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RESUMO

A exposicado inadequada a radiacdo solar ocasiona sérios danos a pele, como
queimaduras, fotoenvelhecimento, queratose actinica e cancer, sendo por iSso
motivo crescente de preocupacao por parte dos 6rgaos de saude. Estima-se que no
Brasil surjam 140.000 novos casos de cancer de pele em 2012. O principal
mecanismo pelo qual a radiacdo UV danifica a pele € através da lesdo ao DNA, que
pode ser direta, por dimerizacdo de suas bases, ou indireta, via acdo de espécies
reativas de oxigénio. Uma das formas de evitar os efeitos nocivos da radiacéo solar
é a utilizacdo de protetores solares. Estudos tem sido realizados com a finalidade de
ampliar o fator de protecdo solar (FPS) pela associagdo de extratos vegetais com
filtros organicos. Vegetais ricos em compostos fendlicos e flavondides séo de
particular interesse por estarem relacionados a atividade fotoprotetora e
antioxidante. Nesse sentido, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o
potencial fotoprotetor e a atividade antioxidante in vitro de extratos de Mikania
glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea millefolium e Aesculus
hippocastanum e das substancias bioativas rutina e vanilina. Os teores de
compostos fendlicos e flavondides dos extratos foram determinados
espectrofotometricamente e a atividade antioxidante de extratos, rutina e vanilina foi
avaliada frente ao radical DPPH. Formulagbes em gel e emulsdo O/A foram
preparadas associando-se 5% do filtro orgénico é&cido 2-fenilbenzimidazol-5-
sulfénico a 3,5% v/v de extratos, 0,1% ou 0,25% de rutina ou vanilina e os valores de
FPS determinados espectrofotometricamente pelo método de Mansur. O extrato de
A. hippocastanum produziu a maior elevagdo de FPS do gel, enquanto a rutina
0,25% produziu o valor mais elevado de FPS da emulsdo. O extrato de A.
hippocastanum demonstrou o maior potencial fotoprotetor e antioxidante, podendo
ser considerado promissor adjuvante em formulacdes de protetores solares.

Palavras-chaves: Radiagdo UV. Filtros solares. Extratos vegetais. FPS in vitro.
Antioxidantes.



ABSTRACT

Inadequate exposure to sun radiation causes serious skin damages, such as
sunburn, photoaging, actinic keratosis and cancer, and therefore causes growing
concern among health organizations. It is estimated that in Brasil 140.000 new cases
of skin cancer will arise in 2012. The main mechanism in which the UV radiation
damages the skin is through DNA lesion, which can be direct by dimerization of its
bases, or indirectly via action of reactive oxygen species. One way to avoid the
harmful effects of sun radiation is to apply sunscreens. Studies have been done
aiming to increase the sun protection factor (SPF) by the association of plant extracts
with organic filters. Plant extracts rich in phenolic and flavonoid compounds are of
particular interest since they are related to photoprotective and antioxidant activities.
Thus, this study aims to assess the potential photoprotection and the antioxidant
activity in vitro of Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea
millefolium and Aesculus hippocastanum extracts, also the bioactive substances rutin
and vanillin. The phenolic and flavonoids compound levels of the extracts were
settled by spectrofotometry and the extract’'s antioxidant activity, rutin and vanillin,
were evaluated against DPPH radical. Gel and O/W emulsion formulations were
prepared by adding 5% of organic filter 2-phenylbenzimidazole-5-sulfonic acid to
3,5% v/v of extracts, 0,1% or 0,25% of rutin or vanilin and the SPF values
determined spectrophotometrically by Mansur's method. The extract of A.
hippocastanum produced the highest elevation of gel SPF, while 0.25% rutin
produced the highest value of emulsion SPF. The extract of A. hippocastanum
showed the greatest potential photoprotective and antioxidant, it can be considered
promising in formulations of sunscreens.

Key words: UV Radiation. Sunscreens. Plant Extracts. SPF in vitro. Antioxidants.
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1. INTRODUCAO

Atualmente é grande a preocupacdo com a exposicdo excessiva a radiagdo
solar, principalmente devido a reducdo da camada de ozb6nio, protecdo natural por
absorver parte da radiacdo solar mais energética (WANG, BALAGULA &
OSTERWALDER, 2010). O sol emite amplo espectro de radiagbes com
caracteristicas eletromagnéticas, como ondas de radio, ndo-ionizantes, ultravioleta
(UV), visivel (VIS) e infravermelho (IV). Dentre essas, a radiacdo UV €& a mais

nociva, sendo responsavel pelos fotodanos cutaneos (ARAUJO & SOUZA, 2008).

A radiacdo UV pode ser subdividida em trés faixas: UVA (320-400nm), UVB
(290-320nm) e UVC (200-290nm). Os efeitos nocivos e sua intensidade variam de
acordo com a faixa de radiacdo. Praticamente a totalidade da radiacdo UVC é
bloqueada pela camada de 0z6nio, sendo entdo de maior importancia para a saude
humana as radiagbes UVA e UVB. A radiacdo UVB tem baixo poder de penetragéo e
€ mais energética, por isso causa danos agudos e cronicos a pele, como
gueimaduras, manchas, descamacéo e cancer de pele. A radiagdo UVA é menos
energética, penetra mais profundamente atingindo a derme, produzindo espécies
reativas de oxigénio (EROs), responsaveis pelo fotoenvelhecimento,
fotossensibilidade e contribuindo para o desenvolvimento do cancer de pele (LUCAS
et al., 2006; ARAUJO & SOUZA, 2008). Segundo a Sociedade Brasileira de
Dermatologia (2006), o cancer de pele é a neoplasia de maior incidéncia em varios
paises do mundo, inclusive no Brasil. Dados do Instituto Nacional de Cancer (2011)
estimam que cerca de 140.000 novos casos de cancer de pele surgirdo no Brasil em
2012.

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, tem a funcdo de protecdo contra
agentes externos e esta dividida basicamente em trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. Na epiderme, camada mais externa, é sintetizada a melanina, pigmento
marrom-escuro que da coloracdo a pele e absorve as radiagcbes UV e VIS,
garantindo fotoprotecdo a pele por meio de um bloqueio quimico (HENRIQUES,

2008). Além disso, a epiderme contém ainda substancias antioxidantes, como
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enzima superoxido dismutase e as vitaminas C e E, defesas naturais que removem
EROs da pele (FONSECA, 2010).

Embora a pele possua defesas contra os efeitos da radiacdo solar, é
necessario amplid-las principalmente através do uso de protetores solares
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2006). O protetor solar € uma
preparacao destinada a aplicacdo topica com substancias ativas que minimizam 0s
efeitos da radiagdo solar. Existem basicamente dois tipos de substancias ativas
fotoprotetoras, denominadas filtros solares, quimicos e fisicos. Os filtros quimicos
sao aqueles que absorvem a radiacdo solar através do anel aromatico conjugado de
suas estruturas, como por exemplo, aminobenzoatos, benzofenonas, cinamatos e
salicilatos. Os filtros fisicos atuam principalmente refletindo a radiacdo UV, sendo
representantes dessa classe o dioxido de titdnio e o Oxido de zinco (WANG,
BALAGULA & OSTERWALDER, 2010).

A espessura da camada aplicada, a frequéncia da aplicacdo, a perspiragéo e
a exposicdo a agua sao determinantes na eficacia de um protetor solar (INCA,
2012). Um teste in vivo permite calcular a capacidade de reducdo das queimaduras
causadas pela radiacdo UV, expressa numericamente pelo Fator de Protecdo Solar
(FPS), podendo ser utilizadas as metodologias Colipa (européia) ou FDA
(americana), conforme preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2012b; MILESI & GUTERRES, 2002).

Apesar do método in vivo ser o0 mais adequado para determinacdo do FPS, as
técnicas disponiveis mostram-se morosas e de dificil execucdo para o controle de
qualidade dos protetores solares (ALVES et al., 1991). Assim, foi desenvolvida por
Mansur (1984) uma técnica espectrofotométrica na regido UVB para determinacao in
vitro de FPS. Essa técnica possibilita a previsdo da acdo fotoquimioprotetora de
substancias, podendo também ser utilizada em estudos preliminares de novos filtros
solares (FLOR, DAVOLOS & CORREA, 2007).

Dada a importancia da fotoprotecdo como uma questdo de saude publica,
existe um grande interesse no desenvolvimento de protetores solares com maior
FPS e que proporcionem melhor protecdo a pele mais clara. Nesse sentido, varios

trabalhos tém destacado a atividade fotoprotetora e antioxidante de extratos e 6leos
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de plantas, cujos componentes apresentem estrutura semelhante aos filtros
quimicos (GUARATINI, MEDEIROS & COLEPICOLO, 2007; VELASCO et al., 2008a;
VIOLANTE et al., 2009). Os metabdlitos especiais das classes de fendlicos e de
flavondides apresentam essa caracteristica e agem absorvendo a radiacdo solar,
assim como reduzindo as espécies reativas de oxigénio formadas na pele por essa
radiacdo (ROSA et al., 2008). Como beneficios da utilizacdo de extratos vegetais em
protetores solares tem-se, além da fotoprotecdo, a reducdo do eritema, do
fotoenvelhecimento e da fotocarcinogénese (CHEN, HU & WANG, 2012). As
espécies Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea
millefolium e Aesculus hippocastanum por possuirem tais metabodlitos foram

selecionadas para estudo nesse trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Radiacao Solar

O sol é a principal fonte de radiacdo eletromagnética. Sua energia irradiada
atinge os mais diversos comprimentos de onda, subdividindo-se em radiacéo
ionizante — raios X, raios gama — e ndo ionizante — ultravioleta (UV), visivel e
infravermelho (Figura 1). A superficie terrestre apenas é atingida pela radiagdo néo-
ionizante, visto que a radiacdo ionizante, de mais alta energia e, portanto, mais
prejudicial, € absorvida pela atmosfera (SANCOVICH & SANCOVICH, 2006).

Comprimento

() Espectro Eletromagnetico e onda inim

\ Ma RSSO, A TR 200
0
Energia 260
nirgvern \
_ Ondas curias
Baixva Ondas Hertzianas

320

Nk

400

FIGURA 1 — Espectro da radiacao eletromagnética emitida pelo sol. Disponivel em:
http://www.fismed.ufrgs.br/sol_efeitos.htm

Em se tratando de radiacdo ndo-ionizante, a radiacdo UV é a responsavel
pela maioria dos efeitos solares nocivos aos seres humanos. Dividida em trés
regides, UVC (200-290nm), UVB (290-320nm) e UVA (320-400nm), o grau de

incidéncia na Terra varia de acordo com a faixa de radiacdo. A radiacdo UVC é
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absorvida pela camada de oz6nio e a radiagdo UVB € atenuada, representando
apenas 6% do total de radiagdo UV que atinge a superficie. Em contrapartida, a
radiacdo UVA incide em sua totalidade, passando apenas por leves modificacdes
durante o dia (HALLIDAY et al., 2008; LUCAS et al., 2006).

A exposicdo desmedida a radiacdo solar tem sido relatada como causa de
varias doencas; de forma crénica pode causar queratose actinica, cancer das
células escamosas e basais, enquanto a exposi¢cao esporadica, porém intensa, pode
causar melanoma, o tipo mais perigoso de cancer de pele (WANG, BALAGULA &
OSTERWALDER, 2010).

O fotodano cutaneo é sinalizado por moléculas — os cromoéforos — que, apos
absorverem a radiacdo, sofrem modificagbes conformacionais ou estruturais e agem
no surgimento de sinais de alarme como eritema, queimadura solar e
imunossupressdo. O mais importante cromoforo € a melanina, que absorve as
radiacdes UVA e UVB. Em relacdo a radiacdo UVB, duas importantes moléculas de
sinalizacdo séo o acido trans-urocanico (trans-UCA) e o DNA (DUARTE, BUENSE &
KOBATA, 2006; TIMARES, KATIYAR & ELMETS, 2008).

