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RESUMO

ALVES, G. A. D. Avaliacdo do potencial fotoquimioprotetor do extrato e das
formulacdes tépicas contendo o extrato de Cecropia obtusa. 2017. 116f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Cecropia obtusa é popularmente utilizada na Amazonia para varios fins medicinais,
e possui atividade antioxidante comprovada por diferentes metodologias. Neste
trabalho objetivou-se caracterizar o extrato; avaliar o potencial fotoquimioprotetor;
separar os constituintes por CLAE; identificar os constituintes majoritarios e
desenvolver formulagdes topicas. O conteudo de polifendis e flavonoides totais foi de
371,5 mg EGA/g e 66,68 mg EQ/g, respectivamente, e os ICso para os radicais DPPH’,
02" e 'O, foram, respectivamentel,83, 0,34 e 0,55 pg/mL, respectivamente. Para o
radical OH’, 125 pg/mL de extrato foi capaz de inibir a formag¢ao do radical em
35,48%. O extrato demonstrou fotoestabilidade e capacidade de absorver a radiagdo
UVB e UVA-II. O FPS calculado pela metodologia de Mansur e estimado pelo
experimento de fotoprote¢do em cultura de células foi de 16. O método analitico
cromatografico apresentou boa resolucdo e separagao, sendo linear para o intervalo
de 5 a 125 pg/mL e apresentando coeficientes de variagdo que variaram de 3,12% a
4,51%. Através da espectrometria de massas foi possivel sugerir a presenca do
acido clorogénico e trés flavonas-C-heterosidicas (duas luteolinas-C-heterosidicas e
uma apigenina-C-heterosidicas). Em cultura de células HaCaT submetidas a
radiacdo UVA, o extrato diminuiu a producdo de espécies reativas do oxigénio,
protegeu contra o processo de peroxidacdo lipidica e contra a deplecao da
glutationa reduzida induzidos pela radiagdo, além de proteger contra a diminui¢ao
da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase. Em cultura de
fibroblastos humanos submetidos a radiagdo UVA/UVB, o tratamento com o extrato
forneceu maior protecao do que o acido clorogénico contra o aumento da proteina
carbonilada. O extrato foi capaz de retornar o contetdo de acido hialurdnico ao
nivel basal enquanto o tratamento com acido clorogénico foi capaz de aumentar
acima do nivel basal. Em relacdo ao contetdo de colageno, tanto o extrato quanto o
acido clorogénico foram capazes de retornar os valores ao nivel basal da célula. O
extrato também foi capaz de diminuir a atividade da enzima metaloproteinase
enquanto o acido clorogénico nao exibiu efeito. Em relagdo as formulagdes
desenvolvidas, as mudancas mais significativas nos pardmetros de estabilidade
avaliados foram para as formulagdes incubadas a 40°C: o decréscimo da atividade
antioxidante em aproximadamente 40% entre 0 e 2 meses, a diminui¢do do pH
abaixo do limite de estabilidade do agente de viscosidade e, para a reologia, o
aumento da area de histerese entre 4 ¢ 6 meses. A formulagdo com oleato de
isodecila dobrou a quantidade de extrato penetrada na pele em 12 e 6 horas, em
comparacao com as outras duas formulacdes, além de ter mantido a atividade de
absor¢do da radiagdo. O extrato apresentou atividade fotoquimioprotetora e a
formulagdo promoveu a penetracdo do extrato e manteve a atividade de absor¢ao da
radiacdo, sugerindo a incorporacdo do extrato de C. obtusa em formulagdes
contendo filtros, visando aumentar o espectro de absor¢dao e promover um efeito
atenuador do estresse oxidativo na pele.

Palavras-chave: Antioxidantes, Fotoquimioprote¢ao, Queratindcitos, Fibroblastos,
Penetracao cutanea, Formulagao topica, Acido clorogénico, Cecropia obtusa.
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ABSTRACT

ALVES, G.A.D. Evaluation of the photoprotector and photochemoprotector effect
of the topical formulations containing Cecropia obtusa extract.2017. 116f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacé€uticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Cecropia obtusa is commonly used in Amazon with different medicinal purposes
and the antioxidant activity of this specie has been proved by different
methodologies. The aim of this work was: to characterize the purified extract of C.
obtusa; to evaluate the photochemoprotective effect in cell culture; develop an
HPLC methodology to separate the extract's compounds; suggest the identification
of the major compounds, and develop a stable formulation that would be able to
penetrate on the skin to exert the antioxidant effect, besides absorbing the radiation.
The contents of total polyphenols and flavonoids were 371.5 mg GAE/g and 66.68
mg QE/g, respectively, and the ICso for the radicals DPPH", O>" and 'O, were
respectively 1.83, 0.34 and 0.55 pg/mL. For the OH" radical, 125 pg/mL of extract
was able to inhibit the radical formation by 35.48%. The extract was photo stable
and exhibited the ability to absorb UVB and UVA-II radiation. The SPF calculated
by the Mansur methodology and confirmed by the photoprotection experiment in
cell culture was 16. The HPLC method exhibited good resolution and separation,
being linear from 5 to 125 pg/mL and presenting coefficients of variation ranging
from 3.12% to 4.51%. By employing mass spectrometry, it was possible to suggest
the presence of chlorogenic acid and three C-heterosidic flavones (two C-
heterosidic luteolins and one C-heterosidic apigenin). In HaCaT culture exposed to
UVA radiation, the extract decreased the production of reactive oxygen species,
protected against the lipid peroxidation process and against the depletion of the
reduced glutathione. In addition, extract also protected against the decrease in the
activity of the enzymes catalase and superoxide dismutase. In human fibroblasts
exposed to UVA/UVB radiation, the treatment with the extract provided higher
protection than chlorogenic acid against the increase in the production of carbonyl
protein. The extract was able to return the content of hyaluronic acid to the basal
level while the treatment with chlorogenic acid was able to increase above the basal
level. Regarding the collagen content, both the extract and the chlorogenic acid
were able to return the values to the basal level of the cell. The extract was also
able to decrease metalloproteinase activity, while chlorogenic acid had no effect.
Regarding the developed formulations, the most significant changes in the stability
parameters were for the formulations incubated at 40°C: the decrease in the
antioxidant activity, which was, approximately, 40% between 0 and 2 months, and
the increase of hysteresis area and decrease of the pH below the limit for the
viscosity agent, between 4 and 6 months. The formulation with isodecyl oleate
doubled the amount of extract penetrated into the skin in 12 and 6 hours compared
with the other two formulations. The extract exhibited photochemoprotective effect,
and the formulation penetrated on the skin, besides absorbing the UV radiation,
which suggests the incorporation of C. obtusa extract in formulations containing
filters, aiming to increase the absorption spectrum and to attenuate the oxidative
stress in the skin.

Keywords: Antioxidants, Keratinocytes, Fibroblasts, Skin penetration, Topical
formulation, Chlorogenic acid, Cecropia obtusa.
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1. INTRODUCAO
1.1 O fotoenvelhecimento da pele

O envelhecimento cutaneo € um processo bioldgico complexo associado com a
perturbacao da integridade fisica da pele e pode ser dividido em envelhecimento intrinseco
e extrinseco. Envelhecimento intrinseco, também conhecido como envelhecimento inato,
¢ um processo natural que resulta da acumulagdo irreversivel de mudancas degenerativas
relacionadas com o envelhecimento bioldégico que ocorre com o passar dos anos (Polefka
etal.,2012).

O envelhecimento extrinseco ocorre devido a pele estar diretamente exposta a varios
fatores adversos, sejam estes quimicos, fisicos ou microbioldgicos. Dentre os principais
fatores estdo a poluicdo e o fotoenvelhecimento, e sabe-se que grande parte do
envelhecimento extrinseco € resultante de exposicdo a radiagao UV (Uitto, 2008).

A radiacdo UV ¢ dividida em trés faixas em relacdo ao comprimento de onda: UVC
(100-290 nm), UVB (290-320 nm), e UVA (320- 400 nm) (Epstein, 1990). A forma de
radiacdo ultravioleta mais energética ¢ a UVC, que ndo chega a superficie terrestre, pois €
absorvida pela camada de ozonio. A radiacdo UVB representa 5% da radiagdo ultravioleta
que alcanca a superficie terrestre e a radiagdo UVA, 95% (Svobodova, Walterova e
Vostalova, 2006). A radiacdo UVB ¢ o componente mais prejudicial da radiagcdo solar que
atinge a superficie da terra, pois ¢ capaz de induzir uma série de danos a pele humana,
sendo menos penetrante ¢ mais genotoxica do que a radiagio UVA, e atuando
principalmente na camada epidérmica da pele. Embora a radiagio UVA seja menos
energética, ¢ a que mais atinge a Terra e possui o maior potencial penetrante; alcanga a
derme estimulando a formag¢do da melanina, a qual protege a pele de queimaduras
imediatas (Abu Zaid et al., 2007; Maverakis et al., 2010).

A exposigdo excessiva a luz solar ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de
eritema, fotodermatoses, fotoenvelhecimento, imunossupressdo e carcinogénese, devido a
acdo da radiacdo UVB e UVA (Polefka et al., 2012). O fotoenvelhecimento se sobrepde ao
processo de envelhecimento inato e ¢ um grande perigo para a saude, ja que aumenta o
risco de desenvolvimento de cancer de pele (Uitto, 2008).

A epiderme consiste de um epitélio estratificado, queratinizado e escamoso, no qual
80% das células sdo queratinocitos, principais células responsaveis pela producdo de
citocinas epidérmicas (Grone, 2002).

A derme ¢ um tecido conjuntivo denso que apoia a epiderme e une a pele ao tecido

celular subcutaneo ou hipoderme. A derme e epiderme sdo interligadas por papilas
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dérmicas e epidérmicas, compostas principalmente por fibras de coldgeno e elastina, que
conferem elasticidade a pele. As principais células da derme sdo os fibroblastos, que
sintetizam as fibras dérmicas. As fibras dérmicas conferem resisténcia mecanica a pele, e
sdo constituidas, em sua maioria por colageno intersticial, principalmente de tipos I e III,
porém outros tipos de colagenos sdo encontrados na derme como os colagenos do tipo IV
e VII (Kanitakis, 2002).

As células epidermais, especialmente os queratindcitos, possuem um metabolismo
interno capaz de prevenir, até certo ponto, a ocorréncia das lesdes induzidas pela radiagao
UV. Sob exposicdo excessiva a radiagdo, o nivel de dano acumulativo pode ultrapassar a
capacidade enddgena de reparacdo da célula e o comprometimento causado pode ndo ser
reversivel (Lorencini et al., 2014). A radiagao ultravioleta, assim como a produgao endégena
de radicais livres pelo metabolismo celular, e poluicdo podem danificar a pele e aumentar
a producdo de agentes oxidativos, podendo levar ao desenvolvimento do dano oxidativo,
cancer de pele, imunossupressdo e envelhecimento cutaneo precoce (Steenvoorden e Van

Henegouwen, 1997; Chen et al., 2012)

1.2 Mecanismos do fotoenvelhecimento e estresse oxidativo

A derme ¢ o tecido conectivo da pele e ¢ composta principalmente de elastina e
colageno. O primeiro da integridade estrutural e mecanica a pele, enquanto o segundo
confere a pele importante propriedade elastica. A exposicdo a radiagdo UV diminui a
producdo de 4acido hialuronico (HA) e induz atividade das enzimas metaloproteinases
(MMPs), que degradam o colageno. Essas alteracdes estdo diretamente ligadas a percepgao
visual do envelhecimento cutdneo e aparecimento de rugas (Kobayashi et al., 2008).

Colageno tipo 1 ¢ a proteina estrutural presente em maior quantidade na matriz
extracelular dérmica. Moléculas precursoras do colageno (pro-colageno) sdo sintetizadas
por fibroblastos presentes na derme. O pré-colageno € secretado no espago extracelular e
¢ enzimaticamente convertido em coldgeno maduro. Este coldgeno espontaneamente forma
fibras que sao estabilizadas por ligacdo cruzadas. Fibras de coldgeno sdo responsaveis por
fornecer forga e resisténcia a pele (Quan et al., 2009).

Através de alteracdes na matriz dérmica os niveis de colageno podem ser
diminuidos. Dessa forma, o aparecimento das rugas ocorrera pela pouca sintese ou pela
acelerada quebra do mesmo (Masaki, 2010). Apds a exposi¢ao a radiacdo UV, ocorre um
aumento da expressdo das enzimas MMP-1, MMP-3 e MMP-9, que sao proteases que

degradam fibras de coldgeno e elastina na matriz extracelular (Cerutti, 1985; Chen et al.,
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2012). A colagenase intersticial MMP-1 ¢ responsavel pela degradacao do colageno tipo I,
processo que pode comprometer a integridade estrutural da pele (Mohamed et al., 2014).
Ap0s repetidas exposi¢des, ocorre uma resposta de cicatrizagdo tipica, com deposicao de
colageno tipo I ao invés da mistura tipica de colageno tipos I e III, que proporciona
elasticidade e flexibilidade a pele (Stern, R. e Maibach, H. 1., 2008).

Assim, a exposicdo cronica a radiacdo UV além de induzir a quebra de colageno,
também degrada outras moléculas da matriz dérmica extracelular, como por exemplo, o
HA, além de alterar a composicdo dérmica de proteoglicanas (Stern, R. e Maibach, H. L.,
2008).

A pele contém mais de 50% do contetido total de AH presente no corpo e além de
manter a umidade, arquitetura e elasticidade do tecido, o AH também facilita a troca de
nutrientes ¢ a excre¢dao de residuos na pele (Manuskiatti ¢ Maibach, 1996; Schiller et al.,
2011). Essa macromolécula, apesar de ser um componente minoritdrio das
glicosaminoglicanas presentes na pele, corresponde a uma faixa entre 0,1% e 0,3% do total
do peso seco da pele e desempenha um papel fundamental de hidratagdo da mesma.
Aproximadamente 60% do peso total da derme ¢ agua, retida em grande parte como
resultado da capacidade de glicosaminoglicanas como o HA, que sdo capazes de reter até
1000 vezes mais agua do que seu proprio peso (Uitto, 2008).

A alteragdo histoquimica mais dramatica observada em pele senescente € o
acentuado decréscimo de AH epidérmico. Concomitantemente, ocorre o acentuado
aumento da expressdo de AH de baixo peso molecular, o que esta relacionado com a
diminuic¢do significativa das enzimas de sintese e um aumento da expressdo das enzimas
de degradacdo (hialuronidases) de AH, além da diminui¢do da expressdo de receptores
celulares para o AH, o que ocorre em paralelo com o progressivo cross-linking do
colageno. O aumento da atividade da hialuronidase ndo ¢ apenas responsavel pela degradacgao
da matriz extracelular e pelo aumento da permeabilidade do tecido, mas também, juntamente
com a EROs, pode promover a fragmentagdo do AH em pequenos oligossacarideos que
podem levar & um processo inflamatodrio e a ativagdo de MMPs. Estes achados contribuem
para a aparente desidratagdo, atrofia e perda de elasticidade que caracteriza a pele
fotoenvelhecida (Papakonstantinou et al., 2012; Vigetti et al., 2014; Piwowarski e Kiss,
2015).

Adicionalmente, as radiagdes UVA e UVB promovem um quadro de estresse
oxidativo na pele através da producao de radicais livres e espécies reativas do oxigénio

(ERO’s), que podem danificar diferentes componentes celulares através da propagacio de
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reagdes de geragdo de radicais livres e inducao de danos oxidativos em proteinas no estrato
corneo, danificando a fun¢do de barreira (Lorencini ef al., 2014). Sabe-se que reacdes em
cadeia nas mitocondrias desencadeiam a formagao das EROs (Masaki et al., 2009). Dentre
as ERO’s formadas pode-se citar o radical anion superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H20.), radical hidroxila ("OH), oxigénio singleto ('O2) e peroxidos lipidicos. Essas
espécies reativas estdo relacionadas ao envelhecimento cutaneo, fototoxicidade,
inflamagdo, e formacdo de tumores malignos (Sakurai et al., 2005). Terra et al. (2012)
demonstraram que os danos oxidativos que ocorrem na pele apos exposi¢ao a radiacao sao
mediados predominantemente pelas ERO’s (principalmente 'O, e "OH). A via de formagio
de radicais livres ou moléculas reativas ¢ esquematicamente mostrada de forma

simplificada na Fig. 1.

Figura 1. Via de formacao de moléculas reativas simplificada
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A radiagdo UV reage com fotossensibilizadores ou cromoforos na pele e estes
cromoforos absorvem energia e migram para um estado excitado e instavel. A energia
liberada ao retornar ao estado estavel ¢ transferida para moléculas de oxigénio proéximas,
gerando o oxigénio singleto (Chen et al., 2012). As moléculas de oxigénio normalmente
seriam reduzidas a d4gua e ganhariam 4 elétrons, mas elas podem também escapar com um

elétron, como O>". Estes, por sua vez, sdo neutralizados por uma enzima antioxidante, a
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superoxido dismutase (SOD), que converte O>" em H>O2, que é menos reativo. As enzimas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) reduzem H>O> para H2O. O H20: pode reagir
com Fe (II) sob influéncia da radiagdo UV na reacao de Fenton. Esta rea¢do produz o "OH,
que pode iniciar a peroxidagao lipidica (Kammeyer e Luiten, 2015).

SOD, CAT e GPx sdo enzimas antioxidantes endogenas que combatem a formacgao
de radicais livres e impedem que os mesmos causem oxida¢do de lipideos (Steenvoorden e
Van Henegouwen, 1997; Chen et al., 2012). Varios sistemas de eliminacdo de ERO’s se
desenvolveram em tecidos de mamiferos para eliminar os componentes reativos e proteger
as células. A SOD catalisa a dismutagdo de O2" em Oz (oxigénio molecular) e H202, e a
CAT decompde H>O2 em Oz e HoO (Mccord e Fridovich, 1988; Chelikani et al., 2004). A
combinagao de SOD e CAT sequestra completamente o 02", que ¢ a espécie radicalar que
inicia a formagao das ERO’s. A GPx, assim como a CAT, decompde H>O> na presenca da
forma reduzida do antioxidante end6geno, glutationa (GSH) (Muller et al., 2007).

Outro marcador do processo oxidativo sdo as proteinas carboniladas, que sdo
formadas através da clivagem oxidativa de proteinas ou pela oxidagao direta de residuos
de aminoacidos. Além disso, grupos carbonila podem ser introduzidos nas proteinas por
reacoes com aldeidos derivados da peroxidacdo lipidica. A presenca de proteina
carbonilada ¢ utilizada como indicador de alteracdes proteicas mediadas por moléculas
reativas de oxigénio, que sdo frequentemente associadas com o fotoenvelhecimento. Sabe-
se que proteinas no estrato corneo ¢ na derme sdo alvos de oxidacdo e altos niveis de
proteinas carboniladas sao detectados na camada mais externa do estrato coérneo de areas

da pele expostas ao sol (Kobayashi et al., 2008).

1.3 Agentes naturais bioativos e fotoquimioprotetores

O Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais de 56.000 espécies de plantas —
quase 19% da flora mundial (Giulietti et al., 2005). Cecropia obtusa Trécul. (Fig. 2),
popularmente conhecida como embauba branca (Muniz, 2008), ¢ uma planta pertencente a
familia Urticacea, nativa de regides tropicais, predominantemente encontrada na América
do Sul e Central. Embatba ¢ a designagdo comum de varias espécies de arvores,
principalmente do género Cecropia. Embatbas sdo leves e possuem caule e ramos ocos.
Essas plantas vivem em simbiose com formigas, que protegem as arvores dos animais
herbivoros. Além disso, caracteristicas marcantes sao a rapida dispersao e pouca exigéncia
de solo, o que leva essas plantas a serem comumente encontradas em areas desmatadas em

recuperagdo (Rocque e Soares, 2001; Gaglioti ef al., 2014).
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Figura 2. Arvore de C. obtusa

Fonte: Gaglioti, Carvalho et al., 2014.

Apesar da familia Urticacea ser composta por rarissimas arvores, C. obtusa ¢ uma
excecdo, ja que trata-se de arvores que podem atingir até 15 m de altura. A planta ¢ didicas
(individuos femininos e masculinos) e possui tricoma (pelos) no caule e folhas. C. obtusa
¢ utilizada na medicina popular para anemia, anti-inchaco dos olhos, diabetes, ferimentos,
hepatite, inflamagéo e tosse. E eficaz também para a microcirculacio e fragilidade capilar
(Gaglioti et al., 2014).

A espécie C. obtusa possui atividade antioxidante comprovada por diferentes
métodos (Silva et al., 2007), porém ainda faltam muitas informagdes a respeito de suas
possiveis aplicagdes. Na Franca, estudos in vitro com a espécie demonstraram a atividade
lipolitica do extrato aquoso da planta e testes clinicos demonstraram a eficacia de uma
formulagdo incorporada do extrato na reducao da textura rugosa e alaranjada de celulites
(© LABORATOIRES SEROBIOLOGIQUES, DIVISION DE COGNIS FRANCE).

A literatura sugere que um bom antioxidante ndo deve ser apenas um bom
sequestrador de radicais, mas também ativar fatores de transcricdo que induzam a
expressao de enzimas antioxidantes, melhorando assim o estresse oxidativo. Para avaliar
um novo produto como antioxidante, como um composto capaz de alterar o estado redox

celular, ensaios antioxidantes em células devem ser realizados, uma vez que a participacao
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de diferentes componentes da célula ¢ critica para finalmente ser desenvolvida uma
resposta antioxidante (Lopez-Alarcon e Denicola, 2013).

Quimioprevenc¢ao sdao meios de controlar o estabelecimento de doengas, podendo o
seu aparecimento ser inteiramente prevenido, diminuido ou revertido através de
administragcdo topica ou oral de compostos naturais ou sintéticos. Apesar de possuirem
fator de protegao solar (FPS), sabe-se que muitos protetores solares apesar de protegerem
contra o aparecimento de eritema, nao sdo capazes de proteger contra danos oxidativos na
pele induzidos pela radiagao (Vilela et al., 2013).

Estudos mostram que quando os filtros solares benzofenona, octilmetoxicinamato e
salicilato de octila penetram na epiderme viavel da pele, o nivel de EROs aumenta além
daquele produzido naturalmente pelos cromodforos epiteliais sob irradiagdo. Assim, a
fotoquimioprote¢do tem sido apreciada como uma maneira vidvel de reduzir a ocorréncia
de uma variedade de desordens de pele (Hanson et al., 2006). Em fung¢do disso, alguns
autores propdem que agentes fotoquimioprotetores para uso humano devem atenuar os
efeitos adversos biologicos da radiagao UV (Afaq et al., 2005) e que o protetor solar ideal,
além de ser seguro e estavel, deve proteger a pele contra as radiagdes UVA e UVB,
sequestrar radicais livres e conter enzimas ou outros ingredientes ativos que estimulem a

reparagdo do DNA (Gilaberte e Gonzélez, 2010).

1.4 Caracterizaciao quimica de agentes naturais bioativos

Para que os extratos de origem vegetal possam ser empregados com finalidades
farmacéuticas, estes devem ser padronizados e possuir caracterizagdo qualitativa e
quantitativa dos seus principios ativos, fornecendo os requisitos de qualidade, efetividade
e seguranca. Metodologias empregando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) sao utilizadas com varias finalidades e para analisar diferentes produtos. Uma das
vantagens da utilizacdo do CLAE ¢ a possibilidade de analisar uma grande variedade de
compostos. Um procedimento analitico especifico ¢ designado de forma a atingir
determinada meta, como seletividade, sensibilidade, limite de detec¢do, rapido tempo de
andlise e reprodutibilidade, que sdo parametros dependentes das propriedades do composto
a ser analisado (Kamour ef al., 2013).

