxi, 6-metoxi-benzenosulfonico) foi

introduzida ao mercado por sua capacidade absorvedora na regido do UVA (MILESI e
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GUTERRES, 2002). A partir da década de 1970, a popularizacdo de férias em regibes
ensolaradas, influenciada, sobretudo, pela queda dos precos de passagens aéreas, estimulou a
demanda por protetores solares de ampla protecéo, favorecendo o desenvolvimento de produtos
mais sofisticados, com a incorporacgéo de filtros UVB em formula¢6es menos oleosas e mais
agradaveis ao toque (JENSEN et al., 2013).

Em 1978, o FDA, 6rgdo norte americano responsavel pela regulamentacdo do uso de
filtros solares, publicou o primeiro guia com metodologias para formulacdo e avaliacdo de
protetores solares (FDA 1978). Em 1993, o guia foi atualizado com novas regras, propondo a
obrigatoriedade de testes de eficacia e adequacao das embalagens de fotoprotetores com o termo
FPS (FDA, 1993). O guia passou por diversas atualizagdes até a versao mais recente, publicada
em 2011 (FDA, 2011).

A década de 1980 promoveu grandes avancos a area da fotoprotecdo: a aprovacdo do
primeiro filtro exclusivamente UVA: dibenzoilmetano e seus derivados (avobenzona). Desde entéo,
tornou-se possivel o desenvolvimento de formulagdes com protecdo UVB e UVA simultaneamente
(SILVA et al., 2015). Outro importante aperfeicoamento aconteceu em 1989, como acertadamente
previu Grady 42 anos antes, com a incorporagao de dxidos metalicos micronizados ZnO e TiO; aos
protetores solares, que em sinergia com filtros orgénicos, forneciam uma protecao mais efetiva na
faixa do UVA (SCHALKA e REIS, 2011).

O%S Primo{ro protetor solar ) ‘
@ O lancado ao mercado (EUA): emulsdo
contendo salicilato e cinamato de benzila

1933

Eugéne Schuller, o futuro fundador da

1936 L'Oreal, comercializa o primeiro protetor
+ . ’ ~
solar disponivel na Fran¢a: uma preparacao

oleosa contendo salicilato de metila

estimulam o mercado de protetores solares

Introdugdo da oxibenzona como um filtro de amplo

1970 espectro (UVA/UVB). O termo FPS ¢é divulgado nas
embalagens de protetores solares e revoluciona o
mercado, e os produtos, agora, sdo comparaveis

quantitativamente.
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Figura 1.14. Linha do tempo do desenvolvimento dos protetores solares (adaptado de JENSEN et al., 2013).
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No decorrer dos anos, uma série de filtros UVB e UVA foram desenvolvidos. A tabela
1.1 descreve, de acordo com a Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos (INCI),
os filtros solares aprovados para uso no Brasil e nos EUA. Nela, observa-se que o nimero de
filtros aprovados pelo FDA é inferior aos disponiveis para uso no Brasil, isso porque nos EUA,
0 processo de aprovacdo regulatéria de novos filtros é burocratico, porque estes sdo
classificados como produtos OTC (over-the-conter, ou seja, medicamentos isentos de
prescricdo), enquanto que no Brasil e Europa, os filtros solares sdo classificados como
cosméticos pelas agéncias reguladoras (SHAATH, 2007; BALOGH et al., 2011; FDA, 2013;
HAYDAR e BURKHART, 2013)

Tabela 1.1. Lista de filtros solares aprovados pela ANVISA e FDA (adaptado ANVISA, 2006; BALOGH et al.,

2011).

Acdo | Acédo %
Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI UVA | UVB ANVISA | FDA Méx.
Sulfato de Metila de N, N, N- Camphor
trimetil — 4— (2,0xoborn — 3 — benzalkonium - + + - 6%
ilidenometil) anilinio methosulfate
Salicilato de trietanolamina Tea salicylate - + + + 12%
3,3’ — (1, 4 — fenilenodimetileno)bis .
(&cido 7, 7 — dimetil — 2 — oxo0 — Terephtalylldence_
. dicamphor sulfonic + - + + 10%
biciclo — (2.2.1) acid (& salts)
1heptilmetanosulfonico e seus sais
A Butyl methoxy
oo ey S b | bl methne |+ | ||
prop ' (Avobenzone)
Acido alfa — (2 — oxoborn — 3 —
ilideno) tolueno — 4 — sulfénico e Benzylidene camphor
. Lo . . X - + + + 6%
seus sais de potéssio, sédio e sulfonic acid & salts
trietanolamina
2—Ciano-3, 3 - dlfenllacrllato de 2 Octocrylene i + + + 10%
—etilexila
4 — Metoxicinamato de 2 — etoxietila Cinoxate - + + + 3%
2,2 — c_iihidroxi —4- Benzophenone — 8 i + + i 30
metoxibenzofenona (PABA)
Antranilato de mentila Methyl anthranilate + - + + 5%
Acido 2 — fenilbenzimidazol —5— | Phenylbenzylimidazol
o . . sulfonic acid (&
sulfénico e seus sais de potassio, ; - + + + + 8%
P . . sodium , potassium, tea
sodio e trietanolamina
salts)
4 — Metoxicinamato de 2 — etilhexila il o e_thylhexyl) + + + 10%
methoxycinnamate
2 — Hidroxi — 4 — metoxibenzofenona (CICoEEE) + + + + 10%
benzophenone — 3
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Acéo | Acéo %

Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI UVA | UVB ANVISA | FDA Méx.

Acido 2 — hidroxi — 4 —

metoxmenzpf_enona —_5 —sulfénico e Benzophe_none -4 + + + + 10%
seu sal sddico (Sulisobenzona e (acid)
Sulisobenzona sédica)

Benzophenone — 5 (Na) + + + - 5%
Acido 4 — aminobenzdico PABA - + + + 15%
Salicilato de homomentila Homosalate - + + + 15%

Polimero de N - {(2 e 4)[(2 - .
oxoborn — 3 — ilideno) metil] benzily | Folyacrylamidomethyl | + + i 6%
L benzylidene camphor
acrilamida

*Didxido de titanio *Titanium dioxide + + + + 25%
N — Etoxi — 4 —eztiir;;mobenzoato de PEG - 25 PABA i + + i 10%
4 — Dimetil-aminobenzoato de 2 - Octyl (ou ethylhexyl) i + + i 8%

etilhexila dimethyl PABA

Salicilato de 2- etilhexila el EUEtipiliest) |- " " v | 5%

salicilate
4 — Metoxicinamato de isopentila Isoamylp - - + + + 10%
methoxycinnamate
3-4 - metilbfznzilideno) —d—1- | 4—methyl benzylidene i + + + 4%
canfora camphor
3 — Benzilideno canfora 8- benzylidene - + + - 2%
camphor
2,4, 6 — Trianilin — (p — carbo — 2’- Octyl (ou ethylhexyl) i + + i 506
etil —hexil-1’oxi) 1,3,5 triazina triazone
*Oxido de zinco *Zinc oxide + + + + 25%
2-(2H-benzotriazol-2-il)-4-metil-6-
{2-metil-3(1,3,3,3,-tetrametil-1- Drometrizole .
((trimetilsilitoxi)disiloxanil)propil}f trisiloxane * * * |
enol
Acido benzoico,4,4’-[[6-[[4-[[(1,1- :
dimetiletil)amino]carbonil]fenilamin (ﬁé‘;ﬁt‘l’;ﬁo‘ﬁ) _ . . | 0w
0]-1,3,5-triazina2,4-diil]diimino] bis- nyiexy 0
- - . butamidotriazone
,bis(2-etilhexil)
2,2’-metileno-bis-6-(2H- .
benzotriazol-2-il)-4(tetrametil-butil)- U ETe DE-
- - benzotriazonyl + + + + 10%
1,1,3,3-fenol Metileno bis- tetramethvibutviohenol
benzotriazolil tetraetil butil fenol ylbulylp
Sal monosddico do acido 2,2’-bis-
(1,4fenileno)- 1H-benzimidazol-4,6- Bisimidazylate + - + - 10%
dissulfonico
(1,3,5)-triazina-2,4-bis{[4-(2-etil-
hexiloxi)-2hidroxi]-fenil}-6-(4- Anisotriazine 1+ 1+ 1+ - 10%
metoxifenil)
Dimeticodietilbenzalmalonato Polysilicone-15 - + + + 10%
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Acéo | Acéo %
Nomenclatura IUPAC Nomenclatura INCI UVA | UVB ANVISA | FDA Méx.
Ester helilico do acido 2-[4- Diethylamino
(dietilamino)-2hidroxibenzoil]- hydroxybenzoy! hexil - + + - 10%
,benzéico benzoate

* Filtros inorganicos

Na tabela 1.1, os filtros solares destacados em cinza, correspondem aos ativos mais
encontrado em formulacGes fotoprotetoras no Brasil, sendo o TiO2 o mais frequente,
aparecendo em 70% dos protetores solares, seguido pela anisotriazina, presente em 66,3%
(GODINHO et al., 2017).

1.2.7 Mecanismo de acgao dos filtros solares

1.2.7.1 Filtros organicos

Os filtros organicos sdo basicamente compostos aromaticos com grupos carboxilicos,
nomeadamente derivados do PABA, &cido cindmico, salicilatos, benzofenonas, entre outros
(ARAUJO, 2008; APEL; TANG; EBINGHAUS, 2017). Apresentam um grupo doador de
elétrons, como uma amina ou metoxila na posi¢do orto ou para do anel aromatico, permitindo
o compartilhamento de elétrons ressonantes por quase toda a extensdo da molécula, tornando-
a capaz de absorver e converter a RUV em radiac6es inofensivas ao ser humano, tais como
radiacdo infravermelha ou em emissdes de fluorescéncia ou fosforescéncia na faixa do visivel
e calor (KULLAVANIJAYA e LIM, 2005; LATHA et al., 2013; NASH e TANNER, 2014;
MENG et al., 2017).

De maneira sucinta, a absorcdo da RUV promove a excitacdo dos elétrons situados do
orbital HOMO (do inglés Highest Occupied Molecular Orbital), onde a energia é mais alta,
para o orbital 7* LUMO (do inglés Lowest Unnocupied Molecular Orbital), que possui uma
energia discreta e bem definida. Os elétrons, ao retornarem ao estado inicial, liberam o0 excesso
de energia em forma de calor (figura 1.15) (FLOR e DAVOLOS, 2007; KNIGHT, 2009). Se a
energia absorvida ndo for dissipada, as liga¢fes quimicas podem quebrar, resultando em uma
degradacéo do filtro UV (BRIASCO et al., 2017).

A maioria destes filtros é efetiva apenas em uma estreita faixa do espectro UV. Por essa
razdo, protetores solares a base destes compostos, frequentemente apresentam em sua

formulacdo diferentes tipos de filtros orgéanicos, cada qual atuando em uma regido especifica
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do espectro UV. Em geral, tais substancias séo ativas especialmente contra os raios UVB
(KORAC e KHAMBHOLJA, 2011).

Fotoprotetores que contém filtros organicos sdo Uteis para proteger a pele contra os
danos induzidos pela radiacdo ultravioleta, porém esta protecdo ndo é ideal devido ao uso
inadequado, incompleto espectro de protecdo e toxicidade, além de problemas de
fotoestabilidade apresentados pela maioria destes (GASPAR & CAMPOS, 2007;
KULLAVANIJAYA & LIM, 2005).

CH CH

3 3
/ ) — |
CH4 -0: CH, :Q:
&S]
Molécula no estado fundamental Molécula no estado excitado

Figura 1.15. Molécula do PABA.: transferéncia de elétron do grupo doador (=NH2) para o grupo aceptor (=COOH)
sob RUV (adaptado de MAIER e KORTING, 2005).

1.2.7.2 Filtros inorgénicos

Os filtros solares inorganicos sdo compostos minerais, representados principalmente
pelo TiO2 e ZnO e, desempenham fungdo protetora majoritaria frente a radiacdo UVA
(FORESTIER, 2008; BALOGH et al., 2011).

A protecgdo proporcionada pelos dos filtros inorganicos, diferente daquela apresentada
pelas moléculas organicas, baseia-se em mecanismos fisicos de reflexdo e dispersdo, que
envolvem rearranjos moleculares (alteracdes no tamanho e forma da molécula), sem sofrer
quaisquer efeitos em sua estrutura interna (MORE, 2007). Sendo assim, formam uma espécie
de barreira opaca sobre a pele, impedindo que a luz UV atinja a superficie cutanea (BALOGH
et al., 2011). Apresentam relativa estabilidade, sdo considerados atoxicos e clinicamente
seguros quando incorporados a formulagdes fotoprotetoras em sua forma revestida com silica,
alumina ou outro material inerte. Por essa razédo, protetores solares a base de filtros inorganicos
constituem a primeira escolha para criangas e pacientes com histérico de alergias (FLOR,
DAVLOS, CORREA, 2007; BALOGH et al., 2011).
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1.2.8 Determinacao da eficécia fotoprotetora in vivo

Os fotoprotetores atualmente disponiveis no mercado sdo, em sua maioria, formulados
a partir de uma combinacdo racional de filtros solares organicos e inorganicos, o que resulta
numa maior eficicia destes produtos, uma vez que tal mistura apresenta efeito sinérgico,
proporcionando um alto FPS, bem como um amplo espectro de absor¢cdo em ambas as regides
UVB e UVA, propriedades dificilmente alcancadas com o emprego de apenas um tipo de filtro
(LADEMANN et al., 2005; SERPONE, DONDI, ALBINI, 2007; EL-BOURY, 2007, LATHA
et al.,2013).

A eficacia de um protetor solar é determinada, através de ensaios in vivo,
guantitativamente em termos de FPS, definido como a razédo entre a dose minima de radiacédo
UV requerida para causar eritema em pele protegida (DME), e a dose minima necessaria para
causar o mesmo efeito em pele desprotegida (FDA, 1978; FOURTANIER, MOYAL, SEITE,
2012). Para isto, emprega-se a seguinte equacdo matematica (Equacéo 1.1):

Equacéo I.1:

DME (pele protegida)

FPS =
DME (pele nao protegida)

No Brasil, a ANVISA, por meio da RDC n° 237, de 22 de agosto de 2002; preconiza,
para analise do FPS, a adocdo de ensaios in vivo fundamentados nos testes empregados pela
FDA e COLIPA, testando um grupo de, no minimo, 20 individuos humanos sadios pertencentes
aos fototipos I, 11 ou 111 de acordo com a classificagdo de Fitzpatrick (Quadro 1.1), baseado na
premissa de que esses tipos de pele sdo mais propensos a queimaduras solares (BRASIL, 2002).

Quadro 1.1 - Classificacéo Fitzpatrick dos fototipos de pele

Fototipos Caracteristicas Sensibilidade ao Sol

Queima com facilidade, nunca

| - Branca Muito sensivel

bronzeia
Queima com facilidade, bronzeia .
Il - Branca Sensivel
pouco
ueima moderadamente, bronzeia
Il - Morena clara Q Normal
moderadamente
ueima pouco, bronzeia com
IV — Morena moderada Q P Normal

facilidade

Queima raramente, bronzeia

Pouco sensivel
bastante

V - Morena escura

Nunca queima, totalmente

VI - Negra pigmentada

Resistente
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Nesse sentido, a andlise do FPS é util para determinacdo da eficacia fotoprotetora
frente a regido UVB do espectro eletromagnético, uma vez que esta é a principal responsavel
por produzir eritema. Portanto, de acordo com este ensaio, um produto fotoprotetor pode ser
considerado eficaz se 0 mesmo evitar o surgimento de queimaduras.

A avaliacdo do FPS in vivo possui varias desvantagens. Primeiramente € um método
dispendioso e demorado. Além disso, levanta sérias questdes de cunho ético em relagéo ao
potencial dano a pele dos voluntarios (PELIZZO, 2012).

Para avaliacdo da protecdo contra radiacdo UVA, sdo empregadas, principalmente, duas
metodologias bastante similares fundamentadas na resposta pigmentaria da pele, a IPD e a PPD.
Ambas sdo técnicas in vivo, andlogas ao ensaio de FPS, que expde voluntarios a radiacdo UVA
e quantificam o grau de pigmentacdo cutdnea ao invés do eritema. A primeira determina a
menor dose de luz UVA requerida para produzir o escurecimento reversivel da pele, observada
imediatamente apds a exposi¢cdo. A PPD baseia-se na pigmentacgdo persistente, a qual é avaliada
dentro de 2 a 4h a partir da incidéncia de radiacdo (MOYAL, CHARDON, KOLLIAS, 2000;
PELLIZO etal., 2012; SKLAR, 2013).

1.2.9 Avaliagdo de protetores solares in vitro

Até o presente momento, nenhum método in vitro é indicado como padrdo pelas
agéncias reguladoras nacionais e internacionais para determinacdo do FPS, pois sdo
considerados inadequados para tal finalidade por serem incapazes de mimetizar certas
interacbes do produto com a pele, que podem influenciar o FPS. Além disso, nenhum dos
métodos desenvolvidos apresenta correlacdo 1:1 com medidas in vivo (RUVOLO; KOLLIAS;
COLE, 2014). A despeito disso, uma breve busca em bases de dados revela um grande esforco
por parte de grupos cientificos do mundo todo em superar este desafio.