ApGs a exposigao solar o trans-UCA é isomerizado a &cido cis-urocanico (cis-
UCA), que estimula a liberacdo de neuropeptideos pelas fibras neurais. Os
neuropeptideos, por sua vez, induzem a producao de histamina pelos mastoécitos, o
que leva a imunossupressao (PARIZI et al., 2010). Essa supressdo também pode
ser mediada pela ligacéo do cis-UCA a receptores de serotonina 5-HT,x em células
do sistema de defesa da pele (TIMARES, KATIYAR & ELMETS, 2008).

As estruturas de DNA alteradas pela radiacdo solar desencadeiam uma
cascata de reacdes biolégicas que visam a detencéo do ciclo celular e reparacéo do
DNA afetado, evitando assim a replicacéo de células danificadas. Erros no reparo do
DNA podem levar a mutac¢des oncogénicas (TIMARES, KATIYAR & ELMETS, 2008).

Segundo Wang, Jameson e Hogquist (2009), a exposicdo a radiacdo UV
reduz o numero de células de Langerhans epidérmicas, além de aumentar sua
migracdo em direcdo aos linfonodos. Em adicéo, tais células podem perceber os

fotodanos cutadneos através de vesiculas apoptéticas e mediadores solUveis
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produzidos pelos queratindcitos em seus arredores (TIMARES, KATIYAR &
ELMETS, 2008).

As radiacdes UVA e UVB agem de modos diferentes sobre a pele, devido as
distintas intensidades de energia. A radiacdo UVA € menos energética, entretanto
mais penetrante. Por sua vez, a radiacdo UVB apresenta maior energia e menor
capacidade de penetracdo, atuando nas camadas superficiais da pele (MASSON &
SCOTTI, 2003; TSILIMIGAKI et al., 2003; AFAQ, 2011) (Figura 2).

200 290 320 400

7
1

Derme papilar

Derme reticular

FIGURA 2 — Demonstracao da profundidade atingida pela radiacdo UVA e UVB na
pele (comprimento de onda em nanémetros — nm).
Fonte: Bedrikow, 2008

Devido a maior capacidade de penetracdo a radiacdo UVA é responsavel por
danos advindos de processos oxidativos. ApGs a absorcdo, a radiacdo UVA reage

com oxigénio molecular levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs), que deflagram processos inflamatorios na pele e danificam o DNA (SOUZA,
FISCHER & SOUZA, 2004).

As EROs séo produtos do metabolismo normal que contem um atomo de
oxigénio, como anion superoéxido (O;-), radicais hidroxila (HO-), oxigénio singlete
(*0,) e peréxido de hidrogénio (H,O). Em condicdes extremas, como sob exposicdo
a radiacdo UV, ha uma superproducdo de EROs, que tem elevado poder
carcinogénico e danoso ao DNA. Como resultado da oxidagao ocasionada por EROs
pode ocorrer dano a membrana celular (peroxidacao lipidica) ou até mesmo a bases
do DNA, obtendo-se, por exemplo, a 8-o0xo-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-
oxodGuo), utilizada como biomarcador para o dano oxidativo ao DNA (ICHIHASHI et
al., 2003; ZHANG et al., 1997).

Um dos efeitos da producdo acentuada de EROs € o estimulo ao fator de
transcricdo AP-1, que regula a expressao génica de algumas metaloproteinases de
matriz (MMPs), enzimas responsaveis pela degradacdo das fibras de colageno na
pele. Além disso o AP-1, aliado a inibicdo do fator de transformacao e crescimento
(TGF) também provocada pelas EROs, reduz a sintese de colageno, levando a
flacidez da pele (RITTIE & FISHER, 2002).

Outros efeitos relacionados a acdo UVA sdo bronzeamento via foto oxidagéo
da melanina, fotoenvelhecimento intenso, acompanhado de hiperplasia epidérmica,
gueimadura celular, inflamacdo dérmica, deplecdo de células de Langerhans e
alteracdo nas fibras elasticas da pele (COLDIRON, 1998; KULLAVANIJAYA & LIM,
2005).

A radiacdo UVB é mais energética, com penetracdo superficial, porém
causando efeitos igualmente danosos, principalmente no estrato basal da epiderme.
Alguns dos efeitos dessa radiacdo se manifestam por queimaduras solares,
inflamacgéo, dano ao DNA, imunossupressao, fotoenvelhecimento e cancer de pele
(AFAQ, 2011).

A inducéo do cancer de pele via radiacdo UVB se da diretamente, por sua
absorcdo pelo DNA (TSILIMIGAKI et al., 2003). Séo trés os estagios de

desenvolvimento: iniciacdo, promog¢ao e progresséo. Inicialmente, a radiacao incide
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sobre as células normais causando queimadura e dano ao DNA, o que leva a
mutagénese. Em sequéncia, essas ceélulas, ja iniciadas no processo de
desenvolvimento do cancer, vao passar a fase de promocdo, onde ha apoptose
deficiente, expansdo clonal, alteracdo das vias de transducdo de sinais e,
consequentemente, formacdo de papiloma benigno, constituido por células pré-
neoplasicas. A evolucdo dessa condicdo — fase de progressdo — é dada pela
transformacdo maligna dessas células, estabelecendo-se assim o cancer de pele.
Para o desenvolvimento dessa patologia faz-se necessario uma exposicao
prolongada a radiacdo solar, de anos ou até mesmo décadas (AFAQ, 2011;
MASSON & SCOTTI, 2003).

Expressa nos primeiros 30 minutos apGs exposi¢ao solar, a proteina p53 pode
prevenir a formacdo de células neoplasicas por dois mecanismos: a manutencéo do
repouso em células com dano no DNA ou a inducdo a apoptose caso o dano no
DNA néo possa ser revertido (FIGUEIREDO et al., 2003; RONDON et al., 2005;
SGARBI, CARMO & ROSA, 2007). Entretanto, a exposicao crbnica a radiacao leva
a mutacbes no gene p53, que impedem a expressao da proteina e, por
consequéncia, sua acao no controle do ciclo celular, o que propicia a propagacgao de
células defeituosas e sua malignizacdo (ELLER, ASARCH & GILCHREST, 2008;
MORALES & LOPEZ-NEVOT, 2006).

Como fonte alternativa de radiacdo UV, a camara de bronzeamento artificial é
frequentemente utilizada para obtencdo ou manutencdo de bronzeado sem
necessidade exposi¢cao solar. Entretanto os danos cutaneos advindos da radiacao
UV proveniente dessas camaras sdo mais intensos que 0s ocasionados pela
exposicao ao Sol, visto que seus niveis de radiacdo UV sdo mais elevados e ha uma
modificacdo na relacdo UVA:UVB em comparac¢do com a radiacdo solar. Devido ao
potencial carcinogénico desses equipamentos, diversos paises tem restringido ou
banido seu uso, como é o caso do Brasil (LIM et al., 2011); em 2009 a ANVISA
publicou a RDC n° 56, proibindo o uso de camaras de bronzeamento artificial para
fins estéticos no pais (BRASIL, 2009).
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2.2. Aspectos Gerais da Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, recobrindo uma superficie maior
que 2m? Sua constituicdo é estratificada, sendo dividida em trés diferentes
camadas, constituidas por epiderme, derme e camada adiposa subcutanea

(CHANDA & BARAVALIA, 2010; IDSON & LAZARUS, 2001) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Estrutura anatémica da pele. Disponivel em
http://www.auladeanatomia.com/tegumentar/tegumentar.htm

A epiderme é a camada mais externa da pele, atuando como barreira fisica,
guimica, bioquimica e imunoldgica. Superficialmente, a epiderme é composta pelo
estrato cérneo. Suas células, os cornedcitos, sdo justapostas, queratinizadas,
funcionalmente mortas, inseridas em um envelope composto por ligacbes cruzadas
de proteinas e lipidios apolares covalentemente ligados, organizados de forma

lamelar. A matriz extracelular € composta principalmente de ceramidas, colesterol e
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acidos graxos livres. Por sua constituicdo e interface com o ambiente, o estrato
corneo funciona como principal barreira a perda de umidade e a permeacao cutanea
de substancias, além de fornecer protecao fisica e mecéanica (BOUWSTRA et al.,
2003; ELIAS, 2007; FEINGOLD, 2009; IDSON & LAZARUS, 2001; MADISON, 2003;
MENON & KLIGMAN, 2009; O’'NEILL & GARROD, 2011; PROKSCH, BRANDNER,
JENSEN, 2008). Os cornedcitos estao unidos a camada inferior do estrato cérneo, o
estrato granuloso, por corneodesmossomos, placas protéicas presentes em células
vizinhas, interligadas por filamentos, que garantem a juncéo entre elas (PROKSCH,
BRANDNER & JENSEN, 2008).

Os estratos granuloso e espinhoso encontram-se abaixo do estrato cérneo,
nessa ordem. O estrato basal € a camada mais profunda da epiderme responsavel
pela geracdo do estrato cérneo a partir de modificacbes e migracdo das células
basais, os queratinécitos (BOUWSTRA et al., 2003; LADEMANN et al., 2007). Os
gueratindcitos deixam a camada basal, diferenciam-se e migram através das
camadas superiores, até atingirem o estrato corneo sob a forma de cornedcitos,
promovendo assim descamacéao superficial e controlando o processo de renovagao
epidérmica. A Ultima etapa de diferenciacdo dos queratindcitos envolve modificacfes
estruturais profundas para conferir a resisténcia fisica e quimica necessaria aos
cornedcitos (BOUWSTRA et al., 2003).

Outro tipo de célula que compde a epiderme € o melandcito, célula dendritica
derivada da crista neural, especializada na producdo de melanina, responsavel pela
pigmentacao cutanea, além de conferir fotoprotecdo contra radiacdo UV (ERNFORS,
2010; MIOT et al., 2009, THIBODEAU & PATTON, 2002). A fotoprotecao atribuida a
melanina deve-se principalmente a capacidade de absorver a radiacdo UV,
reduzindo sua penetracéo na pele (BRENNER & HEARING, 2008).

A formacdo do pigmento no melanécito (melanogénese) inicia-se em
vesiculas amorfas, os premelanossomas, através da oxidag&o da L-tirosina a L-dopa
e da L-dopa a dopaquinona, pela acdo da enzima tirosinase e outras enzimas
reguladoras da mesma familia. A dopaquinona por sua vez converte-se
espontaneamente a leucodopacromo e dopacromo, que entram em uma cascata de

reacOes bioquimicas para formacdo de eumelanina, pigmento preto-acastanhado. A
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conjugacdo de dopaquinona com cisteina e glutationa e transformacdo dos
conjugados em cascatas bioguimicas leva a formacdo de outro pigmento, a
feomelanina, que apresenta cor vermelho-amarelada. O preenchimento total dos
premelanossomas com o0s dois pigmentos sintetizados finaliza o processo de
melanogénese dando origem assim aos melanossomas (BIESEMEIER et al., 2010;
BRENNER & HEARING, 2008; OLIVEIRA & ALMEIDA JUNIOR, 2003).
Concentrados principalmente na camada basal e suprabasal, os melandcitos
transferem seus melanossomas através dos dendritos que ligam-se a cerca de 36
queratindécitos, formando a unidade epidermomelanica (MIOT et al., 2009; AZULAY,
2008).

A exposicao ao sol leva a proliferacdo e migracdo dos melandcitos em direcao
a epiderme. Além disso, a radiacdo UV excita a enzima tirosinase, levando a
formacdo de melanossomas maiores e mais numerosos (AZULAY, 2008; ELLER,
ASARCH & GILCHREST, 2008; YAMAGUCHI, BEER & HEARING, 2008). A
eumelanina € a principal responsavel pela absorcdo e dispersdo da radiacdo UV,
apresentando efeitos antiradicais livres adicionais. Apesar da melanina ser uma
protecdo natural da pele contra os efeitos da radiacdo UV, a exposicéo prolongada e
inadequada a esse estimulo pode levar a danos cutaneos. A feomelanina tem
elevado potencial fotodegradante pela geracdo de EROs e inducdo de mutacdes em
varias células cutaneas, incluindo os melandcitos. A feomelanina induz ainda a
apoptose celular e aumenta a liberacdo de histamina, produzindo edema e eritema
cutaneos (BRENNER & HEARING, 2008; MIOT et al., 2009; YAMAGUCHI, BEER &
HEARING, 2008).

