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RESUMO

A exposicdo a radiacdo solar em excesso, pode ocasionar efeitos pronunciados sobre
a pele, induzir ao envelhecimento precoce e desenvolvimento de cancer. O uso de
fotoprotetores é uma das mais eficazes alternativas contra os danos causados pela
radiacdo ultravioleta (UV). Extratos vegetais tém sido empregados em formulagbes
protetoras devido a sua capacidade de absorcdo no UV, em comprimentos de onda
adequados, acdo antioxidante e fotoprotetora, entre outras. As espécies Cocos
nucifera L. e Schinus terebinthifolius Raddi (conhecida popularmente como pimenta
rosa), sdo ricas em compostos fendlicos que exercem tais acdes. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar os extratos etandlicos das fibras da casca de
coco da variedade ando amarelo e das cascas e frutos de pimenta rosa, quanto ao
conteudo total de fendis, as capacidades antioxidantes e antiglicante, o potencial
fotoprotetor, a viabilidade celular e composi¢cao quimica. Para isso, 0s extratos foram
avaliados quanto ao conteudo total de fenois (CTF), a capacidade antioxidante (pelos
ensaios DPPH*® e FRAP), capacidade antiglicante (pelos ensaios de albumina bovina
(BSA)-Glicose/Frutose, BSA-metilglioxal (MG) e Colageno-Glicose/Frutose), potencial
fotoprotetor, com avaliagéo do Fator de Protecéo Solar (FPS), avaliacao da viabilidade
celular de macréfagos J774 e células HTR-8SV/neo, e a identificacdo de compostos
organicos por (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE). Houve preparacao
de formulacdes fotoprotetoras contendo extratos incorporados a creme base Lanette
(5-20% m/m) do extrato da fibra do coco e (5-10% m/m) dos extratos de pimenta rosa,
gue foram avaliadas quanto ao potencial fotoprotetor (FPS), fotoestabilidade (por meio
de espectroscopia no UV-VIS e FTIR-ATR.) e teste de estabilidade normal (TEN),
frente aos parametros organolépticos (aspecto, cor e odor), fisico-quimicos, pH e
funcionais (valor de FPS). Também foram preparadas formula¢cdes contendo filtro
comercial benzofenona-3 e extrato etandlicos nas concentracdes (4:1) e (1:1), para
cada associacao, e avaliadas quanto ao valor de FPS. O contetdo de fendis totais
variou entre 452,56 - 673 mg EAG g extrato seco. A capacidade antioxidante variou
entre 24,1 - 78,4% para a habilidade de sequestrar o radical DPPH® e entre 3287 —
3484 umol ET/g de extrato seco, com destaque para o extrato do coco e das cascas
de pimenta. Para a capacidade antiglicante, o EEAA se mostrou promissor em todos
0s ensaios utilizados. Em relac&o ao potencial fotoprotetor, os extratos EEAA e ECPR
se destacaram com valor de FPS > 6, em concentra¢des de 0,2 — 15 mg mL?. Os
extratos ndo diminuiram a viabilidade celular e ndo exerceram efeito citotoxico. As
analises de CLAE possibilitaram identificar compostos fendlicos como quercetina,
catequina, epicatequina, acidos cafeico e vanilico para o EEAA, e os &cidos gélico e
cumarico, catequina, epicatequina e resveratrol para o ECPR e EFPR. As formulacdes
exibiram valores de FPS > 6 semelhantes aos padrdoes benzofenona-3 e quercetina.
As formulagbes com filtro comercial e extratos associados (1:1) promoveram
intensificagdo nos valores de FPS. Os extratos e formulagbes apresentaram-se
fotoestaveis ao longo do tempo de duas horas. No teste de estabilidade normal, as
formulagBes se apresentaram estaveis em relacdo aos parametros analisados por um
periodo de 90 dias. Os resultados sugerem que 0s extratos estudados podem ser
considerados como ingredientes ativos na preparacdo de formulagbes cosméticas/
farmacéuticas, com potencial biotecnologico.

Palavras chaves: Cocos nucifera, Schinus terebinthifolius Raddi, Compostos
fendlicos, Capacidade Antioxidante, Fotoprotecdo, Capacidade Antiglicante,
Fotoestabilidade.



ABSTRACT

Exposure to excessive solar radiation can cause pronounced effects on the skin,
induce premature aging and cancer development. The use of photoprotectors is one
of the main effective alternatives against the damage caused by ultraviolet (UV)
radiation. Plant extracts were employed in protected formulations due to their
absorption capacity in adequate UV wavelengths, antioxidant and photoprotective
action. The species Cocos nucifera L. and Schinus terebinthifolius Raddi (popularly
known as pink pepper) are rich in phenolic compounds that exert such action. Thus,
the objective of the present work was to evaluate the ethanolic extracts of the yellow
dwarf coconut husk fibers and the peel and fruits of pink pepper, as the total phenol
content, antioxidant and antiglycation capacities, photoprotective potential, cell viability
and chemical composition. For this, the extracts were evaluated for total phenol
content (CTF), antioxidant capacity by DPPH * and (FRAP) assays, antiglycation
capacity by Bovine Serum Albumin (BSA)-Glucose / Fructose, BSA-Methylglyoxal
(MG) and Collagen-Glucose / Fructose assays, photoprotective potential, by
evaluation of Sunscreen Factor Evaluation (SPF). cell viability evaluation of J774
macrophages and HTR-8SV / neo cells, and the identification of organic compounds,
the last one by High Performance Liquid Chromatography - HPLC), of the ethanolic
extracts of husk fiber of coconut yellow dwarf (EEAA), peel and fruit of the pink pepper
(ECPR and EFPR), were also performed. In addition, the development of
photoprotective formulations containing extracts incorporated into Lanette base cream
(5-20% m/m) of coconut fiber extract and (5-10% m /m) of pink pepper extracts, were
evaluated for photoprotective potential (SPF), photostability study (by UV-VIS and
FTIR-ATR spectroscopy techniques) and normal stability test (TEN) against
organoleptic parameters (appearance, color and odor), physicochemical pH and
functional characteristics (SPF value). Formulations containing commercial
benzophenone-3 filter and ethanolic extract at concentrations (4: 1) and (1: 1) for each
combination were also prepared and evaluated for SPF value. The total phenol content
ranged from 452.56 - 673 mg EAG g dry extract. Antioxidant capacity ranged from
24.1 - 78.4% for the ability to scavenger DPPH* radical and between 3287 - 3484 umol
ET / g of dry extract, especially coconut and peel pepper extract. Antiglycation capacity
of EEAA was significant in all the assays used. Regarding the photoprotective
potential, EEAA and ECPR extracts stood out with SPF value> 6 at concentrations of
0,2-15 mg mL*. The extracts did not decrease cell viability and did not exert cytotoxic
effect. Through HPLC analyzes, it was possible to identify phenolic compounds, such
as quercetin, catechin, epicatechin, caffeic and vanillic acids for EEAA, and gallic and
coumaric acids, catechin, epicatechin and resveratrol for ECPR and EFPR. The
formulations exhibited SPF values > 6 similar to the ones for benzophenone-3 and
guercetin standards. The formulations with commercial filter and associated extracts
(1: 1) promoted intensification in SPF values. The extracts and formulations were
photostable over a period of two hours. In the normal stability test, the formulations
were stable in relation to the parameters analyzed for a period of 90 days. The results
suggest that the studied extracts can be considered as active ingredients in the
preparation of cosmetic/pharmaceutical formulations, with a biotechnological potential.

Keywords: Cocos nucifera, Schinus terebinthifolius Raddi, Phenolic Compounds,
Antioxidant Capacity, Photoprotection, Antiglycation capacity, Photostability.
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1 INTRODUCAO

A radiacdo (UV) compreende uma faixa do espectro eletromagnético entre 100
e 400 nm. Dependendo do comprimento de onda, a luz UV se encontra subdividida
em 3 regides diferentes e especificas: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC
(100-280 nm). Os raios UV séo considerados como um fator exdgeno importante do
ponto de vista bioldgico, visto que, estes raios podem oferecer uma série de beneficios
aos seres vivos, como a ativacdo da vitamina D, que atua na prevencdo de doencas
6sseas (CASTRO et al., 2011; PEREZ-SANCHEZ et al., 2018). No entanto, a
exposicao cronica aos raios UV apresenta efeitos pronunciados sobre a pele, pode
induzir ao envelhecimento precoce e ao desenvolvimento de cancer (FLOR et al.,
2007; CASTRO 2011; SUVA et al., 2014; LEITE FILHO et al., 2016).

A preocupacdo em proteger a pele frente as manifestacées causadas pelas
radiagbes UV tem aumentado nos ultimos anos. Atualmente, o uso de protetores
solares € a alternativa mais eficaz contra os efeitos danosos causados pelos raios UV,
inclusive contra o cancer de pele e o envelhecimento precoce (MANAIA et al., 2013).
Os protetores solares séo classificados em inorganicos (filtros fisicos) e organicos
(filtros quimicos). Os agentes inorganicos ou fisicos atuam como barreira formada pelo
filme sobre a pele, refletindo, dispersando ou absorvendo os raios UV. Os compostos
ZnO2 e TiO2 sdo os maiores representantes (CABRAL et al.,, 2013). Os agentes
organicos ou filtros quimicos séo substancias hidro- ou lipossolluveis que protegem a
pele, via absorcao da radiacdo UV de alta energia, com liberacdo da energia, na forma
de calor. Os filtros organicos geralmente séo classificados em filtros UVA e UVB.
Podem ser sintéticos, como a benzofenona-3, ou naturais (constituintes quimicos de
Oleos e extratos vegetais) (COSTA et al., 2015).

A eficécia do filtro solar € medida em fungéo do seu fator de protecéo solar (FPS),
que estabelece o aumento do tempo a exposicao solar, especialmente aos raios UVB,
com o uso do produto aplicado sem a ocorréncia de eritema (COSTA et al., 2015;
NASCIMENTO et al., 2014; DONGLIKAR et al, 2016). O fator de protecao solar
apresentado pelo filtros pode ser determinado por métodos in vivo e in vitro. No Brasil,
a Agéncia de Vigilancia Nacional (ANVISA) determina que o FPS de um protetor solar
seja medido, seguindo os métodos in vivo, aplicando estritamente as metodologias

descritas pelos 6rgaos de outros paises como: FDA (Food and Drug Administration)
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nos Estados Unidos, COLIPA (European Trade Association representing Cosmetic
Industry), JCIA (Japan Cosmetic Industry Association. O ensaio in vivo é
indispensavel, no entanto, possui custo elevado e deve ser aplicado em Gltimo estagio
na bateria de testes de fotoprote¢éo. Deste modo, ensaios in vitro tém sido utilizados
na investigacdo de produtos fotoprotetores. O método espectrofotométrico
desenvolvido por Mansur et al (1968a) é o mais difundido para a determinacéo do
FPS, pois apresenta boa correlacdo com o teste in vivo (Mansur et al., 1986b), além
de ser rapido e reprodutivel.

Diversos estudos tém relatado uma crescente preocupacdo em relacdo ao uso
de fitros quimicos sintéticos como por exemplo, a benzofenona-3, que é um filtro
quimico comercial muito utilizado em protetores solares. Apresenta um amplo
espectro de protecdo (UVB/UVA), no entanto, pode penetrar através da barreira
epidérmica e causar dermatite de contato (NEDOROST et al., 2003). Atualmente, o
emprego de extratos vegetais como ingredientes em formulacdes fotoprotetoras tem
sido bastante explorado, uma vez que estes extratos apresentam em sua Composi¢cao
compostos fendlicos que possuem a capacidade de absorver um amplo espectro de
radiacdo UV, diminuindo assim a penetracdo dessas radiacdes na pele, minimizando
os efeitos nocivos envolvidos nos processos de envelhecimento precoce, capturaram
espécies reativas de oxigénio (EROs) gerados pelos raios UV, causados pela
exposi¢do excessiva ao sol e atuam estabilizando formulagbes com filtros quimicos
associados ou ndo. Além disso, esses compostos atuam como inibidores de glicacdo
de proteinas, reacdo ndo enzimatica, que se da no meio biolégico ou em alimentos,
e ocorre entre o grupo carbonila de acucares redutores como glicose e frutose, com o
grupo amino livre de biomoléculas. O processo de glicacdo gera produtos de glicacdo
avancada (AGEs), que estao relacionados a diversas doencas e podem causar danos
teciduais por meio de alteracdo da conformacédo de moléculas bioativas como por
exemplo, o colageno principal proteina fibrosa na matriz extracelular responsavel pela
sustentacao da pele (SUVA et al., 2014; AGATI et al., 2013; SAEWAN et al., 2013;
STEVANATO et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; ZILLICH et al., 2015; BARBOSA
et al., 2016).

Nesse contexto, as espécies Cocos nucifera L. e Schinus terebinthifolius Raddi
(conhecida popularmente como pimenta rosa) apresentam potencial a serem
utilizadas como ingredientes em formulac¢des antioxidante e fotoprotetora. Estudos

com extratos das fibras das cascas do coco relataram que as fibras apresentaram em
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sua composicdo compostos como, fendis, flavonoides, taninos, triterpenos e
alcaloides. Estes constituintes exercem importantes atividades bioldgicas, tais como,
antimicrobiana (SILVA et al., 2013), anti-inflamatoria (SILVA et al., 2013); antiviral
(ESQUENAZI et al., 2002), antifungica, antiplasmédica (ADEBAYO et al., 2013),
sequestradora de radicais (ALVIANO et al., 2004), anti-neoplasica (KOSHEK et al.,
2007), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2013) e antidepressiva (LIMA et al., 2016). Ja a
pimenta rosa apresenta grande potencial terapéutico e se encontra inserida na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de (RENISUS), que registra 71 plantas
medicinais que apresentam o potencial para gerar produtos de interesse para o
Sistema Unico de Satide (SUS). Diversas partes desta arvore tropical (folhas, cascas,
sementes, 6leo) tém sido utilizadas na medicina popular de varios paises. Estudos
fitoquimicos realizados com a espécie Schinus terebinthifolius Raddi evidenciaram a
presenca de metabdlitos secundarios como os fendis, flavonoides, triterpenos,
antraquinonas, esteroides e taninos. A presenca desses constituintes, em diversas
partes da planta (folhas, caule, frutos, sementes), exercem importantes atividades
biologicas, tais como, antioxidante, anti-inflamatodria, antimicrobiana, citotoxica,
antiproliferativa (SANTANA et al., 2012; MACHADO et al., 2014; PAGANI et al., 2014;
GLORIA et al.,, 2017; BARTOLOMEU et al., 2017). Assim, apesar do crescente
namero de estudos realizados com os extratos de fibra de coco, e de casca e frutos
de pimenta rosa, no sentido de uma possivel aplicacdo farmacolégica, estudos em
relacdo ao potencial fotoprotetor e antiglicante sao raros.

Diante do papel que compostos bioativos podem desempenhar frente aos
danos gerados pelas radiacbes UV, pelo estresse oxidativo e carbonilico, o
desenvolvimento de estudos que fornecam substancias que exercam potencial
fotoprotetor, antioxidante e antiglicante, se torna de grande importancia. Deste modo,
as fibras de Cocos nucifera L e cascas de Schinus terebinthifolius Raddi, se
apresentam como uma fonte alternativa de produtos naturais, com grande potencial
terapéutico, e o aproveitamento desses residuos, através da investigacdo dessas

atividades, € de grande relevancia biotecnoldgica e motiva o presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as capacidades antioxidante e antiglicante e o potencial fotoprotetor dos
extratos etandlicos das fibras da casca do coco da variedade ando amarelo e das
cascas e do fruto de pimenta rosa, visando o aproveitamento desses extratos como

ingredientes ativos em formulacdes cosméticas/farmacéuticas.

2.2 Especificos

e Obter os extratos etanolicos das fibras das cascas do coco ando amarelo, das cascas
e frutos de pimenta rosa;

e Avaliar o conteudo total de fendis e a capacidade redutora dos extratos etanélicos das
fibras das cascas do coco ando amarelo, das cascas de pimenta rosa e do fruto de
pimenta rosa, utilizando os métodos de Folin-Ciocaulteu, DPPH e FRAP;

e Avaliar a capacidade antiglicante dos extratos etandlicos das fibras das cascas do
coco ando amarelo; das cascas e frutos de pimenta rosa;

e Avaliar a viabilidade de macréfagos J774 em presenca do extrato etandlico das fibras
das cascas do coco ando amarelo, e efeito dos extratos de pimenta rosa sobre a
viabilidade celular da linha HTR-8SV/neo;

e |dentificar os compostos organicos presentes nos extratos etanolicos das fibras das
cascas do coco ando amarelo, das cascas e dos frutos de pimenta rosa, utilizando a
técnica de HPLC;

e Avaliar o potencial fotoprotetor dos extratos etandlicos das fibras das cascas do coco
ando amarelo, das cascas e dos frutos de pimenta rosa;

e Preparar formulacdes protetoras a partir da incorporacédo dos extratos etandlicos de
fibras das cascas do coco ando amarelo, das cascas e dos frutos de pimenta rosa,

e Avaliar a fotoestabilidade dos extratos e formulacoes;

e Avaliar a estabilidade normal das formulacdes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Radiacao ultravioleta (UV)

O sol representa a principal fonte de energia do planeta, possui cerca de 5
bilhdes de anos e se situa a 93 milhdes de quildbmetros da Terra. A energia é emitida
sob a forma de radiacdo de natureza eletromagnética, ou onda eletromagnética, que
se apresenta dividida em trés intervalos principais, de acordo com seu comprimento
de onda: ultravioleta (UV) (100-400 nm), visivel (VIS) (400-800 nm), e infravermelho
(IV) (> 790 nm)) (Figura 1). A soma dos intervalos de comprimento de onda dessas
radiagbes forma o espectro solar na superficie da terra. Estes se encontram
distribuidos nas seguintes proporcdes: 5% no UV, 50% no Vis e 45% no IV (COSTA
et al., 1995; SVOBODOVA et al. 2010)

A radiacdo eletromagnética emitida pelo sol € caracterizada por duas
grandezas: o comprimento de onda (A) e a frequéncia (v). Essas duas grandezas se
relacionam por meio da expresséo v = hc / A. Onde, c é velocidade da luz no vacuo
(3,0 x 10 cm/s), h, a constante de Planck (6,63 x 10 J s), usada para indicar a
energia e a frequéncia das radiacdes eletromagnéticas. Ela representa o quantum,
gue € a quantidade de energia emitida em por¢cdes muito pequenas. Trata-se de uma
das constantes mais importantes da Fisica Quantica. A equacgéo de Plank (Equacao
1), define que quanto menor o comprimento de onda (A), maior a quantidade de

energia (E) transportada.

E=—"" Equacéo 1
A

A radiacdo UV compreende uma faixa do espectro eletromagnético entre 100 e
400 nm, dependendo do comprimento de onda, a luz UV se encontra subdividida em
3 regides diferentes e especificas: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-
280 nm). Sua intensidade depende de alguns fatores como: altitude, latitude, estacao
do ano, periodo do dia e condigbes meteorolégicas (GASPARRO et al., 1998;
LADEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2015).

As radiagdes UVA e UVB séo as mais relevantes a pele, devido aos efeitos
adversos que estas podem causar ao tecido cutaneo. A radiagcdo UVC mais nociva e

energética é retida pela camada de ozénio.
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Figura 1 - Espectro de radiacao solar
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Fonte: Adaptado de SVOBODOVA et al., 2010.

3.2 Pele e efeitos da radiagao UV

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, sendo responsavel pela protecao dos
organismos, como uma defesa fisica, quimica e imunoldgica, contra os raios UV,
perda de agua, e possui uma alta capacidade de regeneracdo e recuperacao
(KAMMEYER et al., 2015).

A pele se apresenta dividida por trés camadas de tecido, a epiderme (camada
mais externa), derme (camada intermediaria) e hipoderme (camada mais profunda)

A epiderme é camada mais externa do corpo, sendo formada pelo tecido
epitelial. O estrato cérneo € a camada mais superficial da epiderme, e € composta por
células mortas ricas em filamentos de queratina, atua na protecdo contra agentes
agressores externos e funciona como uma barreira para retencdo de agua e
resisténcia. Aléem dos queratindcitos, células epiteliais estratificadas presentes na
epiderme, outras células também estdo presentes, como 0os melandcitos que atuam
sintetizando a melanina, substancia responsavel pela pigmentacdo da pele, que
desempenha papel de protecéo contra a radiacdo UV, absorvendo e refletindo os raios
que ultrapassam a camada cornea (CASTRO et al., 2014).

Apés a epiderme, encontramos a derme. Ela é formada por um tecido

conjuntivo denso, por onde ocorre a circulagdo sanguinea, e é composta de colageno,
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elastina e fibroblastos. Apresenta funcao de sustentacao, elasticidade e resisténcia da
pele, defesa contra os micro-organismos e nutricdo da epiderme (PEREZ-SANCHEZ
et al., 2018).

A hipoderme é um tecido subcutaneo, conectivo frouxo, com grande nimero de
células adiposas, importantes na ligacdo com tecidos mais profundos. E responsavel
pelo armazenamento de nutrientes, absor¢cdo de impacto, atua como reserva
energética e é fonte de queratinécitos, quando ocorre a destruicdo da epiderme
(COSTA et al., 2015; TANG et al, 2010).

Figura 2 - Estrutura da pele
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Derme .
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Vasos sanguineos
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Tecu_lo Tecido adiposo
subcutaneo

Fonte: Adaptado de TANG et al., 2010.

A radiacdo UV pode interagir com moléculas (cromoforos) em diferentes
camadas da pele. Essas intera¢cdes podem ocasionar efeitos benéficos ou danosos,
dependendo do comprimento de onda, exposi¢cdo a radiacdo e fontes de UV. Os
efeitos benéficos incluem a sintese de vitamina D, que exerce o papel de importante
regulador da fisiologia osteomineral, em especial do metabolismo do calcio e no

tratamento de diferentes patologias na pele, tais como a psoriase e o vitiligo (CASTRO
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et al., 2011; PEREZ-SANCHEZ et al., 2018). A exposi¢do aos raios UV é um dos
principais fatores causadores de alteracfes no tecido cutaneo, pelo seu poder de
penetracdo no extrato corneo afetando o processo de renovacéo celular e a perda da
elasticidade. O poder de penetracdo na pele depende do tipo de interacdo que ocorre
entre 0 meio e o foton de luz. Se tratando da pele, quanto maior o comprimento de

onda, maior o grau de penetracdo (Figura 3).

Figura 3 - Capacidade de penetracdo dos raios UV nas camadas da pele.
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Fonte: Adaptado de PEREZ-SANCHEZ et al., 2018.