De maneira geral, os métodos in vitro descritos na literatura dividem-se em duas
categorias, ambas baseadas em analises espectrofotométricas: (i) medida de
absorcdo/transmissdo da RUV através de filmes de protetores solares aplicados sobre diferentes
substratos, e (ii) absor¢do dos agentes fotoprotetores em solugdes diluidas.

Uma técnica célebre e bastante difundida para determinagdo do FPS in vitro foi
desenvolvida por Mansur et al. em 1986. Nesta, uma quantidade pré-determinada do produto
fotoprotetor é diluida nos solventes etanol, metanol ou isopropanol e, posteriormente, é realizada
uma leitura espectrofotométrica, na faixa de 290-320 nm. O FPS é calculado através da equagéo de

Mansur (Equacdo 1.2). Os valores de EE * | séo constantes e séo apresentados no quadro 1.2.
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Equacéo 1.2:

FPS = FC .zm. EE (£) .1(£) . abs(£)
290

Onde:

FC = fator de corregéo (10).

EE = efeito eritematogénico da radiacdo no comprimento 4.

I (K) = intensidade da luz solar no comprimento de onda X.

Abs (K) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da formulacdo em solucdo no

comprimento de onda (1).

Quadro 1.2. Relacéo efeito eritematogénico (EE) vs intensidade da
radiac&o (I) conforme o comprimento de onda (SAYRE et al., 1979;
MANSUR et al. 1986).

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

> 1,0000

Uma desvantagem deste método consiste no fato de que o mesmo ndo pode ser
empregado para avaliacdo de protetores solares contendo filtros inorganicos, em funcdo da
insolubilidade destes nos solventes utilizados. Além disso, esta analise ndo determina o padréo
de absorcéo na regido UVA (VELASCO et al., 2011).

Uma das técnicas in vitro mais confidveis da atualidade para determinacgdo do FPS € o
método de transmitancia difusa (RUVOLO et al., 2014), que pode ser empregado em protetores
solares contendo filtros inorganicos por se tratarem de sistemas opacos. Neste, o fotoprotetor
é aplicado sobre um substrato com érea de 56 cm? que mimetiza a pele humana, a fim de se
obter uma camada de 2 mg/cm? ou 2 pL/cm?. A amostra € irradiada com Iampada de xenénio,
gue emite fotons de energia no intervalo espectral de 250-450 nm.

A intensidade de luz incidida sobre o fotoprotetor se d& conforme uma distribuicéo
hemisférica apresentada na figura 1.16, sendo maior na proximidade da incidéncia para a
direcéo regular transmitida. A transmitancia hemisférica total € medida pelo uso de uma esfera
de integragdo, cujo interior € revestido por material branco altamente refletivo, que coleta a luz
dispersada em todos os angulos (MOYAL; REFREGIER; CHARDON, 2014). Como
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esquematizado na figura 1.17, a luz de uma fonte externa (IAmpada de xenénio) é colimatada e
atinge a amostra em uma incidéncia normal. O defletor evita a iluminacdo direta do detector
apos a dispersdo da luz através da amostra, respondendo proporcionalmente a iluminagéo

produzida na parede interna da esfera integradora.

Figura 1.16. Espalhamento da luz incidente sobre a amostra do fotoprotetor (SPRINGSTEEN et al., 1999).

esfera integradora

Amostra

&

|

Limpada de xendnio ¢ piaq0

L=l

fotodetector

Figura 1.17. Esquema de funcionamento da esfera integradora (SPRINGSTEEN et al., 1999).

Uma alta variabilidade nos resultados de ensaios in vitro de analise do FPS sugere que
atencdo especial deve ser direcionada a selecdo do substrato empregado, o qual deve ser
transparente, nao fluorescente, fotoestavel e inerte, evitando interacdes com o produto. Também
deve apresentar propriedades Oticas e fisico-quimicas semelhantes & pele. Embora o substrato
ideal ainda ndo tenha sido definido, os mais utilizados sdo: placa rugosa de polimetacrilato
(PMMA) (HEINRICH et al., 2004; GAROLI et al., 2009; HOJEROVA; MEDOVCIKOVA;
MIKULA, 2011; RUVOLO; KOLLIAS; COLE, 2014; DIMITROVSKA et al., 2017);
Transpore® (BLAESEL e ALDOUS, 2008; GAROLI, 2009; GOLMOHAMMADZADEH et
al., 2011; DIMITROVSKA etal., 2017) ; Vitro-Skin® (DIFFEY etal., 2000; LOTT et al., 2003;
GAROLI et al., 2009); placa de quartzo (BLAESEL, 2008; AKRMAN et al., 2009;
FIGUEIREDO et al., 2014 FUJIKAKE et al., 2014; e teflon (PTFE) (GAROLI et al., 2008).
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1.3 OBJETIVOS

Desenvolver, padronizar e validar um método in vitro rapido, pouco dispendioso e
robusto baseado em andlise espectrofotométrica, para controle de qualidade de formulactes
fotoprotetoras durante a producdo em escala industrial, utilizando como amostra padréo

protetores solares disponiveis no mercado.

1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Amostragem

Para desenvolvimento do método in vitro para controle de qualidade de formulagdes
fotoprotetoras; protetores solares comercialmente disponiveis na forma farmacéutica semi-
solida de emulsdo, com os seguintes valores de FPSs descritos nas embalagens: 15, 20, 30, 40,
50 e 60; foram adquiridos de pontos comerciais regulares em Ribeirdo Preto/SP, Brasil. Todos
0s produtos sdo do mesmo fabricante (A), selecionado por figurar entre as dez marcas de
fotoprotetores mais consumidas no mercado nacional.

Os filtros solares presentes na composic¢ao dos produtos estdo descritos na tabela 1.2, a
qual, revela ainda, que o fotoprotetor com FPS 40 é o Unico que contém em sua formulacéo

exclusivamente filtros inorganicos (TiOz e ZnO).

Tabela 1.2. Composicao ativa e FPSs dos protetores solares comerciais.

Componente Ativo (INCI)  Classificacdo FPS Amostras

UVA UVB 15 20 30 40 50 60

Ethylhexyl Salicylate* X X X X X X
Benzophenone-3* X X X X X X
Ethylhexyl Triazone* X X X X X X X
Butyl
Methoxydibenzoylmethane X X X X X X

(avobenzone)*

Octocrylene* X X X X X X
DRI XXX X XX X
Titanium Dioxide** X X X X X X X X

Zinc Oxide** X X

*Filtros organicos; **Filtros inorganicos
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1.4.2 Caracterizagdo qualitativa dos protetores solares por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Os protetores solares foram analisados qualitativamente por meio de CLAE para que a

composicao de filtros organicos descritos na embalagem fosse confirmada.

1.4.2.1 Preparo das amostras

Uma aliquota de 20 mg dos protetores solares comerciais foi dissolvida em uma uma
mistura de solventes que consistiu em 40 mL de metanol:agua (1:1, v/v) e 40 mL de
diclorometano com o auxilio de banho ultrassénico durante 20 minutos. Em seguida, procede-
se a extracdo liquido-liquido em funil de separagdo. Depois de completada a extracdo, as fases
organica e aquosa foram coletadas e submetidas a analise por CLAE.

A exatidao foi validada em termos de recuperacdo pelo método de adicdo de padrao.
Sendo assim, 1 mL de solu¢Ges com quantidades conhecidas de trés filtros solares organicos:
benzophenone-3; avobenzone e octocrylene (Sigma-Aldrich®), 2mg; 1mg e 1mg,
respectivamente, foram adicionadas a 20 mg de cada protetor solar comercial. Amostras com
adicdo de padrdo, sem adicdo de padrdo, bem como 1mL da solucdo padrdo foram submetidas
ao processo de extracdo descrito no paragrafo anterior. Em seguida, as fracdes organicas
coletadas foram diluidas em diclorometano a uma proporcdo de 1:5 e analisadas em
espectrofotdbmetro Hitachi U2001, na faixa de 280 a 400 nm, utilizando-se etanol para ajuste
do zero. As areas sob as curvas (ASC) obtidas foram aplicadas na Equacéo 1.3, para o calculo

do percentual de recuperacéo.

Equacéo 1.3

ascPSP — ascPSS
R (%) = 25cSP x 100

Onde:

R (%) = percentual de recuperacéo obtido;

ascPSP = Area sob a curva dos protetores solares (PS) adicionados da mistura dos padrdes de
filtros (P);
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ascPSS: Area sob a curva dos protetores solares comerciais (PS) na auséncia de padrdes de
filtros;

ascSP: Area sob a curva da solugdo padréo de filtros solares (PF).

Tabela 1.3. Condi¢des cromatograficas (CHISVERT; TARAZONA. SALVADOR, 2013).

Coluna Hypersil C-18 Gold (250 mm L x 4,6 mm DI, granulagdo de 3 pm, Thermo
Fase estacionaria Fisher Scientific, EUA) acoplada a uma pré-coluna C-18 (10 mm x 4 mm, 3 pm,
Thermo Fisher Scientific, EUA).

(A) Etanol P.A (JTBaker®, Phillipsburg, New Jersey) e (B) agua acidificada com
1% de &cido formico (JTBaker®, Phillipsburg, New Jersey)

Fases moveis

Vazéo 0,8 mL/min
Volume de injecdo da 20 UL
amostra

£ de quantificacdo 313 nm

0-5 min (55:45), 5-15 min (60:40), 15-20 min (80:20), 20-35 min (100: 0), 35-40

Tempo de corrida Min (80 : 20), 40-45 min (60:40), 45-50 min (55:45) e 50-51 min (STOP)

Temperatura 22°C

1.4.2.2 Perfil cromatografico

A analise cromatografica foi realizada utilizando o sistema de cromatografia liquida
Shimadzu (Kyoto, Japdo), modelo LC-10 AT, acoplado a um detector UV/VIS, modelo SPD-
10A, integrador modelo C-R6A e injetor Rheodyne. Os parametros comatograficos, adaptados

de Chisvert; Tarazona; Salvador (2013), estdo descritos na tabela 1.3.

1.4.3 Desenvolvimento do método espectrofotométrico in vitro para controle de qualidade

de formulacdes fotoprotetoras

De maneira breve, porém precisa, o design experimental proposto (figura 1.18), baseia-
se na absorcao espectrofotometrica na regido do UV (280-400 nm) de uma fina camada de
protetor solar (PS) comercial, aplicada sobre a face externa de uma cubeta de quartzo
preenchida com uma solucéo padrdo (SP) que possui a capacidade de absorver fotons de energia

em toda a extensdo do UV, e que apresenta absor¢éo sempre constante.
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I Solugdo Padrio
TIo

ANVVWRANY

Amostra de protetor solar aplicado na
face externa da cubeta (0.2 mg/cm2)

Figura 1.18. Design experimental proposto.

Por conseguinte, obtém-se uma area sob a curva de absorcdo (ASC) da unidade
experimental PS + SP. A partir do valor alcangado, é possivel definir se os novos lotes de
protetores solares produzidos em escala industrial mantém o mesmo padrdo de absorcdo da
RUV observado para o produto inicialmente desenvolvido, cujo FPS foi determinado in vivo.

A predilecdo pela cubeta de quartzo se exprime em razdo deste material permitir uma
transmissdao de aproximadamente 100% da RUV, o que ndo € possivel com o emprego de
cubetas mais economicas, de poliestireno ou vidro, por exemplo (FELS, 2017).

Uma quantidade padronizada de protetor solar (0,2 mg/cm?) foi pesada diretamente
sobre uma das faces lisas da cubeta (a face que recebe o feixe de luz no espectrofotdmetro) e,
em seguida, foi aplicada manualmente, com dedo protegido por luva por toda a &rea da cubeta
de maneira homogénea, empregado movimentos circulares, sem limites definidos de tempo e
pressdo. Apds o espalhamento, as cubetas foram armazenadas em local ao abrigo da luz, a 25°C,
durante 15 minutos, para secagem, de modo permitisse a formacdo de um filme fino.

Em seguida, as amostras foram analisadas em microscopio éptico (ampliagdo de 10 x)
com o intuito de verificar o padréo de espalhamento dos fotoprotetores, garantindo assim, uma
distribuicdo regular do produto por toda superficie definida. Em seguida, as cubetas foram
preenchidas com a SP e, apds 1 minuto, foi realizada a leitura da absorvancia na faixa de 280 a
400 nm em espectrofotdmetro Hitachi U2001. O valor da &rea sob a curva de absorgéo foi
calculado.

1.4.3.1 Obtencéo da solucédo padréo

Neste trabalho, foi adotada como SP uma solugdo de quercetina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) 10 pg/mL em etanol 95% (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), adicionada de
6 gotas de AICI; (Merk®) 6%. Essa opcao é justificavel, uma vez que as propriedades absortivas
da RUV pela quercetina sdo bem documentadas na literatura (INAL; KAHRAMAN; KOKEN,
2001; ZHU et al., 2017).
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Foram preparados 100 mL de uma solucdo estoque de quercetina (10 pg/mL, em etanol),
bem como 50 mL de uma solugéo aquosa de AICIz. Ambas permaneceram armazenadas ao
abrigo da luz, a 25°C e; diariamente, a SP (solucdo quercetina 10 pg/mL adicionada de 6 gotas
de AICIz 6% em &gua) foi analisada em triplicata, por espectrofotdmetro (280-400 nm), durante
10 dias para avaliar a reprodutibilidade do espectro de absorcéo da SP. Também foi determinada
a absorvancia de solucGes recém-preparadas em dias distintos.

A novidade da técnica proposta encontra-se na presenca de uma SP, uma vez que atua
como um padrdo interno, como usado em técnicas cromatograficas como CLAE e CG
(LOKHNAUTH; SNOW, 2005; SALGUEIRO et al., 2012). Esta SP deve ter as seguintes
caracteristicas: concentracdo constante e reprodutivel e &rea sob a curva de absorcao inter-

experimentos com baixo coeficiente de variacéo.

1.4.4 Validagdo
1.4.4.1 Precisao

A precisdo, definida como sendo a concordancia entre os valores experimentais obtidos,
ou seja, quanto mais proéximos entre si estiverem, menor serd a amplitude e maior a preciséo,

foi analisada quanto ao pardmetro intra e inter-ensaio.

1.4.4.2 Exatidao

Outro parametro determinado foi a exatidao. Para defini-la, realizamos uma comparagao
entre a resposta obtida através do método de avaliacdo da eficacia de protetores solares com
base na irradiacdo de cultura celular protegida ou ndo por fotoprotetores, conforme descrito
anteriormente por Figueiredo, 2016 (detalhado a partir do item 4.4.1), e o método

espectrofotométrico aqui proposto.

1.4.4.2.1 Linhagem e cultivo celular

Fibroblastos imortalizados da linhagem L929, originados de camundongos, foram
cultivados em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina (100 pug/mL)

e anfotericina B (0,25 pg/mL), incubadas a 37°C com 5% de CO.. As células foram mantidas
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em crescimento com trocas do meio de cultivo a cada 2 dias. Apoés atingida a confluéncia de

80%, as células foram desagregadas usando tripsina 0,25%.
1.4.4.2.2 Determinacao da eficacia fotoprotetora dos protetores solares comerciais

De acordo com metodologia ja padronizada e validada em nosso laboratério
(FIGUEIREDO, 2016), a linhagem celular foi semeada em microplacas de 6 po¢os com
confluéncia de 8x10° células/poco e incubadas a 37°C com 5% CO,. Ap6s 12 horas, 0 meio foi
substituido por 1,5 mL de tamp&o de Hank. Sobre a microplaca de 6 pogos foi adaptada uma
placa de quartzo (12,5 cm x 7,5 cm) demarcada por circulos de 3,5 cm de didmetro que foram
sobrepostos aos pocos da microplaca. Em cada area demarcada pelo circulo, foram aplicadas
homogeneamente 18 mg de amostra de protetores solares (correspondendo a 2 mg/cm?). O
conjunto microplaca/placa de quartzo foi exposto & 10 J/cm? de radiagcio UVB em simulador
solar (Vilber Lormat, modelo Bio-Sun VLX — 3.W, Franca) equipado com lampada de arco de
xendnio 300 W (figura 1.19). Cada amostra de protetor solar foi aplicada em triplicata. Foi
realizado o controle irradiado, com a exposicao das linhagens celulares a RUV sem a aplicacdo
de fotoprotetor sobre a placa de quartzo e controle ndo irradiado. Apds a irradiacdo, o parametro
biol6gico de viabilidade celular foi determinado.

UVB (10 J'cm*)

Placa de quastzo ’ /

Linhagens celular L929

Figura 1.19. Esquema do procedimento experimental para determinar a eficacia de protetores solares empregando
cultura celular (FIGUEIREDO, 2016).