Componentes imunologicos da pele, as células de Langerhans séo
dendriticas, distribuidas desde a camada basal até a granulosa, concentrando-se na
posicdo suprabasal. Apresentam estruturas internas chamadas granulos de
Bierbeck, que funcionam como fagolisossomos. Tém a funcdo de expor aos
linfécitos T e B 0s antigenos por elas processados e armazenados em sua superficie
(AZULAY, 2008; BOUWSTRA et al., 2003; MERAD, GINHOUX & COLLIN, 2008;
ROCHA, 2009; SANTOS et al.,, 2010). As células de Langerhans estendem seus
dendritos sobre os queratindcitos circunvizinhos, permanecendo aderidas a eles pela

producéo de E-caderina e molécula de adeséo de células epiteliais (EpCAM). A E-
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caderina permite ainda a ligacado a ag-integrina, expressa por linfocitos T epiteliais
(MERAD, GINHOUX & COLLIN, 2008). A langerina e a CD205, receptores de
lecitina, juntamente com a proteina CDla, estdo envolvidas na captura e
processamento de antigenos microbioldgicos, sendo a primeira Gtil como marcador
de células de Langerhans (KLECHEVSKY et al.,, 2008; MERAD, GINHOUX &
COLLIN, 2008). Como parte de sua resposta imunoldgica, as células de Langerhans
produzem citocinas pré-inflamatérias — IL-8 e IL-15 (KLECHEVSKY et al., 2008).

Estabelecendo a ligagcédo entre a epiderme e a camada inferior, a derme, esta
a juncao dermo-epidérmica, camada sinuosa e interpenetrante de células, onde a
epiderme penetra a derme por meio de cones interpapilares (cristas epidérmicas) e a
derme projeta-se na epiderme por papilas dérmicas (AZULAY, 2008). O
ancoramento dessa juncao € garantido pela presenca de hemidesmossomos ligando
0s queratindcitos a membrana basal e fibrilas ligando a membrana basal ao estroma
dérmico. Tais fibrilas sdo compostas principalmente por colageno VII. A manutencéo
dessa juncdo é de grande importancia para a resisténcia da pele (LEINEWEBER,
SCHONIG & SEEGER, 2011; VILLONE et al., 2008).

A derme é a camada que fornece sustentacdo mecéanica a pele (BOUWSTRA
et al., 2003). Composta por colageno tipos | e lll, fibras elasticas, espaco interfibrilar
de glicosaminoglicanos, sais e agua, abriga em sua estrutura glandulas sudoriparas
e sebaceas, vasos sanguineos, nervos e foliculos pilosos (POLLOCK, 2005;
RNJACK et al.,, 2011). Em sua camada superficial, as papilas dérmicas, estédo
receptores de toque e terminagdes nervosas livres. A derme reticular, camada mais
profunda, apresenta-se como tecido conectivo denso, irregular, repleto de feixes de
colageno formando uma rede entrecortada por fibras elasticas horizontais espessas
(RNJACK et al. 2011).

Os fibroblastos dérmicos apresentam diferencas morfofuncionais de acordo
com a camada que ocupam — papilar ou reticular. Cinética de proliferacédo, taxa de
contracdo das redes de coladgeno tipo I, sintese de proteoglicanos, tamanho e
empacotamento distintos foram observados em cultura dessas células (WANG et al.,

2008). Os fibroblastos sao responsaveis pela sintese e degradacdo de proteinas do
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tecido conectivo e de fatores mensageiros solUveis para epiderme, vasos e outras
células (AZULAY, 2008; KOCH et al., 2011).

Células com funcdo imunolégica também compdem a derme, como
histiocitos, mastocitos e células dendriticas. Essas séo responséveis pela resposta a
antigenos que desviaram da protecao epidérmica ou penetraram a pele via vascular
(OCHOA et al., 2008).

A hipoderme, ou tecido adiposo subcutaneo, camada mais interna da pele,
esta presente logo abaixo da derme e tem as funcdes de protecdo, armazenamento
energético e isolamento térmico (MEIRA, MORAES & BOHME, 2009; SILVA, 2010).
Suas células, os adipécitos, sdo capazes de sintetizar citocinas, as adipocinas, que
estdo envolvidas em processos fisiologicos variados (YARAK & OKAMOTO, 2010).

2.3. Protetores Solares

Tendo em vista as propriedades danosas da radiacdo solar, intensas
pesquisas tem sido realizadas no intuito de descobrir novas substancias com
capacidade fotoprotetora. Tais substancias sdo os filtros solares, que podem ser
divididos em quimicos e fisicos (MILESI & GUTERRES, 2002).

Os filtros quimicos sdo também conhecidos como filtros organicos ou
soluveis. Sua acdo baseia-se na capacidade de absorver radiacdo UVA e/ou UVB e
dissipa-la pela reemissdo a um comprimento de onda menos energético ou atraves
de um ciclo fotoquimico que resulta em isomerizacdo cis-trans ou tautomerizacao
ceto-endlica. Esse processo € possivel gracas a estrutura contendo um anel
aromatico e uma cadeia lateral com diferentes graus de insaturacdo ou um grupo
carbonila, comum a diversos filtros quimicos (CHRETIEN, HEAFEY & SCAIANO,
2010; DIAZ-CRUZ, LLORCA & BARCELO, 2008; FLOR, DAVOLOS & CORREA,
2007; FORESTIER, 2008; IANNUCCELLI et al., 2006; KRISHNAN & NORDLUND,
2008) (Figura 4).



27

Radiacao UV

O "Sor
Molécula excitada
R,NR R,NR,
1 | 2 I
4 Ganho Libera °
energia energia
= C
0% "“~or 4 0™ "“or
Molécula em estado de repouso Molécula em estado de repouso

FIGURA 4 — Representacdo esquematica do mecanismo de acao de filtros quimicos.
Fonte: Ribeiro, 2006

Sdo varios os filtros quimicos disponiveis (DIAZ-CRUZ, LLORCA e

BARCELO, 2008). Abaixo estdo descritos alguns grupos desses compostos:

Benzofenonas e derivados: introduzidos na formulagcdo de protetores
solares a partir de 1970, sua estrutura basica consiste de dois anéis benzénicos,
ligados por um grupo carbonila. Absorvem luz nos comprimentos de onda de 200-
400nm, sendo protetores UVA e UVB. Alguns representantes dessa classe séo
benzofenona, benzofenona-3, 4 e 10, hidroxibenzofenona-2, 3 e 4; dentre eles o
mais amplamente utilizado é a benzofenona-3. Apesar da ampla utilizagdo como
filtro solar, varios estudos relatam atividade agonista ou antagonista esteroide das
benzofenonas, que sdo absorvidas apOs aplicacdo tépica, podendo prejudicar a
saude humana. Adicionalmente, a benzofenona-3 foi definida como o principal
fotoalergeno de formulagbes fotoprotetoras, mais potente na causa de alergia de
contato que fragrancias ou conservantes (KAWAGUCHI et al., 2008; MOLINA-
MOLINA et al., 2008; WONG & ORTON, 2011). Outro composto importante desse

grupo é a avobenzona, potente protetor UVA, porém fotoinstavel, podendo afetar a
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estabilidade de outros filtros solares da formulacdo (CHATELAIN & GABARD, 2001;
PARIS et al., 2008; SAMBANDAN & RATNER, 2011).

Acido p-aminobenzéico e derivados: um dos primeiros compostos
utilizados como fotoprotetor foi o acido p-aminobenzdico — PABA. Sua estrutura
consiste de um anel benzénico com substituintes NH, e COOH em posi¢ao para.
Pouco hidrossoluvel, com grande potencial de absorcdo na regido do UVB, suas
formulagdes tinham o inconveniente de manchar a roupa e estavam associadas a
varios relatos de reacfes alérgicas. Modificagbes estruturais foram realizadas e os
ésteres derivados passaram a ser a opc¢ao, entretanto por também apresentarem
potencial alergénico foram substituidos por outros tipos de filtro (GASPARRO,
MITCHNICK & NASH, 1998; KIMBROUGH, 1997; SANCHEZ-SALDANA et al., 2002;
WANG, HUANG & TAlI, 2007).

Salicilatos: os principais representantes dessa classe sdo homossalato e
octissalato. S&o os mais fracos protetores UVB, entretanto seguros, o que possibilita
utiizacdo em altas concentragbes. Apresentam boa fotoestabilidade e
lipossolubilidade, agem em formulacbes associadas protegendo filtros fotoinstaveis
ou como solventes para outros filtros (PALM & O'DONOGHUE, 2007; SAMBANDAN
& RATNER, 2011).

Cinamatos: protetores UVB, fracamente hidrossollveis, apresentam boa
seguranca e poucos relatos de alergia cutanea. S&8o0 membros dessa classe
octilmetoxicinamato (octinoxato) e etoxietil-p-metoxicinamato (cinoxato). Dentre eles,
0 octinoxato € o mais potente e menos hidrossoluvel, portanto bastante Gtil em
preparacdes resistentes a agua (AVENEL-AUDRON, 2010; MONZON et al., 2009;
PALM & O'DONOGHUE, 2007; SAMBANDAN & RATNER, 2011).

Derivados canforados: compostos biciclicos, altamente fotoestaveis, com
espectro de absorcdo em UVB. Fazem parte dessa classe 4-metilbenzilideno
canfora, 3-benzilideno céanfora e acido tereftalideno dicanfora sulfénico, sendo o
altimo, ao contrario dos demais, um potente protetor UVA com propriedades
antiidade (RIGEL et al., 2005; SASSON et al., 2009).
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Triazinas: esse grupo compreende compostos que apresentam atividade
protetora UVB e boa seguranca, como etilexiltriazona e dietilbutaminotriazona. A
bis-etilhexiloxifenol metoxifenil triazina, composto do mesmo grupo, age absorvendo
radiacdo UVA e UVB. E lipossoltvel, fotoestavel e seguro, utilizado para estabilizar
formulacbes que contenham avobenzona e octilmetoxicinamato (GONZALEZ et al.,
2011; TUCHINDA et al., 2006)

Benzotriazdis:  caracterizam-se  estruturalmente  por um  grupo
hidroxifenilbenzotriazol ligado a cadeia siloxano. Drometrizol trisiloxano é
lipossoluvel, efetivo contra radiacdo UVA e UVB, comumente associado a derivados
canforados com espectro UVA. Metileno-bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol é
fotoprotetor UVA e UVB, apresenta-se como microparticulas organicas adequadas a
suspensao aquosa. Combina efeitos de protetores organicos e inorganicos, atuando
com sinergia junto a filtros lipossoltveis (TUCHINDA et al., 2006).

Derivados benzimidazoéis: tetrasulfonato de fenil dibenzimidazol dissddico €
um filtro UVA hidrossolivel que age sinergicamente a filtros lipossoluveis
(TUCHINDA et al., 2006). Acido fenilbenzimidazol sulfénico é hidrossoltvel na forma
de sal e altamente potente contra radiagdo UVB (BASTIEN et al., 2010; GOMAA et
al., 2010). Comumente utilizado como potencializador do efeito de outros filtros, nédo
foram relatados efeitos fotossensibilizantes ou irritacdo da pele associados a seu
uso, porém pesquisas indicam geracdo de radicais livres por esse composto,

potencialmente danosos a pele (GOMAA et al., 2010).

Outros: octocrileno é um filtro UVB lipossoluvel, utilizado como
fotoestabilizante para outros filtros, como avobenzona (SCALIA & MEZZENA, 2009).
O polisilicone 15 ¢é liquido, lipossoluvel e apresenta espectro contra UVB, devido a
cadeia polisiloxano que funciona como grupo cromoforo (BERG-SCHULTZ et al.,
2005).

Os filtros fisicos, também denominados inorganicos, sdo moléculas que
atuam refletindo, absorvendo ou espalhando a radiacdo UV. O tamanho da particula
influencia a capacidade fotoprotetora, uma camada espessa de formulagdo com
protetor de particulas grandes aumenta a capacidade de reflexdo do filtro fisico, a

reducdo do tamanho da particula resulta em menor opacidade e maior aceitacdo
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cosmeética, porém diminui a eficiéncia de espalhamento e absorcéo da luz. Diéxido
de titdnio e 6xido de zinco sdo os filtros fisicos mais amplamente utilizados
(BUCHALSKA et al., 2010; HEXSEL et al., 2008).