Outra técnica instrumental muito abrangente com inumeras aplicagdes ¢ a
espectrometria de massas (MS). Esta técnica ¢ utilizada para detectar e identificar

moléculas por meio da medi¢do da sua massa e pela relagdo massa/carga (m/z) dos ions
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formados. A espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas (EM-EM)
utiliza dois estagios de espectrometria de massas (MS1 e MS2), em que um deles ¢ usado
para isolar o ion de interesse e o outro ¢ usado para estabelecer uma relagdo entre este ion
de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da sua decomposi¢ao induzida.
Dessa forma, uma das principais etapas desse processo ¢ a formagdo de ions. Um dos
sistemas de cromatografia liquida com ionizacdo a pressdo atmosférica pode ser do tipo
ESI (ionizagdo por electrospray), que ¢ recomendado para compostos com elevada massa
molecular. Para ESI, trés tipos de ions podem ser gerados: ions moleculares, ions quasi-
moleculares (moléculas protonadas/desprotonadas: [M+H]" / [M—H]) e moléculas
cationizadas ou anionizadas. A massa isotopica e o perfil de fragmentacdo sdo entdo
comparados a uma base de dados. Considerando a grande variedade de metabolitos e suas
diferentes concentragdes, ndo ¢ possivel analisar todos os componentes de uma amostra
com apenas uma técnica analitica, e a elucidagdo estrutural s¢ ¢ alcangada com a utilizagdo
de ressonancia magnética nuclear (Crotti et al., 2006; Dettmer et al., 2007; Chiaradia et

al., 2008; Courant et al., 2014).

1.5 Desenvolvimento de formulacdes fotoquimioprotetoras

Filtro solar fisico ou inorgéanico ¢ aquele que funciona como barreira contra a
radiacdo. Eles sdo impermedveis a radiacdo, refletindo-a em sua maior parte. Na
reflexdo/dispersao, a luz incidente nas particulas inorganicas ¢ redirecionada, refletindo de
volta ou se espalhando por diferentes caminhos. Este processo ¢ responsavel pela
translucidez e opacidade das particulas de filtros inorganicos aplicadas sobre a pele
(Cabral, 2011).

Os filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados com um grupo carbonila.
A estrutura dos filtros organicos permite que absorvam a radiacdo com alta energia,
convertendo-a numa radiacdo indcua com baixa energia. As moléculas dos filtros
absorvedores contidos no protetor solar possuem numerosas duplas ligacdes em sua
configuragao, seja no anel benzénico ou na cadeia linear. Este arranjo permite que muitos
dos elétrons que se encontram em orbitais de mais baixa energia absorvam a radiagao UV
incidente e sejam excitados para orbitais de mais alta energia, realizando a conversao das
radiacdes de alta energia e pequenos comprimentos de onda, que sdo altamente danosas,
em radiagdes de pequena energia e altos comprimentos de onda. A energia UV absorvida

por uma molécula ¢ liberada quando esta retorna ao seu estado de repouso. Todavia, a
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liberacdo da mesma se d4 na forma de luz fluorescente ou fosforescente e calor, podendo,
ainda, se decompor e formar fotoprodutos (Cabral, 2011)

Os métodos espectrofotométricos sao frequentemente utilizados como “screening”
de substancias promissoras para absor¢do da radiagdo. Apesar de metodologias in vitro
predizerem a capacidade da amostra absorver/refletir a radiacdo, os resultados obtidos por
essas metodologias muitas vezes nao sdo reproduzidos quando ¢ utilizada a metodologia
de determinacdo do FPS in vivo. As metodologias in vitro nao substituem a determinacgao
do FPS in vivo, porém sdo necessarias para avaliar substancias no processo inicial de
triagem e selecionar as amostras mais promissoras para prosseguirem para a determinagao
in vivo. Além disso, os métodos in vitro apresentam vantagem como: rapidez de execugao,
custo acessivel, reprodutibilidade, facilidade de treinamento do operador e ndo necessita
de exposi¢ao do voluntario a riscos (Velasco, 2011).

Os primeiros filtros solares foram propostos para prevenir os efeitos da radiagdo
solar na pele, evitando a passagem da radiacdo ultravioleta por meio de mecanismos de
reflexdo, refracao e absorcdo das mesmas (Gilaberte e Gonzalez, 2010). Além disso, sabe-
se que os filtros solares sofrem processos de degradacao induzidos pela radiagao UV, o
que leva a uma reducdo na capacidade de protecdo da pele e também a geracdo de espécies
potencialmente toxicas (Scalia e Mezzena, 2010).

Assim, ¢ interessante o desenvolvimento de protetores solares contendo
concentragdes reduzidas de filtros sintéticos, mas que mantenham eficacia de amplo
espectro e apresentem atividade bioldgica, o que pode ser conseguido pela incorporagao
de matérias-primas vegetais que melhorem a absor¢do UV e sejam capazes de proteger do
dano oxidativo.

Dessa forma, a protecdo antioxidante proporcionada pelos componentes dos
extratos vegetais também estd relacionada com a capacidade das substancias em penetrar
na pele e atingir as células da epiderme (queratindcitos) e derme (fibroblastos).

A capacidade de uma molécula penetrar o estrato corneo depende de muitos
parametros fisicos, tais como massa molecular, lipofilicidade, capacidade para formar
ligacdes de hidrogénio, solubilidade, e para acidos ou bases, o valor de pKa (Potts, 1997).
De acordo com a primeira Lei de Fick, o fluxo maximo de penetragdo através da pele, o
qual pode ser alcangado apds a aplicacdo de um veiculo saturado, ¢ basicamente
determinado por quatro fatores: a difusao no estrato cérneo, a espessura do estrato corneo,
a lipofilicidade da substancia em termos de coeficiente de particdo entre a pele e o veiculo

e a solubilidade do principio ativo no veiculo (Varvaresou, 2006).
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Para a realizacdo dos estudos de penetragdo cutanea de uma formulacdo, as
substancias ativas sd3o quantificadas por metodologia analitica. Normalmente a
quantidade de substancia ativa detectada ¢ muito pequena e desta forma métodos
analiticos muito sensiveis como CLAE sdo utilizados. Sabe-se que extratos vegetais
sdo amostras complexas formadas por vdrios constituintes, entdo a atividade esperada
pode ser devido a agdo sinérgica de varios compostos que estdo presentes no extrato, o
que torna importante a avaliagdo da penetragdo da maior quantidade de compostos
possiveis.

Estudos demonstram que a escolha dos excipientes influencia claramente o destino
do ativo na pele e a liberagdo do mesmo. Esse processo ndo deve comprometer
irreversivelmente a fung¢dao de barreira da pele. As emulsdes, por exemplo, requerem
agentes emulsificantes, estabilizantes e conservantes para que permane¢cam estaveis. Os
compostos que apresentam essas atividades podem interagir entre si € com o ativo e
apresentar efeito irritante e sensibilizador, além de promover a degradagdo e
desestabilizacdo da formulagdo, podendo causar dano a pele ao invés de protegé-la
(Mugglestone et al., 2012)

Silicones sdo compostos hidrofébicos muito eficientes na geracdo de emulsdes
altamente estaveis. Os polimeros de silicone de cadeia linear e de cadeia cruzada foram
modificados para aplicagdes especificas, que incluem produtos farmacéuticos, cosméticos,
cuidados pessoais, revestimento e liberagdo de farmacos. Além disso, eles possuem
caracteristicas estruturais que fazem com que eles possam ser utilizados em baixas
dosagens (Purohit e Somasundaran, 2014). Dentre dessas caracteristicas, pode-se citar:
angulos de ligagao Si-O-Si (140°) que sdo maiores que angulos de ligagdo COC (110°);
comprimentos de ligacdo Si-O (1,64 A) que sdo mais longos do que CC (1,53 A); maior
liberdade de rotacao em torno da ligagao Si-O comparada com a ligagao CC; e grupos de
metila livremente rotativos que podem orientar-se para as interfaces. Essas caracteristicas
conferem propriedades como estabilidade ao calor e alta resisténcia ao ataque quimico
(Somasundaran, 2010).

As emulsdes sao uma mistura de dois liquidos imisciveis. Geralmente, uma das
fases liquidas ¢ agua e a outra fase liquida organica insolivel em agua, ¢ um o6leo. A
estabilidade geral de um processo de emulsdo pode estar relacionada com a natureza fisica
do filme interfacial, existéncia de uma barreira elétrica ou estérica sobre as gotas,
viscosidade da fase continua, distribui¢do de tamanho das gotas, temperatura e densidade

das duas fases (Somasundaran, 2010).
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O estudo do comportamento reoldgico assume cada vez mais importincia na
avaliacdo da estabilidade (Camargo Junior, 2006). A reologia ¢ o estudo do fluxo de
materiais quando aplicada uma forga externa. Sendo que esses materiais podem apresentar
dois tipos diferentes de comportamentos reoldgico de acordo com as caracteristicas do seu
fluxo. O fluxo Newtoniano ¢ caracterizado por valores constantes de viscosidade
independentemente da forca aplicada, enquanto que, o fluxo ndo-newtoniano apresenta
redugao (pseudoplastico) ou aumento da viscosidade (dilatante) de acordo com a forga
aplicada (Martin et al., 1993).

A andlise dos parametros viscosidade, indice de fluxo, indice de consisténcia e
tixotropia, permitem compreender melhor a natureza fisico-quimica do veiculo na fase de
desenvolvimento, controlar a qualidade de matérias-primas e produtos acabados, avaliar o
efeito da consisténcia do produto na liberagdo e penetragao dos ativos, além de contribuir
na previsao do prazo de validade do produto (Camargo Junior, 2006).

Em suma, varios fatores estdo relacionados ao desenvolvimento de formulagdes
topicas contendo extratos naturais, e varios parametros sao utilizados para avaliar a
estabilidade dessas formulagdes e a penetragao na pele. A penetracao das substancias ativas
pode ser auxiliada dependendo dos constituintes da formulacdo, mas o parametro mais
importante a ser avaliado antes da etapa de desenvolvimento ¢ a atividade biologica. Para
tal, diferentes parametros antioxidantes podem ser analisados na pele ou em cultura de
c¢lulas, e a capacidade de sequestrar EROs ¢ de extrema importancia, visto que elas iniciam
o processo de estabelecimento do estresse oxidativo na pele e sdo compostos altamente

reativos, especialmente o "OH.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do extrato de C. obtusa para utilizagdo como agente

fotoquimioprotetor topico, englobando sua atividade redutora do estresse oxidativo.

Também objetivou-se avaliar o comportamento de formulacdes topicas contendo o extrato

e sua eficiéncia em promover a penetragao dos componentes do extrato em pele humana.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar quimicamente e funcionalmente, por medida da atividade antioxidante in
vitro, o extrato de C. obtusa.

Avaliar a atividade protetora do extrato contra o estresse oxidativo promovido pela
radiacdo UVA em cultura de queratindcitos e fibroblastos humanos.

Avaliar a protecdo oferecida pelo extrato frente a radiacdo UVA/UVB através da
analise do estresse oxidativo sobre proteinas e acido hialurdénico em cultura de células.
Desenvolver e validar uma metodologia para separar os compostos majoritarios por
CLAE/UV.

Identificar por UFLC/MS/MS as substancias presentes em maior quantidade no extrato
de C. obtusa.

Desenvolver formulagdes contendo 4% de extrato contendo diferentes promotores de
absor¢ao.

Avaliar a estabilidade fisico-quimica e funcional e o comportamento reoldgico das
formulagdes

Avaliar as formula¢des desenvolvidas frente a penetracdo dos componentes do extrato
na pele.

Avaliar a atividade fotoprotetora e de absor¢do da radiacdo do extrato e das

formulagdes.
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3. MATERIAIS E METODOS
A seguir estd apresentado um diagrama das metodologias empregadas no
desenvolvimento do estudo.

Figura 3. Diagrama metodologico
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3.1 Obtencao do extrato de C. obtusa

O extrato foi gentilmente cedido pela empresa AMAZONDREAMS (Belém /PA).
As folhas secas foram extraidas com etanol a 50°C, seguindo-se purificacdo em resina
macroporosa e processo de secura por liofilizagdo. O extrato possui autorizagdo de acesso

e remessa do CGEN nuamero 010526/2015-3.

3.2 Caracterizacio do extrato
3.2.1 Determinacio do teor de polifendis totais

O teor de polifenois totais foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau, utilizando acido géalico como padrao de referéncia para a construcdo da curva de
calibracao. Foram adicionados a 500uL. da amostra ou solucdo de acido gélico, 500uL do
reagente Folin-Ciocalteu e 500uL da solugdao de Na>xCO3 (10%). Apds a incubagdo por 1 hora
a temperatura ambiente, a leitura foi realizada a 760nm em espectrofotometro Hitaschi U2001.
Para zerar o aparelho, a aliquota de amostra foi substituida pela mesma quantidade de dgua
deionizada. O conteudo de polifendis totais foi expresso como mg de equivalente de acido

galico (EAG) por g de extrato (Kumazawa et al., 2004).

3.2.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi avaliado de acordo com Kumazawa e colaboradores
(2004), sendo a quercetina empregada como padrao de referéncia para a construgdo da curva
de calibracdao. Foram adicionados a 500uL de solugdes de extrato ou do padrdao quercetina,
500uL de solucdao hidroetandlica 50% (v/v) de cloreto de aluminio a 2% (w/v). Apds a
incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente, a leitura foi realizada a 420nm em
espectrofotometro Hitaschi U2001. Para zerar o aparelho, a aliquota de cloreto de aluminio
(2%) foi substituida pela mesma quantidade de etanol 50% (v/v). O contetido de flavonoides
totais foi expresso como mg de equivalente de quercetina (EQ) por g de extrato (Kumazawa et

al., 2004).

3.2.3 Determinacao da capacidade antioxidante pelo método do DPPH*

A atividade antioxidante foi determinada utilizando a solugdo de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH®) pelo método descrito por Blois (1958). Em tubos de ensaio foram
adicionados 500puL de tampao acetato de sodio (0,1M) pH 5.5, 500uL de 4lcool etilico (95%),
25uL de amostra e 250uL de solugdo alcoodlica de DPPH® (200uM). Ap6s 10 minutos a leitura
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foi realizada no comprimento de onda de 517nm em espectrofotometro Hitaschi U2001, e os

resultados foram expressos como a concentragdo que inibe o processo oxidativo em 50% (ICso).

3.2.4 Determinacdo do sequestro do radical O:" por medida da inibicio da
quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/ XOD/luminol

Este ensaio foi realizado para avaliar a atividade sequestradora do O2™ pelo extrato
segundo a metodologia descrita por Marquele et al. (2007), na qual sdo adicionados 400uL da
solucao de EDTA (1ImM) em tampao glicina (0,1M, pH 9,4), 150uL de xantina (6mM), 10uL
de amostra teste e 10uL da solu¢do de luminol (0,6mM). A reacdo foi iniciada com a adig¢do de
100uL de solucdo de xantina oxidase (XOD) (20mUN/mL) e a medida da quimioluminescéncia
foi realizada em lumidmetro Autolumat LB953 durante 5 minutos a 25°C. A atividade
sequestradora de O>™ pelo extrato, determinada pela inibi¢do da quimioluminescéncia foi

calculada pela medida da area sob a curva (ASC) e os resultados foram expressos como ICso.

3.2.5 Atividade sequestradora do oxigénio singleto- '0:

A atividade sequestradora do 'O, foi estimada por ressonancia de spin eletrénico
(ESR-spin trapping) (Masaki ef al., 1995). O meio reagente consistiu de S0uL. de tampao
Tris-HCI (10 mM, pH 8,0), 50uL de 2,2,6,6-tetrametil cloridrato de piperidona (TMPD)
200 mM, 50uL de 0,1mM de vitamina B2 (riboflavina), e 50 pL. das amostras diluidas em
metanol 80%. A solugdo resultante foi incorporada em um tubo capilar (caps® anel,
HIRSCHMANN) e submetida a irradiagdo UVA durante 30 segundos (SUPER CURE-
203S UV Lightsource; SAN-EI ELECTRIC). Os espectros de ESR foram gravados pelo
espectrometro (RFR-30, Radical Research, Inc.), com uma frequéncia de modulacdo de
campo de 100 kHz e uma amplitude de modulagao de 0,1 mT, com uma fonte de saida de
5 mW. Azida de sédio foi usada como controle positivo e os resultados foram expressos

como [Cso.

3.2.6 Atividade sequestradora do radical hidroxila- ‘OH

O radical hidroxila ('OH) foi fornecido pela reagio de Fenton com H202 e Fe?*, e o
spin trap utilizado foi o 5,5-dimetil-1-pyrrolina-N-oxido (DMPQO). O meio reacional
consistiu de 50uL de Fe(ClO4)2/6H20 (0,5 mM em agua deionizada), SOuL de 1 mM de
H202, 50puL de 5,1% de DMPO e 50 uL das amostras diluidas em 4gua deionizada contendo

DMSO (0,3% v/v). Trinta segundos ap6s a adi¢do de H202, a solucdo foi incorporada num
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tubo capilar (anel caps®, HIRSCHMANN) e o espectro de ESR foi registrado com um
espectrometro (RFR-30, Radical Research, Inc.) com uma frequéncia de modulacdo de
campo 100 kHz e uma amplitude de modulacdo de 0,1 mT, com uma fonte de saida de 5

mW. O acido ascoérbico foi utilizado como controle positivo.

3.2.7 Identificacido e Quantificacio dos componentes do extrato de C. obtusa por
CLAE/UV e UFLC-DAD-MS/MS
3.2.7.1 Identificacao dos constituintes

Antes da identificacdo dos componentes majoritarios, o extrato foi separado em
picos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em cromatégrafo liquido
acoplado a detector de UV, empregando condigdes cromatograficas estabelecidas no
laboratorio e tendo como base o trabalho de Costa et al. (2011). Para a analise por CLAE
utilizou-se o cromatografo liquido Shimadzu, modelo LC-10AT, acoplado a detector
UV/VIS, modelo SPD-10A, integrador, modelo C-R6A, onde as amostras foram injetadas
em um injetor Rheodyne com um loop de 20 pL e a deteccao foi realizada no comprimento
de onda de 320 nm. A separagdo cromatografica foi feita através de eluicao por gradiente
(Tabela 1) em coluna C18 Hypersil GOLD (5um)- Thermo Scientific, 4,5 x 250 mm
acoplada a uma pré-coluna de mesma fase estacionaria. A fase mével constituiu-se de agua
(A) e acetonitrila (B), ambas adicionadas de acido formico 1%, a vazao utilizada foi de 1
mL/min.

Para o preparo das solugdes, 10 mg do extrato foi solubilizado em 10 mL de alcool
metilico 80%. Posteriormente, essa solugdo foi diluida em alcool metilico 50% visando
obter diferentes concentragdes que, em seguida foram filtradas em filtro tipo milex 0,45
pm.

Tabela 1 — Gradiente utilizado na eluicdo dos compostos do extrato de C. obtusa por
Cromatografia Liquida.

Tempo (minutos) %B
0,01 7,0
7,00 15,0
25,00 20,0
37,00 20,0
42,00 35,0
45,00 7,0
50,00 7,0
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Para a identificacdo das substancias referentes aos picos majoritarios utilizou-se
cromatografia liquida acoplada a detector de diodos e espectrometro de massas. As
condigdes cromatograficas foram as mesmas descritas acima, exceto que na fase movel o
acido formico foi reduzido para 0,1%.

O Equipamento utilizado foi o UFLC Shimadzu acoplado DAD (SPD-M20A) e
Espetrometro de Massas Amazon SL- Bruker, com ionizagdo por electrospray e analisador

Ion Trap.

3.2.7.2 Valida¢ao do método analitico e quantificacio dos componentes do extrato por
CLAE/UV

O método analitico estabelecido para separacdo dos componentes do extrato de
C.obtusa por CLAE/UV, descrito acima, foi validado visando sua utilizagao nos estudos
de penetragdo/reten¢do in vitro para quantificar os componentes que penetraram na pele
humana. A validagdo foi desenvolvida de acordo com as diretrizes de Validacdo de
Procedimentos Analiticos do ICH-Q2 (R1) (2005) e do guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos (BRASIL. ANVISA. RE n° 899, de 29 de maio de 2003).

A) Linearidade
Neste ensaio varias concentragdes foram avaliadas e determinou-se o intervalo
linear entre a area e diferentes concentracdes do extrato e do acido clorogénico. Os

experimentos foram realizados em triplicata para cada concentracao.

B) Precisao

De acordo com as especificacoes do ICH, a precisao pode ser subdivida em:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Neste estudo nao foi levada em
consideracdo a precisdo entre laboratorios, portanto o estudo foi focado na repetibilidade
inter-dia com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. Ainda de acordo com o ICH, para
uma correta abordagem, no minimo 9 determinagdes devem ser feitas (como por exemplo
3 concentracdes/triplicata cada).

Assim, a precisdo foi avaliada através da medida da area dos 3 picos majoritarios e
pela determinacdo do teor de acido clorogénico no extrato, além do estabelecimento do

coeficiente de variagdao (CV) obtido entre as analises.
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3.2.8 Avaliacdo da fotoestabilidade e determinacio in vitro do Fator de Protecio Solar
(FPS)

A fotoestabilidade do extrato foi avaliada por medida espectrofotométrica das solugdes
do extrato irradiadas e ndo irradiadas na regido do UV (280 a 400 nm). Cem miligramas do
extrato foram solubilizados em 5 mL de metanol 80%. Estas solu¢des foram diluidas para
0,2mg/mL em metanol 80% e os espectros de absor¢ao foram obtidos em espectrofotometro. A
solugdo do extrato de 0,2 mg/mL foi submetida a radiagdio UVA (4] /cm?) ou UVB (0,02]
/em?), em doses previamente padronizadas no laboratério. Os perfis de absor¢io das solugdes
de extratos irradiadas e ndo irradiadas foram comparados.

Para determinagdo in vitro do FPS, a amostra foi preparada conforme descrito acima, e
foi utilizado o método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al. (1986). A solugdo
do extrato foi lida em espectrofotometro de 290 a 320nm a cada S5nm. O valor de FPS foi

calculado pela formula:

SPF = CF z EE(L) . i(A) .Abs ()

Onde: Abs ¢ a absorvancia da amostra no comprimento de onda, SPF ¢ o fator de protecao
solar, CF ¢ o fator de correcao (CF=10), EE ¢ o efeito eritematoso da radiagdo e I ¢ a intensidade
da luz, sendo que EE x I sdo constantes para cada comprimento de onda.

As analises foram realizadas a temperatura ambiente. Os espectros de absor¢do da
solucdo do extrato foram obtidos na regido do UV empregando-se espectrofotometro Shimadzu
mod. UV — 1601 PC de varredura, que apresenta as seguintes caracteristicas: duplo feixe entre
290-320 nm, banda espectral de 5 nm interfaceado por software que permite corre¢cao

automatica de linha de base e manipulacao total do espectro.

3.3 Avaliacao da fotoquimioprotecdo em cultura de células

A fotoquimioprote¢do em cultura de células foi estudada através avaliagdo da
fotoprotecdo e do estresse oxidativo. A avaliagdo do estresse oxidativo englobou a
avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo: formagao de EROs, perdxidos lipidicos,
deplecao dos niveis de GSH, atividade das enzimas CAT e SOD, formacdo de proteina
carbonilada, deple¢ao dos niveis de colageno e acido hialurdnico e atividade da enzima

MMP-1.
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3.3.1 Condicodes de cultivo celular

Para os experimentos de avaliagdo de formagdo de proteina carbonilada, avaliagdo
do conteudo de coladgeno e acido hialurdnico e avaliacdo da enzima MMP-1, as células de
fibroblastos humanos primarios e queratinocitos humanos eternizados HaCaT, foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
suplementado com soro bovino fetal (SBF) 5%, penicilina G (100 UI/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) e incubadas em atmosfera umidificada com 5 % de CO: a
37°C. As células foram sub-cultivadas a cada 5-7 dias, usando salina 0,9 % para lavagem
e tripsina 0,25 % para desagregacdo do frasco (Izidoro, 2001). Para a avaliacdo da
fotoprotecao, avaliacdo da atividade sequestradora das EROs, quantificagdo do nivel de
perdxidos lipidicos, avaliagdo quantitativa do GSH, e avaliacao da atividade enzimatica da
SOD e CAT, as condi¢des de cultivo para as células HaCaT (adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, Cat# 0341) foram as mesmas, porém o meio utilizado foi RPMI

1600, suplementado com 10% SBF.

3.3.2 Avaliacio da fotoprotecio

Para a realiza¢do do experimento de fotoprote¢do em cultura de células, as células
foram plaqueadas em placas de 6 pogos a uma densidade de 1,6x10° células/pogo e foram
incubadas por 24 horas. O extrato foi solubilizado em propilenoglicol (20, 40 e 80 mg/mL)
e essa solugdio foi aplicada sobre a placa de quartzo na quantidade de 2 mg/cm?, o que
impede o contato da amostra com as células (Jaszewska et al., 2013; Figueiredo et al., 2014).
O parametro utilizado para avaliar o dano induzido pela radiagdo foi a formagao de EROs,
que foi analisada imediatamente apos a irradiagdo, utilizando 2,7-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH>-DA), conforme esquematizado na Fig. 4.