1.4.4.2.3 Viabilidade celular
Apobs a exposicdo da linhagem celular L929 a radiagdo UVB (10 J/cm?) e UVA (20

Jlem?), conforme descrito no item 4.4.2, as placas de quartzo foram retiradas e o tamp&o de

Hank substituido por 3 mL de meio DMEM, contendo 10% de SFB. A seguir, as microplacas
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foram incubadas em estufa com 5% de CO- a 37°C por 48h (VIELHABER et al., 2006). Apos,
0 meio de cultura foi removido e as células lavadas com solucgdo salina (0,90% NaCl). Em
seguida, foram adicionados 200 pL de solucdo aquosa 0,01% de resazurina (Sigma-Aldrich,
EUA) e 1,80 mL de meio DMEM (10% SFB), resultando num volume total de 2 mL. As
microplacas foram incubadas a 37°C por 4 h e, posteriormente, a fluorescéncia emitida foi
determinada em fluorimetro de placa (BioTek Synergy 2 - multi-mode microplate reader,
BioTek Instruments Inc., EUA) com excita¢do de 540 nm e emissao de 590 nm (KUETE et al.,
2013). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem de células viaveis em relacdo ao
grupo controle (células ndo irradiada/ndo protegidas por fotoprotetor), considerado como 100%
de viabilidade. O ensaio foi realizado em triplicata, em trés dias diferentes (n=9).

1.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados usando o software estatistico GraphPad Prism® (versdo
5.01, 2007) e foram expressos pela média + erro padrdo, comparando os diferentes grupos de
acordo com o método de analise de variancia de ANOVA seguido por Bonferroni. Foram

consideradas diferencas significativas os valores de p <0,05.

1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.6.1 Analise qualitativa da composicédo dos protetores solares comerciais por CLAE

O método de recuperacdo é 0 mais utilizado para validar a exatiddo de um processo
analitico, e € calculado como porcentagem de recuperacdo de uma quantidade conhecida de
analito adicionada a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga (ANVISA, 2003).

De forma geral, a recuperacdo dos filtros benzophenone-3; avobenzone e octocrylene
foi satisfatoria, entre 93,05% a 101,55%, apresentando baixa dispersdo e ficando entre os
limites estabelecidos de 90% a 107%, recomendados pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2002).

Um trabalho publicado por Chisvert; Tarazona; Salvador (2013) permitiu determinar as
melhores condi¢fes cromatograficas para caracterizar os filtros UV presentes nas amostras de
protetores solares. O fotoprotetor com FPS 40apresenta em sua formulagdo apenas filtros

inorganicos, TiO2 e ZnO, por essa razéo, este ndo foi analisado.
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Como pode ser observado na Figura 1.20, a andlise qualitativa dos protetores solares
comerciais por CLAE, confirmou a composi¢do de alguns filtros organicos mencionados na

embalagem (tabela 1.3).
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Figura 1.20. Perfis cromatograficos dos filtros UV orgénicos presentes nos protetores solares comerciais da marca
A com fatores de protecdo solar (FPS) de 15, 20, 30, 50 e 60, obtidos da analise qualitativa por CLAE da fase
orgénica (diclorometano) obtida no processo de extracdo (item 4.2.1). OCT = octocrylene; AVO = avobenzone;
EHT: ethylexyl triazone e BEMT = Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine.

Os filtros organicos foram identificados comparando os tempos de retencéo obtidos para
0s padrdes utilizados: BEMT; AVO, OCT e EHT. Nenhum pico cromatografico foi detectado
na fase aquosa da extracdo, o que certifica a auséncia de filtros organicos hidrossoluveis,
conforme descrito no rotulo.

Em um levantamento publicado por Godinho et al. (2017), os autores listaram 0s
principais filtros solares presentes em formulacdes fotoprotetoras disponiveis comercialmente
no Brasil. Entre os filtros solares organicos, 0 BEMT € o mais frequente, encontrado em 66,6%

dos protetores solares, seguido pelo OCT,; ethylexyl metoxycinamate; AVO e EHT.
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A andlise da tabela 1.2 e da figura 1.20 indica o interesse do fabricante dos protetores
solares comerciais utilizados neste estudo, em oferecer protegdo de amplo espectro,
empregando em suas formulacdes uma combinacdo de filtros com capacidade de protecao
UVB, EHT, com pico maximo de absor¢do em 314 nm; simultaneamente UVA e UVB, como
0 BEMT, com picos de absor¢do em 310 e 348 nm, além da AVO, um filtro exclusivamente
UVA (£ méx. 357 nm), associado ao OCT, que absove RUVB (£ méx. 303 nm), mas que €
adicionado estrategicamente as formula¢Ges com o intuito de fotoestabilizar a AVO, uma vez
que esta é facilmente degradada em presenca de luz. Apenas 60 minutos de exposic¢éo a radiacdo
UV sdo necessarios para reduzir a efetividade deste filtro de 50% a 90% (PALM e
O DONOGHUE, 2007; BISSONETE, 2008).

1.6.2 Desenvolvimento de um método espectrofotométrico para controle de qualidade de

formulagdes fotoprotetoras

1.6.2.1 Obtencéo da solucédo padrao

A obtencdo de uma SP capaz de absorver energia em toda a regido do espectro UV (280-
400 nm) é essencial para o desenvolvimento deste método, uma vez que age como um padrao
interno na técnica, tendo a absor¢do sempre constante, com a finalidade de compensar erros
aleatdrios, sistematicos e de preparo de amostra.

Em busca de uma substancia pura que apresentasse absor¢ao nos comprimentos de onda
dos espectros UVB, UVA-I e UVA-II, passivel de ser solubilizada em solvente que néo
causasse interferéncia nas leituras espectrofotométricas; a quercetina, um dos flavonoides mais
abundantes da natureza, apresenta todas as caracteristicas desejadas para a SP requerida neste
método, a comecar por suas propriedades absorvedoras da RUV, extensivamente discutidas na
literatura (INAL; KAHRAMAN; KEN, 2001; CHOQUENET et al., 2008; ANDRADE-FILHO;
RIBEIRO; NERO, 2009; SCALIA, 2010; SHIREEN; MUJEEB; MURALEEDHARAN, 2017).
Tal caracteristica foi observada, a principio, no reino vegetal, onde algumas espécies detém os
fundamentos dos mecanismos de fotoprotecao, sintetizando e acumulando compostos capazes
de absorver seletivamente a RUV e dissipa-la de maneira inofensiva (STAPLETON e
WALBOT, 1994; BUCHHOLZ; EHMANN; WELLMANN, 1993; MARKAN et al., 1998;
WILSON et al., 2001; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012; SHOURIE et al., 2014).

A capacidade fotoprotetora da quercetina advém de mecanismos antioxidantes, bem

como, da absorcdo direta da RUV, relacionada a sua estrutura, contendo 15 4tomos de carbono
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em seu nucleo basico arranjados na configuracdo Cs-Cs-Cs, com anéis benzénicos A e B ligados
a um anel pirano C, possuindo o substituinte —OH nas posigoes 3, 5, 7, 3°, 4’(figura 1.21)
(KUMAR e PANDEY, 2013). Esta estrutura permite uma intensa absor¢éo no UV, exibindo
duas bandas: (i) 320-385 nm, representando a absorcéo do anel B e (ii) 250-285, correspondente
a absor¢do do anel A (BLIER et al., 2017).

Figura 1.21. Estrutura da quercetina (adaptado de VO et al., 2016).

Outra caracteristica que corroborou para a escolha deste flavonoide como padréo, foi a
estabilidade da molécula, comprovada por Fahlman e Krol (2009). Os autores demonstraram
que ap6s 11h de irradiacdo de uma solucdo metandlica de quercetina com luz UVA (740
UW/cm? a 365 nm) e UVB (1300 pW/cm? a 310 nm), houve apenas uma pequena conversio
(menos de 20%) em produtos de degradacdo do anel C (2,4,6-trihidroxibenzaldeido; acido 2-
(3',4'-dihidroxibenzoiloxi)-4,6-dihidroxibenzoico e 3,4-dihidroxipheniletanol. No entanto, a
adicdo de um agente sensibilizador (benzofenona) a solucdo de quercetina, causou uma
conversdo induzida pela RUV superior a 90% ap6s 1h de irradiacdo; sugerindo a elevada
estabilidade da molécula isolada.

Igualmente, Dall’Acqua e colaboradores (2012), ndo observaram fotodegradagédo
significativa ao expor solugdo etandlica de quercetina (2x10° M) a doses crescentes de radiacéo
UVA e UVB (50-70 J/cm?).

Com base nessas informacGes, portanto, foi preparada uma solucdo de quercetina em
etanol na concentragéo de 10 pg/mL, com o intuito de emprega-la como SP. Como pode ser
observado na figura 1.22, a quercetina apresenta bandas caracteristicas de absor¢éo na regiao
UV, com pico £ max. em 370 nm, resultando em uma ASC de absorgéo de 27. Com o intuito
de minimizar a absor¢cdo UV a um limiar que permitisse a diferenciacdo entre a absorcdo dos
protetores solares aplicados a face externa da cubeta e a SP, foram adicionadas a SP 6 gotas de

solucdo aquosa de AICI; 6%, formando o complexo estavel quercetina-AlP* (figura 1.23). Esta
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complexacdo promove desvio batocrdmico, deslocando o pico de absor¢do para a regido visivel
(figura 1.22) (MALESEV e KUNTI, 2007; CHEN; INBARAJ; CHEN, 2012).

00000 Solugdo quercetina (10ug/mL}

08 - — Solucdo quercetina + AICI3 8%
07 4
06 1
05 1

0.4 1

Absorvancia

03 1

0,2 1

0,1 4

280 310 340 370 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.22. Espectro de absorcéo da solucéo padrdo de quercetina (10 pg/ml) (linha pontilhada) versus complexo
com AICl; (linha continua).

Quercetina Quercetina—A13+

Figura 1.23. Esquema ilustrando a complexacdo da quercetina com ClAl;, formando o complexo estavel
quercetina-Al** (adaptado de FREDERICE; FERREIRA, GEHLEN, 2010).

A figura 1.24 mostra que a absor¢do espectrofotométrica da SP diminui a medida em
que o periodo de armazenamento aumenta, apresentando um coeficiente de variacdo, em relacéo
a ASC obtida, de 15,3%, indicando leve perda da capacidade absorvedora. No entanto, o
coeficiente de variacdo da ASC entre solugdes preparadas no mesmo dia, em trés dias distintos,
foi de apenas 2,7% (figura 1.25).
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Figura 1.24. Espectro de absorcdo da SP (quercetina 10 pg/mL em etanol, adicionda de 6 gotas de AICl3 6%)
analisada em 10 dias diferentes.
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Figura 1.25. Espectro da SP (quercetina 10 pg/mL em etanol, adicionda de 6 gotas de AICI; 6%) preparada no
mesmo dia, em trés dias distintos.

Portanto, estes resultados sugerem que, apesar da estabilidade da quercetina, a SP

empregada para execu¢do do método deve ser preparada no momento da analise.
1.6.2.2 Aplicacio das amostras de protetores solares comerciais

Para determinar a quantidade ideal de fotoprotetor aplicado a superficie externa da
cubeta, a ASC da unidade experimental SP+PS foi determinada em triplicata para cinco
concentracdes diferentes do protetor solar com FPS 15: 0,2 mg/cm?; 0,5 mg/cm?; 1 mg/cm?; 1,5
mg/cm? e 2 mg/cm?, apresentando uma relaco linear entre a quantidade aplicada e a ASC

obtida (figura 1.26).
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Figura 1.26. Relacéo entre a quantidade de protetor solar (FPS 15) aplicado na face externa da cubeta de quartzo
preenchida com SP e a &rea sob a curva de absorgao obtida.

Optamos por aplicar a quantidade de 0,2 mg/cm?, passivel de ser pesada com exatiddo
em balanca analitica, por apresentar uma amplitude de aproximadamente 40 entre as ASC de
absorcéo da SP e do menor fator de protecdo solar analisado (FPS 15) e permitir a formacéo de
um filme fino e translicido da amostra sobre a superficie da cubeta.

O padrao de aplicacdo da amostra é um dos parametros mais importantes a ser observado
em testes para determinacao da eficécia de protetores solares, uma vez que a absorcao/transmissao
é diretamente influenciada pela homogeneidade do filme formado ap6s a aplicacdo do produto na
superficie do substrato (GRES-BARLAG; KLETTE; WITTERN, 2004).

A Lei de Lambert-Beer assinala a existéncia de uma relacdo linear entre a concentragéo
das espécies distribuidas na amostra e a absorvancia medida em espectrofotémetro. Se o grau
de homogeneidade de aplicacdo dos protetores solares é baixo, havera regides onde a
concentragdo de produto serd reduzida, apresentando “buracos” na area analisada, causando
reducdo da capacidade de absor¢do (PETERSEN e WULF, 2014).

Para a obtencdo de leituras espectrofotométricas precisas, € necessario, portanto, que a
aplicacdo dos protetores solares na cubeta seja homogénea, assegurando uma distribuigéo de
seus ativos de forma regular em toda a superficie. Para tanto, os protetores solares foram
aplicados manualmente (0,2 mg/cm?) com dedo protegido por luva, empregando movimentos
circulares, sem limite de tempo e pressao definidos. Apds o espalhamento do produto, a cubeta
foi pesada, assegurando que a quantidade de protetor solar remanescente corresponde a metade
do valor aplicado. Esta técnica de aplicacdo € descrita por Fageon et al. (2009), que comparou
dois protocolos distintos de espalhamento de fotoprotetores em placas de PMMA rugosas,
concluindo que este procedimento apresenta resultado equivalente ao metodo de espalhamento
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descrito no Guia Colipa para “Determinagdo da Protecdo UVA Fornecida por Produtos
Fotoprotetores”, que estabelece um espalhamento leve e circular, durante 30s, com presséo de
300 g/cm? (0,3 atm).

Apds a aplicacdo das amostras, as cubetas foram analisadas em microscopio Otico
(aumento 10X) para verificar o padréo de espalhamento.

A figura 1.27 A apresenta um perfil 6timo de aplicacdo da amostra, com as particulas
distribuidas uniformemente por toda a parede da cubeta. Em contrapartida, as figuras 1.27 B e
1.27 C representam o tipo de aplicacdo indesejavel, com distribuicdo ndo homogénea da
amostra. Portanto, a andalise microscopica da cubeta, apds o espalhamento da amostra, é

primordial para o sucesso do método espectrofotométrico proposto.
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Figura 1.27. Imagens microscOpicas revelando os perfis de aplicacdo de protetores solares na face externa da
cubeta de quartzo. A: perfil 6timo de aplicacdo. B e C: distribuicdo ndo homogénea e indesejavel da amostra.

1.6.2.3 Delineamento experimental

Conforme descrito no item 4.3, foi realizada a leitura da absorvancia dos protetores
solares aplicados na face externa da cubeta mais solugdo padrdo. A partir do espectro de
absorvancia de cada amostra, foi calculado o valor ASC. A principio, o objetivo era construir
uma curva de calibracdo, tracando um grafico de log ASC obtido vs FPS, definindo-se uma
equacdo da reta, que seria Util para determinar o FPS de fotoprotetores produzidos em escala
industrial. Inicialmente, os resultados foram plotados em um gréfico de barras (figura 1.28), que
indica ndo haver diferenca estatistica em relacdo a ASC de absorcéo entre os protetores solares
com FPS 15 e 20 e entre os fotoprotetores com FPS 50 e 60. A partir desses dados, os valores

correspondentes aos produtos com FPS 20 e 60 foram excluidos da analise.
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Figura 1.28. Valores de ASC de absorgdo espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados.
Média de nove leituras.

A figura 1.29 apresenta a relacdo entre a ASC de absorvancia vs o FPS descrito da

embalagem dos protetores solares.
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Figura 1.29. Relacéo entre o log da ASC de absorbancia versus o FPS dos protetores solares analisados.

Apesar da boa correlacdo encontrada (R?= 0,9948), como trata-se de protetores solares,
nédo pode-se concluir a linearidade do experimento, posto que, em 0posi¢cdo ao senso comum, 0
nivel de protecdo contra os raios UV ndo aumenta de maneira proporcional ao FPS. Por
exemplo, um FPS 30 nédo é duas vezes mais eficaz do que o FPS 15, uma vez que a dose de
radiacdo UV filtrada por um protetor com FPS 15 é cerca de 93,3%; enquanto que o FPS 30
absorve em média 96,7% da radiacdo UVB (AUTIER, 2000; OSTERWALDER e HERZOG,
2009). Sendo assim, o que distingue os FPSs € o tempo de exposi¢do ao Sol que estes permitem
(figura 1.30).
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Figura 1.30. Protecdo proporcionada pelos protetores solares de diferentes FPSs. (Retirado e adaptado de
OSTEWALDER & HERZOG, 2009).