O didxido de titanio é uma substancia fotoestavel, inerte, insoltvel, que existe
em trés formas cristalinas: anatasio, rutilo e bruquita. As formas mais adequadas a
funcdo fotoprotetora s&@o anatasio e rutilo, preferencialmente associadas
(BUCHALSKA et al, 2010). Ativo contra radiacdo UVA e UVB, apresenta o
inconveniente de deixar aspecto opaco e esbranquicado na pele apés aplicacdo da
formulacdo. Para reduzir esse efeito estratégias como revestimento e preparacao de
nanoparticulas de diéxido de titanio tem sido adotadas (NEWMAN, SCOTLAND &
ELLIS, 2009; SADRIEH et al., 2010; TYNER et al., 2011).

O 6xido de zinco é fotoestavel, ndo fotoreativo e ndo fotocatalitico (NASH,
2006). Utilizado como particulas microfinas, apresenta excelente atividade anti-UVA
e UVB, sendo considerado mais efetivo que o didxido de titanio, além de apresentar
maior transparéncia, fato que favorece a estética da formulacdo. Para tanto é
importante que as particulas tenham tamanho entre 50 e 100nm e pouca tendéncia
a agregacdo (SUCHANECK, 2009). A micronizacdo solucionou problemas
anteriormente relacionados com as formulacdes de o6xido de zinco, como
comedogenicidade, fusdo apds exposi¢cao solar e descoloracédo de roupas (PALM &
O’'DONOGHUE, 2007).

2.4. Plantas e seus Constituintes com Potencial Fotoprotetor e Antioxidante

A energia solar € essencial para as plantas, entretanto o excesso de radiacao
pode ser prejudicial. Essa energia é considerada excessiva quando ultrapassa a
capacidade fotossintética da planta e a habilidade de assimila-la sob a forma de
carbono (MURCHIE & NIYOGI, 2011; SOLOVCHENKO & MERZLYAK, 2008). Nesse
contexto, como forma de defesa ao estimulo da radiacdo solar, a planta produz

metabolitos especiais fotoprotetores, dentre eles compostos fendlicos e flavonoides
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(HERNANDEZ et al.,, 2009; KHAZAELI & MEHRABANI, 2008; TAKAHASHI &
BADGER, 2011). Estudos indicam que essas substancias podem agir como
fotoprotetores em formulacdes de filtros solares, por possuirem estrutura quimica
semelhante aos filtros quimicos (EDREVA et al., 2008; KHAZAELI & MEHRABANI,
2008), ou ainda como adjuvantes, estabilizantes e potencializadores da atividade de
filtros sintéticos (WU et al., 2010). Segundo Adhami et al. (2008), os mecanismos
pelos quais essas substancias atuam como fotoquimioprotetores incluem
estimulacdo da resposta imune, inducdo da supressao génica, bloqueio do dano
oxidativo ao DNA, detoxificacdo de carcinogénese, inicializacdo da cascata de

sinalizacdo, dentre outros.

Os compostos fendlicos caracterizam-se por uma estrutura com ao menos um
anel aromatico hidroxisubstituido (Figura 5), podendo variar de simples a complexas
moléculas de alto peso molecular. Dentre o grupo dos fendlicos estdo os
fenilpropandides, Ces-C3 (Figura 5a) acido cinédmico (Figura 5b) e seus derivados,
utilizados como flavorizantes, perfumes e filtros UVA e UVB (BURLANDO et al.,
2010) e os derivados benzoicos (Figura 5c¢), Ce-C; com substituintes hidroxi e ou
metoxi e um grupamento carboxilico (FIGUEROA-ESPINOZA & VILLENEUVE,
2005). Os compostos fendlicos sao antioxidantes hidrofilicos que apresentam
atividade antinflamatéria e fotoprotetora UV (FIGUEROA-ESPINOZA &
VILLENEUVE, 2005; NICHOLS & KATIYAR, 2010). Rice-Evans, Miller & Paganga
(1996) destacam maior atividade antioxidante dos derivados cinamicos em relagéo
aos benzilicos, devido ao efeito eletro-retirador do grupo carboxilico presente no

altimo grupo, que reduz sua habilidade doadora de elétrons.

A vanilina, aldeido aromatico derivado do acido cinamico (DEWICK, 2002),
utiizado como flavorizante na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica
(PACHECO & DAMASIO, 2010), possui propriedades farmacoldgicas antioxidante
(MAHAL, BACHEKA & MUKHERJEE, 2001), antimutagénica, anticlastogénica e
anticarcinogénica (DURANT & KARRAN, 2003), inibindo inclusive a carcinogénese
induzida pela radiagdo UV em camundongos (LEY & REEVE, 1996). Estudos
relatam o uso da vanilina como fotoprotetor para formulacdes farmacéuticas
fotoinstaveis (THOMA, 1996). A vanilina natural é obtida da orquidea Vanilla

planifolia com um rendimento de 2% em peso. Devido a grande aplicacdo quimica,
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alimenticia, farmacéutica e cosmética, rotas sintéticas foram desenvolvidas para
suprir sua demanda comercial (DAUGSCH & PASTORE, 2005).
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FIGURA 5 — Estrutura de compostos fendlicos: fenilpropandides (a), acido cinamico

(b), &cido benzadico (c).

Flavondides s&do metabdlitos especiais relacionados a coloracdo e
fotoprotecdo em plantas. Quimicamente séo fenilbenzopiranos de quinze carbonos,
com estrutura basica composta por dois anéis benzénicos ligados por uma ponte de
trés carbonos, Cg-C3-Cq (Figura 6), sendo os anéis hidroxi ou metoxi substituidos em
diferentes graus (BURLANDO et al.,, 2010; DEWICK, 2002). Os flavonodides
apresentam capacidade antioxidante (HAENEN et al., 2006), quelante de ions ferro
e atividade anti-radicais livres, o que lhes garante propriedades antinflamatéria e
fotoprotetora, principalmente contra radiacdo UVB (AGATI & TATTINI, 2010;
BONINA et al., 1996; DEWICK, 2002; SAIJA et al., 1998).

FIGURA 6 — Estrutura béasica de flavondéides.
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Dentre a classe dos flavondides pode-se destacar a rutina, flavondide
glicosidico presente em vérias fontes alimentares — cebola, maca, feijao vermelho,
tomate — e nas favas de Dimorphandra mollis Benth, arvore nativa do Brasil, na
concentracdo de 8% (BECHO, MACHADO & GUERRA, 2009). Possui uma vasta
gama de atividades farmacologicas comprovadas, dentre elas antioxidante,
anticarcinogénica, citoprotetora, antiagregante plaquetaria, antitrombdética, vaso e
cardioprotetora (ZIAEE et al., 2009; ABDEL-RAHEEM, 2010). Segundo Velasco et
al. (2008a) e Choquenet et al. (2008), a rutina age sinergicamente a filtros solares
quimicos, promovendo elevacdo do FPS de emulsdes tanto UVA quanto UVB. No
Brasil a rutina € comercializada em associacdo com extratos de plantas, como

medicamento para tratamento de problemas circulatorios (BRASIL, 2012a).

O interesse na utilizacdo de produtos naturais como ativos fotoprotetores ou
coadjuvantes da protecdo solar vem crescendo, principalmente devido aos efeitos
adversos causados por filtros sintéticos (AFAQ, 2011; HU & WANG, 1998;
NASCIMENTO et al.,, 2009; MATSUI et al., 2009), como fotoalergenicidade,
atividade estrogénica e antiandrogénica (BURNETT & WANG, 2011). Extratos de
plantas que contém flavondides e compostos fendlicos sdo possiveis opcdes para
utilizacdo em formulacfes de protetores solares, pois além das propriedades anti-UV
agem também como antioxidantes e antiinflamatorios (HONG et al., 2012; MISHRA,
MISHRA & CHATTOPADHYAY, 2011; MORABITO et al, 2011; RANGEL &
CORREA, 2002). Exemplos de plantas que contem esses metabolitos secundarios
sao Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea millefolium e
Aesculus hippocastanum. Extratos hidroalcodlicos na concentracdo de 50% de M.
glomerata, G. biloba, M. chamomilla e A. hippocastanum e extrato glicélico a 20% de
A. millefolium s&o disponiveis comercialmente e utilizados em formulacdes

farmacéuticas e cosméticas, principalmente magistrais (PLANTAMED, 2012).

O género Mikania pertence a familia Asteraceae, estd principalmente
distribuido nas Américas do Sul e Central, sendo 171 espécies brasileiras. A espécie
Mikania glomerata Sprengel, popularmente conhecida como guaco, € uma
trepadeira arbustiva, com folhas verdes brilhantes que exalam um odor persistente
de baunilha (CELEGHINI, VILEGAS & LANCAS, 2001). Popularmente suas folhas

tem sido utilizadas no tratamento de doencas respiratérias, como asma e bronquite,
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além de combaterem a tosse (AMARAL et al., 2003; CABRAL, SANTOS &
ALHAIQUE, 2001). A cumarina, derivado lacténico do &cido cindmico (DEWICK,
2002), € o principal metabdlito especial da espécie, sendo relatada como grande
responsavel por suas atividades farmacoldgicas (ALVARENGA et al., 2009; ROCHA
et al., 2008). O flavondide 3-o-sulfato de mikanina foi isolado de M. glomerata,
entretanto a classe de flavondides apenas foi encontrada em treze espécies do
género (CAROLLO, 2008). Terpendides, glicosideos antocianicos, acidos, aldeidos e
ésteres organicos, taninos, Oleos essenciais, saponinas e esterdides também sé&o

metabalitos especiais descritos dessa espécie (GASPARETTO et al., 2010).

Ginkgo biloba é a Unica espécie sobrevivente da familia Ginkgoaceae, sua
identificagdo foi feita por Linneo em 1771 (BILIA, 2002). Relatos do uso das
sementes na Medicina Chinesa datam de 2800 a.c. (BEEK & MONTORO, 2009;
BILIA, 2002). Extratos da folha comegaram a ser prescritos na Alemanha em 1960
para o tratamento de problemas circulatérios (BEEK & MONTORO, 2009). A arvore
€ perene, decidua, e os 0Orgdos reprodutores masculinos e femininos estdo em
plantas separadas. As folhas sao simples, enervadas, de coloracdo amarelo
brilhante no outono; as sementes assemelham-se a ameixas, amarelo-alaranjadas
gquando maduras, a polpa exala um odor fétido ao abrir (BILIA, 2002). Atualmente
extratos da folha séo utilizados no tratamento de disfungbes cerebrais,
principalmente senis, como dificuldade de concentragdo e memdria, confuséo,
tontura e zumbido (LE BARS et al., 1997; MAITRA et al., 1995). Tais atividades
farmacoldgicas séo atribuidas a capacidade antioxidante do extrato, proporcionada
pela acdo sinérgica de flavondides, terpendides e acidos organicos. O extrato
EGb761, padronizado na Europa, apresenta composicdo definida: 24% de
flavonoides e 6% de terpendides (BEEK & MONTORO, 2009; BILIA, 2002; LE BARS
et al.,, 1997). Os flavondides sdo principalmente quercetina, kaempferol e
isorhamnetina, e os terpendides ginkgolide A, B, C, J e bilobalide (BEEK &
MONTORO, 2009; BILIA, 2002).

Matricaria chamomilla, popularmente conhecida como camomila germanica
ou simplesmente camomila, € uma espécie da familia Asteraceae, nativa do sul e
leste da Europa, também encontrada no Brasil (SINGH et al., 2011). E uma planta

herbacea, anual e aromatica. Suas flores sdo amarelo-douradas, agrupadas
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formando uma inflorescéncia central; as flores internas sdo amarelas, hermafroditas,
e as flores marginais sdo femininas, de corola lingulada, brancas (HARTMANN &
ONOFRE, 2010; SINGH et al., 2011; SRIVASTAVA, SHANKAR & GUPTA, 2010).
Amplamente difundida na medicina popular como antiinflamatorio, antisséptico,
antiespasmoédico, no tratamento de distdrbios gastrointestinais e condi¢des
inflamatdrias da pele e mucosas, as flores sdo utilizadas na forma de ch4, extrato,
tintura, 6leo ou pd. Os principais metabdlitos especiais encontrados nos extratos das
flores sdo terpendides (a-bisabolol e seus oxidos, azulenos), flavonoides (quercetina,
apigenina, luteolina, patuletina) e cumarinas (herniarina e umbeliferona), além de
outros compostos fendlicos (BHASKARAN et al.,, 2010; SINGH et al.,, 2011;
SRIVASTAVA & GUPTA, 2009; SRIVASTAVA, SHANKAR & GUPTA, 2010).
Estudos demonstraram que 6leos essenciais e flavondides do extrato de camomila
penetram profundamente a pele, fato esse importante para a acédo antiinflamatéria
topica (SRIVASTAVA, SHANKAR & GUPTA, 2010).