Para a avaliacdo da formacao de EROs, as células foram lavadas com tampao Hanks
e incubadas por 30 minutos com uma solucao SuM de DCFH2-DA em tampao Hanks. Logo
apos, as células foram lavadas novamente e submetidas a radiagdo UVA (4J/cm?) ou UVB
(0,02J/cm?) em tampao Hanks. Imediatamente ap6s a irradiagio a fluorescéncia foi medida
em um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de emissdo de 528 nm (Wang e

Joseph, 1999).
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Figura 4. Representacao esquematica do experimento de fotoprotecao em cultura de
células, que avalia a formac¢io de EROs.

Os resultados foram comparados com dois protetores solares comerciais: CP1, cujo
valor de FPS declarado na embalagem era 15, e CP2, cujo valor de FPS declarado na
embalagem era 30. Os protetores comerciais foram aplicados na placa de quartzo na
quantidade de 2 mg/cm?. Os resultados foram comparados com o controle positivo (PC:
cé¢lulas que foram irradiadas mas nao tratadas) e com o controle negativo (NC: células que

ndo foram nem tratadas nem irradiadas).

3.3.3 Solubilizacio do extrato de C. obtusa e do Acido clorogénico

O extrato foi solubilizado (1 mg/mL) em 4agua deionizada contendo 0,5% (v/v) de
DMSO e as seguintes dilui¢des foram feitas em agua (20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml). O
acido clorogénico foi solubilizado da mesma forma que o extrato. Como a identificacao
dos constituintes do extrato foi realizada em paralelo aos experimentos em cultura de
células, o acido clorogénico foi utilizado como padrao apenas para a avaliacdo de formacgao
de proteina carbonilada, avaliacao do conteudo de colageno e 4cido hialurdnico e avaliagao

da enzima MMP-1.

3.3.4 Citotoxicidade- ensaio de captura do corante vermelho neutro

As células HaCaT foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
1x10° células/pogo. Apds 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentragdes
do extrato. Apds 24 horas de tratamento, a solucdo de vermelho neutro (40 pg/mL em

salina) foi adicionada em cada poco e as placas foram incubadas por 3 horas a 37 °C. Em
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seguida, o vermelho neutro foi removido, as células foram lavadas com uma solucdo de
formaldeido 1% (v/v) e CaCly 1% (w/v); e, em seguida, 200uL de etanol com acido acético
1% (v/v) foi adicionado a cada pogo. A leitura da absorvancia foi realizada ap6s 30 minutos
a temperatura ambiente em leitor de microplacas em 540nm. A viabilidade celular foi
expressa como porcentagem de células vidveis em relagdo ao grupo controle negativo

(NC, células nao tratadas) (Borenfreund e Puerner, 1985).

3.3.5 Protocolo de cultivo e tratamento

Para os experimentos de peroxidacdo lipidica, GSH, SOD e CAT, as células foram
plaqueadas em placas de 6 pogos a uma densidade de 1,6x10° células/pogo. Para o
experimento de EROs, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade
de 1x10° células/pogo. Apods 24 horas, a células foram tratadas por 24 horas com o extrato,
seguindo-se irradia¢do com radiacdo UVA (4] /cm?) em tampao Hanks adicionado, ou nio
de nova solucdo do extrato. As células receberam dois tratamentos diferentes com o
extrato. O grupo TIP foi pré-tratado durante 24 horas e irradiado na presenca do extrato, o
grupo TIA foi pré-tratado durante 24 horas e irradiado na auséncia do extrato. O grupo IP
foi utilizado apenas no experimento de avaliagdo da formacdo de EROs e consistiu de
células que ndo foram tratadas, mas foram irradiadas na presenga do extrato. Apos
irradiacdo, as células foram lavadas com tampao Hanks e o meio foi trocado para RPMI
1600. Para os ensaios de avaliacdo da atividade da CAT e peroxidagao lipidica, apos o
tempo de irradiagdo as células foram imediatamente incubadas a 37°C durante trés horas
sem trocar 0 meio.

Para os experimentos de avaliagdo de formagdo de proteina carbonilada, avaliagdo
do contetido de colageno e 4cido hialurdnico e avaliacdo da enzima MMP-1, os fibroblastos
foram semeados em placas de 96 pocos a uma densidade de 2x10* células/pogo. Apds 24
horas de incubagao o meio foi retirado e as células foram pré tratadas, ou nao, com o extrato
ou acido clorogénico por 24 horas em DMEM 0,5% SBF. Posteriormente, a placa foi
submetida, ou ndo, a radiacdo (0,5J/cm> UVA+ 25mJ/cm? UVB) em DMEM sem fenol red
e pos tratadas, ou nao, em DMEM 0,5% SBF por 24 horas com o extrato ou acido
clorogénico. Posteriormente, os meios de cultura das placas de fibroblastos foram diluidos
59 vezes e congelados a -80°C apenas para os experimentos de determinac¢ao de colageno
e AH.

Para o experimento de metaloproteinase os queratindcitos foram semeados em

placas individuais de 35 mm de didmetro a uma densidade de 45x10*. Apds 24 horas de
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incubacdo, o meio foi retirado e as células foram pré tratadas, ou ndo, com o extrato ou
acido clorogénico por 24 horas em DMEM 0,5% SBF . Posteriormente, a placa foi
submetida, ou no, a radia¢dio (0,5J/cm®> UVA+ 25mJ UVB/cm?) em DMEM sem fenol red
e pos tratadas, ou nao, em DMEM sem fenol red 0,5% SBF por 24 horas com o extrato ou
acido clorogénico. No mesmo dia foram preparadas placas individuais de 35 mm de
diametro de fibroblastos semeados a uma densidade de 4x10°. No dia seguinte os
sobrenadantes das placas de queratindcitos foram centrifugado a 3000 rpm por 5 min e
transferidos para as placas de fibroblastos, que foram incubadas por 24 horas.
Posteriormente, os meios de cultura das placas de fibroblastos foram congelados a -80°C
para a realiza¢cdo dos experimentos.

As placas foram irradiadas a 5,5 cm da fonte de radiacdo UV e colocadas em banho
de gelo durante o periodo de irradiagdo para evitar efeito térmico devido ao longo tempo
de exposicao a UV. Todos os resultados foram comparados com o controle positivo (PC:
cé¢lulas que foram irradiadas mas nao tratadas) e com o controle negativo (NC: células que

nao foram nem tratadas nem irradiadas).

3.3.6 Preparo do lisado celular

Para a determinacdo das atividades das enzimas CAT e SOD, como também do
antioxidante endogeno GSH e para quantificacdo de proteinas para esses experimentos, as
células foram lavadas com solugdo salina e raspadas dos pocos com 250 puL de tampao
fosfato (50 mM, pH 7,4) contendo 1 mM EDTA, ImM PMSF, 1 pg/mL de pepstatina, 1
pg/mL de leupeptina e 0,25% de Nonidet® P40. Recolheu-se a suspensdo de células de
cada poco em microtubos, as células foram lisadas em ultrassom contendo dgua gelada e
gelo por 5 minutos, seguido por 1 minuto de agitagdo em voértex. O procedimento foi
repetido por 2 vezes. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante do homogeneizado celular foi coletado.

Para a avaliacdo da proteina no experimento de proteina carbonilada, as células

foram lisadas com 50 pL de 0,1% Triton X-100 em PBS (-) a 37°C por 15 minutos.

3.3.7 Determinac¢io do conteudo de proteina

O teor de proteinas do lisado celular foi determinado pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) e foi construida uma curva de calibracdo com soroalbumina bovina (BSA)
para a quantificacdo do nivel de peroxidos lipidicos, avaliacdo quantitativa do GSH, e

avaliacdo da atividade enzimatica da SOD e CAT.
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Para os experimentos de avaliagdo do conteudo de colageno e 4cido hialuronico e
avaliagdo da enzima MMP-1, a determinagdo do contetido de proteina foi realizada no
sobrenadante, e para a avaliagao de formagao de proteina carbonilada. no lisado celular. A
determinagao foi seguida de acordo com as instrugdes do kit Pierce® BCA. A absorvancia

foi medida em 550nm e foi construida uma curva de calibragdo com BSA.

3.3.8 Avaliacao da atividade sequestradora de EROs intracelular
A avaliagdo da formagao de EROs foi realizada imediatamente ap6s a irradiagao

(UVA: 4]/cm?) utilizando DCFH,-DA, conforme detalhado no item 3.4.2.

3.3.9 Quantificacao do nivel de peréxidos lipidicos

A quantificagdo do nivel de perdxidos lipidicos foi realizada pela metodologia das
substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS). Foram adicionados 20 pL de
hidroxitolueno butilado (2 % p/p em etanol) ao sobrenadante celular e posteriormente foi
adicionado a 900 pL da mistura, ]| mL de uma solugdo de acido tiobarbiturico (TBA)
(0,375 % p/p) contento HCL (0,25 M) e 15 % de 4cido tricloroacético. Os tubos
foram incubados por 15 minutos a 90°C e posteriormente foram resfriados em gelo.
O complexo MDA-TBA foi extraido com 1,5 mL de n-butanol e centrifugado a 3000
rpm. A fluorescéncia da fracdo orgénica foi determinada em 515 e 550 nm, para excitac¢ao
e emissdo, respectivamente, em espectrofotometro de fluorescéncia. Para expressar os
resultados em fun¢do da quantidade de malondialdeido (MDA), foi construida uma curva
de calibracdo empregando solug¢do padrdo de tetraectoxipropano (Sigma-Aldrich®)

(Morliere et al., 1995).

3.3.10 Avaliacao quantitativa da glutationa reduzida

Vinte e quatro horas apos a irradiagdo, o lisado celular foi avaliado pelo método
fluorimétrico descrito por Hissin e Hilf (1976). Adicionou-se a 100 uL do sobrenadante, 1
mL de NaH>PO4 100 mM M, pH 8,0, contendo EGTA 5 mM, seguindo-se a adi¢ao de 100
uL de o-ftalaldeido (1 mg/mL em metanol). A fluorescéncia foi determinada apos 15
minutos em 350 e 420 nm, para excitagdo e emissdo, respectivamente, em
espectrofotdometro de fluorescéncia. O padrdo de GSH (Sigma-Aldrich®) foi utilizado para

elaboracdo da curva padrao.
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3.3.11 Avaliacao da atividade das enzimas SOD e CAT

Para avaliagdo da atividade da enzima CAT, foi utilizado o protocolo de Greenwald
(1986), no qual adiciona-se a 400uL do sobrenadante celular, 3 mL de tampao fosfato
(50 mM,pH 7,5) contendo 22,5mM de H>0O». O consumo de H»>O, foi monitorado em
240 nm. O resultado foi expresso como U/mg de proteina, em que 1U representa 1 mmol
de H2O2 consumido/min.

Para a avaliagdo da enzima SOD, foi utilizado o protocolo descrito por
Beauchamp e Fridovich (1971). Foi preparado 2,9mL de uma solu¢cdo composta por 0,76mg
(Sumol) de xantina, 10mL de NaOH 1mM, 24,8mg de citocromo C (2umol) e 100mL de
tampao fosfato 50mM, pH 7,8, com 0,1mM de EDTA. A essa solu¢do foram adicionados
50uL de tampao fosfato, SOD padrao (Sigma®) ou amostra e a reagao foi iniciada pela
adicao de 2uL de xantina oxidase (50mg ptn/mL). Em seguida, a reacao foi monitorada em
espectrofotdmetro a 550nm, por 10 minutos. Uma unidade da enzima foi definida como a
quantidade de SOD suficiente para inibir a taxa de reducdo do citocromo ¢ em 50%, ¢ a

atividade da enzima foi expressa em U/mg de proteina.

3.3.12 Avaliacio da formacio de proteina carbonilada

Para a determinacdo de proteina carbonilada, 24 horas ap6s a irradiagdo a placa foi
lavada com PBS (-) e as células foram fixadas com metanol por 5 minutos a -20°C. Em
seguida a placa foi lavada novamente e adicionou-se 100pL da solucdao de Fluoresceina-5-
tiossemicarbazida (20uM em tampao MES 0.1M, pHS5,5). A placa permaneceu no escuro e
em temperatura ambiente por 1 hora e apds esse tempo os pogos foram lavados e a
fluorescéncia foi lida em excitacdo de 492nm ¢ emissao de 516nm. Posteriormente as

células foram lisadas para a determinacdo do contetido de proteina.

3.3.13 Avaliacao do contetido de acido hialurénico

Vinte e quatro horas apos a irradiacdo, as amostras foram congeladas para a
determinagdo do conteudo de AH por ELISA competitivo. Na primeira placa adicionou-se
100uL de uma solugdo Spg/mL de AH a cada pogo e a placa foi incubada overnight a 4 °C.
A placa foi lavada com TBS e posteriormente foi bloqueada com 150 uL de BlockAce
(10mg/mL- DS Pharma Biomedical, Japao) por 1 hora a temperatura ambiente. Ao mesmo

tempo adicionou-se em uma segunda placa de 96 pogos, 60 uL. da amostra e 60 pL Biotin-
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HABP (proteina ligante biotinilada hialuronan) em 0,3% BSA-PBS e seguiu-se incubag¢do
por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente a primeira placa foi lavada com TBS e 100pL do conteudo da
segunda placa foi adicionado na primeira placa, seguindo-se incubacdo por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada novamente com TBS e incubada em
temperatura ambiente por 30 minutos com 100uL/pogo de Streptavidina-HRP (diluida 500
vezes em 0,3% BSA-PBS). Seguiu-se nova lavagem com TBS e posteriormente, 150puL ml
de ABTS (0.3 mg/ml em tampao fosfato-citrato 0.1M adicionado de 30% H202, pH 4.0)
foi adicionado a cada poco. Apds 30 minutos a absorbancia foi medida em 405 nm e a

concentragdo de AH foi determinada através da utilizacdo de uma curva padrao.

3.3.14 Avaliacao do contetiido de Colageno

Vinte e quatro horas apods a irradiagdo, as amostras foram congeladas para a
determinagao do contetido de colageno por ELISA. 50 uL do sobrenadante foram
adicionados a cada poco e a placa foi incubada overnight a 4 °C. A placa foi lavada com
TBS e foi incubada com 200 pL de 1% BSA—PBS por 1 hora a 37°C. Posteriormente 100
puL da solucdo de anticorpo de coldgeno tipo 1 (156ng/mL) em 0,3% BSA-PBS foi
adicionada a cada pogo, seguindo-se incubag¢do a 37°C por 90 minutos. A placa foi lavada
com TBS e foi incubada a 37°C por 30 minutos com 100uL/poco de Streptavidina-HRP
(diluida 500 vezes em 0,3% BSA-PBS). Seguiu-se nova lavagem com TBS e
posteriormente, 150ul. ml de ABTS (0.3 mg/ml em tampao fosfato-citrato 0.1M
adicionado de 30% H»0O., pH 4.0) foi adicionado a cada poco. Apdés 30 minutos a
absorbancia foi medida em 405 nm e a concentragdao de coldgeno foi determinada através

da utilizagdo de uma curva padrao.

3.3.15 Avaliacao da atividade da enzima MMP-1

Para avaliagdo da atividade da MMP-1, as amostras foram descongeladas e
normalizadas em relacdo ao conteudo proteico (10ug/poco) em DMEM sem fenol red e
aquecidas a 100°C por 5 minutos. A eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida utilizou gel
de empacotamento 4,5% e o de separacdo 12,5% em uma corrente de 20mA. Apds
separacdo, as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose sob 144
mA por 1 hora. Posteriormente a membrana foi bloqueada com BlockAce (40mg/mL- DS

Pharma Biomedical, Japao) a temperatura ambiente por 2 horas. Apos lavagem com TBS,
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a membrana foi incubada overnight com anticorpo primério (Anti MMP-1 humana— R&D
Systems, Japao. 1:1000 em Can Get Signal- Toyobo Co, Japao). Em seguida a membrana
foi lavada e incubada com o anticorpo secundario (anti-IgG /HRP — R&D Systems, Japao.
1:1000 em Can Get Signal- Toyobo Co, Japdo) por 2 horas. A membrana foi lavada
novamente e revelada com o corante EZ West blue (Atto Corp., Japdo), seguindo-se

digitalizacdo das bandas e analise pelo programa ImageJ (versao 1.50b).

3.4 Desenvolvimento da formulacao contendo o extrato de C. obtusa, adicionada ou
nio, de promotores de absor¢ao

Para a preparagdo das emulsdes de silicone adicionadas ou ndo do extrato de C.
obtusa (Tabela 2), o extrato foi solubilizado em propilenogligol 50%. A emulsdo foi
preparada através da adigao do agente de espessante no volume restante de agua, seguindo-
se homogeneizagdo vigorosa. Posteriormente incorporou-se a solug¢do do extrato e o
promotor de absorcdo (ou dgua). As formulagdes preparadas foram submetidas ao estudo

de estabilidade preliminar

Tabela 2. Composicio (% w/w) das formulacées adicionadas ou ndao do extrato de C.
obtusa.

Componentes (%) F1 Vi F2 V2 F3 V3
Agente espessante 5 5 5 5 5 5
Propilenoglicol 5 5 5 5 5 5
Oleo de Macadamia - - 5 5 - -
Oleato de Isodecila - - - - 5 5
Phenova 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua deionizada 85,5 84,5 80,5 84,5 80,5 84,5
Extrato de C. obtusa 4 - 4 - 4 -

F: formulagdo; V: veiculo; Agente espessante: Sodium Polyacrylate (and) Dimethicone
(and) Cyclopentasiloxane (and) Trideceth-6 (and) PEG/PPG 18/18 Dimethicone.

3.5 Avaliacao da estabilidade fisica, fisico-quimica e funcional das formulag¢des

As formulagdes foram acondicionadas em recipientes de polipropileno
impermeaveis e o estudo de estabilidade preliminar foi realizado em condig¢des extremas
de temperatura ¢ umidade. O teste de estabilidade acelerado foi realizado conforme
descrito por WHO (2009) por um periodo de 6 meses nas condi¢des de 40 °C = 2 °C/75%

RH + 5% RH. Os controles foram as formulagdes e seus respectivos veiculos que foram
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mantidos a 4°C por todo o periodo. As analises de pH, centrifugacdo, atividade

antioxidante e comportamento reoldgico foram realizadas a cada 2 meses.

3.5.1 Estabilidade fisicoquimica

As caracteristicas organolépticas foram examinadas para avaliar variagdes na
aparéncia, cor e odor. A avaliacdo de pH foi realizada pela determinacao direta do pH em
solugdes aquosas das amostras a 10% (w/v), utilizando peagdmetro Digimed DM?20, e o
teste de centrifugacdo foi realizado utilizando 2 g de cada amostra e submetendo-as a

centrifugagdo a 1660 x g por 30 minutos em centrifuga (Eppendorf 5810R).

3.5.2 Estabilidade funcional
A estabilidade funcional foi avaliada pela determinagdo da inibigdo da
quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol, conforme descrito no item

3.2.4.

3.5.3 Estabilidade fisica por avaliacdo do comportamento reoldgico das formulacoes

O comportamento reoldgico foi analisado a 25°C wusando um redmetro
cone/prato  (R/S plus controlled stress theometer middleboco, USA) com GAP de
3mm e com spindle P25. O tempo de analise foi de 120 segundos para as curvas
ascendente e descendente (as leituras para obtencdo dos dados foram feitas a cada 1
segundo num total de 120 leituras). Os graficos obtidos relacionam os valores de taxa de
cisalhamento (1/s) no eixo das abcissas, com os valores de tensdo de cisalhamento (Pa) no
eixo das ordenadas. Os reogramas obtidos foram ajustados a equag¢do de Herschel—
Bulkle: T = to+ky" onde: t ¢ a tensdo de cisalhamento, t0 ¢ a tensdo de cisalhamento inicial,
v ¢ a taxa de cisalhamento, k é o indice de consisténcia, ¢ n ¢ o indice de fluxo. A
viscosidade aparente foi determinada na taxa de cisalhamento de 60°'. O software
RHEOCALC versao V 1.01 foi usado para obter os valores de viscosidade aparente, indice

de fluxo e tixotropia.

3.6 Estudo in vitro de Penetracio/Retencido dos componentes do extrato na pele
humana
3.6.1 Escolha do solvente extrator

As peles foram obtidas imediatamente apds cirurgia plastica de abdomen de

individuos entre 25 e 40 anos de idade, sendo que os fototipos de pele foram I e II (fototipo
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I: pele muito clara, queima com facilidade, nunca bronzeia; II: pele clara, queima com
facilidade, bronzeia muito pouco) (Bardini et al., 2012). Sec¢des de 1,77 cm? de pele
limpas tiveram o estrato corneo retirado pelo método de tape stripping utilizando 15 fitas
adesivas tipo “durex”. As amostras de pele foram enriquecidas com 50 ug do extrato, que
foi solubilizado em metanol 80% e ficou em contato com a pele por aproximadamente 10
minutos até evaporagao do solvente. Em seguida as peles foram picotadas com o auxilio
de tesoura e transferidas para tubo falcon. Agua, metanol 50% e 80% foram testados como
solventes extratores a fim de se escolher o mais adequado para a avaliagdo da
penetracao/retencdo dos compostos por CLAE. O processo de extragdo consistiu em
adicionar 1 mL de 4gua no tubo contendo as peles picotadas e deixar em banho de ultra-
som por 30 minutos. Apds a sonicacdo, as amostras foram agitadas em agitador tipo vortex
durante 1 minuto e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado.
O procedimento foi repetido trés vezes, € o volume total foi transferido para um tubo
falcon, no qual as amostras foram secas sob fluxo de ar comprimido, ressuspendidas em
500uL de etanol 50%, filtradas em membranas com poros de 0,45 um e entdo analisadas

por CLAE.

3.6.2 Avaliacido da recuperacio

Em secgdes de 1,77 cm? de pele humana limpas e sem o estrato cérneo, adicionou-
se 200, 50 e 20 pg de extrato. Para cada concentragao foram utilizadas trés secgdes de
pele. Um branco foi feito adicionando-se o solvente extrator também em trés secgdes de

pele, e a extracdo foi avaliada por CLAE.

3.6.3 Estudos in vitro de penetraciao/retencao

As formulagdes topicas preparadas foram avaliadas quanto a capacidade de
proporcionar a penetracao/retencao dos componentes do extrato na epiderme viavel através
da quantificacdo dos compostos por CLAE. Esses estudos foram realizados utilizando-se
c¢lulas de Franz (1,77 cm? de area), com solugdo receptora tampao fosfato 0,15M, pH 7,2
contendo 0,5% de Tween 20. A solugdo receptora permaneceu sob agitacdo (400 rpm) por
uma barra magnética e foi mantida a 37°C por um banho circulante que envolve as células,
conforme descrito por Vicentini (2009). Ao final de 12 ou 6 horas, a camada mais externa
da epiderme, correspondente ao estrato coérneo foi retirada por tape stripping,

pressionando-se uniformemente 10 fitas do tipo “durex”. A pele remanescente (epiderme
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viavel + derme) foi submetida ao processo de extragdo, conforme descrito no item 3.8.1, e

analisada por CLAE.

3.7 Avaliacao da fotoproteciao da formulacdo contendo oleato de isodecila

O experimento de fotoprotecdo em cultura de células foi conduzido conforme
descrito no item 3.5.2. F3/V3 na quantidade de 2 mg/cm? foram aplicados sobre a placa de
quartzo para avaliar a capacidade dessa formulagcdo em absorver a radiacdo. Os resultados
foram comparados com o controle positivo (PC: células que foram irradiadas mas nao
tratadas) e com o controle negativo (NC: células que ndo foram nem tratadas nem
irradiadas), e com dois protetores solares comerciais: CP1, cujo valor de FPS declarado na

embalagem era 15, e CP2, cujo valor de FPS declarado na embalagem era 30.

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada através do programa de
estatistica GraphPad Prism® (versdo 5.0). Os resultados foram expressos pela média (n=3)
+ erro padrao. Os grupos foram considerados diferentes para p<0,05 apos andlise de

variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacio do extrato de C. obtusa
4.1.1 Determinacio de polifendis e flavonoides totais e atividade antioxidante
O extrato foi caracterizado pela determinacgdo dos polifenois e flavonoides totais e

pela atividade antioxidante por diferentes métodos in vitro (Tabela 3).