Ademais, como podemos observar na figura 1.28, o produto com FPS 40 apresentou
uma ASC de absorcdo superior aos fotoprotetores com FPSs 50 e 60, sendo deslocado no eixo
y para que a curva de calibracdo pudesse ser construida (figura 1.29). Tal fato justifica-se ao
analisarmos a composi¢do do protetor solar com FPS 40 (tabela 1.3), que contém apenas filtros
inorganicos (TiO2 e ZnO). Estes exibem uma gama de atividade espectral mais ampla do que
os filtros organicos, podendo refletir, dispersar e/ou absorver a RUV (MAIER e KORTING,

2005). Frente a essas dificuldades, optamos por trabalhar apenas com o valor da ASC.

1.6.2.3.1 Precisao

A precisdao do método analitico determina o grau de concordancia entre resultados de
varias medidas independentes em torno de um valor central; ou seja, quanto mais préximos
entre si estiverem, menor serd a amplitude e maior serd a precisdo (WESTGARD e LOTT,
1981). Pode ser classificada em trés niveis: (i) repetibilidade; (ii) precisdo intermediaria e (iii)
reprodutibilidade. Para a validacdo do método proposto, foram avaliados os parametros de
repetibilidade (intra ensaio) e precisdo intermediaria (inter ensaio). Os dados estdo apresentados
na tabela 1.4, cujos valores obtidos encontram-se entre 1,6 e 4,4% para 0S ensaios de
repetibilidade e entre 3,4 e 4,7% na precisdo intermediaria, e estdo de acordo com as
especificacOes da Anvisa, que recomenda que os resultados da precisdo nédo ultrapassem 5%
(BRASIL, 2003).
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Tabela 1.4. Resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria do método espectrofotométrico proposto para
controle de qualidade de produtos fotoprotetores.

Repetibilidade Intermediaria
FPS Amostra N Média ASC DP DPR (%) Média ASC DP  DPR (%)
15 9 56,0 2,5 4,4 53,9 2,2 4,2
20 9 58,2 1,9 3,4 57,0 2,2 38
30 9 82,2 33 4,0 88,1 4,2 4,6
40 9 185,7 30 1,6 193,3 6,6 34
50 9 136,7 2,6 1,9 134,0 57 4,3
60 9 1214 5,2 4,3 128,7 6,1 47

DP = desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo.

Um fator importante capaz de influenciar a precisdo do método in vitro é a natureza do
susbtrato utilizado. Os principais materiais descritos na literatura, apesar de cumprirem algumas
exigéncias, como: ndo apresentar fluorescéncia, ser fotoestavel, inerte e permitir o
espalhamento do fotoprotetor de maneira homogénea; apresentam ao menos uma limitacao que
resulta em obstaculo para obter valores de FPS reprodutiveis (FERRERO et al, 2002).

A fita transpore®, por exemplo, é o material mais barato disponivel, no entanto, sua
qualidade pode se alterar lote a lote, causando uma importante variagcdo entre os valores de FPS
obtidos (MUTHUMANI; SUDHAHAR; MUKHOPADHYAY, 2015).

Um produto interessante que tem sido empregado é a pele sintética Vitro Skin®. Este
requer uma preparacdo bastante demorada, e os resultados dependem do grau de hidratacdo do
subtrato, que tem uma vida til relativamente curta, podendo interferir na reprodutibilidade das
medidas (FAGEON et al., 2009; PELIZZO et al., 2012; SOHN et al. 2017).

O substrato mais amplamente utilizado, a placa rugosa de PMMA, demonstra ser 0 mais
vantajoso: possui baixo custo e é de facil manuseio. Contudo, o padréo de rugosidade da placa
pode variar, resultando em uma discrepancia dos valores medidos (FERRERO; PISSAVINI,
DOUCET, 2010).

Os valores de CV obtidos para o método proposto neste trabalho demonstram-se acima
das expectativas quando comparados a resultados publicados por outros autores. Qu et al (2016)
desenvolveram um método in vitro para determinacgdo do FPS de protetores solares comerciais
baseado na dosagem cumulativa de RUV usando o filme radiocromico Gafchromic modelo
EBTS3, resultando em uma correlagéo entre o valor de FPS obtido in vitro e o FPS descrito nas
embalagens. Apesar de o método sugerido pelos autores apresentar dados mais precisos quando

comparado a outras duas técnicas que empregam como substrato placa de PMMA e fita
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transpore®, os CV obtidos oscilaram de 7,14 a 10, 75%, apresentando uma variagdo maior do
que a encontrada para 0 método proposto neste trabalho.

Miksa; Lutz; Guy (2014), com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade de ensaios in
vitro para a determinacdo do FPS, compararam dois tipos de placas de PMMA rugosas: com e
sem tratamento com jato de areia. Entre os 17 fotoprotetores comerciais analisados, o CV obtido
com as placas de PMMA rugosas e tratadas com jato de areia variou entre 1,7 a 24,8%, sendo
a média 9,5%. Enquanto que ao utilizar placas de PMMA nao tratadas, o CV oscilou de 11,2 a
30,5%, cuja média foi de 20,6%. Os autores, portanto, conseguiram reduzir a variagdo entre 0s
resultados obtidos para ensaios de FPS in vitro.

Em trabalho publicado por Sheu et al. (2003), o coeficiente de variacdo obtido em teste
para determinar o FPS de formulac6es fotoprotetoras comerciais empregando como substrato a
fita transpore®, variou de 5,81 a 15,48%. Os autores consideraram baixos os valores de CV,
concluindo que a técnica in vitro aplicada era reprodutivel.

No método proposto neste trabalho, a principal variavel que influencia o valor da ASC,
sem duvida, é a aplicacdo da amostra, uma vez que o método nao sofre a limitacdo imposta por
um substrato. Sendo assim, estabelecido o padrao de distribuicdo do protetor solar na superficie

da cubeta, dispondo da SP, os resultados obtidos seréo precisos.

1.6.3.3.2 Exatidao

Como estratégia para avaliar a exatiddo do método, foi realizado um método para
determinar a eficacia de protetores solares com base na irradiacdo de cultura celular protegida
ou nao por fotoprotetores, conforme descrito anteriormente por Figueiredo, (2016), tendo por
objetivo mensurar a porcentagem de células viadveis (item 4.4.2.1). Os resultados estdo
apresentados na figura 1.31 A e B.

Quando as células L929 foram irradiadas com 10 J/cm?, sem a protecdo dos protetores
solares, observou-se aproximadamente 97% de morte celular (CI) em relacdo ao controle ndo
irradiado (CNI). Nos grupos protegidos com os protetores solares, foi observada uma reducéo
da morte celular induzida pela radiagdo UVB. No entanto, nota-se que ndo ha diferenca
estatistica na protecdo fornecida pelos protetores com FPSs 15 e 20 bem como entre os produtos
com FPS 50 e 60. O protetor solar com FPS 40 foi 0 que proporcionou maior protecao as células,
80,57% em relacéo ao controle irradiado (figura 1.31).

Ao compararmos o grafico plotado com os resultados de viabilidade celular e os

resultados obtidos no método espectrofotométrico (figura 1.32 A e B), notamos um padréo de
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resposta semelhante. Ou seja, ndo observamos diferenca estatistica de absorcéo
espectrofotométrica e de protecdo contra a morte celular entre os produtos rotulados com FPS
15 e 20 e 50 e 60. Da mesma forma, destaca-se a absorcao e protecdo conferida pelo protetor
solar com FPS 40.

O mesmo comportamento de absorcdo foi demonstrado quando outras marcas de
protetores solares comerciais foram analisadas (marca B, figura 1.33 A e B; marca C, figura
1.34 A e B).
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Figura 1.31. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou ndo radiacdo UVB de 10 J/cm?,
protegidas ou ndo com os protetores solares com FPSs 15, 20, 30, 40, 50 e 60. CNI: controle ndo irradiado; Cl:
controle irradiado. Letras iguais significam auséncia de diferenga estatistica (p<0,05), segundo teste de
comparacdo multipla de Bonferroni. (n=9). (B) Curva padrdo obtida a partir do teste de viabilidade celular da
linhagem L929 exposta a uma dose de 10J/cm? de radiagdo UVB, protegida por formulacGes fotoprotetoras com
diferentes FPS aplicadas sobre uma placa de quartzo (2 mg/cm?).
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Figura 1.32. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou ndo radiacio UVB de 10 J/cm?,
protegidas ou ndo com os protetores solares com FPSs 15, 20, 30, 40, 50 e 60. CNI: controle ndo irradiado; Cl:
controle irradiado. (B) Valores de ASC de absor¢édo espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos
testados. Média de nove leituras. Marca A. Letras iguais significam auséncia de diferenca estatistica (p<0,05),
segundo teste de comparagdo multipla de Bonferroni. (n=9).
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Figura 1.33. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou ndo radiacio UVB de 10 J/cm?,
protegidas ou ndo com os protetores solares com FPSs 15, 50 e 99. CNI: controle ndo irradiado; ClI: controle
irradiado. (B) Valores de ASC de absorc¢éo espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados.
Média de nove leituras. Marca B. Letras iguais significam auséncia de diferenca estatistica (p<0,05), segundo

teste de comparagdo multipla de Bonferroni. (n=9).
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Figura 1.34. (A) Medida da viabilidade celular das células L929 expostas ou ndo radiacdo UVB de 10 J/cm?,
protegidas ou ndo com os protetores solares com FPSs 15, 30, 50 e 60. CNI: controle ndo irradiado; Cl: controle
irradiado. (B) Valores de ASC de absorg¢do espectrofotométrica (280-400 nm) versus FPS dos produtos testados.
Média de nove leituras. Marca B. Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05), segundo teste de
comparacdo multipla de Bonferroni. (n=9).
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As tabelas 1.5 e 1.6 apresentam os valores de repetibilidade obtidos para as marcas B e

C, respectivamente.

Tabela 1.5. Resultados da repetibilidade do método espectrofotométrico proposto para controle de qualidade de
produtos fotoprotetores obtidos para a marca B.

FPS Amostras Média ASC DP DPR (%)
15 71,81 1,9 2,64
50 98,2 34 3,5
99 141,8 4,9 3,5

Tabela 1.6. Resultados da repetibilidade do método espectrofotométrico proposto para controle de qualidade de
produtos fotoprotetores obtidos para a marca C.

FPS Amostra Média ASC DP DPR (%)
15 122,6 4,5 3,7
30 173,6 1,7 0,98
50 210,0 9,8 4,6
60 254.,6 6,1 2,4

1.7 CONCLUSOES

Identifica-se uma oportunidade de inovacdo mercadoldgica em funcdo do estudo e
observacao do mercado consumidor de produtos cosméticos e suas tendéncias no Brasil e no
exterior e pelas dificuldades encontradas pelas industrias cosméticas em estabelecer um método
reprodutivel e confiavel para controle de qualidade e avaliacdo da eficacia de protetores solares
durante a producéo em escala industrial, empregando ensaios in vitro. A necessidade do uso de
protetor solar é uma realidade indiscutivel em virtude da alta incidéncia de doencas de pele
associadas a exposicao a radiacdo ultravioleta.

Visualizando, a incorporacdo de nova alternativa de avaliacdo da eficacia e controle de
qualidade de producdo de protetores solares, com consequente geragdo de método com carater
inovador, foi proposto um novo método espectrofotométrico baseado na aplicagdo de uma fina
camada de protetor solar sobre a face externa de uma cubeta de quartzo preenchida com solugéo
padréo de quercetina 10pug/mL, adicionada de AICI3 6%. Baseado nos resultados obtidos, o
método aqui proposto apresenta baixo coeficiente de variacdo, indicando boa reprodutibilidade.
Este novo método tem potencial para ser utilizado na rotina industrial para controle de qualidade
de protetores solares a cada novo lote produzido. Representa uma estratégia de baixo custo e

complexidade.



CAPITULO 1

Otimizacao do processo de extracdo de compostos fendlicos antioxidantes do cranberry

(Vaccinium macrocarpon A.)
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11.1 INTRODUCAO

A fotoquimioprotegéo, termo designado para definir o uso de agentes, especialmente
antioxidantes de origem vegetal, capazes de reverter os efeitos adversos da radiacdo UV
representa uma estratégia realista para controlar a incidéncia de cancer de pele (AFAQ;
ELMETS, et al., 2001; F’"GUYER; AFAQ; MUKHTAR, 2003; KATIYAR, 2011; THIESEN
et al., 2017), uma vez que antioxidantes sintéticos como o BHA (hidroxibutilanisol) e 0 BHT
(hidroxibutiltolueno) possuem certa toxicidade (DJURHUUS; LILLEHAUG, 1982,
LABRADOR, et al., 2007). Entre diversos compostos fotoquimioprotetores, antioxidantes
fitoquimicos, pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios, aparecem como
alternativa promissora em razao de seus efeitos fotoprotetores, que incluem: (i) absorcéo direta
da luz; (ii) inibicdo da inflamac&o cronica, (iii) modulagdo da imunossupresséo, (iv) inducdo
de apoptose, (V) atividade antioxidante direta (isto é, sequestro de EROs); e (vi) indireta
(inducéo de respostas citoprotetoras intrinsecas) (KOSTOVA, 2008; AFAQ, 2011).

Uma das principais classes de antioxidantes naturais encontrados em plantas é
representada pelos polifenois (ATOUI, 2005; CHEW et al., 2011; GONCALVES et al., 2017).
Estes constituem uma grande familia de compostos presentes na natureza, compreendendo mais
de 8.000 estruturas que variam amplamente em complexidade, mas que, entretanto,
compartilham uma caracteristica em comum: a presenca de pelo menos um anel aroméatico com
um ou mais grupos hidroxilas ligados. Encontram-se distribuidas em alimentos vegetais,
incluindo frutas, legumes, nozes, sementes, flores e cascas (AFAQ, 2011).

Os polifenois podem absorver todo o espectro UVB e parte do espectro UVA e UVC.
Esta propriedade associada a capacidade antioxidante permite sua incorporagdo em
formulacBes fotoprotetoras topicas, contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo, da
inflamacédo e dos efeitos prejudiciais da radiacdo UV sobre a pele (NICHOLS; KATYIAR,
2010; GANESAN e XU, 2017).

Trabalhos na literatura demonstraram a eficicia fotoquimioprotetora de extratos
vegetais e substancias isoladas de plantas, a qual tem sido atribuida a sua capacidade
antioxidante e/ou antiinflamatéria. Meeran; Mantena e Katiyar (2006) verificaram em ensaios
realizados com modelos animais e voluntarios humanos que a aplicagdo topica de antioxidantes
de origem natural previamente a exposicao aos raios solares UVB, pode exercer efeito protetor
contra a inflamacéo; fotoenvelhecimento e fotocarcinogénse mediada por EROs induzidas pela
radiagéo UV.
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Também foi relatado que a aplicacdo tdpica de compostos polifendlicos pode inibir a
peroxidacao lipidica e evitar a formacao de dimeros de pirimidina ciclobutano, além de reduzir
0s metabolitos das prostaglandinas (PGs), particularmente a PGE2, que desempenha um papel
importante na promocao de tumores (KATIYAR; PEREZ; MUKHTAR, 2000), como também
podem impedir reacGes agudas provocadas pela radiagdo solar UV, diminuindo o nimero de
células queimadas de maneira dose-dependente (ELMETS et al., 2001).

Hwang e colaboradores (2011) constataram que os flavonoides luteolina e apigenina
inibiram a morte celular e a producao de EROs estimuladas pela RUVA em células da linhagem
HaCat. Alem disso, foi observada uma reducdo da producdo das colagenases MMP-1, como
também a supressdo da expressdo dos protooncogenes c-Jun e c-Fos e a fosforilacdo de 3 MAP
quinases, que podem levar a translocacdo nuclear de fatores de transcri¢cdo, como o AP1,
induzidas pela RUV.

Em trabalho publicado por Wolosik et al. (2017), os autores relataram que uma
concentracdo de 0,1% de 6leo de amaranto foi capaz de suprimir os danos induzidos pela
RUVA, como a inibi¢do da biossintese do colageno, em cultura de células de fibroblastos
humanos.

Dentro da extensa gama de extratos naturais relatados por possuirem atividade
antioxidante, destaca-se cranberry americano, uma planta nativa da América do Norte,
pertencente a familia Ericaceae e ao género Vaccinium macrocarpon A. (NETO, 2007). No
Brasil, esta fruta é conhecida como: oxicoco, uva-do-monte ou mirtilo-vermelho. Os
cranberries sdo uma fonte particularmente rica em flavonoides (aglicona quercetina e suas
formas de glicosideo), &cidos fendlicos (&cido benzoico) e polifendis de alto peso molecular,
como as proantocianidinas (PACs) (VVEDENSKAYA; VORSA, 2004).

O cranberry apresenta uma multiplicidade de compostos fitoquimicos que ja
demosntraram atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e outras
propriedades preventivas do estresse oxidativo, podendo desempenhar um papel importante na
quimioprevencdo (NETO, 2011).

Vinson et al. (2001) demonstraram que o cranberry, quando comparados a outras vinte
frutas, com base no peso puro, apresenta o maior teor de polifenois, bem como de fenais livres,
resultado também encontrado por Sun et al (2002).