A radiacdo UVA é a mais abundante da superficie da terra correspondendo a
95%, possui alto comprimento de onda e baixa energia, um poder de penetracdo sobre
a pele maior que a radiacdo UVB, atinge a derme, provoca altera¢des nos fibroblastos
e desordem na matriz extracelular, consequentemente, gerando o0 processo de
fotoenvelhecimento cutadneo e cancer de pele. O fotoenvelhecimento é um processo
cumulativo que dependendo do grau de exposi¢ao aos raios UV e da pigmentacéo
cutanea, a pele envelhecida apresenta caracteristicas como atrofia, enrugamento de

coloracdo amarelada (diminuicdo dos vasos sanguineos), perda da elasticidade e
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aparecimento de lesdes cancerigenas (KRUTMANN et al.,, 2017). Esta radiacéo
causa, ainda, efeitos danosos sobre as moléculas de DNA por meio da acdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) (incluindo radical hidroxila (*OH), peroxido de
hidrogénio (H202), anion radical superoxido (O2*), resultando na degradacédo da
molécula, além de induzir processos inflamatorios, estresse oxidativo e enrugamento
da pele (MESA-ARANGO et al., 2017).

A radiacdo UVB possui uma menor incidéncia sobre a superficie terrestre (5%),
apresenta menor comprimento de onda em relacdo a UVA e menor poder de
penetracdo sobre a pele. No entanto, os raios UVB séo intensamente absorvidos pela
camada epidérmica devido a sua alta energia, e seus efeitos sdo mais prejudiciais, e
estdo associados ao quadro de eritema, queimaduras solares e envelhecimento
precoce. O DNA é uma das principais moléculas que absorvem os raios UVB, estes
raios afetam diretamente a epiderme induzindo lesdes na molécula de DNA, como a
formacdo de ciclobutanos de pirimidinas (CPDs) e os fotoprodutos pirimidina-
pirimidona (6-4PPs). Estes por sua vez, promovem grandes distor¢des na estrutura
do DNA, o que compromete 0s mecanismos vitais como replicagéo e transcri¢ao, e
induz mutaces em genes supressores de tumor, como o p53, alterando o controle do
ciclo celular. Essa alteracdo provoca o aumento do risco da transformacdo de
gueratinécitos e melandcitos, que possivelmente se manifestam como tumores de
pele (PEREZ-SANCHEZ et al., 2018).

A radiacdo UVC nao atinge a superficie da terra, pois, sdo bloqueadas pela
camada de ozodnio estratosférica. Essas radiacdes sdo altamente energéticas e
extremamente lesivas aos seres vivos (AFAQ, 2011; GREGORIS et al.,, 2011,
NASCIMENTO et al., 2014

A Figura 4, apresenta os principais eventos induzidos pelas radiacbes UVA e
UVB.



Figura 4 - Principais efeitos causados pelos raios UV
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3.3 Fotoprotecao

A preocupacdo em proteger a pele frente as manifestacdes causadas pelas
radiacbes UV tem aumentado cada vez mais, principalmente em paises tropicais,
onde as radiacdes UVB e UVA sédo mais intensas (MANAIA et al., 2013). Diversas
medidas preventivas tém sido utilizadas contra os efeitos danosos causados pelos
raios solares, tais como, o uso de chapéu, éculos especificos para protecdo solar,
vestimentas especiais, exposicdo segura ao sol, o uso frequente de fotoprotetores.
Atualmente, o uso de protetores solares € a alternativa mais eficaz contra os efeitos
danosos causados pelos raios UV, inclusive contra o cancer de pele e envelhecimento
precoce da pele. De acordo com a RDC n° 30, de junho de 2012 determinada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um protetor solar € definido como
qualquer preparacdo cosmética destinada a entrar em contato com pele e labios, com
a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiacdo UVB e UVA,

absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo (ANVISA, 2012).

3.3.1 Filtros solares

Os protetores solares apresentam em sua composicdo, substancias
denominadas como filtros solares. Segundo Flor e colaboradores (2007), dependendo
do mecanismo de acdo e de sua natureza, as substancias fotoprotetoras sao
classificadas em inorganicas (filtros fisicos) e organicas (filtros quimicos). Os agentes
inorganicos ou fisicos atuam como barreira formada pelo filme sobre a pele, refletindo,
dispersando ou absorvendo os raios UV (Figura 5 (a)). Os oxidos ZnO:2 e TiOz,
representam as substancias inorganicas fotoprotetoras e apresentam excelente
protecdo contra a radiacdo UV. Sdo impermedaveis e considerados potencialmente
seguros devido ao seu baixo indice de irritabilidade sobre a pele, indicados para
formulacbes de produtos infantis e individuos com pele sensivel. No entanto, de
acordo com o tamanho de particulas dos oOxidos utilizados como fotoprotetores, o
produto pode deixar uma pelicula esbranquicada sobre a pele, o que torna do ponto
de vista estético, desagradavel. Uma das alternativas recentes para a resolucéo deste
problema na tecnologia dos filtros inorganicos, € o uso da nanotecnologia aplicada a
fotoprotecdo, na qual, microparticulas sdo produzidas a partir desses Oxidos, néo
deixando particulas perceptiveis na pele (BAILLO et al., 2012; CABRAL et al., 2013).
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Figura 5 - Modo de acao dos filtros UV inorgénico (a) e organico (b)
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Fonte: Adaptado de MANAIA et al., 2013.

Os agentes organicos ou filtros quimicos sdo substancias hidro ou lipossollveis
gue protegem a pele por meio da absorcdo da radiacdo UV de alta energia e a
transformam em radiacdes de energia menores e inofensivas ao ser humano (Figura
5(b)). Estes agentes sdo compostos aromaticos conjugados com grupos carboxilicos,
e geralmente possuem grupos funcionais doadores de elétrons (metoxila e amina),
situados nas posicdes orto ou para do anel. Podem ser naturais (6leos e extratos
vegetais) ou sintéticos. O mecanismo de agao consiste em ao absorver a radiacao
UV, os elétrons situados no orbital ocupado de maior energia, T HOMO, sao excitados
para o orbital molecular desocupado de menor energia m* LUMO. Durante o retorno
do elétron ao estado fundamental, o excesso de energia € liberado na forma de calor
(Figura 6). A radiacdo UV absorvida apresenta energia exatamente igual a diferenca
de energia entre 0 HOMO e LUMO (NASCIMENTO et al., 2014; COSTA, 2015).
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Figura 6 - Esquema do processo de absorcdo UV pelos filtros organicos e conversao
emluzno VISeno IV.
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Fonte: NASCIMENTO et al., 2014.

Atomos ou moléculas podem emitir a energia absorvida quando elétrons, no
estado excitado, decaem ao estado fundamental. O diagrama de Perrin Jablonski
(Figura 7) apresenta o processo de formacao e desativagdo dos estados excitados
das moléculas. A dissipacdo do excesso de energia pode ocorrer por processos nao
radiativos (séo as linhas tracejadas) ou processos radiativos (sdo as linhas continuas
verticais). Nos processos ndo-radiativos, a dissipacao de energia da-se pela liberagcéo
de calor e os radiativos pela emissdo de luz. A temperatura ambiente, a maioria das
moléculas, mantém-se no estado fundamental (So). A absorcao de luz pode levar as
moléculas para os niveis vibracionais excitados de S1, S2 ou S3. Uma vez excitados,
a dissipacdo da energia e a desativacdo dos estados excitados se da por varios
processos, como conversao interna, fluorescéncia, cruzamento inter-sistemas e
fosforescéncia (SKOOG, 2002).

Figura 7 - Diagrama de Perrin Jablonski
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Os filtros organicos geralmente sédo classificados em filtros UVA e UVB,
dependendo da regido de protecdo UV, e aqueles de amplo espectro que protegem
em ambas as radiacbes (BALOGH et al, 2011; SILVA et al., 2015). Dentre os filtros
quimicos usados comercialmente capazes de absorver a radiacdo UVA (320 - 400),
destacam-se as avobenzona, antralinas e a benzofenona. Ja, os filtros capazes de
absorver a radiacdo UVB (290 - 320) sdo o acido para-aminobenzodico (PABA),
cinamatos e salicilatos. (CRIADO et al., 2012; SILVA et al., 2015).

A Tabela 1 apresenta os principais fotoprotetores organicos utilizados em

formulacdes protetoras e suas faixas de absorcées UV.

Tabela 1 - Fotoprotetores organicos e faixas de absor¢cdes no UV.

Nomenclatura e Faixa de Protecéo
estrutura protecao uv
(nm)
Acido p-aminobenzéico (PABA) 260 — 313 uvB
o) C
NH,
HO
4-Metoxicinamato de 2-etilexila 270 - 328 uvB

(Metoxicinamato de octila)

o

AN
O
\O /\(\/\
Salicilato de 2-etilexila 310 uvB
(Salicilato de octila)

Lo

OH
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Nomenclatura Faixa de Protecéo
protecao uv
(nm)

1-(4-t-Butilfenil)-3-(4-metoxifenil)-1,3-propadiona

(Avobenzofenona)
310 - 400 UVA
(0] (0]
T (J ¢
Octocrileno 303 uvB
[e]
O
(¢]
V4
Homossolato 330 UVA
CH,
CH,
OH
2-Hidroxi-4-metoxibenzofenona 288 — 335 UVB / UVA

Benzofenona-3

OH O

ST

Fonte: Adaptado de WANG et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014; VINHAL et al., 2016.

Dentre os filtros quimicos listados na Tabela 1, a benzofenona-3, também
conhecida como oxibenzona ou 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona, é um dos filtros mais
empregados em preparagcdes protetoras. A benzofenona-3, filtro quimico comercial

utilizado como padréo nesse trabalho, se apresenta como uma cetona aromatica com
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a capacidade de absorver radiagcbes UVB e UVA, de dificil solubilizacdo em agua
(caracteristica lipofilica) e apresenta uma boa estabilidade, é utilizada em formulacdes
cosméticas e componentes de embalagens plasticas de alimentos (COSTA, 2015;
GONZALEZ et al., 2017). Sua estrutura quimica € formada por dois anéis aromaticos
com diferentes substituintes, e a deslocalizacdo dos elétrons por ressonancia € uma
das causas estruturais para sua reatividade (Figura 8), acrescida pela presenca de
grupamentos doadores de elétrons nas posi¢cdes orto-para, com participacdo do
grupamento carbonila que participa como aceptor de elétrons. Esses compostos
sofrem ressonéancia mais facilmente, requerendo uma menor energia quantica para a
transicdo eletronica. Considerando que a energia é inversamente proporcional ao
comprimento de onda, logo, esses compostos irdo absorver também em
comprimentos de onda acima de 320 nm (ROOGIA et al., 2014; ABID et al., 2017).

Figura 8 - Hibridos de ressonancia da benzofenona
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Fonte: COSTA, 2015.

Na aplicacdo de filtro solar de uso tbépico, € necessario que o0 mesmo
permaneca nas camadas mais superficiais da pele, a fim de garantir a protecéo
maxima, sem que ocorra exposicdo sistémica. No entanto, filtros como a
benzofenona-3, podem penetrar através da barreira epidérmica e causar dermatites
de contato. Estudos relatam a presenca de benzofenona-3 e seus metabdlitos em
urinas de humanos, apés um periodo de 48 h da aplicacdo na pele, de cosméticos
contendo benzofenona-3 em sua composicdo (NEDOROST et al., 2003; VIDAL et al.,
2007; GONZALES et al., 2017). O processo de absorcao sistémica e toxicidade dos
filtros UV, séo intensamente debatidos, entretanto, torna-se necessaria a realizagcéo
de pesquisas que abranjam os fatores envolvidos em tais processos, a fim de elucidar

0 grau de absorcéo dos filtros UV e suas consequéncias.
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3.3.2 Formulacdes fotoprotetoras

A incorporagdo do filtro solar a um veiculo torna-se necessaria para a
disponibilizagéo do fotoprotetor ao consumidor. A formulacdo de fotoprotetor n&o
envolve apenas 0 uso de substancias com caracteristicas de reflexdo e absorcao,
algumas caracteristicas sdo exigidas para que o produto seja comercializado. Além
dos fatores observados como a quimica e fotoquimica, as formulagfes protetoras
devem apresentar caracteristicas como: ser atoxico, ndo ser irritante ou mutagénico,
ser fotoestavel, ndo ser volatil, ser hidrorresistente, ser retido na superficie da pele
(extrato cérneo), ser compativel com o veiculo escolhido (os ingredientes da
formulacdo, de modo que, ndo ocorra descoloragcéo da pele, dos cabelos, roupas e
nem odores desagradaveis, com o recipiente de armazenamento, e ser econémico)
(MILESI et al., 2002; FLOR et al., 2007). O protetor solar pode ser preparado a partir
de diversos veiculos como, creme e locdes emulsionadas, lo¢cdes hidro-alcodlicas,
sprays e géis. Entretanto, a escolha deve ser adequada, de modo que a interacdo
entre este e o filtro ndo interfira na estabilidade do produto e na sua eficacia.

De acordo com ANVISA (resolucdo n° 7/2015), no Brasil, os protetores solares
sdo considerados cosméticos de grau 2, ou seja, possuem a capacidade de provocar
reacdes adversas. Deste modo, sdo produtos que possuem indicacdo especifica e
necessitam comprovacao de seguranca e/ou eficacia, assim como informacdes sobre
o cuidado, o uso e restricbes (ANVISA, 2006). A RDC 47/2006 (BRASIL, 2006)
determina que os protetores solares formulados com alguns filtros quimicos sejam
preparados, respeitando um limite maximo de concentracdo (3 e 15%), dependendo
da natureza da substancia, e para os filtros fisicos é permitido até 25% da substancia
em produtos indicados com ac¢éao fotoprotetora. Além disso, a resolu¢do determina que
para ser considerado um protetor solar, o produto deve apresentar um FPS de no
minimo 6, esse valor representa uma protecdo moderada recomendado ao fototipo de
IV (pele branca/morena clara pouco sensivel a eritema) (FITZPATRICK, 1976).

A Tabela 2 apresenta alguns filtros solares permitidos pela ANVISA de acordo
com a resolucao (BRASIL, 2006).
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Tabela 2 - Filtros solares regulamentado de ANVISA.

Nome Protecéo Concgn_tragéo
(INCI)* (V) M"’Eg(/(') ;“a

PABA uvB 15
Etil-hexildimetil PABA uvB 8
Benzofenona-3 UVB / UVA 10
Metoxicinamato de octila UvB 10
Salicilato de octila uvB 5
Homossalato UvB 15
Octocrileno uUvB 10
Didxido de titanio UVB / UVA 25
Oxido de zinco UVB / UVA 25

INCI = International nomenclature of cosmetics ingredients.
Fonte: Adaptado de ANVISA, 2006.

Atualmente, uma nova tendéncia no mercado € o preparo de formulacdes
utilizando associacfes de diferentes filtros (UVA, UVB, filtros fisicos ultrafinos ou
micronizados, extratos e Oleos vegetais), visto que, a maioria dos filtros solares
absorve apenas parte da regidao UV (UVA ou UVB). Essa combinacgéo de filtros surge
como uma alternativa para incrementar a protecao solar, isto €, tornando-a de amplo
espectro. Além disso, proporciona uma maior estabilidade fotoquimica aos filtros.
Dentre os filtros organicos presentes na Tabela 2, os que se destacam nessa pratica,
sao a benzofenona-3 em associacdo com o metoxicinamato de octila, e o octocrileno,
em associacao com a avobenzona (NASCIMENTO et al., 2014; BALOGH et al., 2011).

3.3.3 Avaliacédo da eficacia das formulacdes fotoprotetoras

A eficacia de uma formulacéo protetora € universalmente medida em funcéo do
seu Fator de Protecdo Solar (FPS). Este fator estabelece o tempo de exposi¢do a
radiacdo solar com o produto fotoprotetor aplicado sobre a pele, sem a ocorréncia de
eritema, ou seja, quanto maior o FPS, maior sera o tempo permitido para uma
exposicao segura frente as radiacdes UVB. Ressalta-se que o FPS é definido em
funcéo da radiacdo UVB causadora de eritemas (FLOR et al., 2007; ANVISA, 2012).

No Brasil, a avaliacdo do FPS regulamentada pela ANVISA por meio da RDC
30/2012, em acordo com o Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), determina que o
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FPS de um protetor solar seja realizado seguindo os métodos in vivo, aplicando
estritamente as metodologias descritas pelos 6rgdos regulamentadores de outros
paises como: FDA, Unidos, COLIPA e JCIA (VELASCO et al., 2011; BALOGH et al.,
2016). Ja, a determinacdo do nivel de protecdo UVA (FPUVA) deve ser realizada
conforme as metodologias in vivo European Commission — Standardization Mandate
Assigned to CEN Concerning Methods for Testing Efficacy of Sunscreean Products —
2006 Annex 2 - baseadas nos principios recomendados pela JCIA (PPD method
published 15.11.1995)

O ensaio para a avaliacdo do FPS in vivo é realizado com voluntarios sadios
(minimo de 25 voluntarios) para se obter um teste estatisticamente significativo e com
tipos de pele I, 1l e lll (pele muito sensivel, sensivel e normal), respectivamente, de
acordo com a classificagcdo dos fototipos cutaneos denominada como escala de
Fitzpatrick de 1976 (KEDE; SABATOWICH, 2004).

O padrao utilizado pelo FDA é uma formulacdo contendo 8% de homossalato
com FPS de 4,47. A quantidade padronizada de produto aplicada deve ser de 2 mg
cm?em uma area minima de 50 cm?, sob irradiagdo simulada (94% de 290 — 400 nm)
com lampada no UV de 300 W, 20 min apods aplicacdo do produto (ANVISA, 2012;
SHALKA et al., 2014). O FPS pode ser calculado através da Equacéao 2:

DME (pele com protecao 5
FPS = ( g~ ) Equacéo 2
DME (pele sem protecido)

Onde: DME = dose minima eritematosa, observada entre 16 e 24 h apds a exposicéo
UVB.

Para a avaliacdo do FP-UVA, o método in vivo mais comumente utilizado é o
PPD (do inglés Persistent Pigment Darkening), este método € similar ao ensaio de
FPS, entretanto, utiliza-se pelo menos 10 voluntarios de fototipos Il e IV, e esta técnica
se baseia na resposta de pigmentacao tardia ou persistente da pele frente a radiacéo
UVA (320 — 400 nm), apoés periodo de exposicdo de 2 a 4 h a radiagao simulada (15
J cm?) (VELASCO et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014).
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3.3.3.1 Métodos in vitro para a determinacéo do FPS

A utilizacdo dos métodos in vivo na avaliacdo do FPS é a maneira mais precisa
e imprescindivel na avaliacdo de uma formulagdo fotoprotetora, porém deve ser
aplicada na fase final de uma bateria de testes de fotoprotecdo, devido a sua
complexidade, a necessidade de voluntarios, de profissionais especializados e
apresentam um custo elevado para a realizacéo (LEITE FILHO et al., 2016).

A aplicacéo das metodologias in vitro apresenta algumas vantagens na triagem
do desenvolvimento das formulacdes protetoras como, por exemplo, a nao exposi¢cao
dos voluntarios aos riscos causados pelos raios UV e facilidade no treinamento do
operador (VELASCO et al., 2011). O ensaio in vitro poder ser reproduzido por meio
de técnica espectrofotométrica, que se baseia na andlise do espectro de absorcédo ou
transmissdo da radiagcdo UV. Dentre os métodos espectrofotométricos, o ensaio
desenvolvido por Mansur e colaboradores (1986a), € o mais difundido e se destaca
por apresentar uma boa correlagdo ao teste in vivo (SANTOS et al., 1999), além da
agilidade e reprodutibilidade. Este método se baseia na diluicdo do filtro solar em
solventes apropriados (alcool ou éter) e a posterior avaliacdo espectrofotométrica na
faixa de 290 a 320 nm (espectro na regidao UVB), com intervalos de 5 nm. Em seguida,

utiliza-se a equacgéo 3 apresentada a seguir:

320 Equacéao 3
FPS = CF.Z EEQ).2.1(2). Abs(2)
290

Onde:

CF = fator de correcéo (igual a 10),

EE (A) = efeito eritematogénico da radiagdo de comprimento de onda (A)

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

Abs (A\) = medida espectrofotométrica da absorvéncia da solugdo proposta como filtro

solar.

A relacéo entre EE x | apresenta valores constantes em cada comprimento de

onda e encontra-se descrita na Tabela 3 (SAYRE et al., 1979).
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Tabela 3 - Relacdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade de radiacdo em cada

comprimento de onda.

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

s 1,0000

Fonte: SAYRE et al., 1979; Mansur et al., 1986.

Diversos estudos tém utilizado a técnica in vitro por espectrofotometria, na
comparacao e orientacdo na determinacédo do FPS antes da aplicacdo dos testes in
vivo (MANSUR et al., 1986b; COSTA et al., 2015; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017).

No trabalho de Ferrari e colaboradores (2007), foi realizado um estudo para a
determinacao do FPS in vitro utilizando o método de Mansur (1986), e in vivo (método
da FDA), em emulsdes contendo 3,75% (m/m) do filtro comercial metoxicinamato de
etilexila, aditivadas ou ndo com 6leo de andiroba (Carapa guianensis) a 11,5% (m/m).
Os autores relataram que ambas as formulacdes apresentaram pelos testes in vitro e
in vivo FPS 6, demonstrando uma boa correlagdo entre os resultados das
metodologias utilizadas.

OLAYEMI e colaboradores (2017) avaliaram o FPS de trinta ervas usadas para
o preparo de chas classificados em (verde, preto e outros tipos) comumente
consumidos na Nigéria. Os chéas selecionados foram filtrados e diluidos em agua a
20% (v/v). Em seguida, as solucdes foram analisadas espectrofotometricamente e 0s
valores de FPS foram calculados utilizando e equagao de Mansur. Os valores de FPS
determinados variaram entre 10,33 e 25,33, sendo 0s chas verdes com maiores
valores de FPS, seguido dos chas pretos e outros tipos. Os autores concluiram que
os chéas analisados apresentam um grande potencial contra os raios UVB, e sugeriram

0 uso dos chas como ingredientes ativos em produtos fotoprotetores.
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SINGH e colaboradores (2016) avaliaram o FPS de uma formulacéo
fotoprotetora, preparada a partir da combinacdo de diferentes extratos de plantas,
onde, a eficacia da formulacéo de ervas como protetores solares, foi determinada pelo
método in vitro de Mansur (1986). Solucdes hidroalcodlicas das formulacdes
fotoprotetoras foram preparadas nas concentracbes (0,5, 1, 5 e 10%) (m/v), e
analisadas. Os valores de FPS obtidos variaram entre 2,14 e 12,97. Os autores
definiram o método como simples e rapido nas andlises de FPS.

Souza e colaboradores (2013) determinaram a atividade fotoprotetora de
emulsdes contendo extrato de Malpighia glabra L. (acerola), por meio do método de
Mansur (1986a). As emulsdes apresentaram absorcées na regido UVB, porém,
obtiveram baixos valores de FPS, ndo podendo ser consideradas com potencial
fotoprotetor, nas concentra¢cdes analisadas. Entretanto, as emulsdes demonstraram
capacidade antioxidante e se apresentaram estaveis aos ensaios de estabilidade e
acao sinérgica na protecao da pele contra os danos induzidos pela radiacdo UV.