Tabela 3. Polifendis (PT) e flavondides totais (FT) e atividade antioxidante (apresentada
como ICso) em resposta ao DPPH", 4nion superoxido (02") e oxigénio singleto (10z2)

TPC TFC DPPH’ 0" 102
(mg EGA/g) (mgEQ/g) (ug/mL)  (pg/mL) (ug/mL)

371,5+3,7 66,68+1,45 1,83+0,01 0,34+0,02 0,55+ 0,02

Amostra

Extrato de C.
obtusa

média =+ erro padrdo (n=3). ICso: ng de extrato por mL de meio reacional. EGA/g: equivalente de acido
galico por grama de extrato. mg EQ/g: equivalente de quercetina por grama de extrato

A reacdo de formacgdo do O2" no sistema xantina/XOD/luminol ocorre conforme
apresentado na Fig. 5. A xantina (1) ¢ oxidada a acido trico (2) pela xantina oxidase (XO) e
neste processo o oxigénio molecular age como aceptor de elétrons, produzindo O>™, que por
sua vez oxida o luminol (3). O luminol oxidado (4) tende a voltar ao estado basal (5) emitindo
luz, que ¢ detectada pelo equipamento. Assim, o sequestro de O>™ no meio reacional leva a
diminui¢do da quimioluminescéncia e, portanto, a quantidade de luz emitida ¢ proporcional a
quantidade de O2™ produzida pela enzima xantina oxidase que ndo foram sequestrados pela

amostra.

Figura 5. Representacio esquematica da reacio xantina/XOD/luminol
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Fonte: Modificado de Ferreira e Rossi, 2002.
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Por outro lado, a inibi¢do da quimioluminescéncia também pode ocorrer por inibi¢do da
enzima xantina oxidase. (Girotti et al., 2000; Pietta, 2000). Em fungao disso, as dilui¢des do
extrato também foram pré-incubadas com a enzima por 15 minutos antes da reagdo para
avaliar se a enzima mantinha sua atividade inalterada no sistema xantina/XOD/luminol.
Nao foi observada diferenga no ICso, consequentemente ndo houve inibicdo enzimatica
direta pelo extrato.

Comparando os valores de ICso encontrados no presente estudo com os da literatura,
foi possivel perceber que o extrato apresentou pronunciada atividade antioxidante para os
métodos avaliados, o que ¢ evidenciado quando compara-se o extrato, por exemplo, com a
quercetina, que ¢ um flavondide que se destaca pelo seu alto poder antioxidante,
principalmente devido a sua capacidade em eliminar radicais livres como ‘OH, peroxil e
02". O valore de ICso do extrato para o potencial de doagao de hidrogénio ao radical DPPH’
¢ 1,6 vezes superior ao valor relatado para a quercetina (1,17 pg/mL), enquanto que para
o sequestro do radical O2", o extrato exibiu melhor atividade do que a quercetina (11,3
ng/mL), apresentando um valor de ICso 30 vezes inferior (Casagrande et al., 2006; Vicentini,
2007).

Além disso, o TPC, TFC do extrato sdo maiores e o ICso (DPPH") é menor do que
os valores obtidos para varios outros extratos naturais (Balboa et al., 2014; Kenny et al.,
2014) o que deve-se, provavelmente, ao processo de purificacdo parcial utilizado para o
extrato, que concentra os metabolitos secundarios.

As proteinas na pele podem ser oxidadas pelo 'O» gerado pela excitagio de
fotossensibilizadores induzidos pela radiagdo UVA. Ressonancia de eletro spin ou
ressonancia paramagnetica eletronica, ¢ uma técnica utilizada para estudar espécies
quimicas que possuem um ou mais eletrons desemparelhados. O spin trap (captador de
spin) ¢ um composto que apos reagir com o radical livre forma um composto mais estavel,
chamado de aduto de spin, podendo entdo ser medido por ressonéncia de eletro spin. Para
avaliar a atividade antioxidante frente a produgio de 'O, riboflavina foi utilizada como
fotossensibilizador para gerar 'Oz (Knak et al., 2014) e TMPD foi usado como um reagente
de captura do !02. O TMPD reage com 'O e gera o radical nitroxido, que ¢ estavel e
detectado por ESR. O valor de ICso encontrado para quercetina (0,83 pg/mL) foi 1,5 vezes
maior do que o valor encontrado para o extrato (0,55ug/mL). A azida sodica, que ¢ um
forte inibidor do 'Oz, (Sedoud et al., 2014) foi utilizada como padrio e apresentou ICso de

3,05 pg/mL. Quando comparado com a azida sédica e com a quercetina, o valor
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determinado para o extrato foi menor, o que indica um elevado potencial antioxidante do
extrato de C. obtusa.

O "OH ¢ um dos radicais livres mais reativos e um forte oxidante. Sua toxicidade in
vivo depende fortemente do seu local de formacao, ja que sua elevada reatividade pode
promover a reagdo com alvos bioldgicos criticos (Lopez-Alarcoén e Denicola, 2013). O
DMPO ¢ amplamente utilizado para sequestrar ‘OH em sistemas bioldgicos nos quais o
complexo DMPO-OH tem um tempo relativamente longo de meia vida. DMPO-OH ¢
representado no espectro de ESR como um grupo de 4 picos com a razao de 1: 2: 2: 1 (Fig.
6) ¢ a intensidade do pico 2 foi utilizada para a quantificagdo da producdo de ‘OH (Qi et
al.,2016).

Figura 6. Espectro ESR da produc¢ao de ‘OH apos irradiacdo UVA (a) e na presenca de
125 pg/mL do extrato de C.obtusa (b)
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Virios solventes foram testados a fim de solubilizar o extrato sem interferir com a
metodologia e o solvente com o melhor desempenho foi DMSO 0,3% (v/v). Para expressar
a atividade antioxidante como ICso a concentragao das amostras precisaria ser aumentada
e seria necessario usar uma concentracdo de DMSO maior, o que nao foi possivel devido
a interferéncia no sinal. Assim, ndo foi possivel determinar o ICso, mas foi possivel estimar
a atividade antioxidante do extrato em relagdo a formacdo de ‘OH. A vitamina C foi
utilizada como padrao e foi solubilizada da mesma forma que o extrato.

Como mostrado na Fig. 6, na presenca de 125 pg/mL de extrato, a intensidade do
pico 2 foi diminuida e a formacdo de "OH foi inibida em 35,48%, enquanto a vitamina C
na mesma concentragdo foi capaz de inibir 100%. Mesmo em uma concentracdo 5 vezes

menor, a vitamina C ainda inibiu a formagao de ‘OH em 70,16%. Assim, o extrato foi
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menos eficaz no sequestro do radical "OH se comparado com o 'O,, No entanto, quando
comparado com outros extratos, o extrato de C. obtusa apresentou boa atividade
antioxidante frente a formagao de "OH (Kim, Y.-S. et al., 2014; Stamenic et al., 2014;
Cvetanovic et al., 2015).

4.1.2 Identifica¢do e quantificacio dos componentes do extrato de C. obtusa por CLAE/UV
e UFLC-DAD-MS/MS.

Até o momento nao hd descrito na literatura método analitico cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para separacdo e quantificagdo dos componentes do
extrato de C. obtusa. Costa et al. (2011) descreveram um método analitico por CLAE/DAD de
separacdo e quantificacdo simultanea dos compostos majoritario (4cido clorogénico,
isoorientina, orientina e isovitexina) presentes nas folhas de Cecropia graziovié e Cecropia
pachystachya. Tomando por base as condigdes cromatograficas descritas por Costa et al.
(2011), uma metodologia analitica foi desenvolvida para separagdo dos componentes do extrato
de C.obtusa, cujo o perfil cromatografico esta apresentado na Fig. 7. Para o extrato de C. obtusa,
trés picos majoritarios foram separados, enquanto Brango-Vanegas et al. (2014) encontram
nove compostos majoritarios para o extrato de C. pachystachya. A diferenga em nimero de
componentes majoritarios pode ser devido a diferenca entre as espécies ou entre os métodos de

extragdo utilizados.

Figura 7. Perfil cromatografico do extrato de C. obtusa por CLAE em 320 nm.

HO, COOH




S o)
%ﬁ/{/fd{/@ e @b’mf}ﬁa 34

4.1.2.1 Identifica¢do dos componentes por UFLC-DAD-MS/MS
A identificacdo dos constituintes foi sugerida por espectrometria de massas. A Fig. 8
apresenta os cromatogramas obtidos na analise do extrato de C. obtusa, com detec¢des em UV-

320 nm (a), ESI-MS (modo negativo) (b). ESI-MS (modo positivo) (c).

Figura 8. Cromatogramas da analise do extrato de C. obtusa, com detec¢io em 320 nm
(a), ESIMS (modo negativo) (b), ESIMS (modo positivo) (¢).
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A Tabela 4 apresenta a relagdo das substancias identificadas, juntamente com os dados

de absor¢do na regido do ultravioleta e fragmentagdes.

Tabela 4. Substancias propostas no extrato de C. obtusa por LC-DAD-MS/MS

Pico TR Substancia/classe UV (nm) MN MS/MS MS MS/MS
(min) Modo Negativo Modo Positivo
1 14.9 Acido 3-O-cafeoilquinico 296.325 353 [M-H]" 353191 355[M+H]"  355- 163
2 25.4 Luteolina-C-hexosideo 269.348  447[M-H]  447-> 429, 357, 449[M+H]" 449> 431, 383,
327 353, 329
3 25.7 Luteolina-C-hexose-O- 269.349  593[M-HJ 593-> 473, 429, S595[M+H]™ 595-> 449, 431,
desoxi-hexose 357, 309 383, 329
4 32.3 Apigenina-C-hexose-O- 269.337 577 [M-H] 577-> 457, 413, S579[M+H]™ 579-> 433, 415,
desoxi-hexose 340, 293 367,313

A andlise cromatografica do extrato por UFLC-DAD-MS/MS apresentou 4 picos
majoritarios, com tempos de retencdo 14.9; 25.4; 25.7 e 32.3 minutos, contra trés picos
separados por CLAE/UV.

O pico (1) apresentou absor¢ao na regido do ultravioleta caracteristicos de derivados
cafeoilquinicos, com maximos em 296 e 325 nm. Além disso, apresentou m/z [M-H] 353 e m/z
[M+H]" 355, compativeis com derivados monocafeoilquinicos. Estes derivados possuem o
perfil de fragmentacdo bem definidos na literatura (Clifford et al., 2003). O pico (1) foi
identificado como acido 3-O-cafeorilquinico (acido clorogénico, Fig. 9), baseado no seu perfil
de fragmentacdo aliado a co-injecdo de padrdo auténtico. Esta substancia ja foi descrita no
género (Andrade-Cetto e Wiedenfeld, 2001; Mora Izquierdo et al., 2011; Nicasio-Torres ef al.,
2012; Brango-Vanegas et al., 2014; Gazal et al., 2015). A quantidade de acido clorogénico no
extrato de C. obtusa foi de aproximadamente 54 mg/g, enquanto que para C. pachystachya foi

de 27,2 mg/g (Gazal et al., 2015).

Figura 9. Estrutura do acido 3-O-cafeorilquinico (acido clorogénico).
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O pico (2) apresentou absor¢ao na regido do ultravioleta caracteristica de flavonas com
duas hidroxilas no anel B, com méaximos em 269 e 348 nm. O espectro de massas apresentou o
ion m/z [M-H] 447 e o perfil de fragmentacao, no espectro de MS/MS foi similar ao de mono-
C-hexosilflavona, com perdas de 90 u. e 120 u. (m/z 357 e 327, respectivamente). Estes dados
tornam possivel inferir tratar-se de luteolina-C-heterosideo. J&4 foram identificados no género
Cecropia os flavonoides luteolina-8-C-glicosideo (orientina) e lutelina-6-C-glicosideo
(isorientina) (Oliveira et al., 2003; Chanmahasathien et al., 2004; Costa et al., 2011; Cruz et
al., 2013). E importante notar que a presenga do fon fragmento m/z 429 ocorre apenas em
luteolina-6-C-glicosideo (Breiter et al., 2011).

O pico (3) apresentou absor¢ao na regido do ultravioleta similar ao pico (2), com
maximos em 269 e 349nm, indicando tratar-se de flavona. O espectro de massa apresentou o
ion m/z [M+H]" 595, indicando a presenca de uma unidade adicional de desoxi-hexose na
estrutura (146u.) em relacdo a substancia descrita anteriormente. O espectro de MS/MS (modo
positivo) apresentou o ion m/z 449 (perda de desoxi-hexose), indicando estar ligada através de
uma ligacdo O-heterosidica. Os outros ions (m/z 431, 383 e 329) foram similares aqueles
apresentados no espectro de MS/MS da substancia referente ao pico (2). Portanto, trata-se de
luteolina-C-hexose-O-desoxi-hexose.

O pico (4) apresentou absor¢ao na regido do ultravioleta com maximos em 269 e 337
nm, compativel com espectro de flavona mono-hidroxilada no anel B. O espectro de massas
apresentou o ion m/z [M+H]" 579. O espectro de MS/MS (modo positivo) apresentou o ion
fragmento m/z 433 [M+H.146]" (referente a perda de desoxi-hexose). Além disso, os ions 415,
367, 313 indicam apigenina-C-hexosideo. Portanto, trata-se de apigenina-C-hexose-O-desoxi-
hexose. Ja foram relatados no género a presenca de apigenina-C-heterosideos, tais como
apigenina-8-C-glucopiranosideo (vitexina) e apigenina-6-C-glucopiranosideo (isovitexina).
Apigenina-6-C-galacttosil-6"-0-b-galactopiranosideo, um outro heterosideo da apigenina, foi
isolada de C. lyratiloba (Oliveira et al., 2003).

Os 4 picos majoritarios identificados, possuem tempos de retengao de 14.9; 25.4; 25.7
e 32.3 minutos. Os tempos de retencdo variaram ligeiramente dos tempos de retencdo da
metodologia por CLAE. Essa variacdo nao inviabiliza a detec¢do por CLAE, e para confirmar
o pico do acido clorogénico, realizou-se a co-eluigdo com padrao auténtico, na qual observou-
se aumento da area do pico 1, sem nenhuma alteragdo nos outros picos. Essa diferenga de

tempos de retencao pode ser devida a diferenca entre os equipamentos utilizados.
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Conforme observado na Fig. 9, ocorre a co-eluicao dos picos 2 e 3, referentes a luteolina-
C-hexosideo e a luteolina-C-hexose-O-desoxi-hexose, respectivamente. Essas substincias
diferenciam-se entre si apenas por uma desoxi-hexose e mesmo com modificagdes no método
por CLAE, nao foi possivel separar os picos para as fases movel e estacionaria utilizadas.

Certas especificidades fazem com que alguns flavonoides sejam mais antioxidantes do
que outros. Como exemplo pode-se citar a presenca de um grupo catecol no anel B, que atua
doando um hidrogénio/elétron para estabilizar radicais livres. Além disso, a presenca de uma
dupla ligagdo em C2-C3 juntamente com um grupo carbonil em C4 favorece a ligagao de metais
de transi¢do, como ferro e cobre (Fig.10). Esses mecanismos, dentre outros, explicam a
atividade antioxidante da luteolina e varios de seus glicosideos (Lopez-Lazaro, 2009).

A luteolina e seus glicosideos possuem ampla atividade e podem atuar em diferentes
vias antioxidantes. Dentre elas pode-se citar o sequestro de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio; a inibi¢do de enzimas pro-oxidantes e a indu¢do de enzimas antioxidantes, além da

quelacdo de metais de transi¢do, que sdo potenciais indutores da rea¢do de Fenton.

Figura 10. Estrutura dos Flavondides Luteolina, Orientina e Isoorientina.

LUTEOQLIN

oH o

LUTEOLIN 8-C-GLUCOSIDE (ORIENTIN) LUTEOLIN 6-C-GLUCOSIDE (ISOORIENTIN)
Fonte: Modificado de Lopez-Lazaro, 2009.

A luteolina e seus glicosideos possuem atividade antioxidante bem descrita na
literatura. Deepha et al. (2014) recentemente demonstraram que o flavonoide isoorientina
possui pronunciada atividade antioxidante, sendo esta superior a demonstrada pela aglicona
luteolina.  Através da teoria funcional da densidade os autores conseguiram avaliar o

comportamento eletrofilico e nucleofilico da luteolina e da isoorientina, demonstrando a maior
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atividade antioxidante da segunda substancia. Isso deve-se ao fato de a energia de dissociacao
da ligacdo e o potencial de ionizagdo no anel B serem baixos, o que facilita a retirada do 4&tomo
de hidrogénio do grupamento hidroxil, resultando em um maior potencial antioxidante.

Chen et al. (2013) demonstraram a atividade de uma pomada contendo 1% de acido
clorogénico. Constatou-se a diminui¢ao da ferida, aumento da proliferacdo celular, aumento do
TNF-a, e elevacdo da sintese de colageno tipo IV. Além disso, houve também o aumento de
atividade das enzimas SOD, CAT e GPx e diminuicdo da peroxidagdo lipidica. Apesar de a
aplicagdo topica ter ocorrido em uma pele machucada, que consequentemente nao possui sua
constitui¢cdo original, € possivel que esse efeito seja observado quando a aplicacdo topica seja
realizada em uma pele intacta, e veiculado em uma formulacdo que propicie uma adequada
penetragdo do acido clorogénico.

Kim et al. (2005) isolaram vitexina do extrato de Acer palmatum e demonstraram que
na concentracao de 100pg/mL, a substancia foi capaz de inibir a formag¢ao dos radicais DPPH
e superoxido em 60% e 70%, respectivamente. Além disso a substincia também foi capaz de
inibir a oxidagdo do diacetato de 5-(6-)clorometil-2',7'-diclorodihidrofluoresceina em cultura
de células de fibroblasto humano apos irradiacio UVB. Esses resultados, apesar de
preliminares, indicam que a substancia pode ter satisfatoria agdo antioxidante in vivo. Os dados
apresentados na Tabela 3 indicam que o extrato de C. obtusa possui atividade superior ao
composto vitexina isolado.

Outros estudos avaliaram por diferentes metodologias o potencial antioxidante das
substancias isoorientina, orientina e vitexina e todos demonstraram que essas substancias
possuem relevante atividade antioxidante (Lin et al., 2002; An et al., 2012), assim como foi

apresentado para o extrato de C. obtusa.

4.1.2.2 Validacao do método analitico e quantificacio dos componentes do extrato por
CLAE/UV

O método analitico cromatografico usado para obtencdo do perfil cromatografico do
extrato (Fig. 7) foi validado quanto a sua linearidade usando diferentes concentracdes do extrato
e do padrdo acido clorogénico. A separacdo dos picos apresentou boa resolugdo e separacao,
sendo o tempo retencdo em minutos =+ erro padrao: 10,17 = 0,60, 19,72 + 0,34 e 24,07 £ 0,38,
respectivamente para os picos 1, 2 e 3. A precisdo inter-dia foi determinada através da avaliagao
das areas dos picos e seus respectivos coeficientes de variacdo nas concentragdes de 5, 25 e

125 pg/mL foram avaliados em triplicata.



Y o X )
%ﬁ/é/fd/ (N @2)’&/{0’4&0 39

A) Linearidade

A linearidade ¢ a habilidade de obter resultados, neste caso expressos pela area do pico,
que sdo diretamente proporcionais a concentracdo da amostra (Ich-Q2(R1), 2005). Curvas de
calibragdo foram construidas plotando-se, no eixo das abscissas, as concentracdes das solugdes
de cada padrao e no eixo das ordenadas as areas dos picos. O método analitico foi linear para o
intervalo de concentragdo de 1 a 50 pug/mL para o acido clorogénico e de 5 a 125 pg/mL para
os picos do extrato. As equacdes da regressao linear foram calculadas na forma de y = ax + b,

onde y e x s30 a area do pico e a concentracdo (ng/mL), respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Equagio da regressdo linear, valores do coeficiente de determinacio (R?) e
coeficiente de variacio dos fatores de resposta (%) da metodologia analitica desenvolvida
por Cromatografia Liquida.

Coeficiente de

Compostos Equacao da Coeficiente de variacao dos
regressao linear determinacio (R?) fatores de
respostas (%)
Pico 1 y =2200,5x + 6359,2 0,9935 6,06
Pico 2 y =1046,5x + 10,136 0,9998 6,02
Pico 3 y =442,4x — 243,94 0,9993 5,30
Acido clorogénico  y=35308x —3759,8 0,9997 6,28

B) Precisao

Para a avaliacdo da precisdo foram utilizadas as concentragdes de Sug/mL 25ug/mL e
125 pg/mL em triplicata para avaliar o coeficiente de variacdo CV das areas dos picos (Tabela
6). Para o pico 1 (Fig. 7), identificado como acido clorogénico, empregou-se a equacao da reta
obtida para a curva de calibragdo do acido clorogénico, possibilitando a determinagdo da
concentragdo do mesmo.

Os coeficientes de variacdo calculados a partir dos dados das areas dos picos para o
método analitico variaram de 3,12% a 4,51%. Estes valores estdo de acordo com estabelecido
pela ANVISA para a precisdao de métodos analiticos cromatograficos para misturas complexas,

que aceita CV igual ou inferior a 5% (BRASIL. ANVISA. RE n° 899, de 29 de maio de 2003).
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Tabela 6: Precisao do método analitico cromatografico por CLAE expresso em func¢iao da
area do pico  erro padrio e Coeficiente de Variacio (CV)

[Extrato] Parametro Pico 1 Pico 2 Pico 3
Area do Pico 12907 £ 1796 4569 + 771 2059 + 381
5 pg/mL
CV (%) 4,15 3,42 3,12
Areado Pico 56289 + 7998 25685 + 3735 9803 + 1253
25 pg/mL
CV (%) 4,06 3,97 4,51
Areado Pico  287911+41990 131122 +19368 13185+ 7612
125 pg/mL
CV (%) 4,19 3,90 4,13

4.1.3 Avaliacdo da fotoestabilidade e determinacio in vitro do Fator de Protecao Solar
(FPS)

O teste foi realizado para avaliar a fotoestabilidade do extrato para os ensaios em cultura
de célula. As solugdes de extrato ndo irradiadas ou expostas a radiagdo UVA ou UVB foram
analisadas por espectrofotometria. Na Fig. 11 estdo ilustrados os perfis de absor¢do do extrato

ndo irradiado (NC), irradiado no UVA (4] /cm?) e irradiado no UVB (0,02] /cm?).

Figura 11. Espectro de absorcao na regiao do UV da solucido do extrato de C. obtusa na
concentracio de 0,2 mg/mL antes (NC) e apds sua exposicao as radiacoes UVA e UVB.
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NC: solugdo do extrato ndo irradiada; UVA: solug@o exposta a radiacdo UVA (4J/cm2); UVB: solugdo
exposta a radiagdo UVB (0,02 J/cm2).

Considera-se um protetor solar fotoestavel quando a razao da 4rea sob a curva da solucdo
irradiada pela 4rea sob a curva da solucao ndo irradiada ¢ > 0,8 (Gonzalez et al., 2007). Portanto,

podemos considerar que o extrato estudado ¢ fotoestavel frente as quantidades das radiagdes
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UVA e UVB que foram utilizadas nos testes em cultura de célula, uma vez que a razdo
encontrada foi 0,93 quando irradiado no UV A e 0,92 quando irradiado no UVB (Fig.6).

O espectro de absorcao (Fig. 12) mostrou a capacidade do extrato de absorver a
radiacdo, especialmente UVB (280-320 nm) e UVA-II (320-340 nm). Assim, determinagao
do FPS e a metodologia de fotoprote¢do foram empregadas para avaliar se o extrato teria
realmente a capacidade de absorver a radiagdo UV, além de ser capaz de reduzir o estresse
oxidativo. Esta era uma caracteristica desejada, uma vez que o extrato seria um bom
candidato para ser incorporado em formulagdes contendo filtros para exibir duas fungdes:
melhorar o espectro de absor¢ao da formulagado e proteger contra o dano oxidativo, causado

principalmente pelo UVA-I (340 -400).

Figura 12. Espectro de absorcdo na faixa de 280 a 400 nm da solucdo metanolica do
extrato de C. obtusa de 0,2 mg/mL.
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O FPS estimado por espectrofotometria avalia o fator de protecao de acordo com a
altura, largura e localizacdo da curva de absor¢do da substincia dentro do espectro
ultravioleta (MANSUR et al., 1986). O FPS avaliado para o extrato de C. obtusa foi de 16
e foi considerado um valor alto quando comparado a outros extratos naturais (Gupta, 2013;
Malsawmtluangi et al., 2013), e além disso, pode ser correlacionado com o alto conteudo de

polifenois totais (Stevanato et al., 2014).