Aquillea millefolium é uma planta herbacea perene, da familia Asteraceae,
nativa da Europa, porém totalmente adaptada ao Brasil. Conhecida como mil folhas,
€ popularmente utilizada no tratamento de hemorragias, dor de cabeca, inflamacao,
dispepsia, flatuléncia, antiespasmodico, perda de apetite (APPLEQUIST &
MOERMAN, 2011; BENEDEK & KOPP, 2007; SOUSA & VICCINI, 2011). A planta
contém de 0,2 a 1,0% de Oleo essencial; devido a caracteristica polimorfica da
espécie, a composicao do 6leo € dependente do nimero de cromossomos, sendo
mais representativos mono e sesquiterpenos (WHO, 2005). Outros metabdlitos
especiais presentes sdo flavonoides (apigenina, luteolina), cumarinas e taninos
(APPLEQUIST & MOERMAN, 2011; GLASL et al., 2002; WHO, 2005). Pain et al.
(2011) relataram que o extrato de A. millefolium a 0,5% aumentou a producdo de
marcadores de renovacdo epidérmica in vitro, bem como a utlizacdo de uma
emulsdo agua/dleo contendo extrato aquoso da planta a 2% durante dois meses
melhorou a aparéncia de rugas e poros da pele quando comparado ao placebo e ao
controle — 3,5% de &cido glicolico. Estudo realizado por Trumbeckaite et al. (2011)
demonstrou a atividade antioxidante do extrato alcoolico 40% de A. millefolium frente
ao radical livre DPPH, devida principalmente ao flavondéide luteolina e ao composto

fendlico acido clorogénico, presentes no extrato.
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Aesculus hippocastanum, popularmente denominada castanha da india, é
uma planta originaria da Asia, com ocorréncia também na Europa e Estados Unidos
da América (MACEDO & GEMAL, 2009). As sementes da arvore sao utilizadas na
medicina popular no tratamento de pedra nos rins, dores estomacais, hemorroidas,
disfungbes venosas e como antiinflamatorio no tratamento de artrites, contusoes,
tendinites, entre outros (HARIKUMAR et al., 2010; KUCUKKURT et al., 2010). O
extrato da semente contem uma mistura complexa de saponinas triterpénicas
glicosidicas denominadas escina ou aescina e altos niveis de flavonodides
(quercetina e kaempferol) (WILKINSON & BROWN, 1999; KUCUKKURT et al.,
2010). Estudos clinicos comprovaram atividade na insuficiéncia venosa crbnica, no
tratamento e reducdo de rugas faciais (REUTER et al., 2010) e no aumento do
sistema de defesa antioxidante do organismo (KUCUKKURT et al., 2010).

2.5. Determinacao do Fator de Protegcdo Solar

A partir da constatacdo da necessidade do uso de protetores solares no
combate aos efeitos danosos da radiacdo solar, surgiu uma nova preocupacao, a
garantia da eficacia dessas preparacbes. Como solucédo foi proposto o Fator de
Protecdo Solar (FPS), valor numérico que remete a capacidade temporal de
determinada preparacao fotoprotetora em oferecer protecdo contra a queimadura
solar, comparativamente a pele exposta sem protecdo. O valor de FPS é dado pela
equacao (SCHALKA & REIS, 2011) (Equacéao 1):

FPS = Dose eritematosa minima na pele protegida
Dose eritematosa minima na pele desprotegida

EQUACAO 1 — Célculo do Fator de Protecéo Solar (SCHALKA & REIS, 2011)

Segundo a Colipa (2006), a dose eritematosa minima € definida como a
menor dosagem de radiacdo UV necessaria para produzir, ap0s um periodo de

exposicdo de 16 a 24 horas, 0 menor eritema, perceptivel e bem definido, na pele.
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Diversos métodos estdo disponiveis para determinacdo do FPS, entretanto a
ANVISA preconiza, através da RDC n° 30, de 01 de junho de 2012, que sejam
adotadas, no Brasil, as normas Colipa ou FDA (BRASIL, 2012b). Ambas
estabelecem a determinagdo in vivo do FPS, com diferengas sutis. Em termos
gerais, 0s procedimentos sdo lampada de arco xenbnio como simulador solar,
aplicacdo de 2mg/cm? de formulacéo sobre o dorso inferior do braco e um nimero
minimo de 10 voluntarios para Colipa e 20 para FDA (SCHALKA & REIS, 2011).

Apesar dos métodos in vivo serem indicados para determinacédo do FPS pela
maioria das agéncias regulatérias mundiais, eles envolvem questdes éticas pela
utilizacdo de voluntarios, além de serem demorados e caros. Como alternativa, os
meétodos de determinacéo de FPS in vitro tornam-se vantajosos (DUTRA et al., 2004;
ROHR et al., 2010). Dentre esses métodos os mais difundidos sdo o de
transmitdncia difusa e o espectrofotométrico. A determinacdo do FPS por
transmitancia difusa baseia-se no fato de que a intensidade da radiacao incidida nas
formulacdes fotoprotetoras aplicadas sobre um substrato simulador da pele humana
€ maior na proximidade da incidéncia e espalha-se na direcdo hemisférica. Os
substratos podem ser fita cirargica, membrana de colageno ou filme de policloreto de
vinila. Esse método € vantajoso pois permite obter tanto FPS UVA quanto UVB de

formulag¢Bes contendo filtros quimicos e fisicos (VELASCO et al., 2011).

Mansur (1984) propés um método espectrofotométrico para determinacéo do
FPS em formulacdes contendo filtros quimicos. O método fundamenta-se na
absorbancia de solugcdo metandlica, isopropandlica ou etandlica de fotoprotetores na
concentragéo de 0,2mg ou 0,2uL/mL, lida na faixa de comprimento de onda de 290 a
320nm, a intervalos de 5nm. Uma equacao permite o célculo do FPS relacionando o
efeito erimatogénico e a intensidade da radiacdo em cada comprimento de onda
(Equacao 2) (MANSUR, 1984; SANTOS et al., 1999; FREITAS et al., 2001):

320
FPS espectrofotométrico = F C’.Z EE(L).I(A).Abs(M)

204)

EQUACAO 2 — Célculo do FPS segundo Mansur (MANSUR, 1984)
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Onde:

FC = fator de correcao (igual a 10)

EE (M) = efeito eritematogénico da radiagédo de comprimento de onda A.

I (A\) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A.

Abs (A) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugcdo amostra em

cada comprimento de onda (A).

Os valores de EE x | foram determinados por Sayre et al. (1979), sendo

constantes tabeladas, conforme demonstrado a seguir (Quadro 1):

QUADRO 1 — Valores do efeito eritematogénico e intensidade de radiacdo na faixa
do UVB, normalizados para determinacdo do FPS por
espectrofotometria (SAYRE et al., 1979)

A (nm) EE (A x| (A)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
5= 1,0000

Esse método apresenta limitagcbes como ndo considerar a interacdo entre a
pele e o produto, sofrer interferéncia de substancias insollaveis, inclusive filtros
fisicos, determinacdo do FPS apenas na regido do UVB (LIMA NETO et al., 2010).
Entretanto, por sua praticidade e rapidez, o método de Mansur é util em ensaios
preliminares e de desenvolvimento de novos filtros solares, além de analises de
controle de qualidade de rotina de formulagdes (DIFFEY, 1997; MANSUR et al.,
1986; RIBEIRO, 2004; SPRINGSTEEN et al., 1999). Diversos trabalhos, além do
realizado por Mansur (1984), estabeleceram boa correlacdo entre os FPS obtidos

por esse método e por métodos in vivo (VELASCO et al. 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar o potencial fotoprotetor e
antioxidante de extratos de Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla,
Aquillea millefolium e Aesculus hippocastanum e das substancias bioativas rutina e

vanilina.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a quantidade de fendlicos totais e flavondides nos extratos comerciais
de Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea millefolium e
Aesculus hippocastanum e no extrato de Mikania glomerata produzido na UFJF;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos comerciais de Mikania
glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aquillea millefolium, Aesculus
hippocastanum, do extrato de Mikania glomerata produzido na UFJF, de rutina e

vanilina;

Determinar, através do método proposto por Mansur (1984), o FPS dos
extratos comerciais de Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla,
Aquillea millefolium, Aesculus hippocastanum, do extrato de Mikania glomerata

UFJF, produzido no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da UFJF;

Verificar a sinergia do FPS obtida a partir da associacdo dos extratos e das
substéancias bioativas rutina e vanilina com o filtro quimico acido 2-fenilbenzimidazol-

5-sulfénico em formulagdes gel e emulsédo O/A,;

Comparar os resultados obtidos nos testes do extrato de Mikania glomerata

produzido na UFJF em relac&o ao extrato comercial da mesma planta.
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MATERIAL E METODOS

Material

Equipamentos e Vidrarias

- Balanca semi-analitica marca Tepron, modelo Mark 500;
- Balanca analitica marca Shimadzu, modelo AY-220;

- Espectrofotometro UV-VIS, marca: Biochrom, modelo Libra S12
- Espectrofotdmetro marca Shimadzu, modelo UV-1800;

- Estufa de secagem, marca Quimis, modelo Q317B242

- pHmetro digital marca Hanna, modelo pH21

- Ultrassom marca Unique, modelo Ultracleaner 1400

- Fonte calorifica marca Continental

- Baldo volumétrico 50 e 100mL

- Pipeta graduada 1mL, 5mL e 10mL

- Célice 30mL, 500mL e 1000mL

- Bastéo de vidro

- Espatula de ago inox

- Becker de 50 e 100mL

- Tubos de ensaio

- Pipetador automatico de 100uL e 1000uL

Matérias-primas e Reagentes

- Extrato de Mikania glomerata, Via Farma, Lote 035775, V. 07/2010;

- Extrato de Mikania glomerata UFJF, produzido no Laboratério de
Farmacologia de Produtos Naturais da UFJF, Lote 038/10, V. 11/2012
(excicata depositada no Herbario do Departamento de Botanica UFJF sob o
numero 42054);

- Extrato de Ginkgo biloba, All Chemistry, Lote ALL40032, V. 31/08/12;
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- Extrato de Matricaria chamomilla, All Chemistry, Lote ALL39121, V.

08/04/12;

- Extrato de Aesculus hippocastanum, All Chemistry, Lote ALL39933, V.

19/04/12;

- Extrato glicélico de Achillea millefolium, All Chemistry, Lote ALL44217, V.

29/07/13;
- Rutina, All Chemistry, Lote ALL36335, V. 07/2012;
- Vanilina, Henrifarma, Lote 1249, V. 10/05/2011;

- 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), Aldrich, Lote S44/12-289;

- Acido galico, Vetec, Lote 1004043;

- Reagente de Folin-Ciocalteau, Haloquimica, Lote LIRY10512;

- Acido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico (Neo Heliopan Hydro®), Symrise Arom,

Lote 09110306, V. 27/05/11;

- Hidroxietilcelulose (Natrosol®), Purifarma, Lote WH18555654;

- Acido esteérico, Proquimios, Lote 06/2012;

- Alcool cetoestarilico, All Chemistry, Lote 10745;
- Oleo de girassol, All Chemistry, Lote All 44466;
- Alcool etilico;

- Agua destilada;

- Solucao de carbonato de sédio 7,5%;

- Acido acético glacial;

- Solucao de piridina:etanol 2:8;

- Solucao etandlica de cloreto de aluminio 8%;

- Solucao de hidréxido de sédio 1M;

- Solugcdo conservante: metilparabeno (5,2%),
propilenoglicol gsp 100%;

- Solucao de trietanolamina a 50%.

propilparabeno (3,2%),
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42. Métodos

4.2.1. Testes para Fendis Totais

A determinacdo de compostos fenodlicos foi realizada segundo meétodo
espectrofotométrico com reagente de Folin-Ciocalteau, descrito por Sousa et al.
(2007), com algumas adaptacdes, utilizando acido galico como padréo de referéncia.
O reagente de Folin-Ciocalteau é uma solucdo de ions complexos. Esse reagente

oxida os fenolatos, reduzindo-os a um complexo azul.