Wagemaker e colaboradores (2011), caracterizaram a fracdo lipidica e
avaliaram a atividade fotoprotetora in vitro de dez espécies de café. Os resultados
demonstraram a presenca de acidos graxos linoleico e oleico, amplamente utilizados
nas industrias de cosméticos, e encontraram valores de FPS em torno de 4. Segundo
0s autores, o 6leo de café apresenta-se como um ingrediente ativo, em produtos
cosmeéticos.

Para a determinacéo do valor de FP-UVA in vitro, o Unico método validado € o
da determinacdo de comprimento de onda critico (Ac), que se baseia no uso da
espectroscopia UV acoplado com esferas de integracdo, onde, uma curva de
absorbancia do filme fino do filtro é determinada na faixa de 290 a 400 nm. Os valores
de absorbancia sdo somados a partir de 290 nm até que se obtenha 90% de
absorbancia total do produto no intervalo de 290 a 400nm. O comprimento de onda
critico (Ac), € definido como aquele onde a absorbancia somada atinge 90% da
absorbancia total. Assim, para ser indicado como protetor UVA, deve apresentar valor
de (Ac), maior que 370 nm. Quanto maior o valor (Ac), maior sera a protecdo UVA
(VINHAL, 2016; DONGLIKAR et al., 2016).

Daher e colaboradores (2014), investigaram a atividade fotoprotetora de uma
formulacdo preparada com extrato glicolico de acai (Euterpe oleracea) e filtros
sintéticos benzofenona-3, octocrileno e metoxicinamato de 2-etilexila. Neste estudo, a

formulacédo apresentou FPS 25, FP-UVA 14,87 e comprimento de onda critico 378 nm.
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Os autores consideraram que a formulacdo pode atuar como filtro solar com protecao
UVA e UVB.

3.4 Flavondides e atividade fotoprotetora

Os flavondides constituem o maior grupo dos fendis, sdo considerados os
compostos fendlicos naturais mais importantes. S8o compostos de baixa massa
molar, encontrados em ervas, frutas (cascas, polpas e suco), legumes, graos, bebidas,
e sdo parte integrante da dieta humana. Estes compostos desempenham importantes
funcdes quimicas e bioldgicas, na ecologia das plantas, tais como, protecdo contra
microrganismos, ac¢do antioxidante, inibicdo enzimatica, e principalmente a
capacidade de absorver a radiagédo UVB, protegendo as plantas deste tipo de radiacdo
solar, além de capturar as espécies reativas de oxigénio (EROs) gerados pelos raios
UV, minimizando os efeitos nocivos causados pela exposicdo excessiva ao sol
(SAEWAN et al., 2013; STEVANATO et al., 2014; ZILLICH et al., 2015).

A estrutura basica é composta por 15 d&tomos de carbono dispostos em uma
configuracdo (C6-C3-C6). Essencialmente, a estrutura consiste em dois anéis
aromaticos (A e B), unidos por uma ponte de 3 carbonos, geralmente um anel
heterociclico de pirano (C). Até o momento, mais de 4000 diferentes flavondides ja
foram identificados em fontes vegetais, sendo as suas principais classes, os flavonais,
flavonas, flavanonas, flavandis (catequinas), flavanondis (diidroflavondéis), isoflavonas
e antocianinas (Tabela 4). As classes de flavonoides estdo baseadas no carbono da
ligacdo do anel B com o anel C, e no padrdo de oxidagéo e dos grupos funcionais do
anel C (FRAGA et al., 2010; SAEWAN et al., 2013).

Os flavondides apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, e exibem
acado sobre os sistemas biolégicos, com efeitos anti-inflamatoério, antimicrobiano,
antiviral, vasodilatador, citotoxico, antioxidante (PROCHAZKOVA et al., 2011;
SANTOS et al., 2017). Aléem desses efeitos benéficos a saude humana, uma outra
atividade bioldgica atribuida aos flavonoides é a fotoprotecdo. Os mecanismos
relacionados a capacidade fotoprotetora dos flavondides consistem em atividades
decorrentes de sua estrutura quimica. A absorcéo ultravioleta de um flavonéide é uma

das premissas para a sua utilizacao na fotoprotecao.
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Tabela 4 - Estrutura basica de flavondides e principais classes, estrutura quimica e

fontes de obtencéo.

Estrutura basica de flavondides

Classes Estruturas Nomes Fontes
O Quercetina Maca, cerejas,
.. Rutina uvas, caju, pitanga,
Flavonois o Ut Ju, pitang
| Miricetina cebola, alface,
o Campeferol vinho tinto e fibra
da casca de coco
° anao amarelo
ricin fr
Flavona ] O C cina Casca de _utas,
Apigenina salsa e aipo
O | Luteonina
|
[e]
Flavanonas O Narigina itri
o Taxofolina Frutas citricas
Hesperidina
(o]
O Catequina Cha verde, preto,
.. Epi in va, vinho tin
Flavanéis o =p catequ a uva, o_t to,
Epigalocatequina  chocolate e fibra da
on casca de coco
anao amarelo
(0]
S Legumes e
Isoflavonas O | Genisteina, -€gd .
S derivados de soja
O Daidzeina
(o]
T om Cianidina Uvas roxa,
- Malvidina morango, cereja,
Antocianinas Ho S
O \ R amora, repolho
roxo e acaf
Ao, ¢

OR,

Fonte: Adaptado de EGERT et al., 2011.
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O espectro de absorcéo dos flavondides mostra, em geral, duas bandas com
maximos de absorcdo: banda | entre 240 — 280 nm (correspondente ao anel A) e
banda Il em 300 — 550 nm (correspondente ao anel C), regides que englobam UVB e
UVA. A semelhanca estrutural dos flavonéides com os filtros quimicos, adicionalmente
as suas propriedades antioxidantes e a similaridade entre seus espectros de absorcao
na regido UV, possibilitam que tais compostos naturais sejam passiveis de exercer
atividade fotoprotetora (VELASCO et al., 2008; KULLAVANIJAYA et al., 2005).

Devido a importancia do uso de protetores solares frente aos efeitos nocivos
das radiac6es UV como, o envelhecimento precoce e o cancer de pele, um grande
namero de compostos naturais vem sendo estudado, atualmente, em virtude das
propriedades antioxidantes e fotoprotetoras que estes apresentam, visando uma
protecdo completa ou um possivel incremento nos valores de FPS (MUKHERJEE et
al., 2011; DONGLIKAR et al., 2016).

Os flavonoides quercetina e rutina, sd0 0S compostos naturais mais
investigados com efeitos protetores contra a radiagao solar usada em uma formulacao
protetora (CEFALI et al., 2016). A quercetina (3,5,7,3’,4" — penta-hidroxi flavona)
(Figura 9(a)) pertence a classe dos flavondis, € o principal flavonéide encontrado na
dieta humana, a partir dos alimentos. E uma substancia lipossoltvel e pode conter
moléculas de aclcar em sua estrutura. E um dos compostos antioxidantes mais
eficazes, possui a capacidade de eliminar radicais livres e quelar metais de transicao
como os ions Fe (ll) e Cu (ll), impedindo que estes catalisem reacfes formadoras de
radicais hidroxila, nas reacdes de Fenton (ALVES et al., 2010). Este flavonol absorve
na regido ultravioleta, assim esse composto pode ser considerado um fotoprotetor
evitando danos ao DNA (FAHLMAN et al., 2009). A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina)
(Figura (9b), flavonol glicosidico, é tradicionalmente empregada como potente
antioxidante, na prevencéo ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e da
fragilidade ou permeabilidade capilar, e também na prevencdo dos danos causados
pelas radiacbes UV (SAEWAN et al., 2013).

Choquenet e colaboradores (2009), avaliaram o potencial fotoprotetor de
guercetina e rutina, incorporadas em emulsdes, em uma concentracdo 10% (m/m). Os
resultados mostraram que ambos 0s compostos apresentaram valores de FPS
semelhantes aos do filtro comercial homossalato, utilizado como filtro padréo. Além
disso, também apresentaram potencial de protecéo na faixa UVA. Quando associado

ao filtro inorganico dioxido de titanio, os compostos apresentaram valor de FPS de
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aproximadamente 30. Os autores concluiram que os flavonéides apresentaram efeitos
sinérgicos quando associados aos filtros fisicos, aumentando os niveis de FPS.

Em estudos semelhantes, Velasco e colaboradores (2008), demonstraram o
potencial fotoprotetor in vitro de formula¢des contendo rutina associada ou nao a filtros
organicos UVB/UVA (benzofenona-3) e UVB (p-metoxicinamato de octila). A eficacia
fotoprotetora da rutina foi dependente da concentracdo e a presenca de filtros
quimicos UVA e UVB, com evidéncia de sinergismo na elevacéo do FPS, de 7,34 para
9,97, quando o flavondéide a 0,1% (m/m) foi associado com filtros p-metoxicinamato
de octila e 3,5% (p/p) e benzofenona-3 a 1,0% (m/m). A rutina ndo associada aos
filtros exerceu protecdo a radiacdo UVA superior a formulacdo base e as suas

associagdes

Figura 9 - Estruturas moleculares da quercetina (a) e rutina (b).

(a) Quercetina (b) Rutina

Fonte: CEFALI et al., 2016.

As propriedades fotoprotetoras também vém sendo avaliadas em uma grande
variedade de extratos vegetais, devido a composicdo quimica das plantas, que na
maioria das vezes, apresenta constituintes como os compostos fendlicos, em
particular os flavondides, que devido as propriedades ja mencionadas, como a sua
semelhanca estrutural com os filtros quimicos, apresentam acao fotoprotetora e/ou
potencializadora, sendo capazes de absorver a radiacdo UV e assim vém sendo
empregados em formulagdes fotoprotetoras associadas aos filtros UV (CEFALI et al.,
2016).

Os compostos fendlicos apresentam potencial antioxidante complementando a

acao fotoprotetora, visto que, eles possuem a capacidade de eliminar radicais livres,
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estabilizar formulacbes com filtros quimicos associados e neutralizar a acdo dos

radicais na pele, intensificando o efeito protetor (SCALIA et al., 2010; FILHO et al.,

2016; PRA et al., 2016). A Tabela 5 apresenta alguns estudos com extratos vegetais,

fracOes e formulacdes com potencial fotoprotetor.

Tabela 5 - Potencial fotoprotetor de extratos vegetais, fracdes e formulacdes protetoras.

Extratos / fracdes e Compostos FPS in vitro Referéncias
formulacdes ativos
Extrato etandlico de Catequina, 0,21 +0,01 (LIMA-SARAIVA
Shinopsis brasiliensis Engl.,  epicatequina, 1,35+ 0,05 et al., 2017)
em concentracdes (5, 25, apigenina e 2,98 £ 0,27
50 e 100 mg L?) acido galico 6,27 + 0,69
Extrato metandlico de Flavonoides, 15,39 + 0,89 (RATNASOORIA
I[pomoea pes-caprae taninos e etal., 2017)
diterpenos
Cosmeéticos fotoprotetorres ) F(base) = 5,88 £ 0,30 (LOURITH
Bases liquidas (F) e F 0,1% (base + extrato et al., 2017)
mousse corretivo (M) com =9,32+0,88
0,1e0,3% F0,3% (base + extrato)
de extrato de acetato de =9,77+1,37
etila de semente de M (mousse) =
maracuja. (F e M, base sem 15,48 + 1,60
ingrediente ativo) MO0,1% (mousse +
extrato) = 18,75 £ 0,28
MO0,3% (mousse +
extrato) = 18,99 £ 0,71
Extratos diclorometano, Antraquinonas, 1,69 + 0,02 (OLIVEIRA-
etandlico e metandlico de cumarinas, 3,38 + 0,04 JUNIOR et al,
flores de Bromelia laciniosa  flavonoides e 3,78+0,11 2017b)
ligininas
Extratos hidrometandlicos i 28,86+ 0,11 (NAPAGODA
de Aloe vera, Hibiscus 29,04 £ 0,40 et al., 2016)
furcatus e Ipomoea 11,03+ 0,70
mauturiana
Extrato hidrometandlico e ) 3,49 +£0,46 (GUPTA
fracOes (acetato de etila, n- 7,13 +0,35 et al., 2016)
butanol e agua) de 3,74 £ 0,22
Pontetilla atrosanguinea 2,72 £ 0,47
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Extratos / fracdes e Compostos FPS in vitro Referéncias
formulacdes ativos
Extrato etandlico de Catequina, 6.27 £ 0.69 (LIMA-SARAIVA et
Schinopsis epicatequina, al., 2017)
brasiliensis Engl. apigenina e
acido galico
Extrato etandlico de - 13,15 + 0,03 (DESHMUKH et
Curcuma longa, Camellia 17,14 + 0,05 al., 2016)
sinensis e Punica granatum 14,99 + 0,13
Extratos etandlicos das - 3,00 £ 0,02 (CATELAN et al.,
folhas das espécies 5,58 + 0,03 2019)
Campomanesia 2,60 £ 0,01
guazumifolia, 4,74 + 0,04
Campomanesia sessiliflora
Campomanesia
xanthocarpa,
Campomanesia
adamantium
Formulagbes preparadas Rutina, 1,71 +£0,06 (BALDISSEROTO
com extratos quercetina, 1,90 + 0,06 et al., 2018)
hidroetanolico, metandlico e  acidos elagico 2,01 +0,02
aquoso de folhas de clorogénico e
Moringa oleifera a 4% ferdlico
Formulagbes preparadas - 9,0 £1,0 (GONCALVES
com extratos etanolicos de 6,014
Lippia brasiliensis, Lippia 4,0+0,9 etal, 2015)
pseudothea, Lippia 9,0+£0,7

rotundifolia e Lippia rubella,
incoporados a 15%.

(-) = ndo determinado

Fonte: AUTORA, 2019.
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3.5 Antioxidantes na fotoprotecao

A pele € o maior orgdo do corpo humano, tém a funcdo de proteger os
organismos contra o ambiente externo, sendo o principal alvo dos radicais livres. A
exposicao crénica aos raios solares UV é prejudicial a pele e € um dos fatores externos
que pode influenciar no desequilibrio entre a producdo de EROs e sistemass
antioxidante, causando o estresse oxidativo, provocando danos celulares e alteragbes
cutéaneas relacionadas ao processo de envelhecimento precoce e cancer de pele
(HIRATA et al., 2004; MONTAGNER et al., 2009; MESA-ARANGO et al., 2017).

Compostos antioxidantes desempenham funcdes importantes na saude, e tém
sido amplamente utilizadas, tanto no tratamento de patologias, como na prevenc¢ao do
envelhecimento cutaneo, queimaduras e ferimentos, causados pela exposicéo
excessiva e cronica a radiacao UV (KAMMEYER et al., 2015).

Antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, quando
presentes em baixa concentracdo comparada as de um substrato oxidavel, retardam
ou previnem significativamente a oxidacdo deste substrato (HALLIWELL &
GUTTERIDGE et al., 2007). Esses compostos fazem parte do sistema de defesa
natural do organismo e atuam por meio de diferentes mecanismos de acao, tais como,
sequestrador de radicais livres, doadores de hidrogénio e de elétrons, inibidores de
enzimas responsaveis pela geracdo de EROs e ERNs e quelantes de metais (PRIOR
et al., 2005; KUMAR et al., 2011). Os antioxidantes podem ser classificados em
enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico € o primeiro a agir, evitando o
acumulo de radicais, € representado por diversas enzimas, destacando-se a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GRx). O sistema antioxidante ndo enzimético pode ser dividido
em enddgeno ou exdgeno. Os antioxidantes enddgenos sao produzidos pelo
metabolismo no corpo, como, acido lipdico, glutationa, L-arginina e coenzima-Q10,
acido urico, e, os exégenos sdo obtidos através da dieta alimentar, como, vitaminas
(E, C e A), vitaminas do complexo B, minerais (Zn e Se) e compostos fendlicos
(HALLIWELL et al., 2012, LI et al., 2016).

O sistema de defesa antioxidante apresenta a capacidade de impedir e/ou
diminuir os danos causados a pele, provocados pelas EROs, por meio do mecanismo
fisiologico de defesa do proprio organismo, utilizando os antioxidantes endégenos. No

entanto, quando esse sistema se torna insuficiente no processo de neutralizacao das
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EROs, a utilizacdo de antioxidantes exdgenos por meio da dieta podera restabelecer
o equilibrio do sistema (WANG et al., 2010).

Atualmente, os antioxidantes tém sido incorporados em produtos cosméticos
como nas formulagdes fotoprotetoras, com o objetivo de reduzir os efeitos dos danos
oxidativos induzidos pelos raios UV, de proporcionar a estabilizac&o dos filtros solares
que podem ser ativados pelas radiacbes ultravioleta e gerar processos de
degradacéo, levando a uma reducédo na capacidade fotoprotetora, formacédo de
radicais livres e outros intermediarios reativos que podem agir de maneira direta ou
indireta causando reacdes adversas, como dermatites ou de fotossensibilidade, e
proporcionar um aumento nos valores de FPS, permitindo uma protecdo de amplo
espectro a pele (CHIARI et al., 2014; VILELA et al., 2016). Dentre as substancias
ativas utilizadas nas formulagbes que apresentam propriedades fotoprotetoras,
destacam-se a vitamina E, o acido ascorbico (vitamina C), os carotenoides, a
coenzima Q, o resveratrol, a curcumina, os flavondides e outros compostos fendlicos
(CHEN et al., 2012; DZIATO et al., 2016).

Alguns estudos tém demonstrado a eficacia de antioxidantes, isolados ou
associados aos filtros solares, como substancias ativas na fotoprotecdo. Em estudos
realizados por Lin e colaboradores (2003), a combinacéo entre solucées aquosas de
15% (m/m) de acido L-ascorbico (vitamina C) e 1% de a-tocoferol (m/m), aplicada em
pele de porco e radiada, usando uma fonte simulada de radiagdo UV com filtro de
passagem da banda de 295 nm, apresentou protecao significativa contra a formacao
de eritemas 4 vezes maior que as vitaminas isoladas. Além disso, a combinacao das
vitaminas, exerceu protecdo contra a formacdo de dimeros de timina, gerados pela
alteracdo da molécula de DNA. Os autores concluiram que os antioxidantes agiram
de forma sinérgica contra o estresse oxidativo, e sugeriram que a combinacgao entre
elas fornece suplementos uteis a protecao solar contra os danos causados pelos raios
uVv.

A Tabela 6 apresenta beneficios do uso de alguns antioxidantes naturais,

isolados ou associados aos filtros solares em formulacdes protetoras.
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Tabela 6 - Beneficios de alguns antioxidantes naturais isolados ou associados a filtro

solares em formulagcdes protetoras.

Substancias

Objetivos

Resultados

Referéncias

Vitaminas C e
E, ubiquinona

Resveratrol

Acido fertlico +
filtro quimico
octil triazona +
bemotrizinol

Avaliar a estabilidade do
filtro quimico avobenzona
em solucdo de DMSO, na
presenca de antioxidantes
naturais, preparadas em
véarias concentracoes, e em
formulagdes protetoras

Avaliar a atividade
fotoprotetora  de  seis
analogos (A-F) derivados
do resveratrol, e
incorporados a uma
concentracdo de 15% em
loc&o cosmética neutra

Avaliagéo da eficacia
fotoprotetora in vitro e in
vivo de formulacbes
contendo filtros quimicos e
acido ferulico

A presenca dos antioxidantes
vitaminas C (1:0,5) e E (1:2),
ubiquinona (1:1) promoveu
um aumento na estabilizacéo
da avobenzona em solucéo,
nas formulacoes, a
ubiquinona foi o]
fotoestabilizador mais eficaz,
promovendo um aumento de
FPS da avobenzona de 3,43
para 6,86.

O resveratrol apresentou valor
de FPS 7, FPUVA 2 e A.= 362
nm. Os analogos
apresentaram um perfil
variado de fotoprotegéo, com
valores de FPS de 2 a 10,
FPUVA de 0 a9 e A; entre 362
e 369 nm. Dentre os seis
analogos testados, a protecdo
do composto B foi mais
significativa do que a protegéo
fornecida pelo resveratrol.

A formulacao do &cido
ferulico isolado a 1% (m/m),
apresentou FPS de 1,0.
Entretanto, quando associado
aos filtros octil triazona a 5%
(m/m) e bemotrizinol a 10%
(m/m), promoveu um
aumento no valor de FPS de
34, obtido pelos filtros
solares, para 53.

Nos testes in vivo, a
formulacao do acido ferulico
associado aos filtros solares
promoveu um aumento de
FPS de 32% e 24% de UVA-
PF, em relacéo a formulacéo
contendo apenas os filtros
solares.

(AFONSO et
al., 2014)

(POLONINI et
al., 2013)

(PEREZ et al.,
2015)

Fonte: AUTORA, 2019
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3.6 Atividade antiglicante

A pele demonstra de forma notavel o processo de envelhecimento cutédneo
ocasionado pela acdo de fatores intrinsecos e/ ou extrinsecos, Os fatores extrinsecos
sao resultantes dos estimulos ambientais, tais como a exposi¢cdo a radiacao solar
excessiva (LANDAU et al., 2007; KRUTMANN et al., 2017). Ja, o envelhecimento
intrinseco ocorre de forma natural, sendo cumulativo com o passar do tempo e comum
a todos os seres humanos, € caracterizado por altera¢cdes biomoleculares, como por
exemplo, o dano causado pelo processo de glicacdo de proteinas como o colageno e
elastina, que conferem resisténcia a pele (PINTO, 2014; YONEI et al., 2015).

A reacdo de glicacédo foi descrita pela primeira vez pelo quimico francés Louis
Camille Maillard em 1912. A glicagdo consiste em uma reagdo ndo-enzimatica que
ocorre entre a carbonila de acucares redutores como glicose e frutose, com
grupamentos amino de aminodacidos, peptideos e proteinas, em etapa inicial,
resultando na formacéo das bases de Schiff que sofrem rearranjos e conduzem aos
produtos estaveis de Amadori (Figura 10). No segundo estagio, conhecido como
estagio avancado da glicacdo, a reacdo se baseia na conversdo dos produtos de
Amadori em compostos carbonilicos altamente reativos, capazes de reagir com outros
grupos amino de aminoacidos para a formacao dos produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs) ou lipoxidacdo (ALEs) (VISTOLE et al., 2013; BARBOSA et al.,
2016).

No entanto, existem outras vias para a producédo de AGES, conhecida como a
via do “estresse carbonilico”, onde a ocorréncia da oxidacdo de lipidios ou de
acucares, gerando compostos dicarbonilicos de alta reatividade. O processo de
oxidagdo da glicose produz compostos carbonilicos como o metilglioxal (MG) e glioxal
(GO), considerados mais reativos que o0 acUcar original, eles reagem mais
rapidamente com residuos de proteinas, por meio de reacfes de condensacdo. Sao
considerados como propagadores de reacao que levam a formacao do produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs) (CHINCHANSURE et al.,2013; BARBOSA et al., 2016).