4.2 Avaliacao da fotoquimioprotecio em cultura de células
4.2.1. Avaliacao da Fotoprotecao
O ensaio de fotoprote¢ao ¢ uma alternativa as metodologias espectrofotométricas

para fazer um screening de substancias fotoprotetoras. Neste tipo de experimento € possivel
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avaliar a absorvancia/transmitancia de uma substiancia considerando o efeito biologico
causado pela radiacdo UV. A formacdao de EROs em cultura de células foi a metodologia
escolhida para avaliar o dano induzido pela radiagdo por ser uma metodologia facil e
reprodutivel, e porque tanto UVA como UVB sdo capazes de estimular a producao de
EROs.

O DCFH2-DA ¢ um composto nao fluorescente com capacidade de atravessar a
membrana celular devido ao seu carater apolar. No interior das células viaveis, por agao
das estearases, ocorre a desacetilacdo da molécula, resultando no composto polar 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), que ¢ ndo fluorescente e estavel dentro da célula por
algumas horas. A DCFH reage quantitativamente com espécies reativas geradas pela
radiacdo (espécies oxidantes que possuam um elétron desemparelhado, como os radicais
02", 'OH, e aqueles gerados durante a lipoperoxidacao), como também pode reagir com o
peroxido de hidrogénio H>O> que ndo ¢ um radical, mas ¢ altamente oxidante. A reacdo da
sonda com espécies reativas radicalares e ndo radicalares leva a geracdo de um composto
fluorescente (DCF) (Jiménez, 2004; Kalyanaraman et al., 2012). Assim, a diminuicdo da
fluorescéncia ocorre devido a capacidade de absorcao da radiacdo pelo extrato, levando a
uma menor formagdo de radicais.

Propilenoglicol, o solvente utilizado para solubilizar o extrato, foi testado e ndo
demonstrou capacidade de absor¢do na regido de 290 a 400 nm. A capacidade de absorcao
das solugdes do extrato foi comparada a dois protetores solares comerciais diferentes. O
produto comercial CP 1 constava como FPS 15 ¢ CP 2 como FPS 30. Foram testadas trés
concentragdes diferentes do extrato para a radiacdo UVA e UVB (Fig. 13).

Para as radiagdes UVA e UVB, ndo houve aumento significativo na fotoprote¢ao
para a concentragdo maior que 40 mg/mL, o que indica que o extrato atingiu seu efeito
fotoprotetor maximo. Além disso, para ambas as radiagdes, o extrato mostrou a mesma
protecao do que o CP 1, o que corrobora o FPS obtido na metodologia de FPS in vitro

discutida anteriormente.
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Figura 13. Fotoprotecio oferecida pelo extrato de C. obtusa e por protetores solares
representada pela intensidade de fluorescéncia gerada pelo DCF em células HaCaT
frente as radiacdes UVA - 4J/cm? (a) e UVB - 0,02J/cm? (b)
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PC: Controle positivo, NC: controle negativo, CP: produto comercial. Concentragdes do extrato
expressas em mg/mL. Resultados sdo representados como média + erro padrdo (n=3). Mesmas letras
significam que a média ndo foi diferente estatisticamente apos analise de variancia seguida pelo teste de
Tukey para p < 0,05.

4.2.2 Citotoxicidade- ensaio de captura do corante vermelho neutro

A citotoxicidade pode ser avaliada pela medida da viabilidade celular. O ensaio de
citotoxicidade pelo método do vermelho neutro ¢ baseado na capacidade de captura e acimulo
do corante nos lisossomos das células viaveis ndo danificadas (Borenfreund et al., 1988). O
corante vermelho neutro passa através da membrana celular concentrando-se nos lisossomos,
onde se fixa por ligagdes eletrostaticas hidrofobicas em sitios anidnicos na matriz lisossomal.
Muitas substancias danificam as membranas celulares resultando no decréscimo da captura e
ligacdo do vermelho neutro. Portanto, ¢ possivel distinguir entre as células vidveis e as
danificadas através da medida da intensidade da coloracdo do meio (Rogero ef al., 2003). Na
Fig. 14 estd demonstrada a viabilidade das células HaCaT frente a diferentes concentragdes do
extrato.

A concentracao de 20 pg/mL foi escolhida como concentragdo maxima a ser utilizada
nos testes em cultura de células, visto que essa foi a maxima concentragdo a proporcionar 100%

de viabilidade celular.
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Figura 14. Viabilidade das células HaCaT apés tratamento com diferentes concentracoes
do extrato de C. obtusa.
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NC: controle negativo. Resultados sio representados como média + erro padrao (n=3). * Média nao foi
diferente estatisticamente do NC apos andlise de variancia seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Ap0s 24 horas de exposicao a concentracdes de extrato superiores a 20 pg/mL, a viabilidade
celular ndo diminuiu abaixo de 50%, e mesmo apos o tratamento com concentragcdes superiores
a 50 pg/mL ndo houve perda adicional de viabilidade, que se manteve em 50%. Pode-se
perceber também que os ICso dos métodos antioxidantes abordados no item 4.1 estdo abaixo da
concentracdo de 20 pg/mL, o que viabiliza a potencial aplicabilidade do extrato como

fotoquimioprotetor.

4.2.3 Avaliacdo da atividade sequestradora de EROs intracelular

Neste experimento, a diminui¢ao da fluorescéncia ocorre devido a capacidade dos
componentes do extrato em sequestrar os radicais formados. Assim, a intensidade de
fluorescéncia relativa ao sequestro das EROs intracelular formadas apos irradiagdo UVA
estdo representados na Fig. 15. O grupo TIA ndo obteve relevante diminui¢cdo da formagao
de EROs, enquanto que as células irradiadas na presenca do extrato foram capazes de inibir
aproximadamente 50% da formacdo das EROs, independente da concentragdo e
independentemente de terem sido ou ndo tratadas por 24 horas.

TIA foi o tnico grupo a exibir um padrao dose-resposta. Para este grupo, 20 ug/mL
inibiu cerca de 50% da intensidade de fluorescéncia quando comparado com o PC,
enquanto que a concentracdo mais baixa ndo foi capaz de proteger da formagdo de EROs.
O grupo TIP em 20 pg/mL inibiu 70% da intensidade de fluorescéncia quando comparada

com PC e mesmo a menor concentragdo testada foi capaz de proteger em 50% da formacao



\‘ oA
%ﬁ/é/fd/ (N @2)’&/{0’4&0 45

de EROs. Tanto para o TIA como para o TIP, o efeito protetor poderia ter sido devido as
substancias presentes no extrato, que poderiam ter penetrado nas células durante o periodo
de tratamento de 24 horas. Quando dentro da célula, estas substancias seriam capazes de
eliminar os radicais livres, evitando a oxidacdo do DCFH. E também possivel que o
tratamento com o extrato tenha diminuido a formagao de EROs devido a um aumento na

atividade das enzimas CAT, SOD e GPx (Van Reyk et al., 2001).

Figura 15. Intensidade de fluorescéncia gerada pelo DCF em células HaCaT expostas
a radiacdo UVA (4J/cm?) e tratadas com solucdes do extrato C. obtusa
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Células foram irradiadas na presenc¢a do extrato (IP), ou pré tratadas com o extrato e irradiadas na
presenca (TIP) ou na auséncia (TIA) do extrato. PC: Controle positivo, NC: controle negativo.
Resultados sdo representados como média + erro padrao (n=3). * Média foi estatisticamente diferente
do PC apos andlise de varidncia seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Como para o grupo TIP as células foram irradiadas na presenca do extrato, o efeito
observado também poderia ter sido devido a capacidade do extrato em absorver a radiacao
UV, mesmo em concentragdes baixas. Para confirmar essa hipotese, foi testado um grupo
que nao foi tratado e foi somente irradiado na presenca do extrato (IP).

Para IP todas as concentragdes apresentaram cerca de 50% de inibicdo quando
comparadas ao PC, o que confirmou que o extrato ¢ capaz de absorver radiagio UVA
mesmo em pequenas concentragoes, apresentando, portanto, efeito fotoprotetor. Conforme

observado na Fig. 14, um aumento na concentracdo ndo resulta necessariamente no
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aumento da absor¢do da radiagdo, o que se correlaciona com o padrdo exibido pelo grupo
IP, o que demonstra que o extrato possui um maximo de absor¢do da radiacao.

Todos os trés tratamentos reduziram a formagao de EROs, porém nenhum deles foi
capaz de retornar a formag¢ao de EROs ao nivel do NC. Uma vez que o grupo IP confirmou
o efeito fotoprotetor do grupo TIP, para avaliar o efeito protetor contra o estresse oxidativo
e este efeito juntamente com o efeito fotoprotetor, as analises dos marcadores do estresse
oxidativo em cultura de células realizadas posteriormente foram feitas com grupos TIA e

TIP em 20, 10 e 5 pg/mL, que foram as concentragdes que apresentaram a maior protegao.

4.2.4 Quantificacdo do nivel de peroxidos lipidicos

Tanto 'O, quanto HO® podem iniciar o processo de peroxidagio lipidica de membranas
celulares. Este processo gera subprodutos mutagénicos e carcinogénicos € nao pode ser
reparado (Akazawa-Ogawa et al., 2015). Os perdxidos lipidicos tendem a acumular-se nas
membranas celulares proporcionalmente a dose de radiagdo recebida, o que pode perturbar a
integridade das membranas e, portanto, das células envolvidas. Os perdxidos lipidicos podem
ainda ser decompostos em varias espécies reativas de aldeidos, como o0 MDA (Kammeyer e
Luiten, 2015). O ensaio TBARS envolve a reagcdo de produtos secundarios da peroxidacao
lipidica com o TBA sob forte condi¢ao acidica e sob aquecimento, o que conduz a formagao do
complexo cor-de-rosa MDA-TBA (Fig. 16), que pode ser medido por métodos fluorométricos
(Niki, 2014). O tetractoxipropano foi utilizado para elaboracao da curva padrao, visto que este

sofre hidrolise devido ao meio acido e libera MDA.

Figura 16. Esquema da reaciao de formacao do complexo malondialdeido (MDA)- acido
tiobarbiturico (TBA)
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Fonte: Yahyavi, Kaykhaii et al. 2016.
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O aumento da peroxidacdo lipidica e a consequente formacdo de MDA devido a
radiagdo UVA, e o efeito protetor do extrato de C.obtusa sdo mostrados na Fig. 17. A radiacao
UVA aumentou a formagdo de MDA e o tratamento com o extrato protegeu contra os danos
causados pelo processo de irradiacao. Todas as concentragdes foram capazes de proteger contra
a peroxidacao lipidica, exceto TIP em 20 pg/mL. Para esta concentracdo, os tratamentos tiveram
desempenhos diferentes, uma vez que o grupo TIA protegeu e o TIP ndo protegeu contra a

formacao de MDA.

Figura 17. Aumento da quantidade de MDA formada em células HaCaT devido a
radiacio UVA (4J/cm?) e protecio oferecida pelo extrato de C.obtusa
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Células foram pré tratadas com o extrato de C. obtusa e irradiadas na presenca (TIP) ou na auséncia
(TIA) do extrato. PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como
média + erro padrdo (n=3). * Média ndo foi estatisticamente diferente do NC apoés andlise de variancia
seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

E amplamente discutido que o estresse oxidativo induzido pelas EROs esta relacionado
com o aumento da peroxidag¢ao lipidica, portanto, era esperado que o grupo que exibiu melhor
protecdo contra a formagdo de EROs também exibisse melhor protecdo contra o
estabelecimento da peroxidagao lipidica. Para o experimento de EROs, TIP foi o grupo mais
eficaz na diminui¢do da formacdo de EROs, e a protecdo melhorou com o aumento da
concentragdo, sendo 20 ug/mL a concentra¢do que apresentou maior prote¢do. Contrariamente,
no ensaio de TBARS, a maior concentracao testada ndo foi capaz de diminuir a formagao de
MDA e houve uma tendéncia de TIA em apresentar melhor protegao.

O fato do tratamento TIP ter sido menos efetivo que o TIA, principalmente na
concentracdo de 20 ug/mL poderia ser explicado por uma possivel fotoinstabilidade de um

componente ou mais componentes do extrato frente a radiacdo UVA. Os dados da Fig. 11
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mostram que a exposi¢ao do extrato as radiagdes UVA e UVB levou ao decréscimo da absorgao
do extrato na faixa de 280 nm a 400 nm, e a razdo entre as areas sob as curvas das solugdes
irradiadas e ndo irradiadas foi maior que 0,8. Portanto, o extrato foi considerado fotoestavel
segundo o critério estabelecido por Gonzalez, Tarras-Wahlber et al. (2007). Porém, houve um
decréscimo da absor¢do do extrato, principalmente na faixa do UVA, o que pode sugerir a
fotodegradagdo de algum componente. O produto da fotodegradacao pode ter conduzido a um
efeito pro-oxidante observado para o extrato na concentracdo de 20 pg/mL, mas s6 no
tratamento TIP, pois nesse tratamento as células foram irradiadas na presenga do extrato.
Possivelmente este efeito foi observado para a concentracdo 20 pug/mL, j& que nessa
concentragdo a quantidade de fotoproduto gerada pode ter sido maior. Os resultados obtidos
nos estudos de fotoestabilidade por medida da absorc¢ao e pela avaliacdo da atividade inibidora
da peroxidagdo lipidica do extrato em cultura de cé¢lula HaCaT, mostraram que avaliacao da

fotoestabilidade e da eficicia de extratos devem ser realizadas sempre por diferentes ensaios.

4.2.5 Avaliacdo quantitativa da glutationa reduzida

O GSH, forma reduzida da glutationa, reduz o peroxido de hidrogénio e outras
formas de EROs e com o auxilio de enzimas como a GPx, ¢ oxidado e forma a glutationa
dissulfeto (GSSG) (Kim, S. et al., 2014).

Além de atuar como substrato para a GPx e catalisar a reducdo do perdxido de
hidrogénio e outros peroxidos, o GSH também participa em reagdes redox por oxidacao
reversivel de seu grupo tiol ativo. O residuo cistenilglicina pode reagir com um elétron nao
pareado de um radical livre formando o radical GS°, que por dimerizagdo produz o GSSG
(Huber et al., 2008).

Na presenca do estresse oxidativo, a concentracdo do GSH decresce rapidamente
enquanto o GSSG, altamente citotoxico, aumenta. Desta forma, o status redox da célula muda
e ativa elementos transcricionais de resposta oxidante. O GSSG pode ser reduzido de volta ao
GSH, pela acdo da glutationa redutase, que ¢ uma enzima NADPH dependente. O GSSG
também pode ser secretado da célula e degradado extracelularmente, o que resulta em uma
diminui¢do no teor de glutationa celular, e aumenta o requerimento celular para sintese de
novo GSH (Kim, S. et al., 2014).

A deplecao do GSH contribui para o envelhecimento celular da pele e o teor de GSH
indica ndo apenas a capacidade antioxidante das células, mas também o grau de estresse
oxidativo exercido nas células. A deplecdao do GSH induzido pela radiacdo UVA e o efeito

do extrato de C. obtusa sobre essa deple¢cdo sdo mostrados na Fig. 18.
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Figura 18. Quantidade de GSH gerada em células HaCaT expostas a radiacado UVA
(4J/cm?) e tratadas com extrato de C.obtusa
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Células foram pré tratadas com o extrato de C. obtusa e irradiadas na presenga (TIP) ou na auséncia
(TIA) do extrato. PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como
média + erro padrao (n=3). * média nao foi diferente estatisticamente do NC apds analise de variancia
seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Sabe-se que o GSH auxilia na remog¢ao de EROs, portanto, desempenha um papel
critico na manuten¢do do balango redox intracelular ¢ mantem, consequentemente a
homeostase na pele. Em nosso experimento, o extrato de C. obtusa foi capaz de proteger a
célula da deplecdo do GSH induzida pela radiacdo UVA, quando utilizado nas
concentragdes 5 pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL no tratamento TIP. No tratamento TIA, o
extrato nas concentragdes 5 pg/mL e 10 pg/mL teve eficiéncia similar a obtida no
tratamento TIP, no entanto, o extrato na concentra¢do 20 pg/mL ndo protegeu a célula
contra a deple¢do do GSH induzida pela radiagio UVA. Em adicdo, o extrato na
concentragdo Sug/mL foi mais eficiente na prote¢ao da célula contra a deplecao do GSH
do que quando utilizado nas concentragdes 10 ug/mL e 20 pg/mL.

Como observado na Fig. 15, o extrato, além de ser capaz de sequestrar EROs,
também absorve a radiacdo UVA. Assim, o extrato pode proteger a célula da deplegdo do
GSH induzida pela radiagdo UV A por dois mecanismos, impedindo a formagao das EROs
pelo sequestro direto das mesmas por componentes do extrato no interior da célula, ou pela
diminui¢do da formacdo das EROs devido a absorcdo da radiagdo pelo extrato. No
tratamento TIP, a célula ¢ tratada com o extrato por 24 horas e exposta a radiagdo na
presenga do extrato, portanto, nesse tratamento podem ocorrer os dois mecanismos.
Enquanto que no tratamento TIA, onde as células sdo tratadas por 24 horas com o extrato

e irradiadas na auséncia deste, o efeito protetor s6 ocorre pelo sequestro das EROs. A
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protecdo maxima proporcionada pelo extrato contra a deplecio do GSH ocorreu na
concentragdo Sug/mL nos dois tratamentos. A pequena diferenga de prote¢do entre os dois
tratamentos sugere que nessa concentracdo o extrato ndo foi eficiente em absorve a
radiacdo UVA, portanto, nos dois tratamentos o mecanismo foi principalmente por
sequestro de EROs. A eficiéncia do extrato na concentracdo 10 nug/mL foi igual para os
dois tratamentos, mas foi menor do que aquela obtida para 5 pg/mL. Assim, a concentracao
de 10 pg/mL ainda nao foi suficiente para absorver a radiagcdo UV A de modo a auxiliar o
extrato no seu efeito contra a deplecao do GSH.

Quando o extrato foi empregado na concentracdo de 20 pg/mL, assim como
observado na peroxidagdo lipidica, houve diferenga entre os tratamentos TIP e TIA na
protecdo da célula contra a deplegao do GSH. O extrato no tratamento TIA nao protegeu
a c¢lula contra a deplecao do GSH, e a quantidade de GSH foi menor do que o PC,
enquanto que no tratamento TIP o conteido de GSH foi igual ao conteudo NC. Isto ¢ o
tratamento TIP foi capaz de retornar o conteido de GSH, que havia sido diminuido pela
radiacdo, ao nivel basal. O extrato na concentracdo de 20 pug/mL pode ter sido capaz de
absorver em parte a radiacdo UVA, o que ndo aconteceu quando as concentragdes 5 pg/mL
e 10 pg/mL foram empregadas. Desta forma, no tratamento TIP com o extrato a 20 pg/mL
os dois mecanismos podem estar envolvidos, absor¢do e sequestro de radicais intracelular.
Isto explicaria a maior quantidade de GSH quantificada nas células tratadas com 20 pg/mL
do que com 10 pg/mL. Por outro lado, no tratamento TIA com 20 pg/mL a quantidade de
GSH determinada na célula foi menor do que a quantidade basal deste antioxidante
enddgeno. Isto ocorreu, provavelmente, porque a célula foi irradiada na auséncia de
extrato, portanto, o mecanismo de prote¢do por absor¢do da radiagdo pelo extrato ndo
ocorreu, € a quantidade de componentes do extrato vegetal no interior da célula pode ter
sido maior que aquelas obtidas nas concentragdes do extrato de 5 ug/mL e 10 pg/mL, o
que poderia ter gerado maior quantidade de produtos da fotodegradagdao dos componentes
do extrato no interior da célula exposta a radiagdo na auséncia de extrato. Os produtos da
fotodegradacao podem exercer um efeito oxidante ou inibidor de enzimas importantes para
recuperacdo do GSH. No caso da inibigdo da glutationa redutase, teria havido o
impedimento da redu¢do do GSSG para GSH. Caso a GPx tenha sido inibida, pode ter
havido uma diminuicdo da reduc¢do do peroxido de hidrogénio e de outros peroxidos,
aumentando o estresse oxidativo e, consequentemente, o aumento do consumo do GSH.

Os resultados obtidos mostraram que o extrato na concentracdo de Su/mL seria

seguro para células HaCaT quando expostas a radiagdo UVA, tanto na presenc¢a do extrato
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quanto na sua auséncia, apos ter sido tratada por 24 horas com o extrato. Esses resultados
ndo contradizem aqueles obtidos com os estudos de citotoxicidade, que mostraram
auséncia da perda da viabilidade quando a célula HaCaT foi tratada com o extrato nas
concentragdes de 3 pg/mL a 20 pg/mL. Isto porque nos estudos de citotoxicidade o extrato
nao foi exposto a radiacao.

Mais do que evitar o estabelecimento do dano oxidativo, TIP em 5 ug/mL aumentou
o conteudo de GSH acima do nivel basal. Houve uma tendéncia em aumentar a prote¢ao a
medida que a concentragdo diminuiu, o que demonstra que o extrato ¢ altamente ativo e as
suas concentragdes eficazes sdo muito baixas, cerca de 10 pg/mL e 5 pg/mL. Estes
resultados sugerem que o extrato de C. obtusa é capaz de diminuir o estresse oxidativo

induzido pela radiagdo UVA.

4.2.6 Avaliacao da atividade das enzimas SOD e CAT

Para avaliar se a atividade antioxidante do extrato de C. obtusa seria mediada por
um aumento na atividade de enzimas antioxidantes, foi realizada a avaliagao da atividade
das enzimas SOD e CAT. Enzimas antioxidantes, como a GPx, CAT e SOD, fornecem
prote¢do contra o estresse oxidativo e contra a lesdo tecidual. Essas enzimas sdo criticas
para a defesa contra os efeitos nocivos das EROs e dos radicais livres em sistemas
bioldgicos (Huang et al., 2013).

A CAT, formalmente denominada hidroperoxidase, ¢ uma enzima intracelular que
decompde o peroxido de hidrogénio em oxigénio e dgua. E parte fundamental do mecanismo
de defesa celular contra as EROs, e ¢ um componente chave do sistema de defesa antioxidante.
A decomposicdo do H>O» protege os tecidos contra o 4cido hipocloroso € o ‘OH, que ¢ o mais
deletério do organismo e ¢ formado pela reacao do H>O> com metais de transi¢ao (Barreiros et
al.,2006). A CAT influencia a taxa de decomposicao do H>O» e, portanto, ¢ capaz de regular
o estado de equilibrio intracelular de H2O2, o que impacta na sinalizagdo intracelular. A
diminui¢do da atividade da CAT pode resultar em varios efeitos deletérios induzidos pela
acumulacdo de radicais 02" e H2O> (Huang et al., 2013).

A fracdo sobrenadante do homogeneizado das células de HaCaT, tratadas com
solucdes de diferentes concentracdes de extrato de C.obtusa por 24 horas e depois expostas
a 4J/cm? de radiacio UVA na presenca (TIP) e na auséncia (TIA) das solugdes de extrato,
foi utilizada para a quantificacao da atividade da enzima CAT intracelular. O efeito de C.
obtusa sobre a diminuicdo da atividade da CAT desencadeada pela exposicao a radiacao

UVA ¢ apresentado na Fig. 19a.
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Figura 19. Atividade das enzimas Catalase (a) e Superoxido Dismutase (b) de células
HaCaT tratadas com extrato de C.obtusa e expostas a radiacio UVA (4J/cm?).
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Células foram pré tratadas com o extrato de C. obtusa e irradiadas na presenga (TIP) ou na auséncia
(TIA) do extrato. PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como
média + erro padrdo (n=3). Mesmas letras significam que a média ndo foi diferente estatisticamente apds
analise de variancia seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Os resultados mostram que a radiacdo UV A diminui em 60% a atividade da CAT
nas cé¢lulas HaCaT irradiadas e ndo tratadas (PC). Estes resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos por Shindo & Hashimoto (1997), onde os fibroblastos de pele humana
foram irradiados com 6J/cm? de UVA, e observou-se o decréscimo da atividade da CAT
em 66%.