A curva analitica foi construida contendo 1, 2, 3, 4 e 5ug/mL de acido galico, 5
mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10 (v/v). Apés 8
minutos, adicionou-se 4 mL de carbonato de sddio a 7,5%. Passados 60 minutos de
repouso ao abrigo da luz, foi feita uma leitura de varredura entre 600 e 950nm da
concentracdo intermediaria de acido gdlico — 3ug/mL — para determinacdo do
comprimento de onda de absorcdo maxima — 780nm. Como branco foi utilizada
solucéo preparada da mesma forma, substituindo-se o acido galico por 1mL de agua

destilada.

Solucdes etandlicas foram preparadas para cada extrato na concentracdo de
1mg de extrato/mL. De cada uma dessas solugdes foi transferido 1mL para tubo de
ensaio mais 5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10
(v/v). ApGs 8 minutos, adicionou-se 4 mL de carbonato de sodio a 7,5% aos tubos.
Passados 60 minutos de repouso ao abrigo da luz, foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 780nm. Para cada extrato foi preparado um branco seguindo-se
0 mesmo procedimento, entretanto sem adi¢ao do reagente de Folin-Ciocalteau.

Os resultados foram expressos em gramas de EAG (equivalente em &acido
galico)/100mL de extrato e obtidos por regresséo linear da curva analitica. Amostras
e padrao foram preparados em triplicata.
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4.2.2. Testes para Flavondides Totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados através de método
espectrofotométrico descrito por Vennat et al. (1992) e, posteriormente, por Peixoto
Sobrinho et al. (2008), com algumas adapta¢des. Uma solugcédo estoque padrao de
rutina foi preparada na concentragao de 500ug/mL, em etanol, com sonicagao por 5
minutos. Dessa solugédo foram transferidas aliquotas de 20, 50, 100, 200 e 300puL
para tubos de ensaio e a eles adicionados 0,4mL de etanol, 0,12mL de acido acético
glacial, 2mL de solucéo de piridina:etanol 2:8, 0,5mL de solugéo etandlica de cloreto
de aluminio a 8% e agua destilada qsp 5mL. As concentracgdes finais de rutina séo 2,
5, 10, 20 e 30pg/mL. Os brancos foram preparados da mesma maneira, porém sem

adicdo das solucdes de piridina e cloreto de aluminio.

Para cada extrato foram preparadas solucbes estoque na concentracdo de
5mg/mL em etanol. Aliquotas de 0,4mL dessas solucdes foram transferidas para
tubos de ensaio e adicionadas de 0,12mL de acido acético glacial, 2mL de solucdo
de piridina:etanol 2:8, 0,5mL de solucéo etandlica de cloreto de aluminio 8% e agua
destilada qsp 5mL. Um branco foi preparado para cada extrato seguindo o
procedimento descrito acima, porém sem adicdo das solu¢cdes de piridina e cloreto

de aluminio.

Com excecdo do branco, as solucbes analiticas foram preparadas em
triplicata e as leituras espectrofotométricas realizadas no comprimento de onda de
420nm. A curva de calibracao foi construida e seus dados submetidos a analise de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, sendo calculada a equacgéo
da reta, através da qual se determinou a quantidade de flavondides, e o coeficiente

de determinacéo (R?).

4.2.3. Ensaios Antioxidantes com DPPH (adaptado)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada através do método
espectrofotométrico segundo Mensor et al. (2001) utilizando o radical livre DPPH

(2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os extratos comerciais de Mikania glomerata, Ginkgo
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biloba, Matricaria chamomilla e Aesculus hippocastanum se encontravam na
concentracdo de 50% e o extrato de Aquillea millefolium a 20%, segundo laudos
analiticos dos fornecedores. O extrato de M. glomerata produzido na UFJF
apresenta concentracédo de 100%. SolucBes-estoque dos extratos foram preparadas
na concentracdo de 1mg/mL em etanol e posteriormente diluidas com o mesmo
solvente para obtencdo das concentracdes teste, a saber: 100, 200, 500, 700 e
1000pg/mL para M. glomerata comercial e UFJF; 25, 50, 150, 100 e 200ug/mL para
A. hippocastanum; 100, 200, 300, 400 e 500ug/mL para M. chamomila e G. biloba,;
500, 1000, 1500, 2000 e 2500ug/mL para A. millefolium. A 2,5mL das solucbes-teste
dos extratos adicionou-se 1mL de solucdo 0,03 mM de DPPH. Apds 60 minutos de
reacao, ao abrigo da luz, verificou-se a capacidade dos diversos extratos em reduzir
o 2,2-difenil-1-picril hidrazila, que abstrai H- dos extratos — agentes redutores —
transformando-se em 2,2-difenil-1-picril hidrazina, com mudanca da cor purpura para
amarela. A intensidade de mudanca de cor foi detectada através da diminuicdo da
absorbancia em espectrofotémetro sob comprimento de onda de 516nm (MENSOR
et al, 2001). A vanilina foi testada seguindo o mesmo procedimento, a
concentracdes de 100, 200, 300, 400, 500 e 1000ug/mL. O controle positivo (padrao)
foi feito com solugdo de rutina nas concentracdes de 5, 7,5, 10, 12,5 e 15ug/mL.
Todo o teste foi realizado em triplicata. A partir das absorbancias resultantes
determinou-se a atividade antioxidante percentual (%AA) que corresponde a
quantidade de DPPH reduzida pelos extratos a partir da seguinte férmula (Equacéo
3):

%AA = 100 - {[Abscontrole - (Absamostra - Absbranco)] X 100}
ADbScontrole

EQUACAO 3 — Calculo da atividade antioxidante percentual adaptado (MENSOR et
al., 2001).

Onde:

ADbScontrole = absorbancia de 2,5 mL de etanol + 1 mL da solucéo de DPPH,;
ADbSamostra = @absorbancia de 2,5 mL do extrato + 1 mL da solucéo de DPPH,;

AbSpranco = absorbancia de 2,5 mL do extrato + 1 mL de etanol.
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Apés célculo da atividade antioxidante, a concentracdo efetiva 50% (CEsp)
dos extratos e do padrao foi determinada através da analise de regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados, obtendo-se a equacédo da reta e o coeficiente de
determinacdo (R?). A abscissa do grafico correspondeu & concentracdo do extrato
testado e a ordenada a porcentagem de atividade antioxidante. Assim, quanto maior
a reducédo do DPPH por uma amostra, menor a concentracao efetiva 50% (CEsp) e

maior sua atividade antioxidante.

4.2.4. Determinacdo do Fator de Protecao Solar in vitro

42.4.1. Obtencao do espectro de absorcéao naregido UV

Solucdes etandlicas dos extratos a 1mg/mL foram lidas em espectrofotdmetro
entre 200 e 400nm, a intervalos de 5nm. As absorbancias obtidas foram plotadas em
um gréafico para avaliagdo da existéncia de picos de absor¢do nas diferentes regides
do UV.

4.2.4.2. Determinacado de FPS dos Extratos

O procedimento adotado para avaliacdo do Fator de Protecdo Solar dos
extratos consistiu em: transferir 0,5mL de amostra para baldo volumétrico de 100mL,
adicionar etanol gsp 100mL, homogeneizar (12 diluicdo). Dessa diluicdo, transferir
aliquota de 4,0mL para baldo volumétrico de 100mL, adicionar etanol gsp 100mL,
homogeneizar (22 diluigdo). Preparar em triplicata. Ler a absorbéancia da 22 diluigao —
concentracdo de 0,2mg/mL — em espectrofotdmetro entre 290 a 320nm, com
intervalo de 5nm entre cada leitura, utilizando etanol como branco. As absorbancias

obtidas foram utilizadas no célculo do FPS médio conforme Equacéo 4.
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120
FPS=FC.Y . EE(}).2.1(L).Abs (L)
250

EQUACAO 4 — Célculo do FPS adaptado de Mansur (RIBEIRO, 2004).

4.2.4.3. Determinacdo de FPS em Formulacdes de Protetores Solares

4.2.4.3.1. Preparo das Formulacdes

A formulagao utilizada para o gel base foi: 0,6% de hidroxietilcelulose, 3 gotas
de solucdo glicdlica contendo conservantes, agua destilada gsp 100,0%. A

preparacao foi feita por dispersao.

A formulacao utilizada para a emulsdo O/A base foi: 3,0% de acido estearico,
1,5% de alcool cetoestearilico, 2,5% de 6leo de girassol, 1,5% de hidroxido de sbdio
1M, 2 gotas de solucao glicélica contendo conservantes, agua destilada qsp 100,0%.
Fase aquosa e fase oleosa foram aquecidas separadamente. Apds a fase aquosa
atingir 75°C, verteu-se a mesma sobre a fase oleosa fundida, sob agitacdo constante

até temperatura ambiente.

O filtro quimico &cido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico a 5% foi utilizado como
padrdo de Fator de Protecdo Solar. A partir de uma solugéo estoque do filtro quimico
a 10% em agua destilada, pH 7,29, corrigido com solucéo de trietanolamina a 50%,
foram preparados protetores solares gel e emulsdo O/A, em triplicata, como padréo
de comparacdo com as formulacfes contendo extrato ou as substancias bioativas
(Tabela 1).

As formulacbes fotoprotetoras foram preparadas na quantidade de 20,0mL
cada, por incorporacdo de solucdo de filtro quimico a 10% associada a extrato,
solucéo estoque de vanilina em etanol (0,2g/mL) ou de rutina em agua alcalinizada

(0,0135g/mL) a base em quantidade suficiente para perfazer 20mL, com posterior
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homogeneizagéo, de modo a se obter vinte formulagdes diferentes, sendo dez de gel
e dez de emulsdo O/A, todas contendo 5% de filtro quimico associado a 3,5% de

extrato p/v, ou a vanilina ou rutina nas concentracdes de 0,1% ou 0,25% (Tabela 1).

Os volumes dos extratos adicionados a base variaram de acordo com suas
concentracdes: Mikania glomerata, Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla e Aesculus
hippocastanum se encontravam na concentragao de 50% e o extrato de Aquillea
millefolium a 20%, segundo laudos analiticos dos fornecedores. O extrato fluido de
Mikania glomerata UFJF foi produzido por percolacdo de 1480g de folhas secas
trituradas da planta, coletada no Horto da Faculdade de Farméacia da UFJF, com
alcool a 70% vl/v, e posterior evaporacdo em banho-maria a 45°C, de modo a obter

um volume final de 1480mL de extrato, a uma concentragdo tedrica de 1g/mL.

TABELA 1 — Composicao qualiguantitativa de formulacdes fotoprotetoras.

Quantidade  Quantidade ggigﬂgi;f Formulacio
~ Quantidade de solugéo de solugéo Jue &
Formulagdes fotoprotetoras - ; de filtro base (gel ou
de extrato de vanilina derutinaa C 1S5
2 20% 1.35% quimico a emulséo)
' 10%
0, i 0, i
3,5% G. taltlj?rk:]?cw;SA filtro 1.4mL i i 10mL qsp 20mL
0 1 0,
3,5% M. chamomilla + 5% 1,4mL - - 10mL gsp 20mL
filtro quimico
0, i i 0,
3,5% A. millefolium + 5% 3,5mL - - 10mL gsp 20mL
filtro quimico
3,5% A. hippocastanum +
5% filtro quimico 1,4mL 10mL asp 20mL
0, 0
3,5% M. glomerata + 5% 1,4mL - - 10mL gsp 20mL
filtro quimico
3,5% M. glomerata UFJF
+ 5% filtro quimico 0.7mL i i 10mL asp 20mL
0 o of £
0,1% Vagllzll'?nai:os % filtro i 0.1mL i L0mL qsp 20mL
0, ili 0, i
0,25% Vacrl1lljli|rrrl]?cz 5% filtro i 0,25 mL i L0mL qsp 20mL
0, i 0, i
0.1% Rlatl;?r?] it:g % filtro - - 1,49 mL 10mL gsp 20mL
0 1 0, 1
0,25% R;LIPn?i:oM filtro i i 3.7mL 10mL qsp 20mL
o £i o
5% filtro quimico i i i 10mL qsp 20mL

(padréo)
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4.2.4.3.2. Determinacao de FPS de Formulag¢des

As formulacbes preparadas foram tratadas para analise do FPS de

conformidade com o descrito no item 4.2.4.2.