Os AGEs sédo um grupo de moléculas heterogéneos, como os adutos proteicos
ligados covalentemente (fluorescentes e nao fluorescentes) ou produtos de ligagéo

cruzadas entre residuos de aminoacidos (MARQUES et al., 2017).
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Figura 10 - Esquema simplificado das principais etapas dareacao de Maillard.

CH,OH

0
O + HN-R & NR — OH{OH R
HO HO OH glicosilamina

Grupo amino

X (residuos de lisina) X
glicose H \
H
NHR
O
X
Compostos
carbonilicos reativos Grupo amino

(metilglioxal) (0] (residuos de lisina)

HC — H,N-R

H
0O

Fonte: Adaptado de VISTOLE et al., 2013; BABOSA et al., (2016).

Sob condig¢des fisiologicas, a producdo enddgena de AGEs, em tecido cutaneo
e fluidos corporais ocorre dentro de algumas semanas ou anos. A formacédo e o
acumulo desses compostos no sistema biolégico estdo correlacionados com o
processo de envelhecimento e com uma série de doencas crénicas degenerativas,
inflamacdo e diabetes mellitus. Contribui, por diferentes mecanismos, no
desenvolvimento dessas complicagbes, modificando propriedades funcionais de
varias moléculas importantes na matriz (Figura 11). O colageno, principal proteina
fibrosa presente na matriz extracelular responsavel por conferir forca e apoio a pele,
€ um dos principais alvos dos AGEs no tecido cutaneo, onde, através de ligacGes
cruzadas intermoleculares, resulta em modificagcbes estruturais e funcionais
permanentes, levando ao endurecimento do tecido e a perda da elasticidade da pele
(BARBOSA et al., 2008; ROORDA et al., 2017).

Os AGEs também podem ser formados no organismo a partir de fontes
exogenas como dieta e o fumo. No entanto, estudos quanto ao mecanismo de
absorcao e biodisponibilidade desses compostos sado necessarios (BARBOSA et al.,
2016).
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Figura 11 - Efeitos dos AGEs
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Fonte: Adaptado de ROORDA et al., 2017.

Diante do exposto em relacdo as complicacfes causadas pelos AGEs, diversos
autores tém investigado uma variedade de compostos quimicos naturais e sintéticos
gue atuam como inibidores da reacdo de glicacdo de proteinas, no combate a
formacdo desses compostos. Compostos como guanidinas (aminoguanidinas),
catequinas (epigalocatequinas), resveratrol e curcuminas estao entre as classes de
substancias ja estudadas que apresentam capacidade de combater a formacéo de
AGEs por atuarem como varredores de espécies a-dicarbonilico (PENG et al, 2011;
WANG et al., 2012; HU et al., 2012; MARQUES et al., 2017). Nesse contexto, a busca
por novas fontes de compostos naturais que possam atuar como agentes
antiglicantes, tem se tornado crescente, visto que, alguns autores, relatam que
produtos naturais como 0s vegetais, as frutas, chas e plantas medicinais, apresentam
compostos fendlicos em sua composi¢do que podem exercer tal funcdo (YEH et al.,

2016; Xavier et al., 2017).
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3.7 Cocos nucifera Linnus

A espécie Cocos nucifera L. pertence a familia Palmae Arecaceae (familia das
palmeiras), conhecida como coqueiro, € uma planta originaria do sudeste asiatico e
muito cultivada nos paises tropicais (Figura 12(A)). No Brasil, as plantacdes e
producdes se concentram na faixa litoranea do Nordeste. S&o encontradas as duas
principais variedades, typica A (gigante) e nana (ando) que é composta pelos
cultivares ando amarelo, verde, vermelho de camardes e da Maldsia (HOODA, 2012;
LIMA et al., 2015).

O coqueiro é composto de varias partes, como raiz, estirpe, folhas,
inflorescéncia e frutos, que desempenham varios papéis importantes em diversas
areas, pela multiplicidade de sua utilidade (DEBMANDAL et al., 2011). Dentre as
diversas utilidades, destacam-se o0 uso da raiz na confeccao de produtos artesanais e
na aplicacdo medicinal no tratamento de diarreia, feridas e gargarejos bucais
(SIVAKUMAR et al., 2011). As folhas sédo usadas na fabricacao de tapetes, chapéus
e na aplicagdo terapéutica (FIGUEIRA, 2012); a inflorescéncia pode ser usada no
tratamento de disturbios do ciclo menstrual, de diarreia e de diabetes (BHANDARY et
al., 1995; RENJITH et al. 2013).

O fruto, conhecido como coco, é a parte de maior importancia do coqueiro,
principalmente pelos seus valores nutricionais e medicinais, é uma drupa ovoide,
constituida pelo epicarpo ou epiderme (parte lisa que envolve o mesocarpo),
mesocarpo (parte espessa ou fibrosa) e endocarpo (reveste o albumen sélido (carne
do coco) e albumen liquido (Agua de coco), todas as suas partes sdo utilizadas,
diferentes produtos séo obtidos a partir do coco e aplicados nas areas alimenticias,
industriais e medicinais (EMBRAPA, 2011; ROOPAN, 2016).

As fibras da casca do coco sdo um subproduto obtido do processamento da
cultura do coco (Figura 12(B)), constituidas de componentes quimicos como celulose,
hemicelulose e ligninas, compostos fenolicos (ESQUENAZI et al., 2002; SILVA et al.,
2013; THOMAS et al., 2017). Assim como as outras partes do coco, as fibras podem
ser aplicadas em diversas areas. Segundo Lima e colaboradores, (2015), nos paises
asiaticos, considerados os maiores produtores de coco do mundo, como a Tailandia,
Sri Lanka e india, as fibras sdo empregadas na agricultura, na industria e na medicina
tradicional, para o tratamento de varias condi¢cdes patolégicas (ha amenorreia, asma,

doencas venéreas, tratamento da diabetes e inflamacgdes e como antipirético).



52

De acordo com Esquenazi e colaboradores (2002), no Brasil, a decoccéo das
fibras de coco séo utilizadas na medicina popular do Nordeste nos tratamentos de

afeccdes como a diarreia e artrite.

Figura 12 - Coqueiro e fibras das cascas de coco

Fonte: EMBRAPA, 2011; MATTOS et al., 2011.

3.7.1 Composicao quimica e atividades biolégicas de Cocos nucifera L.

A ampla utilizacdo e o potencial terapéutico das fibras da casca do coco,
empregadas na medicina popular de varios paises, tem despertado o interesse de
pesquisadores em investigar as propriedades farmacoldgicas, bioldgicas, e realizar a
identificacdo dos principios ativos responsaveis pelas atividades biologicas exercidas
pelas fibras. Em recentes estudos realizados para a caracterizagdo fitoquimica das
fibras das cascas do coco, foi demonstrado que extratos preparados por diferentes
solventes, apresentam em sua composicdo compostos como fendis, flavonoides.
taninos, triterpenos, alcaloides (Tabela 7). Estes constituintes exercem importantes
atividades bioldgicas, tais como, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
analgésica, antitumoral, antimalarica, antioxidante, fotoprotetora e antiglicante (SILVA
et al., 2014; MONTEIRO et al., 2005; OLIVEIRA et al, 2009; HU et al., 2017; YEH et
al., 2017).
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Tabela 7 - Extratos das fibras da casca do coco, atividades bioldgicas e principais fitoquimicos

Extratos de Atividades Composicéo Referéncias
Cocos nucifera L. Biol6gicas Fitoguimica
Extrato aquoso Antimicrobiana e Catequina, (ESQUENAZI
(variedade (typica antiviral epicatequina e et al., 2002)
A)) taninos condensados
Extrato metandlico Antioxidante e 5-O-cafeoilquinico (CHAKRABORTY
antimicrobiana (acido clorogénico), et al., 2008)
dicafeoilquinico e trés
isdbmeros de acido
cafeoil-chiquimico
Extrato butandlico Anti-helmintica Triterpenos, (COSTA
(variedade anao saponinas e taninos et al., 2010)
verde) condensados
Extrato acetato de Leishmanicida Catequina e (MENDONCA-
etila epicatequina FILHO et al.,
2004; FREITAS
et al., 2011)
Extrato acetato de Antimalarica Alcaloides, taninos e (ADEBAYO
etila (variedades flavonoides et al., 2013)
(ando amarelo,
ando verde e
hibrido)
Extrato etandlico Antioxidante Quercetina e (OLIVEIRA
(variedade catequina et al., 2013)
amarelo)
Extrato aquoso Antimicrobiana Acidos gélico e (SILVA
(fracdo acetato de elagico, catequina, et al., 2013a)
etila) epicatequina, dimeros
de procianidina e
taninos condensados
Extrato aquoso Anti-inflamatorio, Procianidinas (SILVA
(variedade antioxidante e poliméricas et al., 2013b)

gigante)

antimicrobiana.
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Extratos de Cocos Atividades Compostos Referéncias
nucifera L. Bioldgicas Fitoquimicos
Extrato Antidepressiva, Catequina e acido (LIMA et al.,
hidroalcoolico antioxidante e clorogénico 2016)
(variedade (typica neurotréfica
A))
Extrato Antioxidante Acidos galico, (VALADEZ-
hidrometanolico 4-Hidroxibenzoico, CARMONA et al.,
ferdlico, siringico 2016)
e vanilico,
catequina,

epicatequina,
kampferol, rutina e
vanilina,

Fonte: AUTORA, 2019.

Apesar do crescente numero de estudos realizados com as fibras da casca do
coco, no sentido de uma possivel aplicacdo farmacolégica devido ao seu potencial
bioldgico, estudos com estas fibras em relacdo a algumas atividades bioldgicas como,
fotoprotetora e antiglicante, séo inexistentes. Em trabalhos anteriores realizados pelo
nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o extrato etandlico das fibras das
cascas do coco da variedade ando amarelo apresentou um elevado poder
antioxidante, e, em estudos preliminares sobre a caracterizacao fitoquimica do extrato,
foi detectada a presenca dos compostos fendlicos quercetina e catequina (OLIVEIRA
et al., 2013). De acordo com a literatura esses compostos séo capazes de reduzir a
excessiva absorcao de raios UV, envolvidos nos processos de fotoenvelhecimento e
cancer de pele (SAWEAN et al., 2013). Nesse sentido, esses dados nos motivaram a
investigar o potencial fotoprotetor do extrato, visto que, o uso de produtos naturais tem
sido amplamente relatado no estudo de fotoprotecédo. Até o presente momento, nédo

foram relatados na literatura, estudos em relacéo ao seu perfil fotoprotetor.

3.8 Schinus terebinthifolius Raddi

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae, conhecida popularmente como pimenta rosa, aroeira vermelha ou
pimenta brasileira. A variagdo dos nomes se deve ao fato de seus frutos possuirem

aparéncia de pimenta rosa avermelhada. E uma planta nativa da América do Sul e se
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encontra distribuida na costa brasilera, desde a regido Nordeste até a regido Sul, em
varias formacdes vegetais, sendo mais comum, em beiras de rios (CERUKS et al.,
2007;CARVALHO et al., 2013).

Schinus terebinthifolius € uma arvore de porte médio, atinge uma altura de 5 a
10 m. Sua folhas séo verde-escuras, compostas, oblongas a elipiticas e com nervura
proemintes na parte de cima do limbo (Figura 13 (A)). As flores sdo pequenas, branco-
amareladas, possuem sexos separados na mesma inflorescéncia e sdo agrupadas
em cacho. Os frutos (Figura 13 (B)), sé@o do tipo drupa, com 4 a 5 mm de diametro,
gue quando imaturos, sdo verde-claros e quando maduros se tornam vermelhos, com
sabor adocicado e aroméatico. A semente & unica, cor marrom escura, com cerca de
0,3 mm de diametro (DEGASPARI et al., 2004; EMBRAPA, 2016). Os frutos
destacam-se entre as diversas especiarias existentes e geralmente sdo usados como
condimentos alimentares, essencialmente para acrescentar sabor e refinamento aos
pratos da culinaria mundial. Além disso, apresenta grande importancia comercial,
devido as suas propriedades medicinais e fitoquimicas (PAGANI et al., 2014;
AZEVEDO et al., 2015).

Figura 13 - Cachos com frutos maduros da espécie Schinus terebinthifolius Raddi

A) B)

Fonte: DEGASPARI et al., 2004.
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3.8.1 Composicao quimica e atividades bioldgicas de Schinus terebinthifolius
Raddi.

A pimenta rosa apresenta um grande potencial terapéutico e diversas partes
desta arvore tropical (folhas, cascas, sementes, 6leo) tém sido utilizadas na medicina
popular de varios paises. Segundo Bertodi e colaboradores (2006), as folhas podem
ser utilizadas no tratamento de bronquite, de feridas e Ulceras. De acordo com Guerra
e colaboradores (2000), os frutos apresentam acao adstringente e sao utilizados no
tratamento de inflamacgdes uterinas. O 6leo € usado em tumores e doencas da cérnea
(COLE et al., 2014).

Estudos fitoquimicos realizados com a espécie Schinus terebinthifolius Raddi,
evidenciaram a presenca de metabolitos secundarios como fendis, flavondides,
triterpenos, antraquinonas, esteroides e taninos (Tabela 8). O interesse cientifico-
tecnologico por esta espécie se deve ao seu potencial terapéutico. A presenca desses
constituintes, em diversas partes da planta (folhas, caule, frutos, sementes), exerce
importantes  atividades biolégicas, tais como antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, citotoxica, antiproliferativa e fotoprotetora (CERUKS et al., 2007;
COSTA et al.,, 2011; GILBERT et al., 2011; SANTANA et al., 2012; MACHADO et al.,
2014; PAGANI et al., 2014; BULLA et al., 2015; GLORIA et al., 2017; SILVA et al.,
2017).

Diversos estudos realizados com diferentes partes da planta da pimenta rosa,
tém sido relatados, entretanto, estudos com os frutos dessa espécie, ainda se
encontram pouco difundidos, em particular, das cascas desses frutos (DEGASPARI
et al., 2005; SANTOS et al., 2017).

Visto que os frutos da pimenta rosa apresentam um grande potencial como
fonte natural de compostos biologicamente ativos, como parte dos nossos estudos
visando o reconhecimento desses compostos com acgéo antioxidante, fotoprotetora,

antiglicante, dentre outras, a sua investigacao se torna relevante.
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Tabela 8 - Extratos dos frutos de pimenta rosa, atividades biolégicas e principais

compostos fitoquimicos.

Extratos de
Schinus
terebinthifolius

Atividades
Bioldgicas

Compostos Referéncias

fitoquimicos

Extratos etanolico e
aquoso dos frutos

Fracdo de acetato
de etila dos frutos

Extrato metandélico
dos frutos

Antioxidante

Antioxidante e
antimicrobiana

Antioxidante

Apigenina, acido (DEGASPARI et

elagico, al., (2004),
naringina
Acido gélicoe  (GLORIA et al.,
naringenina 2017)
apigenina (BERNARDES
et al., 2014)
Acidos galico, (TLILI et al.,
vanilico e 2018)
cumarico,

epicatequina,
rutina, luteolina e
Kampferol

Fonte: AUTORA, 2019

2.9 Justificativa

Diante do exposto, as fibras da casca de coco, cascas e frutos de pimenta rosa,

também podem ser aproveitadas por apresentar um grande potencial bioldgico, visto

que, alguns estudos com extratos dessas amostras relataram a presenca de

compostos fendlicos, em sua composicdo. Esses dados despertaram o interesse no

grupo em avaliar o potencial fotoprotetor, capacidade antiglicante, caracterizacéo

guimica dos extratos etanodlicos das fibras das cascas de coco da variedade anao

amarelo e das cascas e frutos de pimenta rosa. A utilizacdo desses extratos surge

como uma fonte alternativa de ingredientes ativos em formulacbes cosmeéticas/

farmacéuticas.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes, solventes e equipamentos

No presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e solventes:
reagente de Folin-Ciocalteu, radical 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?®), 2,4,6-tris (2-
piridil)-5-tiazina (TPTZ), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox),
acetato de sodio, quercetina (Sigma Aldrich), acido galico e cloreto férrico (Vetec
Quimica Fina Ltda (Brasil)), &cido acético glacial (Labsynth — Ltda. (S&o Paulo, Brasil),
acido cloridrico (Cromoline Quimica Fina — Ltda (Sdo Paulo, Brasil), Eusolex 4360
(Benzofenona — 3) (Pharma Nostra — Brasil), carbonato de sddio anidro (Reagen
Quimibras Indastrias Quimicas S/A - RJ), acetato de sédio (CRQ Cromato Produtos
Quimicos Ltda), metanol, etanol, hexano (Panreac Quimica S. A. U (Espanha). Todos
0s reagentes foram de grau analitico. Todas as solucfes tampao foram preparados
com agua purificada (18 MQ cm), a partir de um sistema de purificacdo Milli — Q da
Millipore Inc. As vidrarias utilizadas foram de uso exclusivo, sendo lavadas com agua
deionizada e etanol a 70% (v/v), antes e ap0s a sua utilizacao.

A Tabela 9 lista os equipamentos utilizados nas analises.

Tabela 9 - Equipamentos utilizados no presente trabalho.

Equipamentos Marca/Modelo
Agitador de solucdes (vortéx) Phoenex AP-56
Aquecedor BiomiXer 78 HW-1
Banho de 4gua termostatizada Buchi, heating bath B-491
Bomba de vacuo Emerson — Motor Division ST Louis, MO.
USA — CASSKXDJW — 2137 CAT
Balancga analitica (0,01mg / 0,1mg) Mettler Toledo AG 245
Espectrofotbmetro UV-vis Mutispec - 1501 Shimadzu, Japao.
Espectrofluorimetro Shimadzu, Japao RF 5301 PC
Estufa TECNAL — TE — 394/1
HPLC Shimadzu modelo 202
Incubadora refrigerada MA 830 Marconi
pHmetro Putek
Rotaevaporador BUCHI R-210
Ultrassom Cristofoli

Fonte: AUTORA, 2019.
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4.2 METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Eletroquimica e Estresse
Oxidativo (LEEO), no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), exceto o ensaio de viabilidade celular, que foi realizado
em colaboracdo com o Laboratério de Biologia Celular, na UFAL, sob a
responsabilidade do Prof. Emiliano Barreto e Alexandre Borboly, e as anélises no
Infravermelho que foram realizadas no Instituto Federal de Alagoas (IFAL), campus
Macei6, sob a orientacdo da Profa. lara Barros Valentim. A Figura 14 mostra o

fluxograma dos experimentos utilizados no presente trabalho.

Figura 14 - Rota experimental simplificada utilizada no presente trabalho

Coleta das amostras

Po da fibra da casca Cascas e frutos de
COCO ando pimenta rosa
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_[ Rotaevaporador ]
-——— = — - -
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|
| Antioxidante I
| | FRAPeDPPH | |
|
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\N— —td
|
! Antigl : e BoA I Fn}rmulaf;ne!s Profetoras |
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Colageno- GJF Celular e padrio fendlico)- FPS Estabilidade Normal

EEAA — Extrato etandlico coco ando amarelo; ECPR e EFPR — Extratos etandlicos casca e frutos de pimenta
rosa; FRAP — Potencial redutor de ferro; DPPH — 2,2 -difenil-picril-hidrazila; FPS — Fator de protecéo solar;
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia; UV — ultravioleta;

BSA — Albumina sérum bovina; G — Glicose; F — Frutose.

Fonte: AUTORA, 2019.
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4.2.1 Obtencao das amostras

As fibras das cascas de Cocos nucifera L. da variedade ando amarelo (em fase
maduro) fornecidas pelo Professor Doutor Antdnio Euzébio G. Santana foram
coletadas em Macei6 — AL. As amostras da pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius
Raddi) (frutos e cascas) foram fornecidas pelo Doutor José Roberto Fonseca do
Instituto Eco engenho. As plantas foram identificadas pela botanica Rosangela P. L.
Lemos e as amostras foram depositadas no herbario do Instituto do Meio Ambiente,

Estado de Alagoas, Brasil.

4.2.2 Obtencdo dos extratos etandlicos das fibras das cascas de Cocos

nucifera e da pimenta rosa (Schinus terenbithifolius)

O processo de extracdo das fibras das cascas de coco da variedade ando
amarelo foi realizado de acordo com Adebayo e colaboradores (2012), com algumas
modificacdes. As fibras das cascas de coco da variedade ando amarelo (maduro),
foram secas a temperatura de 40 °C, e transformadas em p6 em triturador de faca
forrageira do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas. O extrato etandlico do p6 (400 g) foi preparado por maceragédo com 6 L de
etanol, ficando em contato por 3 dias (72 h). Este processo se repetiu por duas vezes.
O filtrado foi recolhido e concentrado em rotaevaporador (Buchi Rotavapor R-114) a
35 °C, obtendo-se o extrato etanolico das fibras das cascas de coco da variedade
ando amarelo codificado como (EEAA), armazenado em frascos de vidro ambar e
mantido sob sistema de refrigeracao.

Os extratos etandlicos das amostras de pimenta-rosa (frutos e cascas) foram
preparados de acordo com De Oliveira e colaboradores (2009), com algumas
modificagdes. Foram pesados 10 g de cada amostra, acondicionadas em cartucho
poroso de papel-filtro e colocadas na camara do extrator de Soxhlet. Em seguida,
foram medidos 150 mL de etanol e colocados em baldo de fundo redondo, que foi
acoplado ao extrator. O sistema foi mantido sob refluxo por um periodo de 6 h a
65 °C. ApOs atingir a temperatura ambiente, os extratos foram concentrados em

rotaevaporador, obtendo-se os extratos etanolicos das cascas e frutos de pimenta
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rosa (ECPR e EFPR) e armazenados em frasco de vidro ambar sob refrigeracéo, para

analises posteriores.
4.2.3 Determinagdo do contetdo total de fenois

O reagente de Folin-Ciocaulteu (RFC) consiste de uma mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no
estado de oxidacdo (VI) (cor amarela), porém, em presenca de certos agentes
redutores, como 0s compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidac&do dos metais esta entre 5 (V)
e 6 (VI) e cuja coloracao permite a determinacdo da concentracdo das substancias
redutoras. Em meio béasico, o acido gélico (composto fendlico) é desprotonado
gerando o anion carboxilato (Figura 15). Em uma reacéo de oxirreducao entre o anion
e RFC, o metal sofre reducao a Mo (V) e o meio reacional muda de coloracao amarela
para azul (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999; HUANG, OU
& PRIOR, 2005).

O conteddo total de fendis foi determinado, utilizando-se o método de Folin-
Ciocaulteu (FC), como descrito por CICCO e colaboradores (2009), com algumas
modificacdes. As amostras EEAA, ECPR e EFPR foram diluidas em etanol (10 pg
mL-1). Em tubos de ensaio foram colocadas aliquotas de 120 pL dos extratos com 180
uL de agua Milli-Q. Em seguida foram adicionados, 300 uL de RFC e, apds 2 min, 2,4
mL de carbonato de sédio a 5% (m/v) totalizando um volume de 3 mL. Os tubos foram
agitados em um voértex e mantidos no escuro, em banho-maria a uma temperatura de
40°C por 20 min. Em seguida, uma aliquota de 3 mL da amostra foi colocada em
cubeta de quartzo (caminho Optico = 1 cm) e medida a absorvéncia a 760 nm, usando
um espectrofotdmetro (UV - vis modelo Mutispec-1501 Shimadzu, Japéo). O mesmo
procedimento foi realizado utilizando 120 pL de etanol como branco.