O decréscimo da atividade da CAT pela radiacdo UVA pode estar associado com
alteragdes estruturais, as quais influenciam a funcionalidade de seu centro ativo. EROs
geradas pela radiagdo UV podem reagir com residuos de aminoacidos, particularmente
triptofano, tirosina, histidina, metionina e cisteina, presentes na molécula da CAT,
contribuindo para mudanca da carga superficial da proteina, levando consequentemente a
perda de atividade enzimatica (Maresca et al., 2006). Dessa forma, a diminuicdo da
atividade da CAT pela radiagdo UVA pode ser devido a deple¢do da enzima ou a perda de
atividade enzimatica.

As células tratadas com o extrato, nas diferentes concentragdes, de acordo com o
protocolo TIA foi capaz de prevenir a perda da atividade da CAT induzida pela radiagao
UVA. Enquanto que no tratamento TIP o extrato ndo s6 foi capaz de prevenir a perda da
atividade, mas aumentou a atividade enzimaética acima do nivel do NC. Caso o experimento
tivesse sido realizado em amostras do meio de cultura, o aumento da atividade da CAT,
principalmente no tratamento TIP poderia ser atribuido a uma interferéncia do extrato no

ensaio de atividade, pois o extrato é capaz de absorver em 240 nm, comprimento de onda
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de leitura do ensaio enzimatico. Porém a medida de atividade enzimatica foi feita na fracao
sobrenadante do homogeneizado celular, apos as células terem sido lavadas com solugao
salina, o que indica que o extrato ndo apresentou interferéncia no protocolo experimental.

O extrato apresentou maior efeito protetor quando as células foram submetidas ao
tratamento TIP (Fig. 19a). As células expostas ao extrato na concentra¢do de 20 pg/mL
neste tratamento exibiram maior prote¢do contra o decréscimo da atividade enzimatica
proporcionada pela radiacio UVA. A atividade enzimdtica foi aumentada em 248% em
comparacao ao NC, que expressa a atividade da enzima sob condi¢des basais. Para esta
concentragdo, TIA também aumentou a atividade enziméatica acima NC, mas o resultado
foi 40% inferior ao observado para TIP, o que pode ser devido a falta do efeito de absorcao
da radiagao para o tratamento TIA. Assim, no caso do tratamento TIP, o extrato pode ter
exercido seu efeito protetor por absor¢cdo da radiagdo UVA durante a radiacdo e pelo
sequestro das EROs, geradas por esta radiacdo, pelos componentes do extrato presentes no
interior da célula. Ja para o tratamento TIA, a protecao foi apenas pelo sequestro das EROs
no interior das células. O efeito protetor do extrato nas concentragdes 5 pg/mL e 10 pg/mL,
nos dois tratamentos foi menor do que aquele obtido na concentragao de 20 pg/mL. Isto
pode ser explicado pela menor capacidade de absor¢do da radiacdo pelo extrato nessas
concentragdes e pela menor quantidade de componentes do extrato que penetraram na
célula. Também ¢ possivel que componentes do extrato tenham estimulado diretamente a
expressao da catalase, sendo possivel observar um aumento da sua atividade.

O aumento da atividade enzimatica acima da atividade basal celular pode ser devido
ao efeito do extrato sobre a citocina TGF-3, que inibe a expressao da catalase. Também ¢
possivel que o extrato tenha exibido efeito sobre o fator de transcricdo Nrf-2, que controla
a transcrigao de enzimas antioxidantes, como a catalase. (Zhu et al., 2005; Michaeloudes et
al., 2011). Além disso, sabe-se que o acido clorogénico ¢ um potente indutor da resposta
antioxidante mediada pelo Nrf2, que ¢ capaz de estimular a atividade do sistema enzimatico
antioxidante sob condi¢des de estresse oxidativo (Boettler ef al., 2011).

Para a concentragdo 10 pg/mL, TIP protegeu mais do que TIA, embora a protegdo
tenha sido menor do que para 20 pg/mL, uma vez que havia uma menor quantidade de
extrato para exibir os efeitos bioldgico e fotoprotetor. Ambos os grupos TIP e TIA a 5
pg/mL retornaram a atividade enzimatica para ao nivel do NC, o que sugere que a
quantidade de extrato que penetrou nas células foi suficiente para exibir o efeito biologico,

sendo pela remoc¢dao de EROs ou pela ativagdo direta da enzima. No entanto, esta
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concentra¢cdo nao foi suficiente para absorver a radiagdo UV A e atuar de forma sinérgica
para a protecdo contra a diminui¢do da atividade da CAT induzida pela radiagdo UVA.

O O esta constitutivamente presente nas células, pois escapam da cadeia
respiratoria nas mitocondrias, o que contribui para a indugdo e manuten¢ao da inflamagao
cutanea. A SOD fornece um mecanismo de prote¢gdo em compartimentos celulares contra
o potencial citotoéxico do O2". A SOD ¢ uma familia de enzimas que eficientemente catalisa
a reducao do O2™ para H2Oz e O». Trés formas de SOD sdo conhecidas e classificadas de
acordo com seu metal cofator: a SOD1 ou Cu/ZnSOD ¢ um homodimero contendo cobre
ou zinco, encontrada quase que exclusivamente no espago citoplasmatico intracelular,
SOD2 ou MnSOD, existe como tetrdmero contendo manganés, estd no espago
mitocondrial, e SOD3 ou EC-SOD, existe como tetraimero contendo cobre e zinco, e
quando sintetizada contém um peptideo sinal que a direciona para o espago extracelular
(Zelko et al., 2002) . A SOD3 ¢ uma glicoproteina que estad prodominantemente expressa
na matriz extracelular de tecidos e na superficie das células, onde estd ancorada a
proteoglicana de heparan sulfato (Kwon, Kim, et al., 2012).

Neste estudo, o efeito da radiagdo UV A sobre as células HaCaT foi avaliado por
media da atividade enzimatica da SOD total. Para avaliacdo da atividade da SOD total, foi
utilizada uma abordagem cléssica, que emprega o sistema xantina-XOD como fonte do O™
, que reduz a sonda ferricitocromo c a ferrocitocromo c. A reducdo da sonda ¢ quantificada
pela medida da absorvancia na faixa do visivel (Lopez-Alarcon e Denicola, 2013). O extrato
por ser colorido poderia interferir na leitura da absorvancia e consequentemente com a
medida da atividade enzimdtica. Porém, como ja mencionado para a enzima CAT, a
atividade da SOD foi determinada na fracdo sobrenadante das células que foram lavadas
para retirada de excesso de meio de cultura e extrato. Diminuindo, dessa forma, a
interferéncia do extrato na medida da atividade enzimatica. (Lopez-Alarcon e Denicola,
2013).

A medida da atividade da SOD total nas fragdes sobrenadantes do homogeneizado
das células HaCaT expostas a radiagdo UV A e nao tratadas com o extrato (PC) diminuiu
em 40% em comparagdo as células ndo expostas a radiagdo e ndo tratadas (NC). Quando
as células HaCaT foram expostas a radiagdo UV A, mas submetidas ao tratamento TIP com
o extrato nas concentragdes 5 pg/mL e 20 pg/mL houve prote¢ao das células quanto a perda
da atividade da SOD que permaneceu ao nivel do NC (atividade basal). J& as células em

tratamento TIP com o extrato na concentracdo de 10 pg/mL e aquelas em tratamento TIA
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em todas as concentragdes de extrato apresentaram atividade enzimatica superior aquela
do NC (Fig. 19b).

A eficiéncia do tratamento TIA observado para SOD poderia ser explicada pelo fato
de a capacidade do extrato em absorver a radiagdo UVA ndo ser o mecanismo mais
importante para o seu efeito protetor. Assim, 0 mecanismo principal seria a alta atividade
do extrato no sequestro do 02", o que impediria a deplecdo da enzima. Além disso, ¢
possivel que o tratamento TIP na concentragdo 20 pg/mL tenha exibido um efeito pro-
oxidante devido ao fato de o extrato estar presente no meio no momento da radiagao.

O aumento da atividade da SOD acima do nivel basal poderia ser explicado por um
aumento da atividade desta enzima proporcionado por uma a¢do combinada com CAT. A
SOD ¢ uma enzima oxido-redutase que converte o O2" a H2O; que € entdo detoxificado a
agua pela CAT ou GPx. A SOD e CAT/GPx catalisam reacdes sequenciais ¢ a eficiéncia
catalitica pode ser maxima quando exercem suas fun¢des de modo combinado. Assim, o
aumento da sintese do fator de transcricdo Nrf-2 por componentes do extrato poderia
conduzir ao aumento indireto da atividade da SOD por uma ag¢do combinada entre as
enzimas, ja que ¢ demonstrado que € possivel ter um aumento indireto da SOD pelo
aumento da atividade da CAT (Luangwattananun et al., 2017).

O extrato mostrou uma boa eficiéncia na inibicdo da peroxidacdo lipidica,
principalmente quando utilizado na concentragdo Spug/mL e no tratamento TIA. Essa alta
eficiéncia do extrato pode ser atribuida nao sé pela sua capacidade de sequestrar EROs,
mas também por sua propriedade de aumentar a atividade das enzimas CAT e SOD. A
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados pelo ‘OH pode conduzir a peroxidag¢do dos
lipideos das membranas celulares. O "OH pode ser formado pela reagdo de Fenton, na qual
o H,0; reage com ions ferro (Fe*?) e cobre (Cu®) recebendo mais um elétron e formando o
radical; pela reagao de Haber-Weiss, onde o H>O2 reage com O»™ sob catalise de metais; e
pelareacdo do O2™ e acido nitrico gerando peroxinitrito, que também pode levar a formacao
do "OH (Nogueira et al., 2007). Pelos trés mecanismos apresentados, a formacdo do "OH
pode ser interrompida pela a¢do enzimatica combinada da CAT e SOD. Desta forma, o
extrato, além de ter um efeito sequestrador de radicais, pode oferecer protecdo antioxidante
adicional por aumentar o conteido de moléculas antioxidantes endogenas e por aumentar

a atividade de enzimas antioxidantes.
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4.2.7 Avalia¢ao da formacio de proteina carbonilada

A modificagdo oxidativa de enzimas e proteinas estruturais desempenham papel
significativo no fotoenvelhimento induzido pela radiagdo solar. A carbonilacdo de
proteinas ¢ um tipo de oxidagdao que pode ser promovida pela reagao direta das EROs, na
presenca de metais, com as cadeias laterais de aminodcidos como lisina, arginina, prolina,
treonina, dentre outros (Maisonneuve et al., 2009). A carbonilagdo de proteinas pode
ocorrer também pela reagdo de aldeidos, tais como aqueles gerados do processo de
peroxidacdo lipidicas, a,p aldeidos insaturados, di-aldeidos e ceto-aldeidos, com sitios
nucleofilicos de proteinas, formando produtos finais da lipooxidagdo avancados (ALE)
(Aldini et al., 2007).

A quantificagdo de proteina carbonilada foi realizada com o auxilio da
Fluoresceina-5- tiossemicarbazida (FTC). O grupamento hidrazina presente no FTC reage
com a carbonila para formar uma base de Schiff, formando uma liga¢do covalentemente
entre a por¢do fluoresceina e a proteina. A fluorescéncia associada com as proteinas acido-
precipitaveis foi utilizada para medir o nivel de proteina carbonilada fluorometricamente
(Chaudhuri et al., 2006).

O emprego de grupos de proteina carbonilada como biomarcadores de estresse
oxidativo possui algumas vantagens em comparagdo com a avaliacdo de outros produtos
de oxidagdo devido a estabilidade relativa das proteinas carboniladas e devido a sua
formacgao inicial no processo oxidativo (Dalle-Donne et al., 2003).

Os fibroblastos submetidos a radiacdo UVA/UVB sem qualquer tipo de tratamento
(PC), mostram um aumento de 25% da fluorescéncia/mg de proteina em relagdo as células
ndo irradiadas (NC) (Fig. 20). Isto sugere que as EROs geradas pela radiagdo, ou os
produtos secundarios da peroxidagao lipidica induzidos pelas EROs, reagiram com as
cadeias laterais de aminoacidos de proteinas mais susceptiveis, promovendo carbonilagao
das mesmas.

Quando as células foram pré tratadas com 20pug/mL do extrato, a quantidade de
fluorescéncia gerada foi menor que aquela das células nao irradiadas (quantidade basal).
No entanto, para as concentracdes de extrato de 10 pg/mL e 5 pg/mL, e para 20 ug/mL e
Spug/mL de acido clorogénico, a quantidade de fluorescéncia foi igual a quantidade basal.
Isto sugere que tanto o extrato quanto o acido clorogénico protegeram as proteinas do
processo de carbonilacdo. Porém, o poOs tratamento das células com as diferentes
concentragdes de extrato proporcionou uma reducao da fluorescéncia igual ou inferior ao

nivel basal somente quando o tratamento foi realizado nas concentragdes de 20 ug/mL e
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10 pg/mL. O pos tratamento das células com o &cido clorogénico nao foi efetivo. Os dados
apresentados mostram que o pré tratamento foi mais efetivo do que o pos tratamento e o
extrato foi mais eficaz do que o acido clorogénico. Isto sugere que o extrato, por ser uma
mistura de compostos antioxidante, tem maior atividade sequestradora de radical do que o
acido clorogénico. Além disso, possivelmente o pré tratamento foi mais eficaz do que o
pos tratamento, devido as EROs terem sido sequestradas por componentes do extrato

presentes no interior da célula concomitantemente com sua formacao.

Figura 20. Intensidade de fluorescéncia gerada pela fluoresceina-5- tiossemicarbazida em
fibroblastos humanos submetidos a radiacio UV (0,5J/cm? UVA+ 25mJ/cm?> UVB) e
tratados com solucdes do extrato de C. obtusa ou com acido clorogénico.
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PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como média + erro
padrio (n=3). * média nio foi diferente do NC apos analise de variancia seguida pelo teste de Tukey
parap < 0,05.

A avaliacdo de proteina carbonilada utilizando o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) foi
realizada em diferentes espécies e em diferentes tecidos in vivo. Os resultados variaram de
acordo com a espécie, amostra tecidual e protocolo experimental de indu¢do do dano oxidativo.
Para Cecropia pachystachya os resultados variaram de acordo com a parte do cérebro avaliada
e com o protocolo. Para o teste de nado forgado, foi possivel observar um aumento de proteina
carbonilada no cortex pré frontal, hipocampo e no nucleo accumbens, porém o extrato exibiu
efeito apenas no nucleo accumbens (Ortmann et al., 2016). Por outro lado, para o teste do campo
aberto, o extrato foi capaz de diminuir a formagao de proteina carbonilada no homogeneizado
do no cortex pré frontal e hipocampo (Gazal et al., 2015). Ja para C. glaziovii, o extrato foi
capaz de diminuir a formagdo de proteina carbonilada em tecido pulmonar no estudo de

inducdo de pleurisia (Miiller et al., 2016). Assim, a prote¢ao oferecida pelo extrato de C.
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obtusa frente a carbonilacdo de proteinas induzidas pela radiacdo UV estd consonante com
os resultados de protecdo da formacdo de proteina carbonilada de outas espécies de

Cecropia.

4.2.8 Avaliacio do contetido de Acido Hialurénico

O AH ¢ um polissacarideo de alta massa molecular, carregado negativamente,
constituido de unidades dissacaridicas de acido D-glicurdnico e N-acetilglicosamina, € ¢ o mais
simples dentre as glicosaminoglicanas (Necas et al., 2008). O AH ¢ encontrado no pulmao,
articulagdes, fluido vitreo dos olhos, cordao umbilical, fluido sinovial e na pele. Na pele normal
este polissacarideo tem como fun¢do primordial participar do processo de re-epitelizagao, e €
mantido no espago extracelular e na superficie celular na camada basal da epiderme e na derme
(Necas et al., 2008; Komorowicz et al., 2016). Sob condig¢des fisiologicas, o AH existe como
polimero de alta massa molecular de 10° Da, que nio induz inflamagdo. Entretanto, estudos tém
proposto que fragmentos de AH de baixa massa molecular sdo acumulados nos tecidos em
reposta a lesdes. Estes fragmentos de AH s3o capazes de ativar macrofagos e induzir a
expressao de genes cujas funcgdes sdo relevantes para a inflamacao cronica (Gao et al., 2008)

A exposi¢ao da pele a radiacdo UV, principalmente a UVA, que € a que penetra mais
profundamente na pele, leva ao acumulo de AH na epiderme e acelera sua fragmentagdo. Em
nossos experimentos quando as células de fibroblastos foram expostas a radiacio UVA/UVB
sem a protecao do extrato de C.obtusa (PC), houve uma reducao da quantidade de AH em 35%
em relacdo as células ndo irradiadas e ndo tratadas com o extrato (NC) (Fig. 21). A menor
quantidade de AH nao foi devido a perda da viabilidade das células, pois experimentos de
viabilidade mostraram que nas quantidades de radia¢do utilizadas ndo houve perda da
viabilidade.

Embora o mecanismo de turnover do AH e sua degradagao devido a radiagdo ndo sejam
detalhadamente descritos, ¢ geralmente aceito que radicais livres, especialmente o "OH,
desempenham papel importante no processo de degradagdo desse polissacarideo. A reacdo de
despolimerizagdo oxido redutiva do AH ocorre pela destrui¢do ao acaso das unidades
monossacaridicas, devido aos radicais livres derivados do oxigénio, seguindo-se a clivagem
hidrolitica secundaria dos substituintes glicosidicos instaveis resultantes (Uchiyama et al.,

1990, Stern, Robert ¢ Maibach, Howard I., 2008).
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Figura 21. Quantifica¢do do acido hialuronico em cultura de fibroblastos humanos
tratados com extrato de C.obtusa ou com acido clorogénico antes ou depois de submetidos
a radiacdo UV (0,5J/cm? UVA+ 25mJ/cm? UVB).
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PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como média + erro
padrao (n=3). Todas as amostras foram diferentes do NC apo6s analise de variancia seguida pelo teste de
Tukey para p < 0,05.

A cultura de fibroblastos foi pré-tratada com o extrato ou acido clorogénico em
diferentes concentragdes por 24 horas e depois submetidas a radiagdo. O extrato na
concentracdo de 20 pg/mL foi capaz de aumentar a quantidade de AH que foi reduzida pela
radiacdo. O extrato nas concentragdes de 5 pg/mL e 10 pg/mL e o acido clorogénico nas
concentragdes de 20 pg/mL e 5 pg/mL foram capazes de aumentar a quantidade de AH acima
do nivel basal (NC) (Fig. 21). Estes resultados sugerem que o extrato e o acido clorogénico,
pela eficiéncia em sequestrar EROs, podem ter protegido o AH da sua despolimerizagao oxido
redutiva. A capacidade do extrato de sequestrar EROs foi avaliada por diferentes testes in vitro
cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3. Além disso o potencial antioxidante e
sequestrador de EROs, 0> e "OH do acido clorogénico foi demostrado por outros autores.
Adicionalmente, o acido clorogénico também ¢ capaz de sequestrar espécies reativas de
nitrogénio, como peroxinitrito, o que possibilita a inibi¢do da iniciacdo da cadeia de
peroxidacao lipidica (Laranjinha et al., 1994; Kono et al., 1997).

Tosovic et al. (2017) estabeleceram que em meio acido ou neutro a atividade
antioxidante do acido clorogénico pode ser por transferéncia de elétrons ou por formacao de
aduto com os radicais. Em meio basico a transferéncia de elétron acoplado a transferéncia de
préton (SET-PT) é o mecanismo antioxidante provavel do acido clorogénico com alta taxa de

reatividade.



Ny o X )
%ﬁ/é/fd/ (N @2)’0/{4’4&0 60

Em adi¢@o, Kwon et al., (2012) demonstraram que a SOD3 previne a fragmentagdo de
AH induzida pela radiagdo. Esta enzima antioxidante catalisa a dismuta¢cdo do O™, o sugere
que a SOD3 pode desempenhar papel importante na protegao do AH contra a sua degradacao.
Esses mesmo autores mostraram que a SOD3 inibe o processo inflamatério por prevenir a
fragmentacdo do AH. Anteriormente demonstramos que o extrato aumentou a atividade da
SOD total, acima do seu nivel basal. Isto sugere que o efeito protetor proporcionado pelo extrato
contra a deplecao do AH induzida pela radiagdo UV também pode ser devido a capacidade
deste extrato em aumentar a atividade da SOD.

Outro mecanismo pelo qual o extrato e o acido clorogénico podem ter atuado para
aumentar a quantidade de AH seria por inibi¢cdo da enzima hialuronidase ou pelo aumento
da atividade da AH sintetase, ja que tanto o processo de degradacdo pela enzima
hialuronidase quanto a diminui¢do da atividade da AH sintetase induzida pela radiacao UV,
sdo bem descritos na literatura (Dai et al., 2007; Kurdykowski et al., 2011).

Adicionalmente, sabe-se que derivados de flavonas reduzem a atividade da
hialuronidase, impedindo que o AH se decomponha. Apesar de estudos in vitro terem sugerido
que as formas agliconas possuem maior atividade inibidora do que os glicosideos, estudos in
vivo ndo confirmaram essa hipdtese. O efeito de extratos vegetais ricos em substancias
biologicamente ativas sobre a inibi¢do da hialuronidase ¢ bem conhecido, e em geral o efeito
dos flavonoides isolados ¢ mais fraco do que o extrato (Arct e Pytkowska, 2008; Cesar et al.,
2015). Desta forma, o efeito protetor do extrato de C. obtusa sobre a diminui¢ao do contetido
de AH induzido pela radiagdo também pode ser explicado por uma possivel inibicao da enzima
hialuronidase, visto que 3 flavonas foram identificadas no extrato (Picos 2, 3 e 4 da Tabela 4).

Quando as células foram irradiadas e depois tratadas com o extrato por 24 horas, ndo
foi observado efeito protetor contra a degradagao do AH por nenhuma das concentra¢des do
extrato e para todas as concentracdes a quantidade de AH foi igual aos das células irradiadas e
ndo tratadas (Fig. 21). Esse resultado sugere que o mecanismo pelo qual os componentes do
extrato protegem o AH da degradacao ¢ provavelmente pelo sequestro dos radicais gerados pela
radiacdo UV, ja que uma vez que os radicais tenham reagido com o AH ndo teria como o
processo ser revertido. Por outro lado, o tratamento das células com o 4cido clorogénico por 24
horas ap0s a radia¢do proporcionou a protecdo do AH semelhante ao do pré-tratramento (Fig.
21). Isto sugere que, além do sequestro de EROs, o acido clorogénico pode ter outro mecanismo
de protegdo contra a degradagdo do AH induzida pela radiagao, como pela inibigao da atividade
da hialuronidase, aumento da atividade da AH sintetase, ou por prote¢ao indireta, através do

aumento da atividade da SOD3.
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4.2.9 Avaliacao do conteudo de Colageno

Na pele humana, o fibroblasto ¢ o responsavel pela sintese, organizagdo e
manutencdo da matriz extracelular, que € rica em colageno. O coldgeno confere firmeza a
pele e atua protegendo contra trauma externo. O coldgeno ¢ um dos principais componentes
da pele e do tecido conectivo, correspondendo de 85% a 90% do peso seco desses tecidos.
Ele consiste de trés a-cadeias de polipeptideos unidas em estrutura helicoidal na forma de
haste (Uitto, 2008). A estrutura molecular do colageno ¢ estabilizada por uma rede de
ligacdes de hidrogénio intra e intercadeias entre o grupo NH da glicina e o grupo carbonila
(C = O) de residuos de aminodcidos de outras cadeias polipeptidicas, ou por pontes de
hidrogénio com moléculas de dgua (Brodsky e Persikov, 2005). O colageno ¢ o alvo
primario de fatores externos, como radiagao UV, que promove alteragdes fisicas, quimicas
e fisico-quimicas na molécula.