4.2.5. Anélise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrao da média. Os
testes de variancia (ANOVA) e de Tukey foram utilizados na comparacdo das
médias de fendlicos totais, flavondides totais e atividade antioxidante, com nivel de
significancia p<0,01; e para FPS do gel e FPS da emulsdo O/A a um nivel de
significancia p<0,05. Para comparacdo entre as médias dos FPS de gel e emulsdo
O/A contendo a mesma substancia teste utilizou-se o teste t de Student, com nivel

de significancia a= 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As quantidades de fendlicos e flavondides totais foram determinadas nos
extratos a partir das curvas de calibracdo do acido galico (Figura 7) e da rutina

(Figura 8), respectivamente. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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FIGURA 7 — Curva de calibracdo do acido galico para teste de fendis totais.
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FIGURA 8 — Curva de calibragdo de rutina para teste de flavonodides totais.
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TABELA 2 — Teor de fenélicos e flavonoides totais dos extratos.

Extratos Fendlicos totais Flavonodides totais
(gEAG/100mL) (mg/100mL)

G. biloba 0,78 + 0,0122 129,87 + 14,52

M. chamomilla 0,82 + 0,050% 22223 +5,0°

A. hippocastanum 1,52 + 0,039° 74,43 + 2 9°

M. glomerata 0,38 + 0,005¢ 57,63 + 5,8°

M. glomerata UFJF 1,00 + 0,038° 152,22 +17,5%

A. millefolium 0,02 + 0,01 -

EAG: equivalentes em acido galico
Na mesma coluna, letras iguais indicam médias iguais apds analise de variancia e teste de Tukey a
um nivel de significancia p<0,01.

O extrato com maior teor de fendlicos foi o de A. hippocastanum
(1,529/100mL), seguido por M. glomerata UFJF (1,00g/100mL) e G. biloba e M.
chamomilla, com valores estatisticamente equivalentes. O contetdo de fendlicos do
extrato comercial de M. glomerata foi cerca de 2,6 vezes menor que do extrato
produzido na UFJF. O extrato de A. millefolium apresentou o menor teor de fendlicos
totais (0,02g/100mL), o que pode ser explicado pelo fato de esse ser um extrato
glicédlico que, segundo o Formulario Nacional (BRASIL, 2005) é rico em fracdes

aromaticas e outros hidrossollUveis, como aminoacidos.

Em relagdo ao teor de flavonoides totais, as meédias variaram de 57,63 a
222,23mg/100mL. O maior resultado foi o de M. chamomila, seguido por M.
glomerata UFJF (152,22mg/100mL) e G. biloba (129,87mg/100mL), sendo os dois
altimos equivalentes do ponto de vista estatistico. Srivastava e Gupta (2009)
demonstraram ser apigenina e seus glicosideos os principais flavonoides presentes
em extratos de camomila. Os menores teores de flavonoides foram obtidos nos
extratos de A. hippocastanum (74,43mg/100mL) e M. glomerata (57,63mg/100mL),
cujas médias foram estatisticamente iguais. Observa-se que o extrato comercial de
M. glomerata apresentou resultado de flavonoide cerca de 2,6 vezes inferior ao
extrato UFJF, mantendo-se a mesma relacdo do teor de fendlicos. O extrato de A.

millefolium n&o apresentou teores de flavondides totais quantificaveis nas
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concentracdes testadas, indicando que a pequena quantidade de fendis detectada
refere-se a outros compostos que nao flavondides. N&o foi possivel observar
correlacdo entre fendis e flavonoides totais. Estudos realizados por Miliauskas,
Venskutonis e Beek (2004), utilizando plantas medicinais e aromaticas, e por Meda
et al. (2005), utilizando mel proveniente de flores de diferentes espécies, obtiveram
reduzida correlacao entre fendis e flavondides, com coeficientes de correlacdo iguais

a 0,43 e 0,11, respectivamente.

A atividade antioxidante variou entre os extratos. As CEsgy obtidas estdo na
Tabela 3.

TABELA 3 — Atividade antioxidante dos extratos, vanilina e rutina.

Extratos Atividade antioxidante
CEso (ug/mL)
G. biloba 2749 +3,7°
M. chamomilla 246,2 + 36,7%°
A. hippocastanum 86,6 + 10,4°
M. glomerata 406,6 + 22,5°
M. glomerata UFJF 532,3 + 54,0°
A. millefolium -
Vanilina -
Rutina 10,0 + 0,8

CEsq é a concentracao de extrato, em pg/mL, capaz de estabilizar
50% do radical DPPH.

Na mesma coluna, letras iguais indicam médias iguais, apés analise
de variancia e teste de Tukey, a um nivel de significancia p<0,01.

As menores atividades antioxidantes deveram-se aos extratos de M.
glomerata UFJF e comercial. Os extratos de G. biloba (CEsy = 274,9ug/mL) e M.
chamomila (CEsp = 246,2ug/mL) apresentaram atividades antioxidantes
intermediarias e estatisticamente equivalentes. O extrato de A. hippocastanum
mostrou-se 0 mais potente antioxidante do grupo testado, com CEsy = 86,6 pg/mL,
estatisticamente comparavel a do padrdo rutina. O extrato de A. millefolium
apresentou atividade antioxidante de 35,2% a concentracdo de 2500 pg/mL, como
essa concentracdo € muito acima da CEsp apresentada pelos demais extratos e

também pela rutina (10,0+0,8ug/mL), considerou-se 0 mesmo como nao tendo
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atividade antioxidante significativa frente ao radical DPPH. A vanilina ndo apresentou
atividade antioxidante nas concentracbes testadas, resultado concordante com
estudo realizado por Tai et al. (2011), que comprovou atividade antioxidante da
vanilina frente ao radical ABTS e pelos métodos da inibicdo da hemolise oxidativa e
da capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio (ORAC), entretanto nenhuma
atividade antioxidante foi demonstrada frente aos radicais DPPH e galvinoxil.

A partir dos resultados acima, foi possivel estabelecer uma forte correlagédo
entre a CEso obtida na atividade antioxidante e o conteludo de fendis totais dos
extratos de A. hippocastanum, M. chamomilla, G. biloba e M. glomerata comercial
(Figura 9). A inclinacdo negativa demonstra que, como esperado, quanto maior o
conteado de fendlicos, menor a CEsy do extrato, indicando maior atividade
antioxidante. O extrato de M. glomerata UFJF ndo foi incluido na avaliacdo de
correlagdo por ter apresentado valor discrepante. Diversos trabalhos comprovam a
correlacdo entre fenois totais e atividade antioxidante de plantas (GHAFAR et al.,
2010; MAIER et al., 2009; MOIRANGTHEM et al. ,2012; SOUSA et al., 2007).
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FIGURA 9 — Correlagdo entre a atividade antioxidante e o teor de fendis totais dos
extratos.

A observacdo dos espectros de absorcdo dos extratos entre 200 e 400nm
mostra que os picos de absorbéncia maximos encontram-se na regiao do UVC (200-
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290nm). Na regiao do UVB (290-320nm) a maior absorbancia foi demonstrada pelo
extrato de M. glomerata UFJF, seguido por M. chamomilla e A. hippocastanum. Esse
perfil se estende para a regido UVA (320-400nm), exceto para o extrato de A.

hippocastanum, que ndo absorve nessa regiao. (Figura 10)
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FIGURA 10 — Espectros de absorcédo dos extratos na regido do UV.

Os valores de FPS dos extratos isolados variaram desde 0,15 para G. biloba
a 2,72 para o extrato de M. glomerata UFJF (Figura 11). As baixas concentracdes
em que sdo comercializados pode ser uma razao para os reduzidos valores de FPS

obtidos.
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FIGURA 11 — Valores de FPS fornecidos pelos espectros de absor¢cdo na regiao
UVB.

O maior valor de FPS foi obtido para o extrato de M. glomerata produzido na
UFJF, que possui concentracdo de 100% (1 g substancia seca/mL). Em comparacao
com o extrato comercial da mesma espécie, seu valor de FPS é quase 11 vezes
maior, contrariando o esperado pela proporcionalidade das concentracbes. Essa
diferenca nos valores de FPS pode justificar-se pela concentracdo dos mesmos, 0
processo extrativo utilizado e a concentracdo do solvente extrator, que interferem
nos teores de metabdlitos especiais obtidos (ABOY et al., 2002). Os teores de

compostos fendlicos e flavonoides encontrados fundamenta essa hipétese.

Dentre os extratos comerciais, o maior valor de FPS foi fornecido por M.
chamomilla, que apresentou também o maior teor de flavonoéides. O menor FPS foi o
do extrato de G. biloba. Apesar dos compostos fendlicos e flavondides estarem
relacionados a fotoprotecdo (AGATI &TATTINI, 2010; NICHOLS & KATIYAR, 2010;
REUTER et al., 2010), néao foi possivel estabelecer correlacdo entre seus contetdos

nos extratos e os valores de FPS obtidos.

A associagdo de extratos vegetais e 0leos vegetais a filtros quimicos tem sido
considerada uma opcao viavel para aumentar o valor de FPS de protetores solares
(FERRARI et al., 2007; MISHRA, MISHRA & CHATTOPADHYAY, 2012; RAMOS et
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al., 1996; ROSA et al., 2008; VIOLANTE et al., 2009). O acido 2-fenilbenzimidazol-5-
sulfénico € um filtro quimico com elevada absor¢cédo na regido do UVB, que forma
sais hidrossolaveis apdés neutralizacdo com trietanolamina ou hidroxido de sédio.
Conforme indicacdo do fabricante, uma concentracdo de 4% de acido 2-
fenilbenzimidazol-5-sulfénico resultaria em um FPS aproximado de 10, porém é
adequado que seja associado a outros filtros solares para ampliacdo do FPS da
formulacdo (SYMRISE, 2011). As concentracfes de uso variam de acordo com as

legislacdes de cada pais, no Brasil o maximo permitido € de 8% (BRASIL, 2006).

Formulacdes em gel e emulsédo O/A foram preparadas associando-se extrato,
rutina ou vanilina a 5% de &cido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico. Optou-se pela
concentracdo de 3,5% de extrato nas formulacdes para que fossem mantidas
caracteristicas fisicas adequadas, independente da concentracdo do extrato de
origem. A concentragao inicial de rutina (0,1%) foi baseada em trabalho anterior
(VELASCO et al., 2008a) e adotada como ponto de partida também para a vanilina

para facilitar comparacao entre elas.

Os protetores solares em gel contendo 0s extratos apresentaram sinergismo
positivo com o filtro quimico a 5% em relacdo a capacidade fotoprotetora, exceto
pelo gel contendo extrato de M. chamomilla que ndo demonstrou elevacdo do FPS
quando comparado ao padrao. A associacdo de rutina e vanilina também produziu
elevacdo do FPS do gel padrdo, sendo que os géis contendo rutina apresentaram

valores de FPS maiores que os formulados com vanilina (Figura 12).
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FIGURA 12 — Valores de FPS para protetores solares em gel.