O conteudo total de fendis (CTF) foi obtido por meio de uma curva analitica
preparada a partir da solucéo etandlica do padréo fendlico acido galico (1,12 — 10,53
mg L1), construida a partir do programa Origin 8.0, e os resultados foram expressos
em miligramas equivalentes de acido galico por grama do extrato (mg de EAG g do

extrato seco).
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Figura 15 - Reacdo do acido géalico em presenca do molibdato, componente do reagente

de Folin-Ciocauteu.
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Fonte: Adaptado de SINGLETON, ORTHOFER E LAMUELA-RAVENTOS (1999).

4.2.4 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

O ensaio do DPPH* tem como objetivo avaliar o potencial de captura de
radicais livres por uma molécula antioxidante. A molécula de DPPH* é caracterizada
como um radical livre estavel, em virtude da deslocalizacdo do elétron
desemparelhado por toda a molécula, quando em metanol apresenta coloracéo
puarpura com absorcdo maxima de 516 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma
espécie radicalar (R*), o DPPH* é reduzido formando 2,2-difenil-picril-hidrazina
(DPPH-H) de coloracdo amarela, com o consequente desaparecimento da banda de
absorcao, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorvéncia (OLIVEIRA et
al., 2009).

A determinacéo da capacidade antioxidante dos EEAA, ECPR e EFPR foi feita
de acordo com Saénchez-Moreno e colaboradores (1999), com algumas
modificacdes. Solucdes etandlicas dos extratos foram preparadas na concentracdo de
10 pug mL2. No preparo das misturas reacionais foram utilizados 300 L da solucéo da
amostra e 2,7 mL da solugdo metandlica de DPPH*® a 40 ug mL?. A avaliacédo da
capacidade antioxidante foi determinada monitorando-se a reducgéo do radical DPPH*
(2,2-difenil-1-picril-hidrazina) a DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) (Figura 16), por meio
da medida do decréscimo da absorvéncia a 516 nm, em espectrofotobmetro (UV-vis

modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japao).
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Figura 16 - Reacdo de reducdo de DPPH® por um antioxidante genérico RH.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2013

A percentagem da capacidade sequestradora de radicais (ASR) de cada extrato

foi calculada através da Equacao 4 no tempo reacional de 30 min.:

% ASR = [(AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrole] X 100 Equacéo 4

Onde: Abscontrole € @ absorvéncia inicial da solucdo metandlica de DPPH* e
Absamostra € @ absorvéncia da mistura reacional (DPPH*® + amostra). As reacdes foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como % ASR média + desvio
padrao.

A concentracdo inibitéria ICso (definida como concentragdo da amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentracédo inicial de DPPH?®), avaliada para os
extratos, foi obtida graficamente através da curva de calibracdo na faixa (1,5 — 13 ug
mL-1), da concentracdo versus o percentual de inibicdo correspondente. A curva foi

construida a partir do programa Origin 8.0 e os ensaios foram realizados em triplicata.
4.2.5 Capacidade antioxidante pelo método de reducéao de ferro — FRAP.

O método baseia-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) da amostra em reduzirem em meio acido (pH = 3,6) o complexo Fe(lll)/
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-tiazina) [Fe(ll)(TPTZ)2]** para formar o complexo
F(IN[Fe(I)(TPTZ)2]?*, de coloracéo azul, em comprimento de onda méaximo de 595 nm
(Figura 17).
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A determinacdo da capacidade antioxidante por reducéo do ferro dos EEAA,
ECPR e EFPR foi realizada de acordo com o procedimento descrito por BENZIE e
colaboradores (1996), com algumas modificagbes. Foram transferidos para um tubo
de ensaio uma aliquota de 90 puL de cada solucdo dos extratos etandlicos (10 pg
mL1), 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, que foi preparado no
momento da analise, através da mistura de 25 mL de tampéao acetato (300 mM, pH
3,6), 2,5 mL solugédo TPTZ (10 mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL da solucéo de FeClz.6H20
(20 mM). Em seguida, os tubos com tampas foram agitados em um vortex, AP- 56 e
estes foram mantidos em banho-maria a 37 °C durante 30 min. As medidas de
absorvéncia foram realizadas em espectrofotémetro (UV-vis modelo Multispec — 1501
Shimadzu, Japao) a 595 nm. O reagente FRAP foi utilizado como branco. Utilizou-se
o padrdo Trolox para a construcdo da curva de analitica (0,15 - 30 ymol L) e os

resultados foram expressos em pmol de equivalentes trolox (ET)/ g do extrato seco.

Figura 17 - Reacéo de reducao do complexo TPTZ [Fe(lll)/Fe(ll)].
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Fonte: HUANG et al., 2005

4.2.6 Avaliacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro dos extratos

etanélicos de Cocos nucifera e Schinus terebinthifolius

O fator de protecéo solar dos extratos foi determinado de acordo com o método
descrito por Mansur e colaboradores (1986) e Silva et al., (2015), com algumas
modificacdes. Solu¢des estoque dos extratos etandlicos das fibras das cascas de
coco, das cascas e frutos de pimenta rosa foram preparadas em etanol P.A. (0,1 g
mL-1). De cada solucédo estoque, foram obtidas diluigbes nas concentracdes de 0,2; 2;
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5; 10 e 15 mg mL*. Apés esse procedimento, a amostra foi colocada em cubeta de
quartzo (caminho 6ptico = 1 cm) e as medidas de absorvéncia, na faixa de 290 — 320
nm com intervalos de leitura de 5 nm foram realizadas, utilizando um
espectrofotometro (UV-vis modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japéo). O etanol foi
utilizado como branco. As analises foram realizadas em triplicata. Os valores de FPS

dos extratos foram calculados utilizando a Equacéo 3, apresentada no item 3.3.3.1.

4.2.7 Identificagdo dos compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

As andlises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas de acordo com Gloria e colaboradores (2017) e Freitas (2017), com
algumas modificacbes. Nesse trabalho, a técnica de CLAE foi utilizada para a
identificacdo dos compostos fendlicos em extratos etandlicos das cascas de coco
ando amarelo, cascas e frutos de pimenta rosa, em comparacdo com padrdes acidos
gdlico, vanilico, cafeico e cumarico, quercetina, catequina, epicatequina e resveratrol.
As analises foram executadas utilizando um cromatografo Shimadzu (série VP, Quito,
Japao), Bomba (LC-20AT vp), coluna Shimadzu VP-ODS C18 (250 L x 4,6 mm), com
sistema de deteccdo UV/vis (SPD-M20A) e software (LC-solution).

Procedimentos para analise do EEAA:

Inicialmente foi preparado o solvente A da fase mével: (agua ultrapura (18 MQ)
de um sistema de purificacdo Milli-Q da Milipore Inc. acidificada com &cido acético a
0,1% (v/v) filtrado por meio de um sistema de filtracdo a vécuo, usando uma
membrana de filtragdo PTEF (diametro 13 mm e poro 0,45 pm). O solvente B foi
acetonitrila (grau CLAE). As fases moveis foram utilizadas por meio de um sistema de
gradiente de eluicdo (Tabela 10). As andlises foram realizadas nas seguintes
condicdes: fluxo de 1,0 mL min, temperatura da coluna a 40 °C, comprimento de
onda 254 nm, volume de injecéo 20 pL, tempo total da analise foi de 60 minutos para
cada injecao.

Procedimentos para andlise do ECPR e EFPR:

Inicialmente foi preparado o solvente A da fase mével: (agua ultrapura (18 MQ)
de um sistema de purificacdo Milli-Q da Milipore Inc. acidificada com acido acético a
0.5% (v/v) filtrado por meio de um sistema de filtracdo a vacuo usando uma membrana

de filtracdo PTEF (didmetro 13 mm e poro 0,45 um), o solvente B foi acetonitrila (grau
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CLAE). As fases moveis foram utilizadas por meio de um sistema de gradiente de
eluicdo (Tabela 11), e as andlises foram realizadas nas seguintes condi¢des: fluxo de
1,0 mL mint, temperatura da coluna a 36°C, comprimento de onda 280 nm, volume
de injecdo 20 pL, tempo total da andlise foi de 40 minutos para cada injecao.

Para os procedimentos com as amostras, o0 EEAA foi dissolvido nos solventes
da fase moével (4 mg mL1). Os extratos ECPR e EFPR foram dissolvidos nos solventes
da fase moével (5 mg mL1). Todos os extratos foram filtrados em membrana de nylon
de 0,45 um antes de cada injecdo no CLAE. As solucdes dos padrdes fendlicos foram
preparadas na concentragdo de 0,5 mg mL. A identificacdo dos compostos fendlicos
nos extratos foi realizada por comparacao dos tempos de retencdo e por co-injecao

dos padrbes na amostra.

Tabela 10 - Sistema de Gradiente das fases méveis utilizado nas analises de CLAE para
0 EEAA.

Tempo Eluente A Eluente B
(min) (acido acético a 0.1%) (v/v) (acetonitrila)
(%) (%)

0-5 98 2
5-10 92,5 7,5
10-20 90 10

20-30 87,5 12,5

30-40 90 10

40 -50 92,5 7,5

50 - 60 98 2

Fonte: AUTORA, 2019.

Tabela 11 - Sistema de Gradiente das fases méveis utilizado nas analises de CLAE para
ECPR e EFPR.

Tempo Eluente A Eluente B
(min) (acido acético a 0.5%) (v/v) (Acetonitrila)

(%) (%)

0 0 0

5 85 15

10 80 20

15 70 30

20 60 40

25 50 50

30 70 30

40 85 15

Fonte: AUTORA, 2019.
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4.2.8 Avaliacdo da capacidade antiglicante

4.2.8.1 Sistema BSA - Glicose/Frutose

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Melo e
colaboradores (2015), com algumas modificagdes. Inicialmente, foram preparadas
solucdes de BSA (3 mg mL1), glicose (200 mM), frutose (200 mM) e as solucdes dos
EEAA (1-33 ug mL1), ECPR e EFPR (2,5-50 ug mL™1), preparadas em concentracdes
diferentes para a determinagéo dos valores de ICso. As solugdes foram preparadas
em tampao fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sddio 0,02% (m/v).
O sistema consistiu na adicdo de 500 pL da mistura de glicose e frutose, 500 pL das
diferentes concentracdes das amostras, e em seguida, foram adicionados 500 pL da
solucdo de BSA. Os sistemas reacionais foram incubados a 37 °C, com agitacao
constante durante 7 dias. O tampéao fosfato (pH 7,4) foi utilizado como controle
negativo e a aminoguanidina (2,5 — 100 ug mL?), como controle positivo. As analises
foram realizadas em triplicata e a intensidade de fluorescéncia a 37 °C, obtida,
utilizando-se um espectrofluorimetro RF- 5301PC (Shimadzu, Japao), em Aex = 360 e
Aem = 440 nm. O ICsp foi calculado graficamente, usando uma curva de calibracéo,
tracando a concentragdo do extrato versus a porcentagem de inibicdo correspondente
(1%). A porcentagem de inibicdo dos AGEs foi calculada, utilizando-se a seguinte
férmula: 1% = (Fcontrole negativo— Fcontrole experimental corrigida/ Fnegativo) X 100, onde 0 Fcontrole
negativo € a fluorescéncia para o controle negativo e F experimental corrigida € a fluorescéncia

do sétimo dia subtraida da fluorescéncia do primeiro dia.

4.2.8.2 Sistema BSA - MG

O ensaio foi realizado de acordo com o meétodo descrito por Wang e
colaboradores (2011), com algumas modificacdes. Primeiramente, preparou-se as
solucdes de metilglioxal (1,5 mM) e de BSA (3 mg mL1), e as solugées dos EEAA,
ECPR e EFPR, em diferentes concentracées (1-33 ug mL?), para a determinacgéo do
ICso0. As solugdes foram preparadas em tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM,
com azida de sodio 0,02% (m/v). O sistema consistiu na adicdo de 500 pL da solucao
de metilglioxal (1,5 mM) a 500 pL da solucdo das amostras em diferentes

concentragcbes e mantidas a 37 °C por 1 h, no escuro. Em seguida, adicionou-se BSA
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(3 mg mL?) em cada sistema. Os sistemas reacionais foram incubados no escuro a
37 °C com agitacdo constante durante 2 dias. O tampé&o fosfato (pH 7,4), foi utilizado
como controle negativo, e a aminoguanidina (1,5 — 50 pg mL™1), como controle positivo.
As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando um espectrofluorimetro RF-
5301PC (Shimadzu, Japdo) a (Aex = 3 60 € Aem = 440 nm). O ICsp foi calculado
graficamente, usando uma curva de calibracdo, tracando a concentracdo do extrato
versus a porcentagem de inibicdo correspondente (1%). A porcentagem da inibicéo
dos AGEs foi calculada usando a mesma formula do sistema BSA-glicose/frutose.

4.2.8.3 Sistema Colageno - Glicose/Frutose

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Hori e
colaboradores (2012), com algumas modificacdes. Inicialmente, foram preparadas
solucbes de colageno (3 mg/mL), glicose (200 mM), frutose (200 mM), do EEAA,
ECPR e EFPR (1-25 pg mL?), para a determinagédo do ICso. As solugdes foram
preparadas em tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sodio
0,02% (m/v). O sistema consistiu na adicdo de 500 pL da mistura de glicose e frutose,
500 uL das diferentes concentracdes das amostras, e em seguida, foram adicionados
500 pL da solucéo de colageno. Os sistemas reacionais foram incubados a 37 °C, com
agitacdo constante durante 7 dias. O tampao fosfato (pH 7,4) foi utilizado como
controle negativo e a aminoguanidina (5-200 pg mLt), como controle positivo. As
analises foram realizadas em triplicatas e a intensidade de fluorescéncia a 37 °C,
utilizando um espectrofluorimetro RF- 5301PC (Shimadzu, Japao) a (Aex = 370 € Aem
= 440 nm). O ICso foi calculado graficamente, usando uma curva de calibracao,
tracando porcentagem de inibicdo correspondente (1%) versus a concentracdo do
extrato. A porcentagem da inibicdo dos AGEs foi calculada, usando a mesma formula

do sistema BSA-glicose/frutose.

4.2.9 Ensaio de viabilidade celular

O efeito citotoxico dos extratos EEAA, ECPR e EFPR foi determinado por meio
do ensaio de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2.5-difeniltetrazo6lio (MTT). Para o
EEAA, a viabilidade foi investigada frente a linhagem de macrofagos (J774) de acordo
com a metodologia descrita por Mosmann (1983). Ja, a determinacdo do efeito
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citotoxico dos extratos ECPR e EFPR foi realizado utilizando células HTR-8SV/ neo
linha celular da placenta derivadas das células trofloblasticas de placenta e explante
de placenta.

O ensaio se baseia na reducgéao celular do sal MTT em cristais de formazan, de
coloracao violeta (Figura 18), pela acdo da enzima succinato desidrogenase presente
na mitocondria de células viaveis. Assim, a quantidade de cristais formados é

diretamente proporcional ao niumero de células viaveis.

Figura 18 - Conversdo do MTT para formazan pela succinil desidrogenase.
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Fonte: Adaptado de MOSMANN et al., 1983.

Para avaliacdo da citotoxicidade do EEAA, as células de macréfagos foram,
inicialmente, distribuidas em placas de 96 pocos (1,5 x 10° células/poco) e incubados
durante a noite a 37° C. Ap0s esse periodo, as células aderentes foram tratadas com
EEAA em diferentes concentraces (10, 50 e 100 pug mL™?) dissolvidos em PBS +
DMSO (0,037% (m/v)) em meio de cultura (RPMI — 1640 suplementado com 10% (m/v)
de soro bovino fetal) e foram posteriormente cultivados durante 24 h a 37° C. Em
seguida, o meio foi substituido por novo meio RPMI contendo 5 mg mL*de MTT. Ap6s
4 h de incubagéo a 37° C, o sobrenadante foi removido e 150 pL de DMSO foram
adicionados em cada poc¢o. Apos 15 min de incubagdo a temperatura ambiente, a
absorvéncia do produto de formazan foi medida espectrofotometricamente, a 540 nm.
Quatro pocos individuais foram avaliados por tratamento e a atividade de reducéo do
MTT foi determinada como percentagem de células controle ([absorvéncia de células

tratadas/absorvéncia de células nao tratadas] x 100).
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Para a avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de pimenta, primeiramente as
células HTR-8SV/ neo ou explante de vilosidades coribnicas foram plagqueadas em
uma placa de 96 pocgos, com meio DMEM-F12 a 5% de Soro Bovino Fetal por 24
horas. Apés as 24 horas, foi retirado o meio de cultura e feito o tratamento com os
extratos ECPR e EFPR diluidos em meio de cultura DMEM-F12 em diferentes
concentragées (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pug mL1) e cultivadas por 24 horas. Depois foram
adicionados nos pocos 23 pl de MTT, a solucéo foi realizada na dissolugéo de 5mg de
MTT em 1000ul meio de cultura DMEM-F12, e foi mantida ao abrigo da luz por 4 horas
a 37°C. Logo apds, foi retirado o tratamento, adicionado 150ul de DMSO por poco e
realizado as medidas de absorvéncia do produto pelo espectrofotdmetro a 540 nm. A
porcentagem de viabilidade foi determinada como percentagem de células controle
([absorvéncia de células tratadas/absorvéncia de células néo tratadas] x 100).

4.2.10 Preparo das formulagdes com extratos etanolicos de Cocos nucifera e
Schinus terebinthifolius Raddi

Os extratos etandlicos das fibras das cascas do coco, da casca e fruto da
pimenta foram solubilizados em etanol P.A até sua completa dissolu¢éo, em seguida,
foram incorporados ao creme base Lanette (adquirido em farmacia de manipulacdo
do mercado local) com o auxilio de um gral de porcelana e pistilo, variando as
concentracfes de 5 a 20% (m/m) para as formulacbes com EEAA e 5 a 10% (m/m)
para o ECPR e EFPR.

Do mesmo modo, formulacbes foram preparadas contendo padrdo quimico
comercial benzofenona-3 ou padréo fendlico quercetina, ambos na concentracdo a
5% (m/m), para fins de comparacéo. Adicionalmente, formula¢des contendo a mistura
do padrdo quimico comercial e EEAA, ECPR e EFPR foram preparadas nas
concentracbes (4:1) e (1:1), para cada associacdo. Tais formulacdes foram
codificadas conforme a Tabela 12 e armazenadas a temperatura ambiente. Apos 24h
as formulagdes foram submetidas a avaliacdo do FPS, como descrito no item 4.2.6).

A base Lanette foi usada como branco. As analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela 12 - Cédigos de identificacdo das formulacdes preparadas a partir dos extratos

e padrd@es filtro comercial e fendlico.

Formulacéo Principio ativo
(m/m)
(Extrato de Cocos nucifera L.)
CEEAAS5 Creme + Extrato Etanélico Ando Amarelo 5%
CEEAA10 Creme + Extrato Etanélico Ando Amarelo 10%
CEEAA20 Creme + Extrato Etanélico Ando Amarelo 20%
(Extrato de Pimenta rosa (Schinus terebinthifolius ))
CECPR5 Creme + Extrato Etandlico Casca Pimenta Rosa 5%
CECPR10 Creme + Extrato Etandlico Casca Pimenta Rosa 10%
CEFPR5 Creme + Extrato Etanélico Fruto Pimenta Rosa 5%
CEFPR10 Creme + Extrato Etandlico Fruto Pimenta Rosa 10%
(Filtro solar comercial e padrao fendlico)
CB5 Creme + Benzofenona-3 5%
CQ5 Creme + Quercetina 5%
(Filtro solar comercial + extratos)
CB4 + EEAAL Creme + Benzofenona-3 4% + Extrato Etandlico ando amarelo 1%
CB2,5 + EEAA2,5 Creme + Benzofenona-3 2,5% + Extrato Etanélico Ando Amarelo 2,5%
CB4 + ECPR1 Creme + Benzofenona-3 4% + Extrato Casca Pimenta Rosa 1%
CB2,5+ECPR 2,5 Creme + Benzofenona-3 2,5% + Extrato Casca Pimenta Rosa 2,5%
CB4 + EFPR1 Creme + Benzofenona-3 4% + Extrato Fruto Pimenta Rosa 1%

CB2,5 + EFPR 2,5

Creme + Benzofenona-3 2,5% + Extrato Fruto Pimenta Rosa 2,5%

Fonte: AUTORA, 2019.

4.2.11 Fotoestabilidade

A avaliacdo da fotoestabilidade consiste em obter informacdes sobre possiveis

alteracdes no produto, quando estes sdo expostos a radiacdo ultravioleta artificial
(BRASIL, 2012; UNITED STATES, 2011). Em nossos estudos, a determinacédo da
fotoestabilidade dos extratos e das formulacdes protetoras foi avaliada por meio das

técnicas de espectroscopia de absorcdo e espectroscopia no infravermelho — FTIR-

ATR. O sistema de iluminacdo UVA/UVB utilizado nesse estudo foi desenvolvido no

Instituto de fisica da Universidade Federal de Alagoas e gentilmente cedido pelo

professor Italo Nunes de Oliveira. As analises espectrofotométricas foram realizadas

no Laboratdrio de Eletroquimica e Estresse Oxidativo (LEEO) na UFAL, e as analises

espectroscopicas no infravermelho foram realizadas no Instituto Federal de Alagoas —

Campus Maceio.
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4.2.11.1 Irradiacdo das amostras

A determinacgéo da fotoestabilidade dos extratos e formulagdes foi realizada de
acordo com o meétodo descrito por Fernandes (2014), com algumas modificacdes.

Inicialmente foram pesados 0,1 g de cada extrato e das formulagdes, e
espalhados de forma homogénea em uma laminula devidamente limpa com o auxilio
de uma espatula metélica com a lateral reta, para obtencdo de um filme fino. Em
seguida, apls a preparacdo dos filmes, os mesmos foram submetidos a radiacdo
UVA/UVB por um tempo de exposicao de 30, 60, 90 e 120 minutos, em um sistema
de iluminacdo que consiste em uma caixa de madeira completamente fechada com
as paredes internas pretas, contendo em suas laterais duas lampadas: uma UVA que
emite radiacao na faixa de 320 a 400 nm, com uma poténcia de 30 W, da SCT e outra
UVB, Medical Broadband TL 40 W/12 da Philips, que emite radiacdo na faixa de 290
a 315 nm. ApoOs a irradiacdo, as amostras foram submetidas as analises de
espectroscopia de absorcédo no UV-VIS e espectroscopia no infravermelho — FTIR-
ATR.