Wu et al. (2004) avaliaram a capacidade antioxidante total (CAT) de cem alimentos
comuns. Os pesquisadores demostraram que o cranberry possui a mais alta CAT quando
comparados a todas as outras frutas estudadas, apresentando uma CAT de aproximadamente

95/g, sendo acompanhados pelas blueberries silvestres (93/g), ameixas pretas (73/g), ameixas
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(62/9) e blueberries cultivadas (62/g). Em relacéo ao teor de PACs totais, 0 cranberrie possui
418,8 mg/100g seguido pelas blueberries silvestres (331,9mg/100g), ameixas (215,9mg/100g),
blueberries cultivadas (179,8 mg/100g) e morangos (145,0 mg/100g) (US Department of
Agriculture, 2004).

Neto et al. (2006) comprovaram que as PACs encontradas em cranberries inibem o
desenvolvimento de células tumorais in vitro, demonstrando que a atividade anticancer do
cranberry pode se originar da estrutura unica tipo A de suas PACs.

Diante do crescente interesse no estudo de compostos polifendlicos como agentes
fotoprotetores/fotoquimioprotetores, é necessario considerar as condi¢Ges de extracdo destas
substancias. Muitos fatores tais como a composicdo do solvente, tempo de extracdo,
temperatura, a razdo planta:solvente, velocidade de agitacao, pressao de extracdo, entre outros,
podem influenciar significativamente a eficacia de extracdo (LIYANA-PATHIRANA,
SHAHIDI, 2005). Por essa razdo, a otimizacao da extracdo de compostos fenolicos é essencial
para obter um extrato rico em polifenois.

A metodologia de superficie de resposta (MSR), originalmente descrita por Box e
Wilson (1951) é uma ferramenta eficaz para otimizar esse processo, pois permite a avaliagcdo
do efeito de diversos fatores e suas interacfes sobre a varidvel resposta; cujo objetivo é a
otimizacdo dessa resposta (WETTASINGHE e SHAHIDI, 1999; FARRIS e PIERGIOVANNI,
2009).

Ha trabalhos realizados para extracdo e determinacdo de compostos fendlicos do
cranberry (CHEN; ZUO; DENG, 2001; BISWAS et al., 2012; SKROVANKOVA, et al., 2015).
No entanto, ainda € inédito na literatura um estudo que determine as melhores condi¢des de
extragdo do cranberry em p6, ou trabalhos que investiguem a atividade
fotoprotetora/fotoquimioprotetora deste fruto. Desta forma, este estudo tem como objetivo
gerar resultados cientificos sobre a otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos do

cranberry em po e determinar seu potencial como agente fotoprotetor e/ou fotoquimioprotetor.

I1.2 REFERENCIAL TEORICO

11.2.1 Estresse oxidativo

Em 1950, estudando respostas adaptativas adrenais, Hans Selye prop6s o conceito de

"estresse™ ao identificar, em pacientes acometidos por doencgas, um conjunto de sintomas em

comum, traduzindo um esforgo de adaptacédo por parte do organismo a fim de resistir a situagdes
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que afetam seu equilibrio interno. Tais sintomas incluiam: falta de apetite, deséanimo, fadiga e
hipertenséo arterial.

Selye, entdo, conceituou estresse como: “a resposta nao especifica do corpo a qualquer
demanda, seja ela causada por, ou resultando, em condi¢des favoraveis ou ndo favoraveis”. Ele
denominou esse estado de Sindrome da Adaptacdo Geral (SAG), a qual possui trés fases
distintas, identificadas hoje como (i) alarme ou alerta; (ii) resisténcia e, (iii) exaustdo (SELYE,
1950; SZABO; TACHE; SOMOGGY], 2012). Cerca de 20 anos mais tarde, o autor sumarizou
a ideia do estresse, da resposta ao estresse e da homeostasia como sendo um equilibrio interno
dindmico, um conceito que se tornou altamente Util para a fisiologia e patologia geral,
associando o estresse ao desenvolvimento de doencas. Hoje sabemos que 0s processos redox
sd0 0s maiores responsaveis pelas situacdes de estresse, culminando no surgimento de doenca
(BREITENBACH E ECKL, 2015).

O termo estresse oxidativo foi descrito pela primeira vez em 1970, quando a sentenca
"células foram submetidas ao estresse oxidativo™ foi utilizada para relatar a adi¢do de H>O> a
eritrocitos (PANIKER; SRIVASTAVA; BEUTLER, 1970). No entanto, o termo sé foi
conceituado em 1985, no livro intitulado “Estresse oxidativo como um distarbio no balango do
sistema pro-oxidante /antioxidante em favor do primeiro” (tradugdo livre) (SIES, 1985).

De maneira geral, os radicais livres constituem um grupo de moléculas que contem um
ou mais elétrons desemparelhados no orbital externo, apresentando alta instabilidade e
reatividade quimica (BIRBEN et al., 2012; SANCHEZ, 2017). A geracdo de radicais livres,
majoritariamente EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), é um processo fisioldgico
que ocorre em todos 0s organismos aerdbicos e desempenha importantes funcfes bioldgicas.
Quando produzidos em quantidades adequadas, agem como mediadores para a transferéncia de
elétrons nas mais diversas rea¢fes bioquimicas, possibilitando a geracdo de trifosfato de
adenosina através da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do dvulo; ativacdo de genes
e participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do, porém, a producao
excessiva pode causar danos ao organismo, resultado do acumulo de lesdes moleculares
provocadas pela acdo de radicais livres nos componentes celulares ao longo da vida, que
conduzem a perda de funcionalidade e & doencas, podendo levar & morte (RAHMAN, 2007,
VASCONCELOS et al., 2007; RAHAL et al,, 2014; POKORSKI, 2015).

Apesar dos radicais livres existirem em abundancia na natureza, aqueles que adquiriram
maior importancia devido a sua elevada toxicidade bioldgica sdo as EROs, tais como o0 anion
superdxido (O2¢), o radical hidroxila (HO®) e o oxigénio singlete (*0,) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; KRYSTON, et al., 2011;).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Breitenbach%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26117854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eckl%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26117854
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Além das EROs e ERNSs, existem, ainda, outros compostos altamente reativos como as
derivadas de enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de carbono (ERC) e metais de transi¢cdo [M n+)]
que tém também um papel importante na génese das lesbes celulares e teciduais. A
caracteristica comum a todas estas espécies é a potencialidade para reagir com outros
compostos gerando radicais livres. Tendo em conta esta caracteristica, sdo frequentemente
designadas de EROs, incluindo na mesma categoria os radicais livres de oxigénio e outras
moléculas altamente reativas, sem elétrons desemparelhados, mas que sdo potencialmente
geradoras de radicais livres (APRIOKU, 2013; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMI,
2015).

A reacdo de um radical livre com outra molécula produz um radical livre diferente, que
pode ser mais ou menos reativo do que a espécie original. Este processo tende a repetir-se
continuamente terminando, apenas, quando a extremidade radical que contém o elétron
desemparelhado formar uma ligacéo covalente com o elétron desemparelhado de outro radical.
Assim, se os radicais primarios produzidos ndo forem desativados imediatamente por enzimas
ou moléculas antioxidantes, provocam danos as macromoléculas biologicas (VASCONCELQOS
etal., 2007; SANCHEZ, 2017)

A mitocbndria constitui a fonte fisiolégica majoritaria de EROs. Entre os fatores
exogenos, potencialmente geradores de radicais livres, destacam-se ainda 0s xenobioticos,
metais pesados e, principalmente, RUV (figura 11.1) (CADENA, 2004).

Devido a sua elevada reatividade, as EROs séo capazes de modificar a maioria das
moléculas bioldgicas. Por exemplo, a reacdo do radical HO® com outras moléculas bioldgicas é
altamente lesiva para a estrutura e funcionalidade celular, sendo responsavel por danos nas
moléculas de DNA, ao reagir com as bases purinicas e pirimidicas, por danos nas proteinas e
por destruicdo das membranas, fruto da sua reacdo com o0s &cidos graxos insaturados,
propagando uma serie de reacdes de peroxidacdo lipidica, conforme discutido no capitulo I,
item 2.5 (SILVA e COUTINHO, 2010; APRIOKU, 2013; VALKO, 2016).
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Figura I1.1. Fontes e respostas celulares as EROs e ERNSs, derivados de Enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de
carbono (ERC) e metais de transi¢do [(M n+)] (VASCONCELOS et al., 2007).

Embora as células possuam um mecanismo natural de defesa antioxidante para
neutralizar radicais livres, o qual inclui sistemas enziméticos e ndo-enzimaticos (tabela 11.1),
estes podem ser rapidamente esgotados, ocasionando uma alteracédo fisiologica no equilibrio
entre agentes oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, culminando em um estado
denominado estresse oxidativo. O desequilibrio entre essas duas fragdes pode potencialmente
causar danos celulares a nivel molecular (KATALANIC, et al., 2006; KRYSTON et al., 2011).
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Tabela I1.1. Principais antioxidantes endégenos e seus efeitos (CHEN; HU; WANG, 2010; KRYSTON et al.,
2011).

Antioxidantes Enzimaticos Principais Efeitos

Converte o anion superéxido em espécies menos

Superoxido Dismutase (SOD) reativas, H,O; € O

Glutationa Peroxidase (GPK) Reduz H,0; a H,O e O,
Catalase (CAT) Reduz H,0; a H,O e O,
Antioxidantes Ndo-Enzimaticos Principais Efeitos

Reduz os niveis de transcrigdo da matiz
metaloproteinase; inibe a formagéo de dimeros de
a-Tocoferol (Vitamina E) bases nucleotidicas, retardando os processos de
decomposicdo e mutagdo, protege membranas
bioldgicas contra peroxidacao lipidica

Neutralizacdo de radicais livres nos

Acido Ascorbico (Vitamina C) compartimentos aquosos da pele.

Carotenoides Responsaveis pela remogéo de 1O

Promove detoxificacdo de H,O, e prevencdo da

Glutationa Reduzida (GSH) peroxidacio lipidica

11.2.2 Planejamento experimental e fungdo de desejabilidade

O planejamento fatorial completo, um termo amplamente empregado em quimica
analitica, visa melhorar o desempenho de um sistema, processo ou produto, a fim de se obter
condigdes que produzam a melhor resposta possivel. Tradicionalmente, € realizado
monitorando a influéncia de um fator isolado sobre a resposta experimental. Enquanto apenas
um parametro é alterado, os demais sdo mantidos a um nivel constante (BEZERRA et al., 2008).
Dessa maneira, inclui-se em cada ensaio todas as combinacGes possiveis entre os diferentes
fatores, sendo representado pela notagdo exponencial (x"), onde X representa 0 nimero de niveis,
e n, a quantidade de fatores. No entanto, a maior desvantagem dessa técnica consiste no fato de
ndo considerar as interacdes entre as variaveis estudadas. Outro inconveniente do planejamento
fatorial completo € o numero de experimentos necessarios para se obter a resposta, exigindo
prazo mais extenso para conclusdo dos mesmos, bem como, um consumo elevado de materiais
e reagentes (COLLINS, et al., 2009; JAKI e VASILEIOU, 2017).

Para superar estes problemas, métodos fatoriais fracionarios tém sido empregados na
otimizagdo de procedimentos analiticos. Entre estes, encontra-se a metodologia de superficie
de resposta (MSR), a qual se baseia em uma cole¢do de tecnicas matematicas e estatisticas
fundamentadas no ajuste de uma equagéo polinomial dos dados experimentais, que devem

descrever o comportamento de um conjunto de respostas com o objetivo de fazer previsdes
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estatisticas (WANI et al., 2012). Pode ser aplicada, principalmente, quando um grande nimero
de fatores estd envolvido e a relacdo completa de todos os fatores que afetam as respostas é
desconhecida; reduzindo o numero de ensaios sem que haja perda de informacdes significativas
para o estudo. Assim, é possivel otimizar as condi¢6es de processo, maximizando rendimentos,
minimizando custos, ou mesmo conduzindo o processo a obtencdo de um produto
com as especificacbes desejadas, obtendo resultados com altos indices de confiabilidade
(BEZERRA et al., 2008). Em planejamentos fatoriais fracionarios, para verificar a
reprodutibilidade do processo, é fundamental conduzir ao menos uma triplicata da condi¢éo no
ponto central.

Sendo assim, diferenca basica entre uma equacdo de superficie de resposta e a equagdo
para um planejamento fatorial ¢ a adicdo dos termos quadraticos que permitem modelar
curvatura na resposta, 0 que as torna Uteis para: (i) entender ou mapear uma regido de uma
superficie de resposta; (ii) encontrar os niveis de variaveis que otimizam uma resposta e (iii)
selecionar as condi¢des operacionais que atendam as especificacbes (BRADLEY, 2007).

Previamente a aplicacdo da MSR, é necessario selecionar um desenho experimental que
defina quais experimentos devem ser realizados na regido de estudo. Existem dois tipos
principais de arranjos: o design Box-Behnken (DBB) e o arranjo central composto (ACC). O
ACC pode ser um experimento fatorial composto ou fracionado, com pontos centrais,
ampliados com um grupo de pontos axiais que permitem estimar curvas (figura 11.2). Séo Uteis

especialmente para experimentos sequenciais (LENTH, 2009).

' @ Pontos fatoriais
. @ Pontos axiais
@ Ponto central
A Pontos hibridos

Figura I11.2. Desenho experimental de um planejamento do tipo ACC.

O DBB é um projeto quadratico independente, pois ndo incorpora experimento
fracionado ou completo (CORUH; ELEVLI; GEYIKCI, 2012). Este design é caracterizado por
um conjunto de pontos situados no ponto médio de cada aresta de um cubo multidimensional e
com réplicas no ponto central; e requer 3 niveis de cada fator, como apresentado na figura 11.3
(WANG et al., 2012).
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O planejamento Box-Behnken apresenta diversas vantagens, entre elas: (i) permite
identificar interagOes entre os fatores; (ii) determina quais fatores exercem maior influéncia
sobre as respostas analisadas (iii) a execucdo de experimentos € reduzida, portanto, menos
dispendiosa e (iv) possibilita uma estimativa eficiente dos coeficientes de primeira e de segunda
ordem (FERREIRA et al., 2007; YU; HE, 2017). No entanto, como eles ndo tém um

experimento fatorial incorporado, ndo séo adequados a experimentos sequenciais.

FatorB 0,-1,-1

Figura 11.3. Planejamento do tipo Box-Behnken e distribuicdo dos niveis e fatores.

Um sistema complexo que possui inimeras respostas pode ser otimizado aplicando a
técnica da funcdo de desejabilidade; em que cada funcdo resposta predita, yi (i= 1, 2...r) é
convertida em uma funcdo de desejabilidade di = h(yi), 0 < di <1, que, quanto mais proxima de
1 for a fun¢do, mais desejavel sera a resposta (figura 11.4) (CHO e PARK, 2006).

d=1

Limite superior

d=0

O valor das respostas diminuem

Desejabilidade aumenta

Figura 11.4. Fungdo de desejabilidade.
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11.2.3 Cranberry

O cranberry americano é uma planta nativa da América do Norte, pertencente a familia
Ericaceae e ao género Vaccinium macrocarpon Ainton (figura 11.5) (FONSECA et al., 2007).

No Brasil, esta fruta & conhecida como: oxicoco, uva-do-monte ou mirtilo-vermelho. A
planta do cranberry é lenhosa e perene, apresentando de 15 a 25 cm de altura, com aspecto
emaranhado e rasteiro, formando um “colchdo” de ramos e galhos ao nivel do solo. Os frutos
sdo uma baga de cor vermelha quando maduros, com didametro de 1 a 2 cm. Seu interior é oco,

um fator que favorece a colheita por flotacdo (FONSECA et al., 2007).

Figura I1.5. Vaccinium macrocarpon A.(cranberry)

E uma fonte particularmente rica de polifenois, associados a propriedades antibacterianas,
antivirais, antimutagénicas, anticancerigenas, antitumorigénicas, antiangiogénicas, anti-
inflamatérias e antioxidantes, in vitro (McKAY e BLUMBERG, 2007; COTE et al., 2010; DEL
RIO etal., 2013). In vivo, modelos animais revelam que os extratos de cranberry podem reduzir os
niveis de proteina C-reativa (XIAO e SHI, 2003) e interleucinas pré-inflamatorias, além de
aumentar a sintese de NO (KIM et al., 2011); inibir a enzima conversora da angiotensina, a
angiotensina Il e o receptor do tipo 1 da angiotensina Il (YOUNG et al., 2011); bem como, suprimir
infecgdo causada por Helicobacter pylori (XIAO e SHI, 2003). Ademais, melhora a capacidade de
resposta das células B-pancreaticas a glicose (ZHU et al., 2012).