O gel que apresentou maior FPS foi aquele formulado com extrato de A.
hippocastanum. Apesar das propriedades de absorcdo na regido UVB e o FPS
desse extrato ndo serem significativas quando avaliado isoladamente, apoés
associagcdo com filtro quimico podem ter havido interacbes que atuaram
sinergicamente na elevagdo do FPS da formulagdo. Esses resultados sao
condizentes com trabalho anterior realizado por Ramos et al. (1996), onde solucéo a
10% do extrato seco de A. hippocastanum apresentou FPS igual a 0 e, apos
associacdo com 2% do filtro quimico octilmetoxicinamato, produziu elevacdo do FPS
de 4 (filtro quimico isolado) para 6. A atividade sinérgica do extrato de A.
hippocastanum pode estar relacionada a seu conteudo de compostos fendlicos e
sua atividade antioxidante mais elevada em relagdo aos demais extratos avaliados,
conforme dados das Tabelas 2 e 3. Dentre os compostos fendlicos descritos para
essa espécie destacam-se os flavonoides derivados de quercetina e kaempferol e
cumarinas (esculetol) (KUCUKKURT et al., 2010).
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Em relacéo ao extrato de M. glomerata UFJF, nota-se que isoladamente seu
FPS foi de 2,72, o maior valor entre os extratos avaliados. Ap0s associagdo com
filtro quimico no gel ele promoveu a segunda maior elevacdo do FPS, quando
comparado aos demais extratos. Conforme descrito anteriormente, compostos
fendlicos estéo relacionados a atividade fotoprotetora. A quantidade de fendis totais
do extrato é a segunda maior, estando abaixo apenas do extrato de A.
hippocastanum. Os principais compostos fendlicos do guaco sdo a cumarina,
derivados de acidos cinamicos e flavonoides (GASPARETTO et al., 2010).

O aumento do FPS produzido pelos extratos nas formulacdes de protetores
solares em emulsdo O/A foi discreto, sendo a maior contribuicdo proporcionada pelo
extrato de A. millefolium. A rutina 0,25% produziu o maior FPS na emulséo (17,69),
uma elevacdo de 3,86 no FPS em relagcdo ao padrédo. Nas emulsdes contendo
extrato de G. biloba e extrato M. chamomilla ndo houve sinergismo positivo (Figura
13).
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FIGURA 13 — Valores de FPS para os protetores solares em emulsédo O/A.
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A andlise estatitica dos valores de FPS obtidos para as formulacées em gel e
emulsdo esta na Tabela 4. Os resultados demonstram que, para as formulagées em
gel, os extratos de M. chamomilla e M. glomerata e a vanilina 0,1% nao produziram
sinergismo significativo com o filtro quimico. O gel contendo extrato de A.
hippocastanum apresentou o maior FPS, equivalente em média aos géis contendo
vanilina 0,25% e rutina 0,1% e 0,25%, estatisticamente diferente do padrédo. No caso
de formulagbes em emulsao, as contribuicbes ao FPS dos extratos de G. biloba, M.
chamomilla, A. hippocastanum e de vanilina 0,1% n&o foram significativas. Dentre os
extratos, A. millefolium (15,40), M. glomerata comercial (15,22) e M. glomerata UFJF
(15,00) apresentaram as maiores contribuigcbes, equivalentes entre si e com as
emulsdes contendo vanilina 0,25% e rutina 0,1%. O maior FPS foi obtido na emulséo
contendo rutina 0,25% (17,69). Apds comparacdo entre os FPS de gel e emulséo,
observa-se que os resultados da emulsédo foram aparentemente maiores, entretanto
gel e emulsdo contendo G. biloba, vanilina 0,1% e 0,25%, e rutina 0,1%

apresentaram FPS equivalentes do ponto de vista estatistico.

TABELA 4 — Analise estatistica dos valores de FPS encontrados nas formulacdes
em gel e emulsdo O/A.

Fator de Protecao Solar

Formulacdes

Gel Emulsao O/A
3,5% G. biloba 13,70 + 0,45 13,72 + 0,07*"
3,5% M. chamomilla 11,55 + 0,35 13,39 + 0,148
3,5% A. hippocastanum 16,43 + 0,39°" 14,26 + 0,02%°B
3,5% M. glomerata 13,36 + 0,37°% 15,22 + 0,36°%®
3,5% M. glomerata UFJF 14,16 + 0,17%%A 15,00 + 0,32¢%B
3,5% A. millefolium 14,08 + 0,393%¢™ 15,40 + 0,179
0,1% vanilina 12,68 + 1,233Pdef0A 13,95 + 0,993PCeoA
0,25% vanilina 15,34 + 0,35°¢™MA 15,10 + 0,27 cdeMA
0,1% rutina 15,91 + 0,55°MA 15,09 + 0,30caemniA
0,25% rutina 16,24 + 0,56°MA 17,69 + 0,268
5% filtro quimico padréo 11,66 + 0,41P99kA 13,83 + 0,013°%kB

Na mesma coluna, letras mindsculas iguais indicam médias iguais, apds analise de variancia ANOVA
seguida de teste de Tukey, a um nivel de significaAncia p<0,05.

Na mesma linha, letras mailsculas iguais indicam médias iguais, apés teste t de Student, a um nivel
de significancia a = 0,05, com 4 graus de liberdade.
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De um modo geral, os extratos avaliados contribuiram para a elevacdo do
FPS de protetores solares quando associados a 5% de filtro quimico (Tabela 5).
Trabalhos realizados por Ramos et al. (1996), Tabrizi, Mortazavi e Kamalinejad
(2003), Khazaeli e Mehrabani (2007), Rosa et al. (2008), Kaur e Saraf (2011)
demonstraram a capacidade de alguns extratos de plantas de ampliar o FPS de
formulagbes fotoprotetoras, corroborando os resultados obtidos nesse estudo. As
excecOes sao o extrato de M. chamomilla, que n&o produziu elevacéo do FPS de gel
e emulséo, e o extrato de G. biloba que nao produziu elevacéo do FPS da emulséo.
Apesar disso, Freitas (2011) e Chanchal e Swarnlata (2009) relataram que
formulacbes fotoprotetoras contendo extrato de camomila e ginkgo,
respectivamente, protegiam a pele de efeitos nocivos da radiacdo solar, como a
inflamacdo e a carcinogénese, 0 que demonstra que a associacdo de extratos a
protetores solares podem ser vantajosas devido a suas propriedades antioxidantes e

antiinflamatérias.

Avaliando-se a contribuicdo percentual dos extratos de M. glomerata
comercial e UFJF ao FPS das formulactes (Tabela 5) nota-se que os resultados néo
refletem a diferenca proporcional de suas concentracdes; no gel o extrato UFJF
apresentou contribuicdo 50% maior que o comercial; na emulsdo a contribuicdo do
extrato comercial (10,0%) foi levemente maior que do extrato UFJF (8,4%). Apesar
dessas diferencas, a analise estatistica demonstrou que as médias dos FPS das
formulacbes em gel e emulsdo O/A contendo esses extratos sao equivalentes
(Tabela 4).

A rutina promoveu elevacdo do FPS de protetores solares, mesmo na
concentracdo minima testada (0,1%), resultado esse condizente com o obtido por
Velasco et al. (2008a, 2008b). Na concentracdo de 0,25% de rutina, foi obtida a
maior contribuicio ao FPS da emulsdo. A vanilina apresenta propriedades
antioxidantes que auxiliam na inibicdo da carcinogénese induzida por radiacdo UV
(LEY & REEVE, 1997). Nesse estudo, sua inclusdo em formulagdes fotoprotetoras

ampliou o FPS, principalmente no gel a concentragéo de 0,25% (Tabela 5).
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TABELA 5 — Elevacdo % do FPS das formulacdes em relacdo ao FPS da formulacao
padrao.

. Elevacdo % do FPS em relacéo ao padréo
Formulacdes

Gel Emulséo O/A

3,5% G. biloba 17,5 -

3,5% M. chamomilla - -
3,5% A. hippocastanum 41,2 3,1
3,5% M. glomerata 14,6 10,0
3,5% M. glomerata UFJF 21,4 8,4
3,5% A. millefolium 20,8 11,3
0,1% vanilina 8,7 0,9
0,25% vanilina 31,6 9,2
0,1% rutina 36,4 9,1
0,25% rutina 39,3 27,9

As maiores contribuicdes para o FPS de géis foram obtidas pela associacédo
do extrato de A. hippocastanum (41,2%), vanilina 0,25% (31,6%), rutina 0,1% e
0,25% (36,4% e 39,3%, respectivamente), todas com médias equivalentes e
significAncia estatistica. No caso de emulsdes, a associacdo do extrato de A.
millefolium ao filtro quimico promoveu aumento de 11,3% no FPS, contribuicdo
estatisticamente equivalente a dos extratos comercial e UFJF de M. glomerata,

enguanto a rutina 0,25% elevou o FPS em 27,9% (Tabelas 4 e 5).

Dentre os extratos avaliados, o de A. hippocastanum mostra-se uma opc¢ao
promissora a ser utilizada em protetores solares pois, além de aumentar o FPS do
gel de 11,66 (padrdo) para 16,43 (Tabela 4), possui elevada capacidade
antioxidante, comparavel a rutina, utilizada como padrdo (Tabela 3). Estudos
recentes ressaltam as vantagens da utilizacdo de substancias antioxidantes de
origem vegetal em formulagcbes fotoprotetoras como auxiliares na reducdo dos
efeitos nocivos dos EROs sobre a pele (CHEN, HU & WANG, 2012; FISCHER et al.,
2011; GILABERTE & GONZALES, 2010; NICHOLS & KATIYAR, 2010).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do trabalho permitem concluir que:

- Os extratos de Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aesculus
hippocastanum, Aquillea millefolium, Mikania glomerata comercial e Mikania
glomerata UFJF possuem compostos fendlicos e flavondides em diferentes
concentracbes, sendo o maior conteido de fendlicos do extrato de A.
hippocastanum e de flavondides do extrato de M. chamomilla;

- O extrato de M. glomerata UFJF apresentou teores de fendlicos e
flavonoides cerca de 2,6 vezes superiores ao extrato M. glomerata comercial. Nao
pode ser observada a mesma relacao proporcional da concentragao, ja que o extrato
UFJF tem o dobro da concentracdo do extrato comercial;

- Os extratos de Ginkgo biloba, Matricaria chamomilla, Aesculus
hippocastanum, Mikania glomerata e Mikania glomerata UFJF possuem atividade
antioxidante frente ao radical DPPH, sendo do extrato de A. hippocastanum o maior
potencial antioxidante dentre os todos testados, equivalente ao padrdo rutina. O
extrato de M. glomerata UFJF mostrou atividade antioxidante estatisticamente
equivalente ao extrato M. glomerata comercial. O extrato de A. millefolium né&o

apresentou atividade antioxidante frente ao radical DPPH, bem como a vanilina;

- Os extratos isolados apresentaram diferentes perfis de absor¢cdo UV, sendo
de M. glomerata UFJF e M. chamomilla as maiores absorcbes UVA e UVB e,
consequentemente, os maiores valores de FPS UVB. O extrato de M. glomerata
UFJF possui FPS cerca de 11 vezes maior que o extrato comercial. O valores de
FPS obtidos para os extratos isolados nao se reproduzem nas formulacdes em gel e

emulsao O/A;

- Os extratos de  Ginkgo biloba, Aesculus hippocastanum, Aquillea
millefolium, Mikania glomerata e Mikania glomerata UFJF apresentaram diferentes
graus de sinergismo com o filtro quimico no gel. O extrato de Matricaria chamomilla

nao produziu aumento no FPS do gel. Dentre os extratos, a maior contribuicdo ao
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FPS foi obtida pela associacdo de A. hippocastanum com o filtro quimico (41,2%).
Os géis contendo extratos de M. glomerata comercial e UFJF apresentaram FPS

equivalentes;

- Os extratos avaliados apresentaram sinergismo com o filtro quimico no FPS
da formulagdo em emulsdo O/A, exceto G. biloba e M. chamomilla, que néo
produziram aumento no FPS. Os extratos de M. glomerata comercial e UFJF e A.

millefolium apresentaram contribuicées equivalentes ao FPS da emulséao;

- Vanilina e rutina apresentaram sinergismo com o filtro quimico em
formulac6es em gel e em emulsdo O/A nas concentracfes de 0,1% e 0,25%. A

rutina a 0,25% produziu maior elevacao do FPS da emulsao O/A (27,9%);

- O extrato de A. hippocastanum possui 0 maior potencial fotoprotetor, pois
aumentou significativamente o FPS da formulacdo em gel e apresentou elevada
atividade antioxidante. Face ao melhor  desempenho o0 extrato apresenta

potencialidades promissoras como adjuvante nas formulagdes de fotoprotetores.
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