4.2.11.2 Preparo das amostras para as medidas em espectrofotdmetro UV-VIS

ApG6s o periodo de irradiacdo dos filmes, as laminulas foram removidas da
camara UV, e seus conteudos foram recolhidos, pesados e solubilizados em 1 mL de
etanol P.A., obtendo-se uma solucéo estoque 0,1 g mLt. Em seguida, uma diluicdo
foi preparada na concentracdo de 5 mg mL?. As amostras foram analisadas em
espectrofotdometro conforme o método de Mansur (1986) para obtencao dos valores
de FPS, utilizando-se as mesmas condi¢cdes previamente descritas no item 4.2.9. As
medidas foram realizadas no tempo inicial (t = 0), sem irradiacdo e ap0s a exposi¢cao
a radiacao nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. Os procedimentos foram realizados

em triplicata e todas as amostras foram protegidas da luz antes e depois da irradiacao.

4.2.11.3 Preparo das amostras para as medidas de espectroscopia no infravermelho
(FTIR — ATR).

A determinacdo dos espectros na regido do infravermelho dos filmes

preparados com extratos e formulagdes no tempo = 0 (antes da irradiagéo) e apos a
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exposicdo a radiacdo nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos foi realizada por
espectroscopia de refletancia total atenuada com transformada de Fourier (ATR —
FTIR), utilizando um espectrometro (IRAffinity-1, Shimadzu), na faixa de 500 a 4000
cm™ e nimero de scans de 64. Os resultados foram expressos em porcentagem de

transmitancia do infravermelho.

4.2.12 Estudo da estabilidade das formula¢des fotoprotetora

Este estudo tem como obijetivo fornecer dados para prever a estabilidade do
produto e tempo de vida util estimada a temperatura ambiente (ANVISA, 2004).
As formulagdes com extratos e padrdes incorporados, que apresentaram resultados
satisfatorios nas andlises de FPS, foram submetidas ao teste de estabilidade. O teste
de estabilidade foi realizado de acordo com o guia de estabilidade de produtos
cosmeéticos da Anvisa (2004), com avaliacdo das caracteristicas fisicas e funcionais

das formulacées, por um periodo de 90 dias.

Aproximadamente 10 g das formulacbes CEEAA5, CECPR5, CEFPR10, CBZ5
e CQ5 foram acondicionadas em potes de polipropileno fechado. As formulacdes
foram armazenadas a temperatura ambiente (25 + 2,0 °C), durante um periodo de 90
dias. Durante o periodo de armazenamento as formula¢Bes foram avaliadas nos
tempos t0, t30, t60 e t90 dias, quanto aos parametros:

- Organolépticos (aspecto, cor e odor);

- Fisico-quimico (valor de pH) A determinacao do pH foi feita por meio de uma solugao
de cada formulacdo preparada a 10% (m/v) em agua destilada. As medidas foram
realizadas em pHmetro digital (Putek), previamente calibrado com solucdes tampéao
pH 4 e 7. As andlises foram realizadas em triplicata.

- Funcional (eficacia fotoprotetora FPS)

4.2.13 Anélise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra e os resultados
foram expressos como média e desvio padrdo. A avaliacdo estatistica foi realizada
por andlise de variancia ANOVA, seguida de teste Tukey, no nivel de significancia de

95%, empregando-se o software Graphpad Prism 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Os rendimentos das extracdes para a obtencéo do extrato etandlico das fibras
das cascas de coco ando amarelo, realizado por processo de maceracdo, e dos
extratos etandlicos das cascas e frutos de pimenta rosa, por extragdo Soxhlet,

encontram-se listados na Tabela 13.

Tabela 13 - Rendimentos das extragdes etanodlicas

Extratos Cédigos Rendimento (%)
Extrato etandlico fibras das cascas coco ando amarelo EEAA 7,75
Extrato etandlico casca de pimenta rosa ECPR 20,13
Extrato etandlico fruto de pimenta rosa EFPR 19,16

Fonte: AUTORA, 2019.

Observa-se na Tabela 13, que os extratos das fibras das cascas de coco e da
pimenta rosa apresentaram valores de rendimentos proximos aos valores observados
para estas espécies na literatura (SILVA et al., 2013). Os valores de rendimentos
obtidos para os extratos da casca e frutos de pimenta rosa foram proximos. Costa
(2011), usando extracdo por soxhlet registrou valor de 20,17% para extratos

etandlicos de sementes/ fruto desta espécie.

5.2 Conteudo total de fendis e capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®*

e pelo método de FRAP.

O processamento de alimentos vegetais em sua maioria resulta na producao
de subprodutos que sao fontes ricas em compostos bioativos, incluindo os compostos
fendlicos. Estes compostos, por sua vez, apresentam potencial antioxidante, onde
residuos agricolas e industriais podem ser utilizados como fontes naturais dessas
substancias (BALASUNDRAN et al., 2006; MELO et al., 2011).

No presente trabalho, o CTF foi avaliado pelo método de Folin-Ciocalteu e a

determinacdo da capacidade antioxidante, pelos métodos de DPPH*® e FRAP.
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A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para CTF e capacidade
antioxidante pelos métodos de DPPH*® e FRAP, para os extratos etandlicos das fibras

das cascas do coco, na variedade ando amarelo e de pimenta rosa (cascas e frutos).

Tabela 14 - Conteudo total de fendis (CTF), DPPH®* (ASR% e ICs0) e FRAP dos extratos

etandlicos de fibras das cascas de coco ando amarelo e pimentarosa (cascas e frutos).

Extrato CTF DPPH* FRAP

(mg EAG*g'l ) (umol ET g—l Kkk
extrato seco) ASR %**  1Cso (g mL™)

extrato seco)

EEAA 673,9+ 37,0 749+0,4 6,6 +0,6 3287,0 +£134,0
ECPR 452,5 + 10,2 78,4 +0,9 6,1+04 3484,7 + 255,5
EFPR 73,6 +10,4 24,1+ 0,5 - 488,6 + 81,1

EEAA = Extrato etandlico fibras das cascas coco ando amarelo; ECPR = Extrato etandlico casca de
pimenta rosa; EFPR = Extrato etandlico fruto de pimenta rosa; *Equivalentes de acido galico. **
Atividade sequestradora de radicais (DPPH?®). *** Equivalentes de Trolox (ET)

Fonte: AUTORA, 2019.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 14, observa-se que o conteudo total
de fendis variou de 73,6 a 673,9 EAG g, em extrato seco. Os extratos etandlicos das
fibras das cascas de coco ando amarelo e da casca da pimenta rosa foram os que
mais se destacaram com valores de 673 e 452 mg EAG ¢! extrato seco,
respectivamente. O extrato do fruto da pimenta rosa apresentou o menor conteudo
total de fendis, em relacdo aos extratos analisados, em torno de 73,6 mg EAG g*
extrato seco.

Segundo Oliveira e colaboradores (2009), diversos fatores como condi¢des
climaticas (temperatura e umidade), regido de cultivo, época de colheita, crescimento,
grau de maturacdo e variedade da planta, peculiaridades do processamento e
meétodos de extracdo, podem interferir nos resultados de teor de compostos fendlicos.

Alguns desses aspectos podem ser observados ao comparar os estudos
realizados por Valadez-Carmona e colaboradores (2016), no qual foi encontrado valor
de CTF de 64,2 mg EAG g ext. seco, para o extrato das fibras das cascas de coco
jovem. Ja, em trabalhos realizados por Dey e colaboradores (2003), foi encontrado
um valor de CTF de 13,0 mg EAG g extrato seco, em extrato etandlico de fibras da
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casca do coco maduro. Estes valores se apresentam abaixo ao valor encontrado no
presente trabalho.

Em estudos realizados por Tlili e colaboradores (2018), os extratos dos frutos
de Schinus terebinthifolius de duas localidades na Tunisia, apresentaram valores de
CTF de 35,23 e 32,39 mg EAG g extrato seco. J4 em nosso trabalho o extrato com
os frutos de pimenta rosa apresentou um valor mais elevado.

Varios estudos demonstraram que cascas de frutas e de vegetais podem conter
maiores quantidades de compostos fendlicos que a parte comestivel (polpa) e
sementes (BALASUNDRAM et al. 2006; HENRIQUEZ et al., 2010). Este fato pode ser
evidenciado diante dos resultados de CTF (Tabela 14), onde o extrato obtido a partir
das cascas apresentou valor superior de CTF em relacdo ao extrato preparado com
fruto completo. Resultado semelhante também foi observado no trabalho realizado por
Costa (2011), que demonstrou que o extrato etandlico das cascas de pimenta rosa,
obtido a partir da extracao utilizando soxhlet, apresentou teor total de fendis de 323,79
mg EAG g ext. seco, sendo maior em comparagdo com o extrato preparado com as
sementes/frutos que apresentou um valor de 20,21 mg EAG g ext. seco.

Estudos realizados com outras cascas de frutas também demonstraram ter
maior teor de fendis totais que na parte comestivel. Para fins de comparacéo, a Tabela
15 apresenta alguns trabalhos realizados para a determinacao total de fendis em

residuos de frutas (cascas e frutos), encontrados na literatura.

Tabela 15 - Conteldo total de fendis de residuos de frutas e vegetais (cascas, frutos e

Amostras CTF Referéncias
(mg EAG g de extrato)
Extrato acetato de etila das 463,6 + 0,02 RATNAYAKE et al.,
cascas de caja-manga 2019
Extrato acetato de etila de 205,6 £ 0,06 RATNAYAKE et al.,
sementes de caja-manga 2019
Extrato metandlico das cascas 103,2 + 2,77 ALl et al., 2014
de roma
Extrato metandlico dos frutos 81,8+ 1,44 ALl et al., 2014

inteiros de roma

Fonte: AUTORA, 2019.



77

A Tabela 14 lista os resultados para a determinacéo da capacidade antioxidante
dos extratos etandlicos das fibras das cascas do coco, das cascas e frutos de pimenta
rosa, por meio da atividade sequestradora do radical DPPH®, dos valores de ICso
(concentracdo de inibicdo do radical DPPH*® em 50%) e pelo método de FRAP. No
ensaio de DPPH?*, os extratos mostraram uma variacao de 24,1 a 78,4%, sendo o
ECPR que apresentou o maior percentual de inibicdo, seguindo do EEAA com 74,9%.
O EFPR foi 0 que apresentou o menor percentual de inibicdo, apenas 24,1%.

Em relacdo a concentracdo necesséria para reduzir em 50% o radical DPPH®,
0 ECPR e o EEAA apresentaram valores de ICso semelhantes (6,1 + 0,4 e 6,6 £ 0,6
ug mL, respectivamente). J4, o EFPR néo atingiu o ICso na concentracéo avaliada.
Comparando os dados do presente trabalho com os dados obtidos na literatura,
Alviano e colaboradores (2008) determinaram a capacidade antioxidante do extrato
aguoso da fibra da casca de coco, utilizando o método de DPPH?*, e encontraram um
valor de ICso em torno de 10 ug mL?. No presente trabalho o valor de ICso foi menor,
ressaltando a maior capacidade de sequestro de radicais.

Em trabalhos de Degaspari e colaboradores (2004), a capacidade antioxidante
de extrato etandlico dos frutos de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) foi
determinada utilizando o método de DPPH* e encontraram valor de ASR de 53%. Em
nosso trabalho o extrato etandlico dos frutos de pimenta rosa demonstrou uma
atividade apenas em torno de 24%. Ja para o extrato obtido a partir da casca de
pimenta rosa do presente estudo demonstrou um valor de ASR proximo ao valor
encontrado por Bernardes e colaboradores (2011), com 87,6% para o0 extrato
metandlico das cascas dos frutos.

A capacidade antioxidante dos extratos etandlicos do coco e de pimenta rosa
também foi avaliada pelo método de FRAP. Os resultados apresentados na Tabela 14
demonstraram que os valores obtidos para o ensaio de FRAP, variaram de 488,6 a
3484,7 umol ET g* de extrato seco. Os extratos ECPR e EEAA apresentaram valores
proximos, com 3484,7 e 3287,0 umol ET g de extrato seco, respectivamente. J4, o
EFPR foi o que apresentou o menor poder de reducéo do ferro.

Em outros trabalhos na literatura alguns autores também encontraram valores
de FRAP maiores para o extrato obtido com cascas. Ali e colaboradores (2014),
avaliaram os extratos de diversas partes de Punica granatum L (casca, polpa,
sementes e frutos inteiros), sendo o extrato da casca 0 que apresentou a maior

capacidade redutora. Segundo os autores, a maior capacidade antioxidante exibida
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pelo extrato foi atribuida aos compostos fendlicos presentes no extrato da casca e que
nao foram observados nos outros extratos.

De maneira geral, em nosso trabalho os extratos apresentaram um alto teor de
compostos fendlicos, se destacando os EEAA e ECPR. J4 o EFPR foi que apresentou
0 menor teor total de fendis, e menor capacidade antioxidante analisada nos métodos

utilizados.

5.3 Avaliacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) dos extratos etandlicos e

formulacdes

Os valores de FPS determinados para os extratos e formulagdes das fibras das
cascas de coco andao amarelo, das cascas e frutos de pimenta rosa em funcéo da
concentracdo e dos percentuais de extrato incorporados ao creme base, em
comparacao com os resultados obtidos com o padrao quercetina (CQ) e benzofenona-
3 (CB), se encontram na Tabela 16.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que os valores de FPS para o EEAA
variaram de de 9,99 a 28,18. enquanto para o ECPR, os valores foram de 20,15 a
26,82 e 0 EFPR com 5,08 a 16,41. Para as formulacdes protetoras preparadas com
incorporacao de EEAA a 5, 10 e 20% (m/m) os valores de FPS foram de 0,82 a 31,87.
As formulagdes preparadas com incorporacéo dos ECPR e EFPR a 5 e 10% (m/m),
apresentaram valores variando de 1,25 a 32,40 e 0,24 a 31,58, respectivamente. As
formulacbes protetoras preparadas com os padrdes benzofenona-3 e quercetina,
ambas a 5% (m/m) apresentaram valores variando de 9,76 a 35,90 e 2,88 a 30,09,
respectivamente.

Analisando os resultados, observou-se que o potencial fotoprotetor dos extratos
e formulacfes variou de acordo com a concentracdo e 0s percentuais de extratos
incorporados, comprovando a existéncia de uma relacdo dose-dependente, em que 0
aumento da concentragcédo resulta no aumento do FPS. No entanto, o FPS pode
apresentar valores constantes, quando os niveis de saturacdo das espécies sao
alcancados (RIBEIRO, 2006).

Nesse estudo foi possivel observar que os extratos apresentaram valores
satisfatorios de FPS, com destaque para o ECPR e EEAA que em baixas diluicdes
demonstraram valores superiores ao exigido pela Anvisa, com niveis de saturacao dos

raios UVB girando em torno de 2 e 5 mg mL™1, respectivamente, e além disso, podem
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ser comparados com os valores de FPS obtidos pelo filtro comercial benzofenona-3 e

0 padrao fendlico quercetina. Ja o EFPR foi o que apresentou os menores valores de

FPS com nivel saturagdo em torno de 2 mg mL™.

Tabela 16 - Fator de protecéo solar (FPS) dos extratos etanélicos das fibras da casca

do coco ando amarelo, cascas e frutos de pimentas, e suas formulacgdes.

Diluic6es (mg mL 1)

Amostras 0,2 2 5 10 15
Fibra da casca do coco ando amarelo
EEAA 9,99 +0,17° 20,95+1,03° 28,18 +1,98° 24,74+0,84">¢ 23,00+0,57>°¢
CEEAA5 0,98+0,35¢9 4,44+0,149 1566+0,409 30,04+1,732b 2846+1,282P
CEEAA10 1,14+0,049 7,02+0239 2378+1,22¢ 2822+3582P 3187+3012
CEEAA20 0,82+0.589 16,33+3,97¢ 28,31+2,47° 2962+283%b 30,20+2,552
Casca de pimentarosa
ECPR 2484+0,762 26,82+1,15° 23,80£0,94¢ 21,72+0,71¢ 20,15+ 0,53°¢
CECPR5 1,25+0,569 15,38+0,53° 28,36+2,50° 3221+2322 31,89+2402
CECPR10 2,70+0,359 2537+1,47° 3240+2,442P 3167+1,932 2967 +2452
Fruto de pimentarosa
EFPR 5,08+0,49¢ 16,41+1,33° 14,86+0,709 13,14+0,48¢9 11,50+ 0.37¢
CEFPR5  0,52+0,02¢9 2,35+0,07¢9 560+0,08¢ 11,36+0,329 17,40+2,65¢%¢
CEFPR10 0,24+0,08¢ 586+008Y 14,89+0,139 31,25+0,212 31,58+0,302
Padrdes
CB5 9,76 £1,242 33,09+2,692 3590+0,902 33,73+0,218 28,31+3,612"
CQ5 2,88+0,139 21,57+1,91° 30,09+3,18%P 30,02+1,762 29,81+ 1,602

EEAA = extrato etandlico ando amarelo, CEEAA = creme + extrato etanolico ando amarelo de 5 a 20%
(m/m), ECPR = extrato etandlico das cascas de pimenta rosa, CECPR = creme + extrato etandlico da
casca da pimenta rosa de 5 e 10% (m/m), EFPR = extrato etandlico dos frutos de pimenta rosa, CEFPR
= creme + extrato etandlico dos frutos da pimenta rosa de 5 a 10% (m/m), CB5 = creme + benzofenona-
3 a 5% (m/m) e CQ = creme + quercetina a 5% (m/m). Valores expressos em média + desvio (n=3).
Letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,05).

Fonte: AUTORA, 2019.
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De modo geral, as formulacdes apresentaram bons resultados de FPS, a partir
da diluicdo de 2 mg mL1(, Todas as formulacdes protetoras apresentaram valores de
FPS = 6, exceto, para as formulagdes CEAA 5% (m/m), que apresentaram um FPS
de 4,44 = 0,14, e as formulagdes CEFPR 5 e 10% (m/m), que apresentaram valores
de 2.35 + 0.07 e 5.86 + 0.08. Para as formulacdes, foram observados niveis de
saturacdo de absorc¢édo da radiacdo UVB, em torno de 10 mg mL. Os valores de FPS
aumentaram proporcionalmente com o aumento da concentracdo de EEAA e ECPR
em cada formulacao.

Nas Figuras 19 e 20 estdo apresentados os espectros de absor¢ao obtidos para
as formulacdes protetoras preparadas com o EEAA, ECPR, EFPR, os paddes
benzofenona-3 e quercetina, e também do creme Lanette caracterizados por
espectrofotometria de absorc¢do na regiao UV-vis.

Na Figura 19, é possivel observar que as formulacdes preparadas com EEAA
5 a 20% apresentam bandas de absorcédo nas regiées UVC/UVB, em torno de 280
nm. Estes aspectos também foram observados para a formulacdo do padrao
benzofenona-3 a 5%, um filtro quimico comercial de amplo espectro, que possui duas
bandas com maximos de absorcdo de radiacdes nas regibes UVB/UVA. Ja, a
formulacdo do padrdo fendlico quercetina a 5%, conhecida pelo seu potencial
antioxidante e também fotoprotetor, apresentou absorcdo da radiacdo UV, com
méaximos de absorvéncia no UVA/UVC e uma discreta banda na regido UVB. Os
espectros observados para os padrbes utilizados no presente trabalho foram
semelhantes aos relatados na literatura (SAEWAN et al., 2013; GONZALEZ et al.,
2017). Verificou-se que o creme Lanette ndo absorvia na regido estudada,
assegurando que as absorc¢des resultantes foram das formulagdes. O creme Lanette
nao apresenta bandas de absorc¢do, nos comprimentos de onda entre 230 a 450 nm.

Para as formulacdes preparadas com extratos de casca e fruto da pimenta rosa
5 a 10%, respectivamente, foi possivel observar que as formulacbes apresentaram
bandas de absorcdo mais intensa na faixa entre 250 a 320 nm, regidao (UVB) (Figura
20).
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Figura 19 - Espectros de absorcado de UV-vis das formulacdes: Creme + EEAA 5, 10 e
20% (m/m) (2 mg mL?), Creme + benzofenona-3 a 5% (CB5) (0,2 mg mL™?), Creme +
guercetina a 5% (CQ5) (0,2 mg mL?) e Creme Lanette (CL).

Absorbancia

Fonte: AUTORA, 2019.
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Figura 20 - Espectros de absorc¢éo de UV-vis das formulacfes: (A) Creme + ECPR 5 e
10% (m/m) (2 mg mL™?), Creme + benzofenona-3 a 5% (CB5) (0,2 mg mL™), Creme +

quercetina a 5% (CQ5) (0,2 mg mL™) e Creme Lanette (CL) e (B) Creme + EFPR 5 e 10%
(m/m) (2 mg mL?), Creme + benzofenona-3 a 5% (CB5) (0,2 mg mL™?), Creme + quercetina
a 5% (CQ5) (0,2 mg mL) e Creme Lanette (CL).
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Fonte: AUTORA, 2019.
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Diversos autores tém relacionado a acao fotoprotetora das espécies vegetais,
com a presenca de compostos fendlicos. Esses compostos absorvem na regido UV e
apresentam caracteristicas estruturais semelhantes aos filtros quimicos (AGATI et al.,
2013; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017). Estudos realizados com extratos das fibras da
casca de coco e frutos de pimenta rosa demonstraram que estas amostras
apresentam compostos fenélicos como catequina, epicatequina, acido galico, rutina,
acido ferulico, dentre outros (ESQUENAZI et al., 2002; VALADEZ-CARMONA et al.,
2016; GLORIA et al., 2017).

Em estudos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, com
extratos etandlicos das fibras das cascas de coco, estes demonstraram um alto
potencial antioxidante. Andlises preliminares do perfil quimico do extrato etandlico da
variedade ando amarelo revelaram a presenca de compostos fendlicos quercetina e
catequina (Oliveira et al., 2013). No presente trabalho, os extratos analisados
demonstraram um alto teor de compostos fendlicos, e isso pode explicar parcialmente
a sua acao fotoprotetora.

Diversas partes de plantas (flores, folhas, frutas e residuos (cascas e
sementes)), vém sendo estudadas quanto a sua agado antioxidante e fotoprotetora
(GREGORIS et al., 2011; WAGEMAKER et al., 2011; MARTO et al., 2016; MARTINS
et al., 2016; LOURITH et al., 2017). Em estudos de Bulla e colaboradores (2015), o
potencial fotoprotetor in vitro e a penetracdo percutanea in vivo dos extratos
hidroetandlicos e formulagfes das folhas de Schinus terebinthifolius foram analisados.
As solucBes metandlicas dos extratos a 10 e 25% (p/v) apresentaram absorcdo UV
com potencial fotoprotetor de UVB, com valores de FPS de 2,40 e 6,89,
respectivamente. As medidas espectroscopicas confirmaram a absor¢éo na regido UV
e a aplicacédo topica das formulacdes ndo causou alteracdes histoldgicas na pele dos
ratos.

O presente estudo € o primeiro a relatar o potencial fotoprotetor dos extratos
das cascas e frutos desta espécie.