Estudos clinicos mostram que os polifenois do cranberry podem reduzir o colesterol LDL
e o colesterol total (LEE et al., 2008), elevar o indice de colesterol HDL; melhorar a funcéo
endotelial (DOHADWALA et al.,, 2011; FLAMMER et al., 2013), promover a capacidade
antioxidante plasmatica (RUEL et al., 2005; DUTHIE et al., 2006; VINSON et al., 2008) e proteger
contra infecgdes do trato urindrio (WANG et al., 2012; VASILEIOU et al., 2013).

O cranberry possui uma rica e complexa composic¢ao fitoquimica, particularmente

flavan-3-ols - um tipo de proantocianidinas (PACs). Os flavan-3-ols estdo presentes como
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mondmeros, oligdbmeros e polimeros. Os oligbmeros e polimeros, também descritos como
PACs ou taninos condensados, representam aproximadamente 85% do total de flavan-3-ols
(GU et al., 2004; WHITE; HOWARD; PRIOR, 2011).

Os PACs do cranberry compreendem um grupo heterogéneo de estruturas quimicas,
caracterizadas pelas suas unidades constitutivas, tipos de ligacdo e grau de polimerizagdo. A
epicatequina é a unidade constitutiva predominante dos PACs, e é encontrada no cranberry sob
ambas as formas de ligacdes, sendo as mais comuns do tipo A (45 — 8 ou 28 — O — 7) e as menos
comuns, do tipo B (48 — 8) (figura 11.6). PACs com ligacGes do tipo A representam 51-91% do
total de PACs no cranberry (SUN et al., 2015). A distincdo entre ligacOes do tipo A e B é
importante, uma vez que essa diferenca pode influenciar as propriedades biolégicas do fruto. Os
PACs com ligacGes do tipo A exibem significativa atividade inibitoria in vitro contra a adesdo
bacteriana as células epiteliais, 0 que ndo é observado para os PACs com ligacGes do tipo B
(POLEWSKI et al., 2016). Muitos alimentos vegetais, como uva e macd, contém quantidades
elevadas de PACs, no entanto, apenas o cranberry apresenta grande concentracdo de PACs com
ligacGes do A. Uma quantidade de 100 g de cranberry fruta, fornece aproximadamente 419 + 75
mg de flavan-3-ols totais (GU et al., 2004; JUNGFER et al., 2012).
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Figura 11.6. Compostos bioativos do cranberry (adaptado de COTE et al., 2010).



Capitulo II - Otimizagdo do processo de extragdo de compostos fenélicos antioxidantes do cran];en’y( Vaccinium macrocarpon A) ‘ 72

Outros flavonoides presentes no cranberry também apresentam propriedades
preventivas do estresse oxidativo e podem desempenhar um papel importante na
quimioprevencdo, como as antocianinas; flavondis, acidos benzoico e cindmico e seus
derivados e terpenos (figura 11.6). Todos estes componentes podem atuar de modo
complementar ou sinérgico na quimioprevencdo, uma vez que ja demonstraram possuir
atividades antinflamatorias e/ou antiproliferativas. Os possiveis mecanismos de a¢do contra a
carcinogénese que estdo apoiados por evidéncias in vitro incluem a inducéo da apoptose celular
e reducdo metastase, como resultado as inibicdo das MMP, reducdo da expressao e atividade da
ornitina descarboxilase, atividades antioxidantes que podem reduzir o estresse oxidativo e,
inibicdo de processos inflamatdrios, incluindo a atividade da COX-2 (XIAOJUN et al., 2002;
MUKHERJEE; BANDYOPADHYAY; KUNDU, 2014;SKROVANKOVA et al., 2015;
STEJNBORN et al., 2017).

11.2 OBJETIVOS

Otimizar os parametros relativos ao processo de extracdo do po6 de cranberry, bem como

avaliar a capacidade fotoporotetora e antioxidante in vitro do extrato obtido.

11.3 MATERIAL E METODOS

11.3.1 Material botanico

O material vegetal seco - cranberry (Vaccinium macrocarpon) desidratado e cominuido

(tamis com abertura de malha de 100 mesh) foi adquirido da empresa Verdenutri®/SP.

11.3.2 Determinagéo do melhor solvente extrator

A primeira etapa do processo de otimizagdo da extracdo dos compostos fendlicos do
cranberry teve como objetivo determinar o melhor solvente extrator. Amostras de 10g de
cranberry em po foram submetidas a extracdo em soxhlet com quatro solventes diferentes:
etanol (50% e 80%); metanol (50% e 80%); acetona (100%) e acetato de etila (100%) em
tempos de 2h e 5h, perfazendo um total de 12 experimentos, conforme demonstrado na tabela
1.2.
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Tabela I11.2. Planejamento experimental para a escolha do melhor solvente para extragéo.

Experimento Solvente Proporcéo Tempo (horas)
1 Etanol 50% 2
2 Etanol 50% 5
3 Etanol 80% 2
4 Etanol 80% 5
5 Metanol 50% 2
6 Metanol 50% 5
7 Metanol 80% 2
8 Metanol 80% 5
9 Acetona 100% 2
10 Acetona 100% 5
11 Acetato de Etila 100% 2
12 Acetato de Etila 100% 5

Ap0s a filtracdo a vacuo, os extratos fluidos foram avaliados pelos seguintes parametros:
(i) medida do teor de sélidos totais (TST); (ii) teor de polifenois totais (TPT) e, (iii) atividade
redutora do radical DPPH" (Clso), de acordo com metodologias descritas a seguir nos itens
11.3.3; 11.3.4 e 11.3.5.

11.3.3 Determinacdo do teor de sélidos totais

A determinacdo do teor de sélidos solUveis totais foi realizada para os extratos fluidos
em balanca de luz infravermelha HB43, Mettler Toledo®. Aliquotas de exatamente 1mL de cada
extrato foram aplicadas sobre um suporte de aluminio previamente tarado e a massa inicial foi
registrada. Em seguida, a amostra foi submetida a desidratacdo por luz infravermelha a uma
temperatura de 105°C até que a massa ficasse constante. As analises foram realizadas em
triplicata (SIQUEIRA et al., 2011).

11.3.4 Determinagéo do teor de polifenois totais

A determinacéo do teor de polifendis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu
(FC), baseado na reducdo do reagente FC em meio alcalino (pH 10), ajustado com Na.CO3 a
10%. O resultado desta reducdo é a formacdo de um complexo tungsténio-molibdénio de

coloracéo azul com intensa absorcao proxima a 760 nm. Em tubos de ensaio foram adicionados
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100 uL das amostras ou &cido galico; 400 pL de 4gua deionizada; 500 pL do reagente FC e 500
pL de solugdo de Na2CO3 (10%). Os tubos foram homogeneizados, vedados com papel filme e
mantidos ao abrigo de luz durante 1 hora a 25°C. Apds este periodo, foram realizadas as leituras
das amostras e do branco (mistura todos o0s reagentes, exceto a amostra) a 760 nm em
espectrofotometro Hitashi U2001. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em equivalente de acido galico (SOUZA et al., 2008).

I1.3.5 Determinacio da atividade redutora do DPPHe

A atividade antioxidante dos extratos fluidos foi determinada pela diminui¢do da
absorvancia da solucdo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH®) de acordo com o método
descrito por Blois (1958). Em tubos de ensaio, foram adicionados 500 pL de tampdo acetato de
sodio (0,1M) pH 5,5, 500 pL de alcool etilico (95%), 25 uL de amostra e 250 pL de solugdo
alcodlica de DPPH® (200 uM). O controle positivo ndo continha a amostra e o branco foi
constituido de 500 pL de tampéo acetato 0,1 M pH 5,5 e 750 L de etanol. Depois de 15 minutos
a leitura foi realizada a 517 nm em espectrofotémetro Hitaschi U2001. A variacdo da
absorvancia, proporcionada pelas amostras do extrato, foi comparada a absorvancia do controle
positivo (apenas DPPH?®), que corresponde a absorvancia maxima (100%).

11.3.6 Estudo de otimizacédo do processo de extracdo do cranberry em p6 por maceragao

dinamica

Apds a determinacdo do melhor solvente extrator, a otimizacdo do processo extrativo foi
conduzida empregando o método de maceracao dinamica. As condi¢Bes experimentais eleitas para
andlise foram: (i) tempo de extracdo; (ii) proporcdo planta:solvente; (iii) temperatura e (iv)
velocidade de agitacdo, segundo desenho experimental do tipo Box-Behnken (4 fatores e 3 niveis),
totalizando 27 experimentos. A tabela 11.3 apresenta os fatores escolhidos e 0s niveis selecionados
na forma codificada: -1 (nivel baixo); 0 (nivel intermediario) e 1 (nivel alto) e também seus valores
reais. Foi realizada uma triplicata no ponto central. A escolha da melhor condigéo de extragéo foi
feita através de uma ferramenta estatistica de otimizacéo, a fungéo de desejabilidade, com o auxilio
do software Minitab® 15 (Lead Technologies Inc.). Durante o planejamento, cada ensaio foi
realizado de forma aleatdria com o objetivo de evitar que fatores indesejaveis contaminassem 0s

efeitos investigados.
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Tabela 11.3 Parametros avaliados no estudo de otimizacdo de extragdo do cranberry em pd por maceragao
dindmica.

Proporcéo planta: Velocidade de

Bloco Tempo de extragao solvente agitaco Temperatura

Codificado Horas Codificado  (p/p) Codificado RPM  Codificado °C
1 -1 1 -1 2 0 200 0 45
1 1 5 -1 2 0 200 0 45
1 -1 1 1 10 0 200 0 45
1 1 5 1 10 0 200 0 45
1 0 3 0 6 1 80 1 -
1 0 3 0 6 1 320 -1 25
1 0 3 0 6 1 80 1 -
1 0 3 0 6 1 320 1 65
1 0 3 0 6 0 200 0 45
2 -1 1 0 6 0 200 -1 25
2 1 5 0 6 0 200 -1 25
2 5l 1 0 6 0 200 1 65
2 1 5 0 6 0 200 1 65
2 0 3 -1 2 1 80 0 prs
2 0 3 1 10 1 80 0 prs
2 0 3 -1 2 1 320 0 45
2 0 3 1 10 1 320 0 45
2 0 3 0 6 0 200 0 45
3 0 3 -1 2 0 200 Al 25
3 0 3 1 10 0 200 -1 25
3 0 3 1 2 0 200 1 65
3 0 3 1 10 0 200 1 65
3 =l 1 0 6 1 80 0 45
3 1 5 0 6 1 80 0 45
3 =il 1 0 6 1 320 0 45
3 1 5 0 6 1 320 0 45
3 0 3 0 6 0 200 0 45

11.3.7 Avaliacéo da atividade antioxidante do extrato in vitro

O potencial antioxidante in vitro do extrato otimizado foi avaliado por métodos que

simulam a formacao de EROs.
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11.3.7.1 Medida da atividade doadora de ions H* ao radical DPPH

A medida da atividade doadora de fons H* ao radical DPPH foi realizada conforme
descrito no item 11.3.5, empregando concentragdes do extrato otimizado que variaram de 50
pg/mL a 500 pg/mL.

11.3.7.2 Determinacdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol

A avaliacdo da atividade sequestradora do radical superdxido foi realizada conforme
descrito por Girotti e colaboradores (2000). Em tubos de ensaio, foram adicionados 400 puL de
EDTA (1 mM) em tampao glicina (0,1 M) pH 9,4; 150 puL de xantina (6 mM); 10 uL de amostra
teste ¢ 10 uL da solugdo de luminol (0,6 mM). A reagdo foi iniciada com a adi¢do de 100 uL.
de solucdo recém preparada de xantina-oxidase (20 U/mL) mantida resfriada no gelo. A medida
da quimioluminescéncia foi realizada em lumindémetro Autolumat LB 953 a 25°C. A
porcentagem de inibi¢do da quimioluminescéncia foi calculada pela medida ASC, como
descrito no item 11.3.7.

11.3.7.3 Determinacéo da atividade inibidora da peroxidacao lipidica

A determinacéo da inibicdo da peroxidacdo lipidica (IPL) foi realizada de acordo com
HAZZIT et al. (2009), com modificacbes. Brevemente, foi preparada uma emulséo (10%) com
gema de ovo em tampdo fosfato 20 mM (pH 7,4). Em seguida, 1 mL desse homogenato foi
sonicado com 100 uL do extrato em diferentes concentracdes (ug/mL) em metanol. A
peroxidacao lipidica foi induzida adicionando-se ao homogenato 100 pL de solucao de sulfato
de ferro (0,07 M). A reacéo foi realizada durante 30 minutos a 37°C. Apds, 500 uL das amostras
foram centrifugadas com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) (15%). Posteriormente, uma
aliquota de 500 pL do sobrenadante foi misturada com 500 pL de acido tiobarbitdrico (TBA) a
0,67%. A mistura foi aquecida a 95°C durante 30 minutos. Apds o resfriamento, as absorvancias
foram determinadas a 532 nm em espectrofotdometro Hitaschi U-2001. A porcentagem de
inibicdo da peroxidagdo lipidica foi determinada comparando os resultados dos compostos

testes com o controle (amostra ndo tratada com extrato (A0)), através da equacéo I1.1.
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11.3.8 Avaliacao do extrato otimizado de cranberry em cultura de células

11.3.8.1 Linhagem e cultivo celular

As células de fibroblastos da linhagem L929, adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(0,1 mg/mL) e anfotericina B (0,25 pg/mL); e incubadas a 37°C com 5 % de CO». As células
foram periodicamente subcultivadas (a cada 3-5 dias) utilizando-se tripsina 0,25 % para

promover a desagregacao celular.

11.3.8.2 Avaliacéo da citotoxicidade do extrato de cranberry

As células da linhagem L929 foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade
de 1 x 10° células/pogo e incubadas em estufa a 37°C com 5 % de CO: e, 24 horas depois, foi
realizado o tratamento com extrato dissolvido em etanol 80% nas concentracdes de 4,0 pg/mL
a 1000 pg/mL em meio ndo suplementado com SBF. Vinte e quatro horas ap6s o tratamento,
foram adicionados 180 pL de meio completo e 20 uL de solucdo aquosa de resazurina (Sigma-
Aldrich, EUA) a 0,01% em cada poco, resultando num volume total de 200 pL. A microplaca
foi incubada a 37°C por 4 horas. A fluorescéncia foi determinada em fluorimetro de placa
(BioTek Synergy 2 - multi-mode microplate reader, BioTek Instruments Inc., EUA), com
excitacdo de 540 nm e emissdo de 590 nm (KUETE et al., 2013). A viabilidade celular foi

expressa em porcentagem de células viaveis em relagdo ao grupo controle sem tratamento.

11.3.8.3 Determinacao da atividade inibidora da peroxidacao lipidica em cultura de células

Células da linhagem L929 foram semeadas em microplacas de 6 po¢os a uma densidade
de 8x10° células/poco e incubadas em estufa a 37°C com 5 % de CO; e, 24 h depois, foi
realizado o tratamento com extrato até uma concentragéo final 100 pg/mL em cada pogo. Vinte
e quatro horas apés o tratamento, 0 meio de cultivo foi descartado, os pogos foram lavados com
solucéo salina 0,9 % e, foi adicionado em cada poc¢o 2 mL de tamp&o de Hank. As placas foram
expostas a radiacdo UVB (10 J/cm?) em simulador solar (Bio-Espectra 3; Vilber Lourmat

Marne-La-Vallée, Franca).
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Ap0s a irradiacdo, as células foram desprendidas da microplaca por raspagem utilizando
um suporte plastico (cell scraper, TPP®) obtendo-se assim, uma suspensdo celular. Dessa
suspensdo, 900 pL foram recolhidos em eppendorfs contendo 90 pL de BHT (2% em etanol
p/v) e congelados a -20°C até a realizacdo do experimento. O volume restante de suspensdo foi
armazenado para a determinacédo de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

As suspensdes celulares foram descongelados e transferidos para tubos de ensaio
adicionados de 1 mL de uma solugédo 0,375% (p/v) de TBA em 0,25 M de acido cloridrico,
contendo 15% de TCA (p/v). A mistura foi aquecida a 80°C por 15 min. e resfriada em gelo. A
seguir, 2 mL de n-butanol foram acrescentados a mistura para extracdo do complexo MDA.-
TBA formado. Apds agitacéo e centrifugagao da mistura, a fase organica foi coletada e a leitura
realizada por espectrofotometria de fluorescéncia, com excitacdo de 515 nm e emissdo de 550
nm (MORLIERE et al., 1991). Os resultados foram expressos em nM MDA/pg de proteina e a
curva padrao foi construida empregando tetraetoxipropano, que quantitativamente libera o
aduto malondialdeido-4cido tiobarbitrico nas condi¢fes do experimento. Cada determinacao

foi realizada em triplicata.