Alguns estudos tém demonstrado que durante a exposicao da pele a radiagcdo UV
ocorre alteragdo do balaco entre a sintese do coldgeno e sua degradagdo. Os fibroblastos
humanos podem aumentar a expressao da MMP-1 pela geracao de EROs, tais como Ox™
ou H»O», e através da peroxidacdo lipidica por reacdo de Fenton ion dirigida quando
irradiados por radiacio UVA e UVB. Assim, o aumento da producdo das EROs pela
radiacdo solar leva a ativagdo dos fatores de transcricido AP-1 (proteina ativadora-1) e
NF«kB, como também aumenta a expressdo de proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK). A MAPK ¢ um importante transmissor de sinais extracelular para o nucleo da
cé¢lula, e ¢ um dos passos mais importantes de transdugao ativados pela radiagdo UVB
(Barchowsky et al., 2000)

Embora os mecanismos responsaveis pela inducdo das MMPs ndo estdo
completamente elucidados, ¢ aceito que as EROs primeiro ativam as MAPKinases, tais
como ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38 ou JNK (c-jun N-terminal kinases)
que sdo essenciais para a expressdo do c-Fos e c-Jun, que associados formam o fator de
transcri¢do AP-1. A ativagdo das MAPKSs ocorre pela fosforilagdo do ERK, p38 e INK e
ativagao do fator de transcri¢do AP-1, os quais juntos promovem a expressao das MMPs.
O AP-1 desempenha papel critico na regulacao da transcrigaio da MMP-1, MMP-3 ¢ MMP-
9, desencadeando a expressdo aumentada destes genes, o que promove a fragmentagdo do
colageno. As MMPs degradam o colageno resultando na perda de contanto entre célula-
matriz, o que promove a diminui¢do da sintese do colageno.

Além disso, o AP-1 inibe a via de sinalizagdo do fator de crescimento ¢

transformacao (TGF-PB), que uma vez prejudicado leva a diminuicdo da producdo do
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procolageno tipo-I em fibroblasto humano. Assim, o TGF-B também desempenha papel
importante no controle da homeostasia do colageno por regular a sintese e a degradagao do
mesmo (Bosch et al., 2015; Lu et al., 2016).

Conforme apresentado na Fig. 22, quando as células de fibroblastos foram expostas
a radiagdo UV sem qualquer tratamento (PC), a quantidade de colageno determinada,
depois de 24 horas da radiacdo, foi 26% menor do que aquela encontrada nas células ndo
irradiadas (NC). Esse resultado estd de acordo com aqueles obtidos por Fisher et al.,
(2000), que demonstraram que a diminui¢do da sintese do coldgeno pela radiagdo UVB
persistiu por 24 horas, seguida pela recuperagdo 48-72 horas depois. A menor quantidade
de coldgeno encontrada nas células irradiadas poderia ser explicada pela geragdo de
radicais livres pela radiacdo UV, que alteraria a via de sinaliza¢ao ativado pelo TGF-p,
promovendo a ndo transcri¢do do gene do coldgeno, como também, poderia ativar passos

de transcri¢do que levam a sintese das MMPs, principalmente a MMP 1.

Figura 22. Quantificacio de colageno em cultura de fibroblastos humanos tratados com
extrato de C.obtusa ou com acido clorogénico antes ou depois de submetidos a radiacio
UV (0,5J/¢cm?> UVA+ 25mJ/cm? UVB).
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PC: Controle positivo, NC: controle negativo. Resultados sdo representados como média £ erro

padrdo (n=3). * média ndo foi diferente do NC apds anélise de variincia seguida pelo teste de Tukey
parap <0,05.

As células pré-tratadas por 24 horas com o extrato € com o acido clorogénico em
diferentes concentragdes, exibiram quantidades de colageno iguais ao das células nao
irradiadas, exceto aquelas tratadas com 20 pg/mL de extrato, cuja quantidade de colageno foi
igual ao das células irradiadas. Estes resultados sugerem que o extrato e o acido clorogénico
podem ter sequestrado as EROs geradas pela radiacdo, impedindo a ativagdo de vias de
sinalizacdo que levam a sintese da MMP-1 ou a diminui¢ao da sintese do colageno. Também

deve ser considerado que o sequestro das EROs pelo extrato ou acido clorogénico pode impedir
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que essas espécies reativas reajam com as moléculas de coldgeno da matriz extracelular, uma
vez que 86% da matriz extracelular ¢ fibra de colageno.

Em adi¢do, foi observada a protecdo do colageno para as células irradiadas e
posteriormente tratadas com o extrato ou o acido clorogénico por 24 horas. Somente para as
células tratadas com 20 pg/mL de extrato a quantidade de coldgeno foi igual ao do controle
irradiado, indicando auséncia de protecao (Fig. 22). Para o pds tratamento, quando as células
foram irradiadas, nao havia substancia ativa no interior das células para exibir efeito protetor.
Dessa forma, as EROs geradas pela radiagdo podem ter reagido com qualquer componente da
célula ou da matriz extracelular. Assim, neste caso o efeito protetor proporcionado pelo extrato
ou pelo acido clorogénico ndo poderia ser explicado pela capacidade de sequestro das EROs,
desta forma, outros mecanismos podem estar envolvidos. Feng et al., (2005) demonstraram que
o tratamento de células JB6 com acido clorogénico bloqueou a transativagdo da AP-1 e NF-kB.
Em baixas concentragdes, esta substincia diminuiu a fosforilagdo do JNK, ERK e p38
induzidas pela radiagdo UVB. Os dados obtidos por estes autores poderiam explicar o efeito
protetor do coldgeno observado em células de fibroblastos irradiadas e tratadas com o acido
clorogénico e com extrato que contém esse polifenol.

Assim como observado para o 4cido hialurdnico, quando as células foram irradiadas em
ambos os tratamentos com 20ug/mL de extrato, este ndo foi capaz de promover o aumento da
producdo de colageno, possivelmente devido a um efeito pro-oxidante. As outras concentragdes
retornaram a producdo ao nivel do controle nao irradiado, sendo que o pos tratamento exibiu
melhor protecdo do que o pré, e o pds tratamento com Spug/mL aumentou a quantidade de
colageno acima do nivel basal. Os tratamentos com acido clorogénico igualaram a producao de
colageno ao controle ndo irradiado, com exce¢do do pos tratamento com 5 pg/mL, que
aumentou a producao acima dele.

O efeito protetor de Cecropia spp. frente aos danos causados pela radiacao ainda nao
foi amplamente estudado. Desta forma torna-se dificil relacionar os resultados encontrados com
dados da literatura. Porém, sabe-se que outras espécies de Cecropia possuem atividade
cicatrizante, e sdo capazes de aumentar a producdo de coldgeno, favorecendo o processo de

cicatrizagao (Nayak, 2006).

4.3.4.4 Avaliacao da atividade da enzima MMP-1
A matriz extracelular ¢ uma estrutura dindmica constituida de proteinas fibrosas
(fibra de colageno e de -elastina), glicoproteinas (fibronectinas e lamininas) e

proteoglicanas. O colageno ¢ uma das principais familias de proteinas da matriz
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extracelular e desempenha papel critico na manuten¢do da estrutura da maioria dos tecidos
(Naylor et al., 2011). A degradacdo do colageno ¢ normalmente regulada por MMPs e seus
inibidores naturais, inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (Quan ef al., 2009;
Bosch et al., 2015).

A exposi¢do aguda da pele a radiacdo UV induz a expressdo somente de trés
metaloproteinases (MMP-1, MMP-3 e MMP-9), ¢ a producdo de muitos membros da
familia das MMPs ¢ constitutivamente aumentada na pele com fotodano. Estas proteinases
podem ser secretadas por queratindcitos e fibroblastos em resposta a varios fatores (Fisher
et al., 1996).

Conforme descrito no item 4.3.4.3, trés passos distintos de MAPkinases, ERK, JNK
e p-38 podem conduzir a sintese da MMP-1, e essa sinalizacdo ¢ ativada por citocinas
inflamatodrias. Dessa forma, a MMP-1 também pode ser induzida por citocinas
inflamatatorias, como a IL-1, que sdo up-reguladas em fibroblastos e queratinocitos pela
radiacdo solar (Barchowsky et al., 2000).

Fagot et al. (2004) conseguiram induzir um aumento de atividade da MMP-1 em
fibroblastos humanos submetidos a radiagdo UVA/UVB, mas ndo conseguiram ver
aumento da atividade enzimatica em cultura de queratindcitos humanos. Por outro lado,
quando os queratindcitos foram irradiados e o meio de cultura foi transferido para placas
contendo fibroblastos por 24 horas, eles observaram um aumento de atividade 2,25 vezes
maior do que o inicialmente observado na cultura de fibroblastos irradiada. Eles também
observaram um aumento dose-dependente de IL-6 e IL-la no meio de cultura dos
queratinocitos e demonstraram que apesar de os queratinocitos nao estarem diretamente
ligados a produgcdo da MMP-1, existe uma significativa participagdo dos queratinocitos
através da liberacdo de substancias mediadoras.

Assim, a analise da MMP-1 foi realizada em cultura de fibroblasto como os demais
experimentos, no entanto, para mimetizar o processo que ocorre na pele, utilizou-se o
sistema de sinalizagdo celular, no qual os queratindcitos sofrem irradiacao e posteriormente
o meio de cultura ¢ transferido para os fibroblastos.

Conforme apresentado na Fig. 23, os fibroblastos que receberam a fracdo
sobrenadanate dos queratinocitos irradiados (UVA/UVB), e foram incubados por 24 horas,
apresentaram quantidade de MMP-1 cerca de 31% maior que aquela determinada na fragdo
sobrenadante de fibroblastos que receberam a fracdo sobrenadante de cultura de
queratinocitos nao irradiados, porém estatisticamente nao houve diferenca entre o NC e o PC,

como também ndo houve diferenca entre as amostras do pré e pos tratamentos com o extrato e
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com o 4cido clorogénico e os controles NC e PC. Apenas o pos tratamento com o extrato em 5
pg/mL diminui significativamente a atividade da enzima em comparagao ao PC. A auséncia de
diferenga estatistica poderia explicada pelo método Western blotting utilizado para
quantificagdo da MMP-1, que envolve a separagdo de proteinas das amostras por eletroforese
em gel de poliacrilamida, transferéncia das proteinas separadas para papel de nitrocelulose,
reacdo com anti-MMP1 humano e digitalizagdao das bandas, seguido pela analise quantitativa
pelo programa ImagelJ. Todo esse procedimento proporcionou grande variacao de experimento

para experimento.

Figura 23. Atividade da enzima metaloproteinase-1 de células de fibroblastos humanos
tratados com meio de culta de células HaCaT, que foram tratadas com o extrato de C.
obtusa ou com acido clorogénico antes ou depois de submetidas a radiacdo UV (0,5J/cm2
UVA+ 25mJ/em2 UVB).
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Tukey para p < 0,05. ™ média foi diferente do PC ap0s analise de variancia seguida pelo teste de Tukey
para p < 0,05.

Para as células submetidas a radiagdo observa-se que o pds tratamento com o extrato
tende a exibir maior protecao em relagao ao pré, o que coincide com os resultados apresentados
na Fig. 22, que mostram que o pos tratamento tende a aumentar o conteido de coldgeno. A
expressao da MMP-1 diminuiu conforme a concentragao foi diminuida e o pos tratamento com

5 pg/mL promoveu a maior prote¢ao, sendo responsavel pelo maximo de diminui¢do da
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atividade da enzima em relagdo ao PC. Estes resultados também sdo concordantes com o
apresentado na Fig. 22 para o contetido de coldgeno, visto que a MMP-1 tem agao direta sobre
a degradacao do colageno, assim quanto maior ¢ a atividade enzimatica, menor ¢ a quantidade
de colageno presente na matriz extracelular.

Apesar de ter sido demonstrado que o 4cido clorogénico ¢ um potente inibidor da MMP-
1, MMP-2 e MMP-9 em diferentes amostras teciduais de modelos in vivo (Chen et al., 2011,
Lee et al., 2012), neste trabalho o 4cido clorogénico ndo apresentou atividade inibidora da
MMP-1. Apesar disso, houve uma tendéncia de o extrato proteger mais do que o acido
clorogénico, sendo que este foi utilizado em concentragdes 5 e 20 vezes mais altas do que a
quantidade de acido clorogénico encontrada no extrato em relagdo a maior concentragdo de
extrato utilizada no experimento. O extrato ¢ uma mistura de compostos que podem ter agdo
sinérgica que superaria o efeito bioldgico do acido clorogénico. Além disso, sabe-se que as
agliconas apigenina e luteolina sdo inibidoras da MMP-1 (Hwang ef al., 2011), o que pode
sugerir a atividade das formas glicosidicas encontradas no extrato, mesmo ndo tendo havido
diferenca estatistica entre os controles e a protecao oferecida pelo extrato.

Outro fato que pode ser observado na Fig. 23, ¢ que os tratamentos com o extrato nas
concentragdes de 20 ugmL e 10 pugmL foram menos eficientes do que na concentragdo 5
pg/mL. Este resultado foi observado para os outros parametros avaliados em cultura de células
anteriormente € para outros compostos naturais puros como para o acido protocatecuico
(Nakamura et al., 2001), o resveratrol, o canferol e a quercetina (Oh et al., 2006, Calabrese et
al., 2010; Vargas e Burd, 2010; Kim, H.-S. ef al., 2014). A menor eficiéncia do extrato a 20
pgmL e 10 pgmL, principalmente no pré-tratamento, pode ser devido a possivel
fotodegradacao de alguns componentes do extrato que conduziria ao acumulo de fotoprodutos
que poderiam ser os responsaveis pelo comportamento observado. Na concentracao de 5 pg/ml,
os fotoprodutos estariam em concentracdo pequena e, portanto o efeito oxidante ndo seria
desencadeado.

O extrato apresentou elevada atividade antioxidante in vitro e foi capaz de proteger
dos danos causados pela radiagdo UV em células da pele. Os diferentes tratamentos do
extrato protegeram de forma diferente frente aos parametros analisados, ndo sendo possivel
distinguir o melhor tratamento para evitar o dano causado pela radiacdo UV. Tratar as
células tanto antes quanto depois da irradiagdo com o extrato de C. obtusa ajudou a proteger
do dano causado, e os resultados obtidos para a quantificagdo de proteina carbonilada,
colageno tipo 1, AH e MMP-1 sugerem que o extrato ¢ um possivel candidato a ser utilizado

para atenuar os efeitos do fotoenvelhecimento da pele. Assim, os resultados apresentados
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serviram de embasamento tedrico para a posterior elaboragdo de formulagdes topicas a
partir do extrato, visando o efeito protetor da pele. Porém todos os efeitos biologicos

demonstrados anteriormente dependem da penetracao das substancias do extrato na pele.

4.3 Desenvolvimento da formula¢ido contendo o extrato de C. obtusa, adicionada ou
nio, de promotores de absorc¢ao

As formulagdes passaram por um processo de triagem, no qual foram submetidas ao
estudo de estabilidade preliminar como descrito no Guia de estabilidade de produtos cosméticos
(ANVISA) (resultados nao mostrados). Devido a dificuldade em incorporar-se 4% de extratos
naturais em formulagdes e manté-las estaveis, decidiu-se por uma formulacdo contendo um
agente espessante capaz de formar uma emulsao de silicone sem a necessidade de submeter
nenhum dos componentes da formulagdo ao aquecimento.

As emulsdes de silicone foram preparadas com o auxilio do agente espessante
Sodium Polyacrylate (and) Dimethicone (and) Cyclopentasiloxane (and) Trideceth-6 (and)
PEG/PPG 18/18 Dimethicone. O agente espessante ¢ uma emulsdo invertida (A/O) de
poliacrilato de s6édio em dimeticona. Essa emulsao também contém dois surfactantes e um
emulsificante de silicone (PEG/PPG-18/18 Dimeticone). Quando o agente espessante ¢
adicionado a dgua ocorre a formacdo de uma emulsdo 6leo-em-agua, o polimero expande-
se instantaneamente na fase aquosa para espessar e dar estabilidade a formulag¢do. Na
medida em que a formulacao espessa, os ingredientes da fase oleosa sdo emulsificados e
estabilizados.

Emulsdes de silicone sdo mais resistentes a flutuagdes de temperatura, tensdo de
cisalhamento, oxida¢do, e a adi¢do de produtos quimicos (Purohit e Somasundaran, 2014).
Assim, utilizou-se um agente espessante a base de silicone ajudasse com o objetivo de auxiliar
na estabilizacdo da formulacdo com 4% de extrato. Para avaliar de forma clara o efeito ¢ a
penetragdo dos componentes do extrato, as formulagdes foram desenvolvidas com uma
composicao simples, apenas variando o promotor de absor¢do (oleato de isodecila ou 6leo de

macadamia).

4.4 Avaliacido da estabilidade fisica, fisico-quimica e funcional das formulacdes

Os parametros mais importantes para as emulsdes farmacéuticas e cosméticas sao a
estabilidade fisica e quimica do produto acabado, o que esté relacionado com a manuten¢ao das
caracteristicas do produto por um periodo de tempo definido. A estabilidade de uma emulsao ¢

caracterizada pela auséncia de coalescéncia da fase interna, pela auséncia de "creaming" e pela



Y o X )
%ﬁ/é/fd/ (N @2)’&/{0’4&0 68

manuten¢do da uniformidade e das caracteristicas fisicas, manutencdo do aspecto, odor, cor e
outras propriedades fisicas. O estudo de estabilidade avaliou a variagdo das caracteristicas do
produto com o tempo em elevada temperatura e umidade. Nenhuma das formulagdes apresentou
separacao de fase no teste de centrifuga¢dao durante o tempo de estudo de 6 meses. Em relagdo
as caracteristicas organolépticas, observou-se que a adi¢ao do extrato levou a uma formulacao
mais fluida com colora¢do castanha escura ¢ odor adocicado. As formulagdes tenderam a
escurecer com o tempo e, apos 6 meses, todas as formulagdes estavam consideravelmente mais

escuras do que no inicio do estudo, apesar de nao apresentarem sinais visiveis de instabilidade.

4.4.1 Estabilidade fisico-quimica

O pH das formulagdes foi avaliado para detectar alteracdes de pH durante o
armazenamento e para assegurar que o pH era compativel com os componentes da formulagao
e com o local de aplicagdo, a fim de evitar irritacdo. A adigdo do extrato ao veiculo diminuiu o
pH de aproximadamente 6,8 para 6,1. O valor inicial encontrado (pH = 6) para as formulagdes
apresentou-se proximo do pH da pele (entre 4,6 ¢ 5,8) e portanto ndo foi ajustado, visando evitar
a desestabiliza¢ao das emulsoes, visto que o agente de viscosidade permanece estavel na faixa
de55all.

A Fig. 24 mostra a variagdo de pH das formulagdes e veiculos submetidos a estocagem
em 40°C e 4°C. Durante o tempo de armazenamento, o pH variou nas formulac¢des
armazenadas a 40 °C (Fig. 24a) e 4 °C (Fig. 24b), e F1, F2 e F3 exibiram semelhantes variacdes
de pH. Da primeira até¢ a ultima medi¢ao, as formulagdes armazenadas a 4°C e 40°C tiveram
diminui¢des de pH de 0,53 e 0,94, respectivamente. Os veiculos também tiveram o pH
diminuido em aproximadamente 0,53. No més 4, o pH das formula¢des armazenadas a 40 °C
atingiu o valor mais baixo no qual o agente espessante ¢ estavel (5,5-11).

As variagdes de pH indicaram que o proprio veiculo ndo foi capaz de manter o valor de
pH constante durante os 6 meses, o que indica que pode ter ocorrido, por exemplo um processo
de peroxidacdo lipidica, especialmente em resposta a incubacao a 40°C. A peroxidacao lipidica
¢ um processo natural que poderia ser facilmente contornado com a adi¢ao de um antioxidante
sintético e o pH poderia ter sido mantido com a utilizagdo de um tampao ao invés de agua
deionizada. Entretanto, como o objetivo foi avaliar o comportamento do extrato sem
interferentes, ndo houve incorporacdo de aditivos. A incubag¢do a 40°C das formulagdes
contendo o extrato foi responsavel pela maior variacdo no pH, e ndo foram observadas

diferencas relevantes entre F1, F2 e F3.
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Figura 24. pH das diferentes formulacdes acondicionadas a 40°C (a) e 4°C (b) em 0, 2,4 ¢
6 meses.
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F1/V1: formulagio e veiculo sem promotor de absor¢do; F2/V2: formulacdo e veiculo com oleato de
isodecila; F3/V3 formulagdo e veiculo com o6leo de macadamia. Resultados sdo representados como
média de 3 determinacdes.

4.4.2 Estabilidade funcional

A atividade antioxidante foi analisada para verificar se se houve interacdo entre os
componentes da formulagdo e os componentes do extrato durante o periodo de armazenamento.
A atividade antioxidante do extrato na formulacao foi comparada a atividade antioxidante do
extrato como matéria prima. Os resultados mostraram que o extrato na formulagdo e na matéria
prima apresentaram a mesma atividade antioxidante. Isto sugere que ndo houve interagdo entre
os componentes do extrato e da formulagdo, ou se houve a interacdo ndo levou a perda da
atividade.

Conforme apresentado na Fig. 25, F1, F2 e F3 foram estaveis a 4°C e as analises de 0
para 2 meses revelaram que a inibicdo da quimioluminescéncia foi maior para a segunda
medi¢do, o que demonstrou que em baixa temperatura, foi necessario tempo para o extrato ser
adequadamente incorporado na formulagao.

Para F1, F2 e F3 incubadas a 40°C, a inibi¢do da quimioluminescéncia diminuiu em
aproximadamente 40% entre 0 e 2 meses, e apds este periodo ndo foi observada qualquer
diminuicdo significativa na atividade. A diminui¢do da inibi¢do da quimioluminescéncia nao
foi observada para as formula¢des armazenadas a 4°C entre 0 e 2 meses, assim, esta perda de
atividade ndo poderia ser explicada devido a interagdes entre os componentes da formulagado e
do extrato. E possivel que alguns dos componentes do extrato (possivelmente o acido
clorogénico) tenham sido degradados devido a temperatura, ja que sabe-se que o dacido
clorogénico ¢ mais sensivel do que flavonoides C-glicosideos em relagdo a variagdes ambientais

(Ortmann, 2013).
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Figura 25. Estabilidade funcional pela medida da atividade antioxidante das formulacées
acondicionadas a 40°C (a) e a 4°C (b) em 0, 2, 4 e 6 meses.
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F1/V1: formulacdo e veiculo sem promotor de absor¢do; F2/V2: formulagdo e veiculo com oleato de
isodecila; F3/V3 formulagdo e veiculo com 6leo de macadamia. Resultados sdo representados como
média =+ erro padrao (n=3).

Também ¢ possivel que tenha ocorrido um processo de peroxidacdo lipidica na
formulagdo. Dessa forma, o extrato pode ter atuado como antioxidante e protegido a formulagao
da degradacdo, o que diminuiria a atividade antioxidante final da formulagdo ou os produtos de
degradacao devido a temperatura podem ter favorecido alteracdes oxidativas. A peroxidagdo
lipidica constitui a principal causa da deteriorag¢do dos lipidios e substancias graxas. Afastados
do seu contexto de protecdo natural, tais substincias sofrem, no decurso de processos de
transformagdo e armazenamento, alteracdes do tipo oxidativas, as quais tém consequéncias
como a modificagcdo da cor original e o aparecimento de odores caracteristicos de rango. Além
disso, mudancas extremas de pH também podem ser um sinal de peroxidacdo lipidica.

(Wagemaker, 2013).

4.4.3 Estabilidade fisica por avaliacio do comportamento reolégico das formulac¢oes
A andlise reologica ¢ de fundamental importdncia no desenvolvimento, na
caracterizagdo fisico-quimica e no controle de qualidade de produtos farmacéuticos e

cosméticos. Formulagdes estaveis ndo devem apresentar alteragdes em seus reogramas sob
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condi¢des semelhantes de temperatura e tensdo de cisalhamento. Os principais sinais de
instabilidade aparecem na forma de cristais e inflexdes, valores mais baixos de tensdo de
cisalhamento méaxima e alteracdo na area de histerese (Martin et al., 1993). Estas mudangas
ocorrem como um processo de desestabilizagdo e refletem a destrui¢ao da resisténcia da malha
ao cisalhamento e formagao de uma malha menos resistente. O comportamento do reograma ¢
consistente com as mudangas fisicas na formulagdo (Pena et al., 1993).

A caracterizagdo reologica avaliou o indice de fluxo, a tixotropia e a viscosidade
aparente. O indice de fluxo de todas as formulacdes foi menor que 1, indicando
comportamento pseudoplastico, que possui como caracteristica a formacdo de um filme na
superficie da pele. Este comportamento ¢ o mais comum em formulagdes cosméticas, e €
caracterizado por uma diminuic¢ao gradual da viscosidade aparente com um aumento na tensao
de cisalhamento (Leonardi e Maia Campos, 2001).