Para fins comparativos, a Tabela 17 apresenta alguns trabalhos registrados na
literatura com valores de FPS de extratos das cascas e frutos de diversas espécies, e

também de formulacdes preparadas a partir da incorporagédo dos extratos vegetais.



Tabela 17 - Valores de FPS encontrados na literatura para extratos de cascas, frutos e

formulacdes protetoras preparadas com extratos vegetais incorporados.

Extrato Fator de Protecdo Solar Referéncias
Concentragao FPS
(mg mL™)
EEAA 0,2 9,99 0,17 PRESENTE
2 20,95 + 1,03 TRABALHO
ECPR 0,2 24,84 + 0,76 PRESENTE
2 26,82 + 1,15 TRABALHO
EFPR 0,2 5,08 £ 0,49 PRESENTE
2 16,41 + 1,33 TRABALHO
Extrato metandlico de 0,2 2,70 £ 0,37 SILVA et al., 2016
cascas de seriguela 2 6,53 + 0,31
Extrato aquoso e A=(0,2e0,4) 1,44 +0,03 e SUVA et al., 2014
metandlico _de raiz de 1,82+ 0,15
gengibre
M= (0,2e0,4) 1,48 £ 0,09
1,99 £ 0,03
Extrato etandlico de cha 0,2 18,10 £ 0,05 KAUR et al., 2011

verde

Formulagbes

Fator de Protecé&o Solar

Referéncias

Concentracéo FPS
(mg mL™
CEAA 5% 10 30,04 £ 1,73 PRESENTE
TRABALHO
CECPR 5% 10 32,21+2,32 PRESENTE
TRABALHO
Creme com extrato 50 8,15+ 0,07 SILVA et al., 2016

metandlico de casca de
seriguela a 5%

Fonte: AUTORA, 2019.

Pesquisas recentes sobre fotoprotecdo da pele tém relatado que a
incorporacdo de extratos vegetais com acdo antioxidante em formulacdes
fotoprotetoras se apresenta como uma estratégia importante para se obter
incrementos nos valores de FPS, em acéo suplementar dos filtros sintéticos, uma vez
gue esses extratos possuem a capacidade de neutralizar agdo dos radicais livres

gerados no tecido epidérmico, ap0s a exposi¢cdo demasiada aos raios UV, além de
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garantir acdes emolientes e adstringentes ao produto, promovendo beneficios a saude
pelo potencial biolégico que os produtos naturais apresentam (CHIARI et al., 2014;
GONZALEZ et al., 2010), apesar da toxicidade evidenciada para alguns.

Neste trabalho, a avaliagdo da mistura entre o extrato e o filtro quimico de
referéncia, na protecdo contra os raios UVB, também foi analisada (Tabela 19). Para
tal, seis formulacGes foram preparadas e avaliadas nas concentracdes 5 e 10 mg
mL, sendo estas as melhores condicdes definidas, a partir dos valores de FPS

obtidos pelas formulacdes preparadas s6 com extratos descritos na Tabela 16.

Tabela 18 — Valores de FPS para as formulagdes contendo extratos + Benzofenona-3.

Diluicbes (mg mL1)

FormulagGes 5 10
Fibra da casca do coco an&o amarelo + Benzofenona-3

CB4+EEAA1 30,55 +1,91°¢ 32,03+3,56 ¢
CB 2,5+ EEAA 2,5 36,19+2,51P 38,19+258°¢

Casca de pimentarosa + Benzofenona-3
CB4+ECPR1 40,81+1,862 47,67 +£1,582
CB25+ECPR25 4254 +2922 37,67 £0,63°

Fruto de pimenta rosa + Benzofenona-3
CB4+EFPR1 36,41 +0,49° 43,28+ 1,56 "
CB2,5+EFPR 2,5 38,01 + 1,952P 43,50 + 2,83 &b

Benzofenona-3
CB5 30,09 + 3.18°¢ 30,02 +1.76 ¢

CB4 + EEAAL = creme + benzofenona-3 a 4 % + extrato etandlico ando amarelo a 1% (m/m).

CB2,5 + EEAA2,5 = creme + benzofenona-3 a 2,5 % + extrato etandlico ando amarelo a 2,5 % (m/m).
CB5 = creme + benzofenona-3 a 5% (m/m). Valores expressos em média + desvio (n=3). Letras
diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,05).

Fonte: AUTORA, 2019.

Ao observar os valores de FPS na Tabela 18, verifica-se que o EEAA a 1% na
presenca da benzofenona — 3 a 4% (m/m) manteve os valores de FPS, obtidos pela
benzofenona-3 a 5% (m/m) nas concentra¢cfes analisadas. Ja, os ECPR a EFPR a
1% na presenca da benzofenona-3 a 4% (m/m), provocaram um incremento nos
valores de FPS nas concentragbes analisadas. Ao reduzir a concentracdo da
benzofenona-3 e incorporar o EEAA, o ECPR e EFPR (1:1), verifica-se que estas

associacbes promovem uma intensificacdo dos valores de FPS nas duas
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concentracbes analisadas (5 e 10 mg mL™?), garantindo um aumento na eficacia do
fotoprotetor, além de assegurar outras propriedades presentes nos extratos vegetais.

A incorporacao de extratos vegetais em formula¢cdes cosmeéticas destinadas a
protecdo da pele contra os raios UV, possui um alto potencial no mercado atual, ja
gue se associa a forte tendéncia das industrias, de usar menos matérias-primas de
origem sintética em suas preparacdes, associar ativos de origem vegetal, sem alterar
a eficicia das formulagbes (POLONINI et al., 2014; MILANI et al., 2018)

Assim, os resultados obtidos s&o relevantes, uma vez que os fotoprotetores
geralmente sdo preparados com filtros quimicos, que podem causar diversas reacfes
na pele. A reducdo da concentracédo desses produtos nas formulacdes torna-se uma
estratégia para melhorar a qualidade do produto, sem que ocorra a diminuicdo da
protecdo contra os raios UV.

Outros trabalhos tém, também, analisado a presenca dos extratos vegetais
associados aos filtros sintéticos. Em estudos desenvolvidos por Mansur e
colaboradores (2016), as analises de FPS in vitro e in vivo das formulacdes
fotoprotetoras, preparadas com a associacdo dos filtros solares comerciais
octilmetoxicinamato, octocrileno e benzofenona-3 a 5% e extratos etanolico e
hidroacetbnico obtidos a partir das folhas da espécie Bauhinia. microstachya var.
massambabensis, ambos incorporados a 1% em cada formulacdo, demonstraram que
a presenca dos extratos nas formulagcdes contribuiu para um incremento nos valores
de FPS, quando analisados in vivo, sugerindo que tal efeito € devido a acédo
antioxidante presente nos extratos.

Chiari e colaboradores (2014) estudaram a incorporacao do 6leo de café verde
em formulacbes, contendo filtro quimico metoxicinamato, e relataram que o 6leo
apresentou efeito sinérgico no valor de FPS, gerando um aumento em torno de 20%.

Milane e colaboradores (2018) avaliaram uma formulacdo fotoprotetora
preparada com filtro quimico 4-metoxicinamato de 2-etil-hexila a 8% e extrato
hidroetandlico, obtido a partir dos residuos dos frutos de Psidium guajava L.,
Myrtaceae (conhecido como goiaba), incorporado a 10% (m/m), e demonstraram que
o fitocosmético apresentou um valor de FPS maior que o obtido pela formulagéo de
referéncia, mostrando um incremento de 17,99% na eficdcia da formulagéo

fotoprotetora.
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5.4 Identificacdo dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A técnica de CLAE tem sido amplamente utilizada para a deteccdo de
compostos fendlicos em extratos vegetais, devido a sua versatilidade e precisdo. Em
geral, os compostos fendlicos sdo analisados, em um instrumento de CLAE, usando
colunas C18 de fase reversa, um detector e solventes organicos polares acidificados
(KUPPUSAMY et al., 2018). Neste trabalho, a identificacdo dos compostos fendlicos
presentes nos extratos da fibra de coco ando amarelo, nas cascas e frutos de pimenta
rosa foi realizada, utilizando a técnica de CLAE. Os compostos foram identificados
nos extratos EEAA, ECPR e EFPR por meio da comparacao dos tempos de retengao
entre padrdes e amostras, e co-injecdo dos padrdes nos extratos ECPR e EFPR.

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, em andlises
preliminares sobre caracterizagcédo quimica do extrato de Cocos nucifera da variedade
ando amarelo, também demonstraram a presenca de compostos fendlicos como
guercetina e catequina no extrato (OLIVEIRA et al., 2013).

A Figura 21 apresenta o cromatograma obtido para o extrato de coco (EEAA).
No extrato foi possivel verificar a presenca dos compostos fendlicos quercetina,
catequina, acidos vanilico e cafeico, e epicatequina, detectados a partir da
comparacao dos tempos de retencao entre amostra e padrdes fendlicos (Tabela 19):

A presenca dos compostos no extrato pode explicar parcialmente, de forma
isolada ou sinérgica os efeitos antioxidante e fotoprotetor exercidos pelo extrato.
Entretanto, estudos adicionais tornam-se necessarios, visto que a amostra apresenta
alguns picos ainda nao identificados. A completa elucidacdo do perfil quimico

contribuira para explicar as respectivas atividades bioldgicas.
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Figura 21 - Cromatograma do EEAA (4 mg mL™?) (A). Picos: 1 — Quercetina, 2 —
Catequina, 3 — Acido vanilico, 4 — Acido cafeico e 5 — Epicatequina, detectados a 254

nm.
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Fonte: AUTORA, 2019.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com alguns
estudos encontrados na literatura. De Freitas et al., (2017), demonstraram a presenga
de catequina em extrato seco do coco ando amarelo. Resultados semelhantes
também podem ser observados em outros estudos. Esquenazi e colaboradores
(2002), e Silva e colaboradores (2013), por meio da técnica de CLAE avaliacdo das
fracOes acetato de etila da fibra de Cocos nucifera também demonstraram a presenca
de catequina e epicatequina, dentre outros compostos. Lima e colaboradores (2016),
relataram a presenca de catequina em extrato do coco. Do mesmo modo, Valadez
Carmona e colaboradores (2016), demonstraram a presenca de catequina e
epicatequina, em extrato de coco. J4, em trabalhos de Dey e colaboradores (2005),
assim como em nosso trabalho, a presenca de &cido vanilico também foi relatada em

extrato do Cocos nucifera.
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Tabela 19 - Padrdes fendlicos, estruturas e tempos de retencdo (R./min) presentes no
EEAA.

Picos Compostos fendlicos Estruturas R:/min

OH

1 Quercetina
"X
0.

OH 4,026
O.
\
OH
OH o
OH
H o ‘“\\\\©10
N H
1968
OH
. (e} OH
3 Acido vanilico 26,592
i
OH CHj;
4 Acido caféico 30,650
X OH
H

36,339

2 Catequina 24,295

5 Epicatequina

Fonte: AUTORA, 2019.

As Figuras 22 e 23 apresentam o0s cromatogramas obtidos para os extratos
ECPR e EFPR.

De acordo com os cromatogramas apresentados na Figura 22, no extrato
ECPR foi possivel verificar a presenca de fendis como acidos galico e p-cumarico,
catequina, epicatequina e resveratrol. Os compostos foram identificados nos extratos,
a partir da comparacao dos tempos de retencéo (Tabela 20), e pela co-injecado dos

padrdes fendlicos (Figura 22 (B)).
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Figura 22 - Cromatograma do ECPR (5 mg mL™) (A) e co-injecédo dos padrdes fendlicos

(0,5 mg mL™) (B). Picos: 1 — Acido galico, 2 — Catequina, 3 — Epicatequina, 4 — Acido p-

cumarico e 5 — Resveratrol, detectados a 280 nm.
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Fonte: AUTORA, 2019.
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Tabela - 20 Padr@es fendlicos, estruturas e tempos de retencdo (R:/min) presentes no
ECPR e EFPR.

Beng

©/n 22.19

5 Resveratrol

Picos Compostos fendlicos Estruturas R:/min
. 0 OH
1 Acido gdlico 9,026
HO OH
OH
OH
2 Catequina . . (;(ﬂ 12,91
.u‘“\\\ H
1606
OH
OH
3 Epicatequina Ho 14,34
4 Acido p-cumérico “ 16,99
H
H
H

[0}
O

OH

Fonte: AUTORA, 2019.

A Figura 23 apresenta o cromatograma obtido para o EFPR. Assim como no
ECPR, os compostos fendlicos acido galico, catequina, epicatequina, acido p-
cumarico e resveratrol também foram detectados (Tabela 20). No entanto, esses
compostos se apresentaram em intensidades menores nas mesmas condi¢cdes
analiticas, corroborando com os resultados encontrados para o contetdo de fendis
totais.

Para o nosso conhecimento até o presente momento, 0S nossos estudos
relatam pela primeira vez, a presenca do composto resveratrol em extratos de pimenta
rosa.

Alguns estudos encontrados na literatura relataram a presenca de compostos
fendlicos, em extratos das cascas e polpa dos frutos. Por exemplo, Omena e
colaboradores (2012), identificaram o flavonoide quercetina, em extratos metandlicos

obtidos a partir das cascas e das polpas das espécies de Genipa amaricana L. e
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Spondia purpurea L., assim como no presente trabalho, a maior intensidade desse

composto fendlico foi encontrada nas cascas.

Figura 23 - Cromatograma do EFPR (5 mg mL™) (A) Picos: 1 — Acido gaélico, 2 -
Catequina, 3 — Epicatequina, 4 — Acido p-Cumérico e 5 — Resveratrol, detectados a 280

nm.
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Fonte: AUTORA, 2019.

E conhecido na literatura que os compostos identificados nos extratos de
pimenta rosa possuem diversas propriedades biologicas tais como, antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatéria (DEGASPARI et al., 2005). Além disso, esses
compostos também apresentam caracteristicas fotoprotetoras podendo atuar como
ingredientes ativos em formulacdes protetoras (POLONINI et al., 2013; STEVANATO
et al., 2014; BULLA et al., 2015; ALENCAR-FILHO et al., 2016).

Outros estudos também relataram a presenca de compostos fendlicos em
extratos de pimenta rosa, utilizando a técnica de CLAE. Gloria e colaboradores (2017),
identificaram os compostos acido géalico e naringenina na fracdo acetato de etila,
obtida a partir dos frutos desta espécie. Ja os trabalhos de Bernardes e colaboradores
(2014), mostraram a presenca do composto apigenina, no extrato da casca dos frutos
de pimenta rosa. TIlili e colaboradores (2018) relataram a presenca dos compostos
acidos galico, vanilico e cumarico, catequina, epicatequina, rutina, luteolina e

kaempferol nos extratos dos frutos de S. terebinthifolius e S. molle.



92

5.5 Avaliacdo da capacidade antiglicante
5.5.1 Sistemas BSA-Glicose/Frutose, BSA-MG e Colageno-Glicose/Frutose

Extratos e compostos naturais com elevada atividade antioxidante tém atraido
muita atencdo de pesquisadores, como exemplo, extratos de frutas e compostos
fendlicos como a quercetina, a rutina, entre outros, por também demonstrarem
eficiéncia na inibicdo da glicacado avancada (LI et al., 2014; CHINCHANSURE et al.,
2015).

Desta forma, a atividade antiglicante in vitro foi avaliada para os extratos
etandlicos EEAA, ECPR e EFPR, utilizando BSA e colageno.

Ha fortes evidéncias de que o processo de envelhecimento precoce da pele
pode ser ocasionado por estresse oxidativo, a exposi¢ao cronica aos raios UV e o
processo de glicacédo proteica. No processo de glicacdo das proteinas, os AGEs séo
acumulados e causam modificacdes estruturais em proteinas (BAYLE et al, 1998;
SIMM et al., 2014; KRUTMANN et al., 2017; PENG et al., 2011; BARBOSA et al.,
2016).

Para tal, a determinacao da capacidade antiglicante dos extratos, foi avaliada
por dois sistemas diferentes, o primeiro envolvendo o estagio inicial de glicacdo de
proteina induzida por glicose/frutose. O segundo sistema avaliou o estagio
intermediario de glicacdo de proteinas, induzido por metilglioxal (MG).

Os extratos apresentaram resultados diferentes de acordo com o0s sistemas
utilizados. O EEAA apresentou potencial inibidor em todos os sistemas utilizados
(Tabela 21).

Tabela 21 - Efeitos de inibicdo do EEAA e aminoguanidina sobre aformacéo dos AGEs,

induzida por Glicose/Frutose e metilglioxal.

Tratamento Induzido
BSA - BSA - Colageno-
Glicose/Frutose Metilglioxal Glicose/Frutose
ICso (LQ/mML) ICs0 (LQ/ML) ICs0 (MQ/mL)
EEAA 9,61 34,76 4,5
Aminoguanidina 18,3 13,19 82,87

EEAA = extrato etanélico ando amarelo
Fonte: AUTORA, 2019.
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Conforme mostrado na Tabela 21, para o sistema BSA-Glicose/Frutose,
verificou-se que o EEAA apresentou maior atividade inibitéria, com ICso no valor de
9,61 ug mL?, quando comparado com ICso no valor de 18,3 ug mL?, obtido para
aminoguanidina, que é um padrdo com acao antiglicante j& conhecido na literatura
(THORNALLEY et al., 2003). O mesmo foi observado para o sistema Colageno-
Glicose/Frutose, onde o EEAA apresentou um valor de ICso de 4,5 ug mL?* e a
aminoguanidina com 82,87 ug mL*. Entretanto, para o sistema BSA-MG, o EEAA néo
atingiu 50% de inibicdo na concentracao estudada. Nesse caso, foi calculado o valor
de IC30 que foi 34,76 ug mL* para o EEAA, e de 13,19 ug mL* para a aminoguanidina.
Assim, o extrato teve a maior capacidade de inibir a formacdo dos AGEs no estagio
inicial, enquanto na inibicdo do produto intermediario de glicacéo, os resultados nao
foram satisfatérios.

PARENGKUAN e colaboradores (2013), avaliaram a atividade antiglicante de
polpa e da agua de Cocos nucifera, por meio dos modelos de glicacdo HSA-Glicose e
Colageno-Glicose. Os autores encontraram valores de ICso 1466 e 181 ug mL?, para
polpa, respectivamente, e 4093 e 218 ug mL* para agua de coco.

Alguns estudos avaliaram a acdo de outras partes de Cocos nucifera no
controle do processo de glicacdo, auxiliando no tratamento do diabetes mellitus
(SINDURANI et al., 2000). Os autores mostraram que a incluséo da fibra do fruto do
coco na dieta de ratos albinos apresentou efeitos promissores em sua agao
hipoglicémica. Tyagi e colaboradores (2015) relataram que o0s extratos aquosos e
etandlico do endocarpo de Cocos nucifera apresentaram potencial antidiabético em
ratos Wister diabéticos induzidos por estreptozotocina. Os autores ressaltaram que
dentre 0s extratos, o extrato etandlico de Cocos nucifera apresentou o maior potencial
antidiabético.

Em relacdo aos resultados das amostras ECPR e EFPR, apresentaram o0s
mesmos perfis de inibicdo da formacdo de AGEs no sistema BSA-Glicose/Frutose
(Figura 24), com percentuais de inibicdo variavel entre 30-40% nas concentragdes
estudadas. Nos outros sistemas ambos 0s extratos ndo apresentaram atividade

antiglicante.



94

Figura 24- Porcentagem de inibicdo da formacdo de AGEs, no sistema BSA-

Glicose/Frutose pelas amostras ECPR e EFPR.

100
80.- ® EFPR
o ECPR
< 60
g
2 401
= “ 5 %
20 %ﬁ
0 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60

Concentracdo da amostra (ug mL'l)

Fonte: AUTORA, 2019.

Em nossos estudos, os extratos obtidos das cascas e dos frutos de Schinus
terebinthifolius ndo demonstraram resultados satisfatérios na inibicdo de AGEs.
Entretanto, outras partes desta espécie foram avaliadas. Rocha e colaboradores
(2019), avaliaram a propriedade antidiabética dos extratos metandlicos preparados a
partir das raizes, das cascas do caule e das folhas, por meio da inibicdo da atividade
da enzima digestiva a-glucosidase e antiglicante por meio do modelo BSA/Frutose e
BSA/Glioxal. Os autores relataram que o extrato das folhas apresentou o maior
potencial de inibicdo com valores de ICs0 16,13; 1,29 e 32,40 ug mL! para os ensaios
a-glucosidase, BSA/Frutose e BSA/Glioxal, respectivamente.

Diante dos resultados, dos extratos estudados, o EEAA foi o que demonstrou
uma maior eficiéncia na inibicdo da formacéo de AGEs no sistema de glicagcéo, o que
o torna um forte candidato a ser usado como fonte natural no combate do
envelhecimento precoce e no tratamento de doencas degenerativas, porém estudos
adicionais torna-se necessarios para a identificacdo do mecanismo de acao, bem
como a resposta in vivo em modelos adequados antes de uma possivel aplicacao
farmacoldgica. Ja os extratos ECPR e EFPR nao apresentaram bons resultados em
inibir a formacéo de AGEs, deste modo, estudos adicionais estdo sendo realizados
com os compostos fendlicos encontrados na composi¢cao dos extratos de pimenta, a

fim de verificar uma possivel explicacdo para tal desempenho.
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5.6 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade € um fator de grande relevancia na avaliacdo da seguranca e
eficacia dos produtos desenvolvidos. Assim, foi realizado o ensaio utilizando o método
de MTT frente a linhagem de macréfagos J774 e linha de celular HTR-
8SV/neofrofoblasto para avaliar a possivel citotoxicidade dos extratos EEAA, ECPR e
EFPR, respectivamente.

As Figuras 25, 26 e 27, apresentam o efeito do EEAA na viabilidade de
linhagem de macroéfagos J774, e o efeito do ECPR e EFPR na viabilidade celular da

linhagem HTR/*SV e de explantes de placenta utilizando o método de MTT.

Figura 25 - Efeito do extrato de coco etandlico ando amarelo (EEAA) na viabilidade de
linhagem de macro6fagos J774 usando o método de MTT. As células foram tratadas com
EEAA (10, 50 ou 100 pg mL™) e expostas por 24 h. Os dados foram expressos como %
de viabilidade celular e representados como média + desvio-padrdo. O controle

negativo foi o solvente usado para dissolver o extrato.
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Fonte: AUTORA, 2019.

A viabilidade celular na presenca do EEAA em macréfagos murinos, células
protetoras do sistema imunoldgico, por 24 h foi medida por meio do teste MTT. Na
Figura 25 é possivel observar que o tratamento das células com o extrato nao diminuiu
a viabilidade celular e ndo exerceu efeito citotoxico.