11.3.8.4 Avaliacéo da fotoestabilidade do extrato de cranberry

Foi preparada uma solucdo hidroalcodlica (80%) do extrato de cranberry a uma
concentracdo de 0,5 mg/mL. Em seguida, a solucédo foi submetida a analise espectrofotométrica
na faixa espectral de 280-400 nm para obtencédo do perfil de absorcao do extrato nao irradiado.
Posteriormente, a solucdo foi transferida para duas placas de petri. Uma foi exposta a RUVA e
a outra, a RUVB, ambas foram irradiadas durante um periodo de 2h. Apos, as solucdes
irradiadas foram analisadas novamente em espectrofotometro. Os espectros de absorcdo das

amostra ndo irradiada e irradiada com luz UVA e UVB foram comparados.

11.3.8.5 Determinacgéo da capacidade fotoprotetora do extrato de cranberry

Os fibroblastos L929 foram semeados em microplacas de 6 pocos com confluéncia de
8x10° células/poco e incubados em estufa a 37°C com 5% de CO.. Apds 12 horas, as
microplacas tiveram o meio substituido por 1,5 mL de tampdao de Hank e foram cobertas por
uma placa de quartzo, sobre as quais foram aplicadas as amostras: formulac¢éo contendo 2% do
extrato otimizado de cranberry (tabela 11.4); formulagdo placebo e protetor solar comercial

(FPS 15) a uma concentraco de 2 mg/cm? (COLIPA, 2011). O conjunto microplaca/placa de
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quartzo foi exposto a radiagcdo UVB, a uma dose de 10 J/cm?. Foi realizado o controle, com a
exposicdo das linhagens celulares a radiacdo UVB sem a aplicacdo de fotoprotetor ou
formulacdo contendo extrato sobre a placa de quartzo (controle irradiado) (FIGUEIREDO et
al., 2014). Apos a exposicao das celulas a radiacdo UVB, foi determinada a viabilidade celular

conforme item 11.3.8.2.

Tabela 11.4. Composicdo da emulsdo semi-solida obtida.

Componente % (p/p)
Fenoxietanol 0,5
Fase 1 Propilenoglicol 2,0
Agua deionizada Q.s.p.
Aristoflex 2,0
Polawax 12,0
Fase 2 Alcool cetilico 5,0
Glicerina bi destilada 2,0
Extrato seco de cranberry 2,0

11.3.8.6 Determinacao in vitro do FPS

Foi realizada a determinacdo do FPS sendo empregado o método de Mansur (1986).
para o extrato otimizado e para o protetor solar da marca A com FPS 15 descrito na embalagem.
Uma solucdo de 0,2 mg/mL do extrato e do fotoprotetor em etanol foi submetida a analise
espectrofotométrica de 290 a 320 nm, com intervalo de 5 nm. O valor de FPS é calculado através

da equacdo 1.2 (capitulo I, item 2.9).

11.3.9 Andlise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do programa de estatistica
GraphPad Prism® (versdo 5.01, 2007). Os resultados foram expressos pela medida + erro padrao,
comparando os diferentes grupos de acordo com o método de analise de variancia ANOVA e

Bonferroni. Foram consideradas diferencas significativas os valores de p < 0,05.
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11.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

11.4.1 Estudo para determinacgdo do melhor solvente extrato do pé de cranberry

As extragOes foram realizadas utilizando quatro solventes diferentes: etanol (50% e
80%); metanol (50% e 80%); acetona (100%) e acetato de etila (100%) com tempos de extracao
de 2 e 5 horas, empregando soxhlet, com o intuito de determinar o melhor solvente extrator
para os compostos fendlicos do cranberry em p6. Os extratos fluidos obtidos desse estudo foram
analisados quanto a atividade redutora do DPPH", expressa em termos de Clso (mg/mL); ao teor
de solidos totais (TST % p/p) e polifenois totais (TPT mg/g de extrato), conforme apresentados

na tabela 11.4.

Tabela 1.5 Caracterizag8o dos extratos fluidos de cranberry obtidos por soxhlet.

Teor

Experimento Solvente Solvente Tempo Cle ST TPT
(% V) (h) (mg/mL) (% p/p) (mg/g)

1 Etanol 50 2 0,127+0,003 4,36+0,13*  315,74+2,9*
2 Etanol 50 5 0,115+0,003* 4,5+0,16 336,1+9,9
3 Etanol 80 2 0,140+0,02 4,73+0,07 395+4,0
4 Etanol 80 5 0,120+0,013 4,68+0,14 338,6+2,8
5 Metanol 50 2 0,120+0,011 4,74+0,43 406,3+0,9**
6 Metanol 50 5 0,120+0,011 4,84+0,34 385,1+1,6
7 Metanol 80 2 0,150+0,004**  5,02+0,12** 393,8+7,3
8 Metanol 80 5 0,125+0,013 4,73+0,03 388,1+2,6
9 Ac. de etila 100 2 - - -
10 Ac. de etila 100 5 - - -
11 Acetona 100 2 - - -
12 Acetona 100 5 - - -

(**) Valores maximos e (*) valores minimos obtidos para as respostas analisadas.

A anélise da tabela 11.4 evidencia que na extra¢do continua com soxhlet, o teor de
solidos totais variou de 4,36% + 0,13, utilizando como solvente o etanol 50%, no tempo de
extracdo de 2 h, a’5,02% * 0,12, com metanol 80% e tempo de extracédo de 2h; ndo havendo

diferenca estatistica significante entre todos os valores obtidos, sugerindo que ambos 0s
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solventes etanol (50 e 80%) e metanol (50 e 80%) resultam em concentragdes semelhantes
de solidos soluveis, independente dos tempos de extragdo empregados nesta etapa do
estudo. Nas amostras em que se utilizou os solventes acetato de etila e acetona (solventes
de menores polaridades), ndo foram detectados solidos solUveis ou compostos fenolicos,
ndo sendo possivel determinar a atividade antioxidante. Estes resultados estdo de acordo
com outros autores que sugerem que solventes com alta polaridade, como a 4gua, e solventes
com polaridade muito baixas, ou apolares, como hexano ou diclorometano, ndo sao bons
extratores (LIU et al., 2000).

Estudos prévios demonstram uma possivel correlacdo entre o teor de polifenois totais e
propriedades antioxidantes de extratos vegetais, destacando a importancia desta analise
(ZUJKO, 2005; IVANOVA, 2005; KISELOVA et al., 2006; ALMAJANO, 2008; MURILLO;
BRITTON; DURANT, 2012; GONCALVES et al., 2017). O teor de polifenois totais foi
determinado através da equacdo obtida pela curva padrédo de acido galico: y=0,0063x — 0,0023
(r=0,999), onde x representa a concentragdo de polifenois e y, a absorvancia obtida. O teor de
polifenois variou de 315,7 = 2,9 mg/g para o solvente etanol 50% com 2h de extracao, a 406,3
+ 0,9 mg/g, com metanol 50% e 2h de extracdo, havendo diferenca significante entre os valores
obtidos. No entanto, foi observado que ndo ha diferenca significante entre solventes com a
mesma proporc¢do de agua e tempos de extracdo distintos (etanol 50% com 2 e 5h de extra¢ao;
etanol 80% 2 e 5h de extracdo; metanol 50% 2 e 5h de extracdo; metanol 80% 2 e 5h de
extracdo), indicando que o tempo de extracdo empregado nestes testes ndo influenciou na
concentracdo de compostos fendlicos nos extratos fluidos obtidos. Ressalta-se também que a
extracdo com etanol a 80% (2 e 5h) ndo apresentou diferenca significante em relacéo ao valor
maximo de polifenois obtidos com o solvente metanol 50% (2 ou 5h). A reducéo da propor¢édo
de &gua no etanol de 50% para 20%, proporcionou um meio moderadamente polar, contribuindo
para a extracdo de compostos fendlicos em nivel semelhante ao metanol 50%, uma vez que a
polaridade do solvente exerce grande influéncia na qualidade da extracdo, devendo este ser o
mais seletivo possivel (MIGLIATO et al., 2011).

A atividade antioxidante dos extratos fluidos obtidos foi determinada através da
capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH",
expressa em Clso. Na tabela 11.3 nota-se que os solventes empregados (exceto acetato de etila e
acetona) e os tempos de extracdo ndo afetaram a atividade antioxidante, que variou de 0,115 +
0,03 mg/mL (etanol 50%, 2h de extrac¢do) a 0,150 + 0,04 mg/mL (metanol 80% 5h de extracéo),

ndo sendo observada diferenca significante entre todos os valores de Clso obtidos.
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Com base nos dados obtidos nesta primeira etapa do processo de otimizacgao da extragao
do cranberry, evidenciando que ndo houve diferenga significante entre os solventes metanol
(50% e 80%) e etanol (50% e 80%) quanto a andlise de sélidos totais e atividade antioxidante
(Clso) e, em relagdo ao teor de polifenois totais os solventes metanol 50% e etanol 80%
resultaram em concentracOes estatisticamente semelhantes entre si; o solvente etanol 80% foi
selecionado para a proxima fase do estudo de otimizacdo das condi¢Ges de extracdo do
cranberry em razao de seu baixo potencial toxico quando comparado ao metanol, classificados
pela Farmacopeia Americana (USP) em relacdo ao grau de risco toxico em classe 3 e classe 2,
respectivamente (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2007).

11.4.2 Estudo de otimizacédo do processo de extracdo do cranberry em p6 por maceragao

dindmica

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma técnica matematica e estatistica,
que pode ser usada para estudar e otimizar sistemas multivariaveis, pois permite encontrar a
verdadeira relacdo entre a resposta e o conjunto de variaveis independentes (MAJEED, 2015).

Neste estudo quatro varidveis operacionais: (i) tempo de extrac&o; (ii) propor¢éo planta:
solvente; (iii) temperatura e (iv) velocidade de agitacdo em trés niveis (baixo, médio e alto),
foram otimizadas para obter o0 maximo rendimento do extrato e a maior atividade antioxidante
usando MRS e empregando etanol 80% como solvente extrator. A tabela 11.5 apresenta os
resultados obtidos a partir da analise dos extratos fluidos quanto a atividade redutora do DPPH",
expressada em termos de Clso (mg/mL); ao teor de solidos totais (TST % p/p) e polifenois totais
(TPT mg/g de extrato).
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Tabela 1.6 Teor de polifenois totais, sélidos totais e Clso dos diferentes extratos fluidos de cranberry obtidos.

Experimento
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2 200
2 200
10 200
10 200
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6 320
6 80

6 300
6 200
6 200
6 200
6 200
6 200
2 80

10 80

2 300
10 300
6 200
2 200
10 200
2 200
10 200
6 80

6 80

6 300
6 300
6 200

Temperatura
(°C)

45

45
45
45
25
25
65
65
45
25
25
65
65
45
45
45
45
45
25
25
65
65
45
45
45
45
45

TPT (mg/g)

432,2
+0,21**

432,1+0,09
366,8+3,91
388,8+2,08
417,9+1,58
424,7+0,66
426,1+0,45
424,7+1,03
423,8+0,93
424,7+0,14
417,8+1,81
425,3+1,61
413+1,44
429,2+2,82
337,1+10,8
429+0,05
309,8+8,19
412,1+4,63
429+0,14
266,8+4,5*
427,9+0,47
304,6+14,2
406,6+1,15
412+0,71
396,1+3,77
382,6+14,7
419,5+3,28

(**) Valores maximos e (*) valores minimos obtidos para as respostas analisada

Respostas

CI150
(mg/mL)

0,141

0,126+0,04
0,110+0,03
0,126+0,03
0,159+0,1
0,113+0,002
0,101+0,015
0,104+0,03
0,145+0,018
0,177+0,03**
0,145+0,02
0,172+0,02
0,122+0,024
0,111+0,021
0,113+0,016
0,148+0,035
0,073+0,013*
0,138+0,017
0,181+0,05
0,112+0,01
0,162+0,035
0,103+0,02
0,163+0,03
0,104+0,02
0,135+0,016
0,122+0,03
0,141+0,02

TST (%)

20,31+0,2

21,42+0,03**
5,01+0,1
5,69+0,4
7,34+0,2
7,73+0,01
8,26+0,3
8,57+0,2
7,93+0,04
7,760,1
7,55%0,06
7,82+0,5
8,02+0,1
19+0,3
5,24+0,1
19,53+0,02
4,77+0,01*
7,7+0,4
18,96+0,2
4,92+0,03
20,72+0,05
4,98+0,4
7,98+0,4
8,13+0,2
7,96+0,01
7,76x0,65
7,79+0,1

A andlise da tabela 11.6 mostra que o TPT foi influenciado pela proporc¢édo
planta:solvente (S/D), graficamente demonstrado na figura 1.7 A e 11.7 B, sugerindo que quanto
menor a proporcao de planta:solvente, maior serd o TPT.
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Tabela I11.7. Fatores significativos (p<0,05) que influenciam o processo de extragdo de acordo com os pardmetros
(respostas) analisados.

Extragdo por Maceracao

Respostas Fatores p < 0,05
TPT S/D: p =0,019
CI50 S/D: p=0,007/ATEMP: p=0,05
TST S/D: p=0,000/AT: p= 0,039

S/D: propor¢do planta:solvente; ATEMP:
temperatura (°C); AT: tempo de extrag&o (h)

TPT (mg/g)

Figura I1.7. Superficie de resposta para o teor de polifenois totais (TPT) em funcdo da (A) propor¢do
planta:solvente (S/D) e tempo e (B) temperatura e S/D.

A Cls foi influenciada pela proporgao planta:solvente e temperatura (tabela 11.5, figura 11.8).
Analisando a figura 11.8 A, os menores valores para 0 Clsg sdo obtidos quando, simultaneamente a
proporgéo planta:solvente e temperatura sdo aumentadas. A Figura 1.8 B mostra o efeito da
contribuicéo do tempo e da proporcéo planta:solvente e suas interagdes no teor de s6lidos totais.
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Figura 11.8. Superficie de resposta para a Clsp em funcéo da (A) proporcao planta:solvente (S/D) e temperatura,
e (B) teor de solidos totais em fungdo do S/D e tempo.

Neste estudo, o objetivo da otimizacéo foi encontrar as condigdes que resultem no maximo

teor de polifenois e solidos totais e em minima Clso para 0 processo de extragdo do po de cranberry
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por maceragdo dindmica. O software gerou 6timo tempo de extracdo, proporgdo planta:solvente,
velocidade de agitagdo e temperatura como sendo 5 h, 1:2, 80 RPM e 45°C, respectivamente.
Experimentos em triplicata foram realizados sob as condicdes otimizadas e os resultados foram

comparados com os valores preditos, sendo similares, conforme apresentado na tabela 11.7.

Tabela 11.8. Comparacdo entre os valores preditos e experimentais para as condi¢fes 6timas determinadas.

Condicdes 6timas para maceracao

Tempo (h) S/D (p/p) Vel. agit. (RPM) | Temperatura (°C)
5 1:2 80 45
Funcéo de Desejabilidade
TPT (mg/g) Clso (mg/mL) TST (%)
Valor predito 433,08 0,100 19,87
Valor experimental 418,3+1,78 0,109+0,006 21,8+1,09

11.4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante do extrato in vitro
11.4.3.1 Medida da atividade doadora de ions H* ao radical DPPH

O DPPH’, (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), é caracterizado como um radical estavel (figura
1.9 A), com pico de absor¢do em 517 nm. Em presenca de substancias antioxidantes, a
molécula de DPPH" é convertida em sua forma reduzida, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (figua
11.9 B), com perda da coloracdo violeta caracteristica e aparecimento de uma cor residual
amarela devido a presenca do grupo picril, indicando o potencial antioxidante da substancia
testada (BLOIS, 1958; MOLYNEUX, 2004). Um parametro bastante utilizado para a
interpretacdo dos resultados obtidos é a Clso, definida como a concentracdo de substrato que
causa 50 % de perda da atividade de DPPH" (coloragdo). (BLOIS, 1958).
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Figura 11.9. (A) radical difenilpicrilhidrazila e (B) molécula difenilpicrilhidrazina.

No presente estudo, o potencial antioxidante do extrato otimizado de cranberry em

diferentes concentracdes foi avaliado. A concentracdo necessaria para reduzir a atividade inicial
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do DPPHe em 50% (ClIsp) sob condicbes experimentais especificas foi calculado e, o resultado
é apresentado na figura 11.10. O extrato de cranberry otimizado reduziu o DPPHe de maneira
concentragdo-dependente, com valor de Clso de 136,7 £6,8 pg/mL (corresponde a Log Clsg =
2,136 pg/mL).
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Figura I11.10. Medida da atividade redutora do radical DPPH« pelo extrato de otimizado de cranberry. Resultado
representa médiaxDP, n=9.

Huang et al. (2012) investigaram a atividade antioxidante trés frutos pertencentes, assim
como o cranberry, a classe das berries, também chamada de "a classe das superfrutas",
considerada um fonte particularmente rica de antioxidantes naturais (VVEDENSKAYA,;
VORSA, 2004). Os autores encontraram, no o ensaio de DPPHe, valores de Clso de 810 pg/mL;
420 pg/mL e 440 pg/mL para 0 morango, blueberry e blacberry, respectivamente, sugerindo
maior potencial antioxidante do extrato de cranberry.