A viscosidade aparente pode ser obtida pela tangente em cada ponto da curva, obtida a
partir de valores crescentes da tensdo de cisalhamento (Leonardi e Maia Campos, 2001).
Viscosidade ¢ uma expressao de resisténcia do fluido ao fluxo: quanto maior a viscosidade,
maior a resisténcia (Almeida e Bahia, 2003; Corréa et al., 2005). Para todas as formulacoes a
viscosidade aparente diminuiu com a adi¢cdo do extrato. Para F2 e F3, esta diferenga foi de
aproximadamente 3,1 Pa.s, enquanto que para F1, a diferen¢a foi de 4,6 Pa.s. VI, V2 e V3
armazenados a 40° C apresentaram uma viscosidade aparente mais elevada no més 0 do que no
més 6, enquanto que as mesmas amostras armazenadas a 4° C apresentaram viscosidade
aparente no més 0 inferior do que no més 6. F1, F2 e F3 apresentaram viscosidade aparente no
més 0 inferior do que no més 6, tanto para 40° C como para 4° C. Embora este parametro tenha
variado para todas as 6 formulacdes, os valores absolutos das diferencas entre 0 e 6 meses
variaram apenas entre 0,47 a 1,95 Pa.s, portanto, a viscosidade aparente nao foi um parametro
indicativo de mudangas significativas na estabilidade.

A tixotropia ¢ definida como a reducdo da viscosidade aparente sob pressdo, seguido
de uma recuperacdo gradual quando a pressao ¢ removida. As formulacdes topicas com
carater tixotropico sdo bastante almejadas, pois elas se deformam durante a aplicagao, tornando-
se mais fluidas e facilitando o espalhamento e recuperam a viscosidade inicial no momento que
se encerra a aplicacdo, o que evita que o produto escorra. Entretanto, ¢ interessante a obtengao
de um valor de tixotropia nao muito elevado para que o produto ndo escorra sobre a pele apos
aplicagdo e também um valor nao muito baixo, pois isso pode acarretar em baixa
espalhabilidade do produto nao permitindo uma distribuicao uniforme sobre a pele (Gaspar e

Maia Campos, 2003). Além disso, os produtos com carater tixotropico tendem a aumentar a
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vida de prateleira (“shelf-life”), pois durante o armazenamento, apresentam viscosidade
constante, o que dificulta a separagao dos constituintes da formulagdo (Martin et al., 1993).

A Fig. 26 apresenta os reogramas das formula¢des armazenadas a 40° C durante 6
meses. As amostras armazenadas a 4° C nao apresentaram alteragdes significativas (reogramas
ndo mostrados). Os veiculos ndo apresentaram comportamento tixotropico no tempo 0 e as
formulagdes adicionadas do extrato apresentaram comportamento tixotropico, evidenciado pela
formacdo da area de histerese, mesmo que pequena. As formulagdes adicionadas do extrato
apresentaram valores mais baixos de tensao de cisalhamento maxima, o que foi considerado
apenas como alteracdo na caracteristica fisica da formulagdo e ndo instabilidade, ja que o

reograma nao sofreu mudancas a 4°C durante o tempo de estudo.

Figura 26. Reogramas das formula¢oes armazenadas a 40° C em 0 (a), 2 (b), 4 (¢) e 6 (d)
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F1/V1: formulagio e veiculo sem promotor de absor¢ao; F2/V2: formulacdo e veiculo com oleato de
isodecila; F3/V3 formulagdo e veiculo com o6leo de macadamia. Resultados sdo representados como
média de 3 determinacdes.

Observou-se tixotropia para F1, F2 e F3 e a presenca do extrato aumentou
significativamente a area de histerese em relagdo aos veiculos. V1, V2 e V3 apresentaram
pequenas areas de histerese, que demonstraram pequena variagdo a 40° C e a 4° C. No entanto,

opostamente a F1, F2 e F3, os veiculos apresentaram comportamento reopético. Para F1, F2 e
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F3 armazenados a 4° C, as areas de histerese foram menores do que para as formulagdes
armazenadas a 40° C. Para F1, F2 e F3, as areas de histerese aumentaram entre os meses 0 € 2,
o que indica uma reorganiza¢do molecular da formulacao, uma vez que as mesmas amostras a
4° C também apresentaram este comportamento, porém em menor propor¢ao. Entre 2 € 4 meses,
ndo houve alteragdo nas areas de histerese para as formulagdes armazenadas a 40° C e a 4° C.

No entanto, entre 4 e 6 meses, as areas de histerese aumentam trés vezes para F1 e F3,
e duas vezes para F2. Além disso, no més 4 o pH atingiu o valor minimo aceitavel para o agente
espessante. A tixotropia € uma caracteristica desejavel numa formulacao topica porque impede
que a formulagdo escorra sobre a pele e ajuda a manter a estabilidade. Neste estudo, a maior
tixotropia provavelmente ajudou a manter a estabilidade das formula¢des armazenadas a 40° C
até o més 4. O pH e a tixotropia sofreram alteracdo acentuada do més 4 para o més 6, portanto
provavelmente as formulagdes se tornaram instaveis, embora ndo tenha ocorrido separagao de
fases.

Apesar de F2 apresentar maior area de histerese nas medidas intermediarias (Fig. 26),
todas as formulagdes contendo o extrato acondicionadas a 40°C apresentaram
aproximadamente o mesmo valor no tempo 6 meses. Este valor (12130 Pas/s) ¢
aproximadamente 40 vezes maior do que o apresentado pelas mesmas formulagdes
acondicionadas a 4°C (331 Pas/s). A medida da tixotropia foi o parametro que sofreu maior
alteragdo com o processo de acondicionamento e indica que ocorreram mudancas fisicas na
formulacao.

Enquanto para a medida da atividade antioxidante foi possivel observar uma grande
diferenca do tempo 0 para 2 meses, a area de histerese apresentou mudanca significativa no
comportamento reologico do tempo 4 para 6 meses, demonstrando que o extrato perdeu
atividade antes da formulagdo sofrer uma grande desestruturagdo, possivelmente devido a
degradacdo pela elevada temperatura.

Estes resultados reafirmam a necessidade de realizar-se estudos de estabilidade durante
6 meses. Enquanto o ICH padroniza o estudo acelerado de estabilidade por 6 meses, varios
outros pesquisadores tém realizado estudos acelerados por periodos mais curtos, e esses estudos
subestimam as mudangas reais e reorganiza¢des que ocorrem nas formula¢des. Embora o pH
tenha alterado entre 4 e 6 meses, todas as formulagdes armazenadas a 4° C foram funcionais ao
longo de todo o tempo de armazenamento € mantiveram as suas caracteristicas reoldgicas.

A 40° C, V1, V2 e V3 foram estaveis, enquanto F1, F2 e F3 apresentaram estabilidade
funcional reduzida no més 2 e apresentaram alteragdes reologicas no més 6. O extrato foi

incorporado com sucesso no veiculo e ndo resultou em mudancas substanciais na estabilidade
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até o més 4. Apesar das alteragdes sofridas pela formulagdo, € possivel que o agente espessante
tenha contribuido de forma positiva para a manutencao da estabilidade, devido ao aumento da
viscosidade aparente apos o tempo de estocagem. As alteragdes na estabilidade possivelmente
poderiam ser corrigidas através de pequenas alteragdes na formulagdo, como a adi¢ao de um
antioxidante sintético. No entanto, as formulagdes ndo foram ajustadas para este estudo, uma

vez que era importante avaliar o efeito do extrato sem interferentes.

4.5 Estudo in vitro de Penetracao/Retencao dos componentes do extrato na pele humana
4.5.1 Escolha do solvente extrator e avaliacdo da recuperacio

As emulsdes podem ser desenvolvidas para facilitar a penetragdo do ativo na pele. O
ultimo passo da administragao topica de ativos ¢ a difusdo destes através do estrato corneo, o
que significa que as moléculas do ativo devem passar através do estrato corneo e penetrar nas
camadas mais profundas da pele. A administragao topica de antioxidantes naturais proporciona
uma eficiente maneira de enriquecer o sistema endogeno antioxidante de protecdo cutinea, e
portanto, pode ser uma estratégia eficaz para diminuir o dano oxidativo na pele. Assim, o
sucesso desse tipo de produto depende da sua capacidade de penetrar até as camadas mais
profundas da pele, onde ocorre a geracao de EROs (Saija ef al., 1998; Avila Acevedo ef al.,
2014; Angelo et al., 2016).

A recuperagao ¢ definida como a proporcdo da quantidade da substancia de interesse,
presente ou adicionada ao material teste, que ¢ extraida, e indica se o método fornece uma
resposta adequada para a quantidade de analito que esta presente na amostra (Causon, 1997). A
escolha adequada do solvente extrator ¢ um importante fator na padroniza¢ao do procedimento
de extracdo, pois o solvente deve ser capaz de extrair todos os componentes do extrato que
ficam retidos na pele sem extrair as substancias antioxidantes endogenas da pele. Cinquenta
microgramas de extrato foram adicionados a pele e dgua, metanol 50% e 80% foram testados
no processo de recuperacdo. A analise da recuperagdo foi realizada por CLAE e verificou-se
que ndo houve interferéncia dos compostos antioxidantes enddgenos da pele para nenhum dos
solventes testados. Todos os compostos da pele foram eluidos até 3 minutos, o que evitou a co-
eluicdo com as substancias presentes no extrato, demonstrando a seletividade do método.

Conforme apresentado na Fig. 27a, a extragdo com metanol 50% e 80% resultou em
86% e 60% de recuperacdo da quantidade de extrato adicionado a pele, respectivamente. A
extragdo com agua resultou em maior porcentagem de recuperacao (110%), e, portanto, este foi

o solvente escolhido para proceder com os testes de recuperagdo. O processo proposto mostrou
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ser eficiente para extracdo dos componentes do extrato da pele, que deve ser superior a 80%
(Bronaugh et al., 1999).

A fim de verificar-se a sensibilidade do método para o processo de extracao tanto para
baixas quanto para altas concentragdes, a pele foi enriquecida com diferentes quantidades de
extrato (Fig. 27b) e verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as amostras, sendo

que a recuperacao variou de 89% a 108%.

Figura 27. Recuperacio dos diferentes solventes testados (a) e das diferentes quantidades
de extrato quando extraido em agua (b).
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met: metanol. Resultados sdo representados como média + erro padrao (n=3). Mesmas letras significam
que média ndo foi diferente apos analise de variancia seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

4.5.2 Estudos in vitro de penetracao

Para que as formulagdes topicas apresentem efeito fotoquimioprotetor ¢ necessario
que os compostos antioxidantes ultrapassem o estrato corneo e que fiquem retidos nas
camadas mais inferiores da pele, onde ocorre a geracdo de EROs induzida pela radiacdo
ultravioleta. No entanto, a penetragao dos compostos antioxidantes encontrados nos extratos
vegetais através da pele ¢ limitada, e o sucesso no uso desses agentes por aplicagdo tdpica
depende do uso de formulagdes que possam aumentar sua penetracdo (Nichols e Katiyar,
2010). Promotores de penetragdo sdo frequentemente utilizados para este fim. O promotor de
absorcao ideal deve ser ndo alergenico e ter acao reversivel sobre a pele (Lane, 2013).

Os ésteres, tais como oleato de isodecila sao um, dentro de muitos grupos de promotores
de penetragdo. Os 4cidos graxos sdo também conhecidos por facilitarem a penetracdo de
farmacos através da pele (Lane, 2013). A composi¢ao quimica do 6leo de macadamia € superior
a 60% de acido oleico (Poudyal et al., 2013), que conhecidamente melhora a penetragdao
cutanea, aumentando a taxa de difusdo através de um efeito de desorganizagdo dos lipidios

cutaneos, o que aumenta a fluidez lipidica da membrana (Mostafa et al., 2015). Nenhum
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promotor de absorcio foi adicionado a F1/V1. Oleo de macadamia foi adicionado a F2/V2 e
oleato de isodecila foi adicionado a F3/V3. A penetracdo dos componentes do extrato na pele
foi avaliada por HPLC e a quantidade das substancias referentes aos picos 1, 2 € 3 que
penetraram na pele foi expressa como equivalentes de extrato.

A Fig. 28a mostra as quantidades de extrato que penetraram na pele para F1, F2 e F3
em 12 horas, expressas em funcdo de cada pico majoritario. Os equivalentes de extrato que
penetraram na pele foram, respectivamente, 21, 25 e 45 ug/cm? para F1, F2 e F3, e as
quantidades correspondentes de acido clorogénico foram, respectivamente, 1,12, 1,34 ¢ 2,41
ug/cm?, o que corrobora o resultado apresentado anteriormente, que mostrou que a porcentagem

de 4cido clorogénico no extrato ¢ 5,4%.

Figura 28. Penetracio das diferentes formulacées em fun¢do da concentracgio de extrato
em 12 horas (a) e comparaciao da penetracio de F3 em 12 e 6 horas (b).

R a
T e0q? .
S Pico 1
E L T EXrico2
- ":‘ = i
e el & Pico 3
© KX}
f o4 D)
o el
x K]
o el
o el
° K]
[ el
€ o
] KRS
4 KX
S R
- KX}
= DO
o %!
w
— b
< o0 |
S Pico 1
o Pico 2
= - o
o Paes]
£ 401 o - E3) Pico 3
& e
% e
1)
@ -
° e
g 209 ==
c
2 :
©
> =
= !
i _—
ki 0

12 horas

F1/V1: formulacdo e veiculo sem promotor de absor¢do; F2/V2: formulagdo e veiculo com oleato de
isodecila; F3/V3 formulagdo e veiculo com o6leo de macadamia. Resultados sdo representados como
média + erro padrdo (n=3). * média ndo foi diferente entre as amostras ap6s analise de variancia seguida
pelo teste de Tukey para p < 0,05.

A penetragao de F1 ndo foi significativamente diferente de F2, portanto, a adigdo de
0leo de macadamia ndo aumentou a penetragdo dos componentes do extrato da formulagdo
desenvolvida contendo o extrato de C. obtusa. Todas as formulagdes continham propilenoglicol

e tridecet-6 (agente espessante), que ¢ um éter de polietilenoglicol do alcool tridecilico. Ambas
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substancias podem ter aumentado a penetracdo das formulagdes, sendo possivel que estes
ingredientes tenham melhorado a penetracdo de todas as formulagdes.

Além disso, a partir da Fig. 28a pode-se concluir que para todas as formulacdes a
penetracao dos 3 picos foi associada com a mesma quantidade de extrato, o que mostra que nao
ocorreu o favorecimento da penetracdo de um pico especifico para nenhuma das formulagdes.
Sabe-se que promotor de absorc¢do precisa ser combinado com o ativo (Lane, 2013). Para o
extrato de C. obtusa, a formulacao contendo oleato de isodecila (F3) dobrou a quantidade de
compostos do extrato que penetraram na pele em comparag¢ao com F1 e F2. Como nao houve
favorecimento da penetra¢ao de nenhuma substancia especifica, o mecanismo pelo qual o oleato
de isodecila foi capaz de aumentar a penetragdo provavelmente estéd relacionado com uma acao
reversivel sobre pele, tal como um aumento na fluidizacao lipidica ou hidratacdo da pele, e nao
a capacidade do promotor em ligar-se a uma substincia especifica e alterar as suas
caracteristicas fisico-quimicas para aumentar a sua solubilidade.

Uma vez que F3 foi responsavel por promover a penetragcao do dobro de componentes
na pele, esta formulacao foi escolhida para a realizacao dos préximos estudos. Para avaliar se
0 extrato manteria a penetragdo em menor tempo experimental, o ensaio foi conduzido durante
6 horas (Fig. 28b). A penetracdo foi mantida em 6 horas, e quantidade de extrato penetrada

variou de 41 pg/mL em 6 horas para 45 pg/mL em 12 horas.

4.6 Avaliaciao da fotoprotecio da formulacdo contendo oleato de isodecila

As plantas medicinais e seus extratos sdo ricos em compostos com variadas estruturas
quimicas e diferente grau de atividade. Estes constituintes podem apresentar propriedades
protetoras contra o dano celular e complementar a fotoprotegdo UV (Skotarczak et al., 2015).
Visando obter-se um efeito fotoprotetor semelhante ao efeito previamente demonstrado para o
extrato, 4% do extrato de C. obtusa foi adicionado a formulagdo. A Fig. 29 mostra o efeito
fotoprotetor de F3 para as radiagdes UVA (Fig. 29a) e UVB (Fig. 29b).

Para UVB, F3 foi equivalente a CP 1. Ambos V3 e F3 absorveram a radiagao e
diminuiram a forma¢do de EROs. No entanto F3 conferiu prote¢do adicional e diminuiu a
forma¢ao de EROs em 19% em comparagdo a V3, o que demonstrou a capacidade do extrato
em absorver a radiagdo. Para UVA, V3 nido absorveu a radiagdo, e F3 diminuiu a formagao de
EROs em 23% em comparag¢do com o PC. Para UVA, F3 também foi equivalente a CP 1. Foi
observada diferenca entre a protecdo UVA e UVB, contudo ¢ possivel que a prote¢do UVB

tenha sido superestimada devido ao veiculo também ter absorvido a radiagao.
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Figura 29. Fotoproteciao oferecida pela formulac¢ao (F3) e veiculo (V3) contendo oleato de

isodecila para as radiacées UVA (a) e UVB (b).

QO
~
O
~

1004

o
?

50+

% Intensidade de fluorescéncia

% Intensidade de fluorescéncia

o
I
(=]

1

PC NC F3 V3 CP1  CP2 PC NC F3 V3 CP1  CP2

PC: Controle positivo, NC: controle negativo, CP: produto comercial. Resultados sdo representados
como média + erro padrdo (n=3). * média ndo foi estatisticamente diferente entre as amostras apos
analise de variancia seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Além disso, uma apigenina glicosilada e duas luteolinas glicosiladas foram identificadas
no extrato, e sabe-se que a apigenina e a luteolina sdo fortes antioxidantes que retardam o
processo de envelhecimento e os danos moleculares induzidos pelas EROs induzidas pela
radiacdo UVA e UVB. Alguns trabalhos também mostraram que essas substancias podem ser
empregadas como filtros UV adicionais, capazes de absorver a radiacdo e reduzir a transmissao
UV. Assim, a resultante redu¢do de fotons que atingem a epiderme também ¢ uma linha de
defesa relevante oferecida pela apigenina e luteolina (Hwang et al., 2011; Wolfle et al., 2011).
Portanto, ¢ possivel que o efeito do extrato sobre o equilibrio do estado redox celular em
resposta a radiagdo UVA e a capacidade do extrato de absorver radiagao estejam relacionados
a atividade dessas substancias. F3 absorveu com sucesso as radiagdes UVA e UVB ¢ a
promoveu a penetragdo de extrato em pele humana. Assim, estes resultados sugerem que esta
formulacao pode absorver radiagcdo e possuir atividade antioxidante na pele, o que demonstra o

efeito fotoquimioprotetor da formulagao.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu para aprofundar o conhecimento sobre os efeitos bioldgicos
e composicao quimica da espécie Cecropia obtusa, ¢ apresentou resultados que ndo haviam
sido previamente relatados ou explorados na literatura. Foi possivel identificar, através da
utilizacdo de espectrometria de massas, os componentes majoritarios do extrato: acido
clorogénico, Luteolina-C-hexosideo, Luteolina-C-hexose-O-desoxi-hexose e Apigenina-
C-hexose-O-desoxi-hexose. Estes compostos, que haviam sido relatados em outros géneros
de Cecropia, foram relatados pela primeira vez em C. obtusa. Além disso, a identificagao
desses compostos foi relevante para o desenvolvimento de um método cromatografico que
demonstrou-se valido para analise dos constituintes do extrato e para a analise dos mesmos
nas peles, viabilizando a avaliagdo da penetracdo dos compostos do extrato em pele
humana.

O extrato exibiu elevada atividade antioxidante in vitro, que foi mantida em cultura
de células. Além disso, o extrato também apresentou promissora atividade
fotoquimioprotetora em cultura de células e foi capaz de proteger contra a formagao de
espécies reativas do oxigénio, diminuir a formacao de peroxidos lipidicos, aumentar o
conteudo de glutationa reduzida, aumentar a atividade das enzimas superoxido dismutase
e catalase, diminuir a formac¢do de proteina carbonilada, aumentar os conteudos de
colageno e acido hialurdnico, e diminuir a atividade da metaloproteinase-1.

Foi possivel incorporar, com sucesso, 4% do extrato em uma formulacdo do tipo
emulsdo de silicone em agua, que foi capaz de manter a estabilidade até 4 meses. Os
experimentos de penetracdo demonstraram que a formulagdo com oleato de isodecila
dobrou a quantidade de extrato penetrado na pele em comparagdo com as outras duas
formulag¢des. Porém todas as formulagdes foram capazes de promover a penetragdo do
extrato sem promover o favorecimento de uma substancia sobre as outras. Isso ¢ importante
pois se houvesse favorecimento da penetragdo de alguma substancia, provavelmente a
atividade fotoquimioprotetora observada em cultura de células ndo seria reprodutivel na
pele. Além disso, a formulagdo também foi capaz de manter a atividade do extrato de
absorcao da radiacao, o que sugere a incorporacao do extrato de C. obtusa em formulagoes
contendo filtros, visando aumentar o espectro de absor¢do e promover um efeito atenuador
do estresse oxidativo na pele. Testes em pele humana ainda sdo necessarios para confirmar
o efeito fotoquimioprotetor da formulacdo desenvolvida, e para avaliar a seguranca da

formulagao para aplicacdo topica.
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ANEXOS

Figura 29. Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta, espectro de MS e MS/MS no
modo negativo, espectro de MS e MS/MS no modo positivo da substancia 1.
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Figura 30. Espectro de absorciao na regiao do ultravioleta, espectro de MS e MS/MS no
modo negativo, espectro de MS e MS/MS no modo positivo da substancia 2.
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Figura 31. Espectro de absorciao na regiao do ultravioleta, espectro de MS e MS/MS no
modo negativo, espectro de MS e MS/MS no modo positivo da substancia 3.
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Figura 32. Espectro de absorciao na regiao do ultravioleta, espectro de MS e MS/MS no
modo negativo, espectro de MS e MS/MS no modo positivo da substincia 4.
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Figura 33. Cromatogramas da analise do extrato de Cecropia obtusa.
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Figura 34. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (I).
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Figura 35. Espectro de absor¢ao na regiio do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico .
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Figura 36. Espectro de absorcio na regiao do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (I1D).
' 260 e 25‘0 B 3[;0 . SEIiD Y V‘\l’av‘e\e‘ng".h [;lm] Intens. 7 +MS, 20.9min #2577
lr[!ﬂa]: UV, 20.9min #1962 Xma‘f
E 202 3-; 581.15
2
404 1 _E
- 1 656.47
304 x107 -MS, 21.0min #2584
44
20 | 579.15
280
2‘
104 J 415.12
0 T T Ly T r r T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Figura 37. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (IV).
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Figura 38. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico V).
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Figura 39. Espectro de absor¢io na regiio do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (VD).
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Figura 40. Espectro de absor¢io na regiio do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (VID).
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Figura 41. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (VIII).
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Figura 42. Espectro de absor¢ao na regiio do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos

modos positivo e negativo, respectivamente, do pico IX).
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Figura 43. Espectro de absor¢io na regiio do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
negativo,

modos
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Figura 44. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (XI).
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Figura 45. Espectro de absorcio na regido do ultravioleta e espectro de massa (MS) nos
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modos positivo e negativo, respectivamente, do pico (XII).
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Figura 46. Aprovacio do comité de Etica em Pesquisa da FCFRP/USP
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Of, CEP/ECFRP r°. 013/2016
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Ribeirdo Preto, 10 de maio de 2016.

A Sra.

Prof.” Dr.* Maria José Vieira Fonseca
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
FCFRP/USP

Prezada Professora

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DO
POTENCIAL FOTOPROTETOR E FOTOQUIMIOPROTETOR DAS FORMULACOES TOPICAS
ADICIONADAS DO EXTRATO DE CECROPIA OBTUSA EM CULTURA DE CELULAS E PELE
HUMANA”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comite, Protocolo CEP/FCFRP n°.
386 - CAAE n° 45128614.2.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FCFRP/USP em sua 152 Reunido Ordinaria realizada em 09/05/2016.

Lembramos que, de acordo com a Resolugdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responséavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as péginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responséveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que deveréa ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa_em formulédrio préprio deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, atraves da
interposigdo de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

&/? V FITL. Actiads
PrROF*. DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

‘Avenida do Café SIN: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 33154213 ou 33154216 — Fax: (16) 33154892