Estudos com outras partes de Cocos nucifera Linn. também ndo apresentaram
efeito citotéxico. Figueira e colaboradores (2016) relataram que os extratos das folhas
de Cocos nucifera ndo apresentaram citotoxicidade, nas concentracdes de 100 e 200
1ug mL? contra a células de linhagem J774 durante 48 h.
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Na figura 26 (A) foi possivel observar que o ECPR reduziu ligeiramente a
viabilidade celular apenas nas concentra¢des 0,01 e 100 ug mL* com valores de 83,72
e 83,4% (p< 0,05), respectivamente, quando comparado ao grupo controle que foi
cultivado apenas com DMEM/F12. Enguanto, nas concentracdes 0,1 e 1 ug mL? a
viabilidade celular nédo foi alterada. Ja o extrato EFPR (Figura 26 (B)) ndo apresentou

alteracéo na viabilidade celular em nenhuma das concentracdes testadas.

Figura 26 - Efeito dos extratos de pimenta rosa na viabilidade de células HTR-8SV / neo
sob diferentes concentragdes. As células foram tratadas com solugdo DMEM / F12
(Controle) e com (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 zg mL™?) de ECPR (A) e EFPR (B). Os dados
foram expressos como % de viabilidade celular e representados como média = desvio-
padrdo, com n=3, em triplicata. (p<0,05)
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Fonte: AUTORA, 2019.

O efeito dos extratos ECPR e EFPR sobre a viabilidade da cultura de explantes
do tecido placentario também foi avaliado. Na Figura 27 foi possivel verificar que
ambos os extratos ndo demonstraram alteracdes na viabilidade celular e ndo exerceu

efeito citotoxico para a placenta nas concentra¢cdes analisadas.
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Figura 27 - Efeito dos extratos de pimentarosanaviabilidade dos explantes dos tecidos
placentarios sob diferentes concentracdes. As células foram tratadas com solucao
DMEM / F12 (Controle) e com (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 yg mL') de ECPR (A) e EFPR (B). Os
dados foram expressos como % de viabilidade celular e representados como média +

desvio-padréo, com n=3, em triplicata. (p<0,05)
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Fonte: AUTORA, 2019.

5.7 Fotoestabilidade
5.7.1 Avaliacdo do FPS das amostras irradiadas por lampadas UVA-UVB

O estudo de fotoestabilidade dos extratos (EEAA, ECPR e EFPR) e
formulacbes (CEEA5, CECPR5, CEFPR10, CB5 e CQ5), selecionadas por
apresentarem os melhores desempenhos na avaliacdo de FPS, foi realizado utilizando
a técnica de espectofotometria no UV. De acordo com os resultados apresentados na
Figura 28, observou-se que os valores de FPS das amostras permaneceram
constantes apos a irradiacdo por um periodo de 120 minutos, assim apresentando
fotoestabilidade. Os extratos e suas formulacbes se apresentaram estaveis de
maneira semelhante aos padrbes benzofenona-3 e quercetina. Benzofenona-3 € um
filtro comercial bastante utilizado em formulagdes cosméticas, apresenta amplo
espectro de absorcao e fotoestabilidade. Kockler e colaboradores (2012) avaliaram a
fotoestabilidade da benzofenona-3 incorporada a uma emulsédo, sob a exposicao de
luz UV em um tempo de quatro horas, e verificaram que a formulacdo se apresentou
fotoestavel, com apenas 3% de perda do fator de protecdo apds duas horas de

exposicao.
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Figura 28 - Fator de protecao solar dos extratos e formulagcdes: EEAA, Creme + EEAA
5 % (m/m) (CEEAAS), ECPR, Creme + ECPR 5% (m/m) (CECPR5), EFPR, Creme + EFPR
10% (m/m) (CEFPRS5), Creme + benzofenona-3 a 5% (CB5), Creme + quercetina a 5%
(CQ5) a (5 mg mL?) obtidos em funcéo do tempo de radiagédo UV.
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Fonte: AUTORA, 2019.

Atualmente a fotoestabilidade € uma das preocupacdes em utilizar alguns filtros
solares disponiveis. A instabilidade desses filtros mediante a exposicéo aos raios UV,
pode ocasionar a diminuicdo da sua eficacia, além de existir a possibilidade da
formacéo de produtos téxicos no tecido cutaneo (NASCIMENTO et al., 2014).

Dall’Acqua e colaboradores (2012), avaliaram a fotoestabilidade da quercetina
em solucbes alcodlicas. A degradacdo da quercetina foi induzida por meio da
exposicdo a radiacdo UVA e UVB, e foi observado a formacdo de um produto
resultante da oxidacéo e da adicdo de uma molécula de alcool a ligagéo dupla 2,3. O
mesmo mecanismo foi observado apds a quercetina ser dissolvida em solucdes
alcalinas, obtendo-se um segundo produto devido a oxidacdo e a adicdo da agua
(Figura 29). Apos comparagao com analogos da quercetina, os autores confirmaram
que apesar da presencga de cinco grupos hidroxil, aqueles nas posi¢cdes 3, 3’ e 4’ sdo
0s principais envolvidos na atividade antioxidante exercida pelos compostos, bem

como em sua fotolabilidade. Assim, como € do nosso conhecimento a quercetina é
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um dos compostos constituintes do EEAA. Possivelmente, parte da acéo fotoprotetora
e fotoestabilidade exercida pelo extrato e sua formulacdo pode estar correlacionado

com presenca desse composto em sua composicao.

Figura 29 - Proposta das estruturas dos produtos de quercetina obtidos por irradiacéo

UV em etanol (1) ou em aménia aguosa nho escuro (2).
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Fonte: Adaptado de DALL’ACQUA et al., 2012.

A fotoestabilidade da quercetina em solucéo, também foi avaliada por Fahlman
(2010). Uma solucdo metandlica de quercetina foi preparada e aliquotas foram
submetidas a exposicao das radiacdes UVA e UVB, com andlises a cada 60 min por
um tempo de 11 horas realizadas por meio da técnica de HPLC. A exposi¢do a
radiacdo UV resultou na diminuicdo (< 17%) de quercetina, na conversao para trés
fotoprodutos identificados como 2,4,6-trihydroxybenzaldeido, depside quercetina e
hidroxitirosol. Ainda neste trabalho, os autores avaliaram a capacidade da quercetina
em inibir o processo de fotossensitizagdo do citoprofeno (farmaco anti-inflamatorio
atua no tratamento de processos reumaticos). A quercetina demonstrou ser eficaz na
prevencédo da decomposicao do citoprofeno, onde, apds duas horas em exposicao
aos raios UVB, toda a quercetina foi consumida para a formacéao dos trés fotoprodutos
de quercetina, enquanto que o cetoprofeno sofreu uma diminuicdo menor que 10%.
Os autores concluiram que a baixa concentracdo de formagéo e a natureza atoxica

dos fotoprodutos, indicam que a fotoestabilidade da quercetina ndo € obstaculo ao
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seu uso como fotoprotetor, e que este composto pode apresentar efeitos benéficos
dentro do tempo estudado como filtro solar tépico.

Os extratos ECPR e EFPR, bem como suas formulagdes, também se
apresentaram fotoestaveis apds duas horas em exposi¢ao aos raios UV. Sabe-se que
esses extratos apresentam compostos fendlicos em sua composicao, dentre eles, o
resveratrol cuja a presenca foi determinada em nossos estudos. O resveratrol € um
composto biologicamente ativo presentes nas plantas, e apresenta duas formas
isoméricas trans e cis, sendo o isbmero trans o mais estavel. Alguns estudos indicam
gue este composto apresenta instabilidade a medida que se converte no isémero cis
(forma menos ativa), principalmente apds a exposicao a radiacdo UV. Em trabalhos
de Juskaité e colaboradores (2017), o efeito da radiacdo UVB na conversao do trans-
resveratrol em cis-resveratrol (Figura 30) foi verificado. Este processo foi avaliado
comparando a fotoestabilidade do resveratrol em uma solucdo da microemulsao
contendo resveratrol e outra solucdo etandlica de resveratrol. As amostras foram
submetidas a exposicao aos raios UVB por um periodo de quatro horas. Os autores
detectaram por HPLC a conversdo mais acentuada de trans para cis apds quatro
horas de exposicao.

Diante dos resultados foi possivel verificar que o uso dos extratos em
formulacdes fotoprotetoras pode ser eficaz (abaixo de 4h) na protecéo contra os danos
causados pelos raios UV, pois além de exercer acdo fotoprotetora em comparagao

com filtros comerciais, 0s extratos se apresentaram fotoestaveis.
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Figura 30 - Estruturas quimicas do trans e cis-resveratrol
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Fonte: Adaptado de GERSZON et al., 2014.

5.7.2 Espectrofotometria no FTIR - RTA

A andlise espectroscopica no infravermelho (FTIR), permite obter informacfes
a respeito da caracterizacdo quimica dos grupos funcionais na estrutura organica, e
tem sido bastante utilizada em estudos de estabilidade e fotoestabilidade de
preparacdes cosméticas e farmacéuticas (MASMOUDI et al., 2005). Neste trabalho,
os extratos (EEAA, ECPR e EFPR) e formulagbes (CEEEA5, CECPR5, CEFPR10,
CB5 e CQ5), foram submetidos as analises de FTIR, com o intuito de se obter
informacdes sobre possiveis mudancas estruturais das amostras quando estas foram
expostas as radiacbes UVB - UVA.

A Figuras 31 apresenta os espectros no FTIR do EEAA, ECPR e EFPR,
respectivamente, antes da exposicdo a radiacdo UV. Em todos os extratos foram
observadas a presenca de uma banda larga em 3.375 cm- relativo ao estiramento OH
e uma banda em 2.893 cm?, caracteristicas dos grupos metil e metileno ocasionados
pelo estiramento C-H. Também foi possivel observar a presenca de uma banda
intensa em 1.687 cm™ relacionada deformacéo axial do grupo C=0, referentes aos
grupos de carboxilicos caracteristicos de hemicelulose e lignina. A banda presente em
1.446 cm correspondente ao estiramento C=C de anel aromatico. Tais resultados
estdo de acordo com estudos de Albinante e colaboradores (2012).
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Figura 31 - Espectros de FTIR para o EEAA (A), ECPR (B) e EFPR (C) antes da
exposicdo aradiacdo UVB-UVA.
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A Figura 32 corresponde os espectros no FTIT do EEAA, ECPR e EFPR,
respectivamente, apés a exposicao da radiacdo UV nos tempos de 30, 60, 90 e 120
min. Diante dos resultados podemos observar que os espectros obtidos para o EEAA
apresentou uma variacédo de intensidade na banda 3.375 cm™ relativo ao estiramento
OH, o ECPR, ndo apresentaram alteracOes estruturais quanto a natureza dos
constituintes. Ja, no espectro de EFPR foi observado uma pequena mudanca nas
bandas em 2893 e 1687 cm™, porém, tal mudanca néo alterou os valores de FPS
determinados no estudo de fotoestabilidade (Fig. 26) realizados por meio de

espectrofotometria UV-vis. De maneira geral, os extratos se apresentaram
fotoestaveis.
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Figura 32 - Espectros de FTIR para o EEAA (A), ECPR (B) e EFPR (C) apés exposicao a
radiacdo UVB-UVA, nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min.
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Na Figura 33, pode-se observar os espectros do creme Lanette (CL) e das
formulagcbes CEEAA5, CECPR5, CEFPR10, CB5 e CQ5, respectivamente. Para o

Creme Lanette foram observadas as bandas em 3.375 cm relativo ao estiramento

OH, (C-H) em 2.893 cm™ e uma fraca banda (C=0) em 1.687 cm™. Observando todos

0S espectros nota-se que o perfil caracteristico do creme Lanette fica evidente. Para

as formulacdes contendo os extratos e padrbes ndo foram observadas modificagdes

no perfil das bandas de absorcéo apos a exposi¢ao aos raios UV, no entanto, a banda

relativa ao estiramento OH apresentou uma diminuicdo em sua intensidade, isto pode

indicar uma possivel desidratacdo do creme Lanette. Entretanto, ndo ocorreram
alteracdes nos valores de FPS (Fig. 26)
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Figura 33 - Espectros de FTIR para o creme Lanette (CL) (A) e as formulacdes CEEAAS
(B), CECPRS5 (C) e CEFPR10 (D), CB5 (E) e CQ5 (F). ap6s exposicao a radiacao UVB-
UVA, nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min.
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Fonte: AUTORA, 2019.
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5.8 Estudo da estabilidade das formulacdes fotoprotetoras

O estudo de estabilidade de formulacdes cosméticas sdo essenciais para o
estabelecimento de critérios em relagcdo ao controle de qualidade, seguranca,
confiabilidade e eficacia. Deste modo, estes estudos visam fornecer dados que
contribuem para o desenvolvimento e melhoria do produto, prevendo a sua
estabilidade, tempo de vida estimada e auxiliar no monitoramento das caracteristicas
organolépticas, fisico-quimica e microbioldgica (ANVISA, 2004).

As formulacées CEEA5, CECPR5, CEFPR10, CB5 e CQ5 selecionadas por
apresentarem os melhores desempenhos na avaliacdo de FPS foram submetidas ao
estudo de estabilidade realizado de acordo com o guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos da ANVISA (BRASIL, 2004).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 18, todas as formulacdes
preparadas com extratos e padrdes se apresentaram estaveis em relacéo ao aspecto
visual, com a manutencdo do aspecto homogéneo durante todo o periodo de
armazenamento. Em relagdo a estabilidade da cor e odor, cada formulacéo
apresentou coloracdo e cheiro de acordo com as caracteristicas do extrato e padréo
incorporado a creme base. O EEAA caracteriza-se por ser um extrato de coloracao
marrom e odor caracteristico da fruta. A formulacdo CEEAA5 ndo apresentou
alteracdes na coloracdo marrom e odor caracteristico, mantendo-se estavel durante
todo o periodo de estudo. Os extratos de ECPR e EFPR caracterizam-se pela
coloracao rosa, sendo que no extrato ECPR essa coloracédo se apresenta de maneira
mais intensa. No estudo de estabilidade de cor e odor, verificou-se que a formulacao
CECPR5 apresentou alteracdo em sua coloracdo, de rosa para uma tonalidade
alaranjada sendo perceptivel a partir de 60 dias, permanecendo até o tempo final do
estudo de estabilidade. A formulacdo CEFPR10 se demonstrou estavel ao longo do
estudo. A formulagcédo CB5 apresentou caracteristicas do filtro comercial benzofenona-
3, que possui uma coloracdo levemente amarelada e odor caracteristico do
fotoprotetor. Do mesmo modo, a formulagcdo preparada com o padrdo fendlico
quercetina CQ5, apresentou uma coloracdo amarela intensa e odor caracteristico do
padrdo. Ambas as formulacbes se apresentaram estaveis, com coloracdo e odor
mantidos até o periodo final de analise.

Segundo Flor e colaboradores (2007), as emulsdes constituem de longe o

melhor veiculo para a preparacéo de filtro solares, ela deve ser apresentar de forma
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homogénea e estavel. De modo geral, as formulacdes preparadas com extratos e
padrdes do presente trabalho demonstraram ser estaveis em relacdo aos parametros
0s organolépticos avaliados durante o periodo de armazenamento. Exceto, a
formulacéo preparada com o ECPR que apresentou uma leve alteracao na coloracéo
no decorrer do tempo de analise.

De acordo com Pianovski e colaboradores (2008), diversos fatores podem
comprometer a estabilidade fisico-quimica e microbiolégica das formulagbes, como
por exemplo: constituintes incompativeis, temperatura, ambiente de estocagem,
contaminacgao por microrganismos e reacdes de oxidacao.

Lange e colaboradores (2009), avaliaram a instabilidade de formulacdes
preparadas com o composto fendlico resveratrol na forma de extrato seco a 2%, em
comparacao com a formulagéo preparada com o antioxidante sintético BHT durante o
periodo de 60 dias. Os autores observaram que ambas as formulacdes
permaneceram inalteradas (aspecto, cor e odor) a uma temperatura ambiente ao
longo do estudo. Entretanto, quando as formulagfes foram submetidas a um aumento
de temperatura, a formulagcdo com o extrato apresentou instabilidade com separacéo
de fase e odor alterado apos 15 dias armazenada a 45°C, enquanto que a formulagéo
com BHT permaneceu estavel por 45 dias. segundo os autores, a instabilidade das
formulacdes pode ser devida a reaces provocadas pelo aumento de calor.

Em relacdo a determinacdo do pH de uma formulagéo, este deve garantir a
estabilidade dos ingredientes da formulacdo, sua eficacia e segurangca (ANVISA,
2004). De acordo com os resultados descritos na Tabela 18, as formulacfes
apresentaram faixa de pH entre 5,32 e 6,91, ndo foram observadas alteracbes

significativas entre as formulagdes ao longo do tempo de analise.
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Tabela 23 - Caracteristicas organolépticas e fisico-quimica das formula¢@es analisadas

no estudo de estabilidade.

Formulacbes Anédlises Tempo (dias)
(25 + 2°C)
o {30 t60 tao
CEEAA5S Aspecto ) .
{ 3
Caracteristicas | Homogénea, Homogénea, Homogénea, Homogénea,
organolépticas | de coloracdo de coloragdo de coloracdo de coloragdo
marrom, marrom, marrom, marrom,
odor odor odor odor
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico
da fibra de da fibra de da fibra de da fibra de
COCO. COCO. COCO. COCO.
PH 5,75+ 0,36 5,71+ 0,45 5,59 + 0,56 5,72+ 0,42
Aspecto ‘ L_J ‘
CECPR5 -
Caracteristicas | Homogénea, Homogénea, Homogénea, Homogénea,
organolépticas | de coloracdo de coloragdo de coloracdo de coloracdo
rosa, odor rosa, odor alaranjada, alaranjada,
caracteristico caracteristico odor odor
do fruto do fruto caracteristico caracteristico
do fruto do fruto.
pH 5,67 £ 0,55 5,53 +0,62 5,35+ 0,42 5,32,+0,43
2 )
CEFPR10 Aspecto )
| Y
Caracteristicas Crerpe Crerpe Crerpe Crerpe
o homogéneo, homogéneo, homogéneo, homogéneo,
organolépticas ~ ~ ~ ~
de coloracdo de coloracdo de coloracdo de coloracdo
rosa claro, rosa claro, rosa claro, rosa claro,
odor odor odor odor
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico
do fruto do fruto do fruto do fruto
pH 5,75+ 0,36 5,65+ 0,38 5,61+0,42 5,64, + 0,39
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Formulac@es Analises Tempo (dias)
(25 £ 2°C)
o {30 {60 too
— ’ A 9
Aspecto ‘ ‘ i | \ [V
CB5 —

Caracteristicas
organolépticas

Creme Creme Creme Creme
homogéneo, homogéneo, homogéneo, homogéneo,
de coloracdo de coloracdo de coloragdo de coloragéo

amarelo amarelo amarelo amarelo
claro, odor claro, odor claro, odor claro, odor
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico

da base da base da base da base
PH 6,98 + 0,05 6,75 + 0,08 6,91 + 0,06 6,78 £ 0,06
Aspecto

v N
200

CQ5
Caracteristicas
organolépticas

Creme Creme Creme Creme
homogéneo, homogéneo, homogéneo, homogéneo,
de coloracdo de coloracdo de coloragdo de coloragao

amarela, amarela, amarela, amarela,
odor odor odor odor
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico
do padrao do padrao do padrao do padrao
fenolico fendlico fendlico fenolico

pH

5,67 +0,55 5,53+ 0,62 535+0,42 5,32,+0,43

Fonte: AUTORA, 2019.

Apos verificar a estabilidade fisico-quimica, as formulagdes protetoras (extrato

e padroes), também foram avaliadas com relagéo ao valor de FPS durante o periodo

de armazenamento.

Com relacao aos valores de FPS, a Figura 34 demonstra que os resultados

obtidos para as formulacfes se apresentaram estaveis quando analisadas, indicando

a manutencao da eficacia protetora no periodo de tempo de 90 dias. Nao foram

observadas diferengas estatisticas significativas entre as amostras em analise.
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Figura 34 - Fator de protecdo solar das formulacdes submetidas ao estudo de
estabilidade (90 dias): Creme + EEAA 5 % (m/m) (CEEAAS), Creme + ECPR 5% (m/m)
(CECPR5), Creme + EFPR 10% (m/m) (CEFPR5), Creme + benzofenona-3 a 5% (CB5),
Creme + quercetina a 5% (CQ5) a (5 mg mL™).
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Fonte: AUTORA, 2019.

De modo geral, os resultados apresentados no estudo de estabilidade normal,
demonstraram que as formulacbes se apresentam estaveis em relacdo as suas
caracteristicas fisico-quimicas e funcional, com a manutencdo do FPS. Entretanto,
outros estudos adicionais se tornam necessario para uma completa avaliacdo de

estabilidade das formulac@es fotoprotetoras.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo da capacidade antioxidante demonstrou que o0s extratos etandlicos
obtidos a partir da fibras da casca do coco e das cascas de pimenta rosa foram os que
mais se destacaram nos métodos utilizados. Ja o extrato obtido a partir dos frutos de
pimenta rosa nao apresentou um bom desempenho.

A avaliacdo do potencial fotoprotetor demonstrou que os extratos e formulagoes
apresentaram bons valores de fator de protecdo solar, com destaque para os extratos
do coco e das cascas da pimenta que apresentaram valores maiores que o exigido
pela ANVISA na menor concentracao testada, além disso demonstraram valores de
FPS equivalentes ao padrédo filtro comercial benzofenona-3, e padrdo fendlico
quercetina.

As andlises de CLAE revelaram a presenca dos compostos fendlicos, nos
extratos das fibras de coco e de pimenta rosa. Com destaque para a presenca do
composto resveratrol descrito pela primeira vez.

A determinacao da capacidade antiglicante demonstrou que o extrato do coco
foi 0 mais eficiente em inibir a formacdo de AGEs, com atividade superior ao padréo
aminoguanidina nos sistemas envolvendo o estagio inicial de glicacdo. Os extratos da
pimenta rosa nao demonstraram eficiéncia nos metodos analisados.

Os extratos estudados ndo demonstraram alteracfes na viabilidade celular e
ndo exerceram efeito citotoxico.

No estudo de fotoestabilidade, as formulacGes se apresentaram fotoestaveis
durante o periodo de duas horas.

As formulagcbes com extratos e padrbes exibiram estabilidade normal em

relacdo aos parametros aspecto, cor, odor. pH e FPS ao longo do tempo de 90 dias
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CONCLUSOES

Os extratos estudados tém potencial biotecnolégico, com depdsito de uma
patente e a redacao de uma proxima.

Os extratos sdo ingredientes ativos para a preparacdo de formulacbes
fotoprotetoras. Contudo, estudos complementares sdo necessarios, incluindo testes
biolégicos in vivo, a fim de garantir uma aplicagdo cosmética com qualidade,

seguranca e eficiéncia.

PERSPECTIVAS

Avaliacéo da fototoxicicade das formulacoes;
Estudo de pemeabilidade cutanea
Caracterizacao funcional das formulacdes in vivo

Avaliar a associacao dos extratos e oxidos (filtros fisicos)

AN NN

Determinar a constituicao quimica dos extratos ( caracterizar / identificar os demais

sinais / picos)
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