A presenca de flavonoides geralmente fornece alta atividade antioxidante em virtude da
presenca de duplas ligacdes existentes nos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da funcdo oxo (-
C=0) de algumas moléculas de flavonoides, de modo que a estrutura quimica, posi¢do e arranjo
dos grupos hidroxila desta classe de polifenois influenciam a atividade antioxidante. Uma alta
atividade sequestradora de radicais livres € exibida por substancias que possuem em sua
estrutura a fracdo orto 3', 4'-dihidroxi no anel B (quercetina e catequina), a fragcdo 5', 7'-
dihidroxi no anel A (canferol), bem como dupla ligacéo entre as posi¢des 2 e 3 combinadas
com o grupo carboxilico na posi¢éo 4 do anel C (LOGANAYAKI; SIDDHURAJU; MANIAN,
2013). Dessa forma, foi previamente demonstrado que nenhuma substéncia isoladamente é
capaz de reagir com todos os tipos de radicais livres (KONDO et al. 2000; RICE-EVANS et al.
1996), ressaltando-se assim a importancia da utilizacdo de extratos vegetais brutos, que séo

compostos por uma variedade de substancias, apresentando efeito sinérgico.
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Embora o método de DPPHe seja amplamente utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de extratos vegetais, ndo € o melhor método para a determinacdo de compostos
antioxidantes, uma vez que o DPPHe, espécie radicalar centrada no nitrogénio, ndo esta presente
nos sistemas bioldgicos e a maioria dos radicais envolvidos na deterioracao oxidativa sao EROs
(HUANG; OU; PRIOR, 2005). J& os radicais peroxila e alcoxila, envolvidos na peroxidacdo
lipidica, e o anion superdxido, radical que tem sua presenca exacerbada relacionada a alguns
tipos de cancer (PIETTA, 2000), sdo importantes EROs geradas no processo de estresse
oxidativo. Assim, os extratos também foram avaliados quanto a capacidade de inibir a

peroxidacao lipidica e de sequestrar EROs geradas nos sistemas xantina/XOD/luminol.

11.4.3.2 Determinacdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol

O extrato otimizado de cranberry apresentou atividade inibidora do sistema
xantina/XOD/luminol de maneira dependente da concentracédo, variando de aproximadamente
22 a 96% (em concentracgdes de 0,0145 a 7,5 pg/mL no meio reacional), com Clso de 0,202 +

0,032 pg/mL (corresponde a Log de Clso de -0,694), como demonstrado na figura 11.11.
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Figura 11.11. Medida da inibicéo da quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol. Os resultados
representam média de trés determinacdes + DP.

Dados apresentados na literatura por nosso grupo de pesquisa, empregando a mesma
metodologia para o ensaio xantina/XOD/luminol, indicam um Clso de 11,3 pg/mL para a
quercetina, um conhecido flavonoide utilizado como composto de referéncia em razdo de seu
alto poder antioxidante (FONSECA et al., 2010). Esta evidéncia sugere que o extrato de
cranberry possui uma elevada capacidade de sequestro do radical superoxido (O2"7), que, neste
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ensaio, é um produto da reacdo entre xantina e xantina oxidase (XOD) em presenca de O>
(figura 11.12).
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Figura 11.12. Representacdo esquematica da reacdo de quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol para determinacéo de atividade antioxidante.

EROs séo produzidas normalmente pelo organismo como produto do metabolismo no
processo de respiracdo celular, como também sdo geradas pela exposi¢do ndo protegida da pele
a radiacdo UV, que fotossensibiliza cromoforos enddgenos, tais como porfirinas, riboflavinas,
bases nucleotidicas, aminoécidos e seus derivados (4cido urocanico, por exemplo), originando
radicais livres (WONDRAK, 2005).

O éanion radical superoxido (O2") em especial aparece como um radical livre pro-
inflamatdrio que provoca danos as células endoteliais promovendo aumento da permeabilidade
microvascular e contribui para a migracdo de neutréfilos para focos inflamatdrios, como
também desempenha papel importante na patogénese de doencas cardiovasculares, incluindo
hipertensao e aterosclerose. O radical superdxido pode ainda ser dismutado em espécies mais
agressivas como o radical hidroxila (HO®), formado a partir da interacdo do O™ com ions de
ferro ou cobre livres; como também pode ser combinado com Oxido nitrico (NO, do inglés
Nitric Oxide) e produzir peroxinitrito (ONOQ), alterando assim a biodisponibilidade de NO
(AFONSO et al., 2007; FUKAI; USHIO-FUKAL, 2011).

Dessa forma, o resultado apresentado com este ensaio in vitro fornece indicios acerca
da elevada atividade do extrato de cranberry no sequestro de radicais superoxidos, sugerindo
uma possivel alternativa ao combate desta espécie reativa extremamente danosa para 0

organismo humano.
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11.4.3.3 Determinacédo da atividade inibidora da peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pelo método colorimétrico de quantificagdo do
TBARS, um ensaio bastante empregado para determinar a peroxidacdo de lipideos de
membranas e em sistemas bioldgicos. Baseia-se na reacdo estequiométrica 2:1 do TBA com o
MDA gerado durante a incubacéo do substrato lipidico com um agente indutor de peroxidag&o.
A reacgdo resulta em um cromoforo rosa, cuja leitura € realizada em espectrofotdmetro a 532
nm (Figura 11.13).
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Figura 11.13. Representacéo esquematica da inducao da peroxidacao lipidica in vitro.

Os resultados obtidos mostram que o extrato apresentou uma Clso de 32,6 £5,8 pg/mL
(corresponde a Log de Clso de 1,51), como mostra a figura 11.14, sugerindo que o extrato de
cranberry exerceu um efeito antioxidante bastante significativo contra os radicais peroxilas
induzidos pelo Fe?*, protegendo os lipideos da oxidacdo de maneira concentragio dependente,
variando de aproximadamente 45 a 80% (e concentrac@es de 7,1 pg/mL a 114 pg/mL no meio

reacional).
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Figura 11.14. Medida da Inibicdo da peroxidacéo lipidica induzida por Fe?*. Os resultados representam a média
de trés determinages + DP. p<0,05.
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11.4.4 Avaliacao do extrato otimizado de cranberry em cultura de células
11.4.4.1 Citotoxicidade em fibroblastos de camundongo L929

A atividade citotdxica in vitro do extrato de cranberry otimizado foi avaliada pelo ensaio
com resazurina em fibroblastos de camundongos da linhagem L929.

A resazurina € um indicador fluorescente redox capaz de determinar a atividade
metabdlica celular. Células metabolicamente ativas mantém a habilidade de reduzir a resazurina
(forma oxidada), de coloragéo azul e ndo fluorescente, a resorufina, altamente fluorescente
(Figura 11.15). Células ndo viaveis perdem rapidamente a capacidade metabolica, sendo
impossivel reduzir o indicador, e assim, ndo geram sinal fluorescente (WANG et al, 2014).

Portanto, a quantidade de resorufina produzida € proporcional ao nimero de células viaveis,
e pode ser quantificada utilizando um fluorimetro de microplaca com excitagdo/emisséo de 540
nm/590 nm (RISS et al., 2013).

Célula viavel
~ f Reducio \
HO o ] HO )

Resazurina Resorufina

+2=0

Figura 11.15. Representacdo esquematica da reducdo metabdlica da resazurina a resofurina. Figura adaptada de
<www.promega.com.br> e WANG et al. (2014).

A curva resposta foi construida num intervalo de concentracdo de 3,9 pg/mL a 1000
png/mL. Como apresentado na figura 11.16, apds 24 h de tratamento, com concentragdes até
250 pg/mL do extrato de cranberry ndo provocou perda significante da viabilidade celular
em relagdo ao controle do solvente. Foi observada aproximadamente 20% de morte celular
na concentracdo de 500 pg/mL e 82% de morte para a concentracdo de 1000 pg/mL. A Clsg
calculada foi de 641,3 pug/mL.
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Figura 11.16. Medida da viabilidade celular de fibroblastos L929 tratados por 24h com concentracdes crescentes
do extrato otimizado de cranberry. ** p<0,05 em relacdo ao controle solvente; *** p<0,01 em relagdo ao controle
solvente pelo teste de variancia ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05.

11.4.4.2 Determinacao da atividade inibidora da peroxidacéo lipidica em L929

A peroxidagdo lipidica em células L929 irradiadas com luz UVB foi determinada
utilizando o ensaio de TBA. Tendo como base as concentracOes de extrato que ndo causam
danos as celulas L929 observadas no ensaio de citotoxicidade, para a avaliacdo da atividade
fotoquimiopreventiva frente a peroxidacao lipidica induzida pela radiacdo UVB, os fibroblastos
de camundongos foram pré-tratados com uma concentracéo do extrato otimizado de cranberry
de 100 pg/mL.

Os radicais livres e o estresse oxidativo induzidos pela radiacdo UV sdo fortemente
relacionados com a peroxidacao lipidica das membranas celulares e com o aumento dos niveis
de MDA, um biomarcador da peroxidacao lipidica. O aumento de MDA tem sido associado a
eventos prejudiciais na membrana celular, tais como a perda de fluidez, a inativagao de enzimas,
0 aumento da permeabilidade da membrana a ions, e, finalmente, a ruptura da membrana, que
conduz a liberacdo de organelas celulares (SONG; GAO; XU, 2014).

Sob as condig¢des experimentais, houve um aumento expressivo da peroxidacdo lipidica
nas células irradiadas ndo tratadas em comparacgéo as células do grupo controle ndo irradiado
(0,178 — 3,36 nM MDA/g proteina). Como ilustrado na figura 11.17, a quantidade de MDA foi
significativamente reduzida pelo pré-tratamento com extrato otimizado de cranberry, em
relacdo ao controle irradiado (41% de reducdo). Além disso, foi observado que ndo houve
diferenca significante entre o controle ndo irradiado ndo tratado para o grupo tratado com 100
pg de extrato e irradiado. A capacidade do extrato otimizado de cranberry em reduzir a
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peroxidacdo lipidica, pode ser resultado de sua elevada atividade antioxidante preventiva, que

elimina os radicais iniciadores da peroxidagé&o.
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Figura 11.17. Medida da geracdo de peroxidos lipidicos (expressa em quantidade de malondialdeido formado)
pelos fibroblastos L929 tratados com 100 pg/mL de extrato otimizado de cranberry e submetidos a uma Unica dose
de radiacdo UVB (10 J/cm?). Os resultados representam a média de trés determinag@es. Letras diferentes foram
estatisticamente diferentes pelo teste de varidncia ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05.

11.4.4.3 Espectro de absor¢cdo UV/Vis e avaliacdo da fotoestabilidade do extrato de

cranberry

A figura I1.18 apresenta o espectro de absor¢do da solugdo hidroalcéolica (80%)
extrato otimizado de cranberry (0,5 mg/mL), que apresentou um pico de absor¢cdo em
280 nm, semelhante ao PABA, um dos filtros solares mais utilizados em formulacg6es
fotoprotetoras, que possui £ max. em 283 nm (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Absorvincia

0.0 ; T T T
200 240 280 320 360 400

nm

Figura 11.18. Espectro de absorcdo do extrato de cranberry em etanol 80%, 0,5 mg/mL.

A figura 11.19 A e B mostra os espectro de absorcdo obtido apos irradiagdo do extrato
com luz UVA e UVB durante 2h.
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Figura 11.19. Espectro de absorcao das solugdes hidroalcodlicas do extrato de cranberry (0,5 mg/mL) irradiadas
durante 2h com luz UVA (A) e luz UVB (B).

A ASC do extrato ndo irradiado foi de 216,1 (figura 11.18); ao passo que as areas sob a
curva obtidas para os extratos irradiados por 2h com luz UVA foi de 202,2 e UVB, 189,3,
(figura 11.19), representando uma perda de 6,43% e 12,4% ap0s a exposicao as radiacdes UVA
e UVB, respectivamente. Este resultado sugere uma fotoestabilidade do extrato de cranberry
quando comparado a filtros solares comumente utilizados em formulagdes fotoprotetoras. De
fato, salicilato de octila, metoxinamato de ocitla e benzofenona 3, presentes em
aproximadamente 75% dos protetores solares disponiveis no mercado, demonstram perder sua
capacidade absortiva na regido UVA e UVB dentro de 60-90 minutos de exposi¢do, diminuindo
sua eficiéncia fotoprotetora (HOJEROVA; MEDOVCIKOVA; MIKULA, 2011).

11.4.4.4 Determinacdo da atividade fotoprotetora em L929

A figura 11.20 mostra que o protetor solar comercial (FPS 15) protegeu as células contra
a reducdo da viabilidade, de maneira estatisticamente significante em relagdo ao controle
irradiado, promovendo um aumento de 29,3% das células viaveis.

A formulagédo contendo 2% do extrato otimizado de cranberry, foi capaz de absorver a
radiacdo UVB e proteger a viabilidade dos fibroblastos em 10,7%, com diferenca significante
em relacdo ao controle irradiado (CI) e ao branco. No entanto, a formulagdo contendo 2% de
extrato otimizado do cranberry ndo apresentou eficacia absorvedora da radiacdo semelhante ao
protetor comercial (FPS 15), o que ja era esperado, uma vez que produtos fotoprotetores
comerciais sdo formulados com misturas complexas de filtros solares organicos e inorganicos,
promovendo um efeito fotoprotetor sinérgico, de forma a propiciar uma protecdo mais eficiente
(SERPONE; DONDI; ALBINI, 2007) e, neste estudo, o extrato otimizado de cranberry foi
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incorporado em uma formulacdo gel-creme relativamente simples, como Unico ingrediente
ativo presente. Portanto, o resultado observado é bastante promissor e revela grande potencial

no emprego do extrato de cranberry em formulac6es fotoprotetoras.
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Figura 11.20. Viabilidade de fibroblastos protegidos ou ndo por fotoprotetor comercial (FPS 15); por formulacdo
contendo 2% de extrato otimizado de cranberry ou pelo branco (formulacdo sem adi¢do de extrato). CNI: controle
ndo irradiado; CI: controle irradiado. Os resultados representam a media de trés determinac@es. Letras diferentes
foram estatisticamente diferentes pelo teste de varidncia ANOVA, seguida de Bonferroni, com p<0,05.

11.4.4.5 Determinacéo in vitro do FPS

A tabela 11.8 resume os valores de FPS determinados para cada amostra. Como
esperado, o valor FPS in vitro para o extrato cranberry foi de 12,92 + 0,16. Quando 2 % de
extrato otimizado de cranberry foi adicionado a formulacdo de gel creme, o valor do FPS foi
de 8,04 + 0,08.

Tabela 11.9. Valores de FPS obtidos empregando a metodologia de Mansur.

Amostra FPS
Protetor solar com FPS 15 descrito na embalagem 16,08 £ 0,03
Formulagédo contendo 2% do extrato otimizado 8,04 £ 0,08
Formulacéo placebo 1,4+£0,05
Extrato otimizado 12,92 £0,16

O resultado obtido mostrou a capacidade do extrato em absorver a radiagdo UV e,
portanto, provou o potencial de protecdo contra a RUV. Além disso, o extrato isolado também

mostrou-se estavel quando exposto a irradiacdo UVB e UVA (figura 11.19 A e B).
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Esta atividade mostrou a utilidade profilatica do cranberry em uma formulacéo
fotoprotetora, representando uma alternativa mais segura para filtros solares organicos, uma

vez que alguns filtros mais utilizados séo prejudiciais a saude.

11.5 CONCLUSOES

A radiacdo UV é o principal fator de risco causador do cancer de pele em humanos.
Diversos estudos in vitro e in vivo demonstram que o emprego de substancias antioxidantes de
origem natural, tais como extratos brutos de plantas com propriedades antioxidantes, reduz os
danos a pele induzidos pela radiacdo UV. Os resultados apresentados neste trabalho,
demonstram que o estudo da otimizacdo de parametros relativos ao processo de extracdo do
cranberry foi satisfatorio, permitindo a obtencdo de um extrato rico em compostos fendlicos.

Na avaliacédo da citotoxicidade em cultura de células da linhagem L929, foi demonstrado
que o extrato apresenta baixo ou nenhum potencial citotdxico.

O extrato otimizado de cranberry mostrou-se eficaz em sequestrar radicais livres,
apresentando um elevado potencial antioxidante ao inibir satisfatoriamente a
quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol; a peroxidacdo lipidica
empregando gema de ovo como substrato lipidico; bem como reduzir danos induzidos pela
radiacdo UVB a nivel celular em fibroblastos de camundongos da linhagem L929, prevenindo
a peroxidacao lipidica nas células.

Sob RUVA e UVB, o extrato demonstrou ser fotoestavel, sendo uma caracteristica
indispensavel filtros solares.

Além disso, o extrato, quando incorporado a uma formulacdo gel-creme, apresentou
elevado potencial fotoprotetor, protegendo células da linhagem L929 da morte celular induzida
pela radiacdo UVB.

Estes dados sdo de extrema relevancia, pois fornecem informacdes inéditas acerca do

potencial fotoprotetor e antioxidante do extrato de cranberry.
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