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RESUMO

CASTRO, T. N. Avaliacao da atividade fotoprotetora in vitro do extrato do fruto
da Spondias tuberosa em formulacdo cosmética (dissertacdo). Salvador:
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV), Universidade do Estado da Bahia,
2022,107p.
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A aplicacdo de produtos naturais em formulagfes cosméticas € uma tendéncia
mundial. Deste modo, os compostos fendlicos, em razdo da sua estrutura quimica,
vém sendo utilizados em fotoprotetores, pois possuem a capacidade de absorver a
energia ultravioleta e reduzir a formacédo de radicais livres. O fruto da Spondias
tuberosa e, até mesmo os seus residuos, tem demonstrado atividade antioxidante,
devido a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos, principalmente
flavonoides e taninos e, por isso, ha um potencial uso em formulacdes
fotoprotetoras. Este trabalho avaliou a protecao solar in vitro do extrato etandlico do
epicarpo do umbu incorporado em formulagdo cosmética. Os extratos concentrados
tiveram seu conteddo fendlico e de flavonoide total quantificados por
espectrofotometria, a partir dos padrdes de acido galico e quercetina,
respectivamente. As formulacfes produzidas contendo os extratos padronizados em
fendlicos totais, associados ou ndo com filtro solar organico sintético, tiveram o Fator
de Protecdo Solar (FPS) calculados utilizando o método espectrofotométrico de
Mansur, além da avaliagdo da estabilidade preliminar. O extrato etandlico da
Spondias tuberosa apresentou teor de fendlicos totais de 10,951 + 0,842 mg GAE g*
e flavonoides totais de 5,143 + 0,179 mg QE g™. As formulacées F4, F5 e F6, que
possuiam apenas o extrato em diferentes concentracdes de fendlicos totais,
apresentaram FPS inferior a 2. Entretanto, as formulagbes F7, F8 e F9, nas quais
havia o extrato em diferentes concentracbes de fendlicos totais, associado ao
ethylhexylmethoxycinnamate (EHMC), filtro solar sintético, apresentaram incremento
de 162% no valor do FPS. Além disso, henhuma das formulacbes desenvolvidas
apresentou alteracdes significativas quanto as caracteristicas organolépticas,
demonstrando-se estaveis nas condicdes e no tempo preliminar empregados no
estudo. Portanto, o extrato do epicarpo do umbu utilizado isoladamente na
formulacdo ndo demonstrou atividade fotoprotetora notavel, no entanto, foi
observado possivel efeito sinérgico ao associar o extrato com o filtro solar sintético,
devido ao aumento significativo no valor do FPS encontrado neste trabalho.

Palavras-chave: Cosmético; Fotoprotecdo; Antioxidante; Compostos fendlicos;

Spondias tuberosa.



ABSTRACT

CASTRO, T. N. Avaliacao da atividade fotoprotetora in vitro do extrato do fruto
da Spondias tuberosa em formulacdo cosmética (dissertacdo). Salvador:
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV), Universidade do Estado da Bahia,
2022,107p.

The application of natural products in cosmetic formulations is a worldwide trend. In
this way, phenolic compounds, in the formation of their chemical structure, have been
used in photoprotectors, as they have the ability to absorb ultraviolet energy and
reduce that of free radicals. The fruit of Spondias tuberosa and even its residues
have antioxidant activity, due to the identification and quantification of phenolic
compounds, mainly flavonoids and tannins and, therefore, it has a potential use in
photoprotective formulations. This work seeks to evaluate the in vitro photoprotective
effect of the umbu pericarp ethanolic extract incorporated in a cosmetic formulation.
The concentrated extracts had their total phenolic and flavonoid content quantified by
spectrophotometry with concentrations compared to the standards of gallic acid and
quercetin, respectively. The formulations produced with the concentrated extracts in
their composition, associated or not with synthetic organic sunscreen, had the Sun
Protection Factor (SPF) quantified using Mansur's spectrophotometric method, in
addition to the preliminary stability evaluation. The ethanolic extract of Spondias
tuberosa showed a total phenolic content of 10.951 + 0.842 mg GAE g-1 and total
flavonoids 5.143 £ 0.179 mg QE g-1. The formulations F4, F5 and F6, which had only
the extract of different concentrations of total phenolics, showed SPF lower than 2.
Formulations F4, F5 and F6, containing only the extract, had an SPF less than 2.
However, formulations F7, F8 and F9, in which there was extract in different
concentrations of total phenolics, associated with ethylhexylmethoxycinnamate
(EHMC), a synthetic sunscreen, showed an increase of 162% in the SPF value.
Furthermore, all formulations showed insignificant changes in terms of organoleptic
characteristics, demonstrating to be stable under the conditions and time used in the
study. Therefore, the umbu epicarp extract used alone in the formulation did not
demonstrate remarkable photoprotective activity, however, a possible synergistic
effect was observed when associating the extract with the synthetic sunscreen, due
to the significant increase in the SPF value found in this work.

Palavras-chave: Cosmetic; Photoprotection; Antioxidant activity; phenolic

compounds; Spondias tuberosa.
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1  INTRODUCAO

A pele ao ser exposta de forma continua e desprotegida a radiacao
ultravioleta (UV) colabora para a formacdo de radicais livres (RL), os quais
desencadeiam inumeras reacfes bioquimicas e provocam danos nas células
dérmicas e epidérmicas. Essas reacdes causam a peroxidacdo dos lipideos de
membrana, degradacao da matriz extracelular, fotoenvelhecimento e danos ao DNA
gue podem levar ao aparecimento do cancer (CABRAL et al., 2011; ALVES, 2015;
MACDANIEL et al., 2019).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é estimado o
aumento de 91,1% dos casos de cancer de pele ndo melanoma (NMSC) em 2040,
guando comparado os casos registrados em 2018. No Brasil, o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) prevé, para cada ano do triénio 2020-2022, 83.770 novos casos em
homens e 93.160 novos casos em mulheres do NMSC. A estimativa para canceres
do tipo melanoma é de 4.200 em homens e de 4.250 em mulheres (BRASIL, 2019;
WHO, 2019).

Em 2018, o mercado global de fotoprotetores movimentou 9,23 milhdes de
dolares, tendo perspectiva de crescimento de 2,15% até 2024, demonstrando a
importancia desse setor (MORDOR INTELLIGENCE, 2019). De fato, historicamente,
o mercado de protetor solar esteve sempre em evolucdo ao longo do tempo. Em
1880, o sulfato de quinina acidificado foi considerado um filtro solar quimico. Nos
Estados Unidos, em 1928, foram comercializados protetores solares, nos quais
foram utilizados os primeiros filtros solares UV, benzil salicilato e o benzilcinamato.
Posteriormente, novas moléculas fotoprotetoras foram surgindo e, principalmente,
nos anos 1980, o interesse comercial nesses produtos foi aumentando
significativamente, conforme a populacéo tinha conhecimento dos efeitos deletérios
da radiacdo UV (OLIVEIRA, 2018).

Nessa perspectiva, o grande desafio para a area de fotoprote¢do consiste na
disponibilizacdo de produtos cada vez mais seguros e eficazes (AMBROSIO, 2019).
A aplicacdo de produtos naturais em formulagbes cosméticas é uma tendéncia
mundial no mercado cosmético. A incorporacdo de compostos organicos naturais,
capazes de absorver radiacdo UV e, de compostos polifendlicos, com propriedades

antioxidantes e anti-inflamatdérias, sao alternativas empregadas no desenvolvimento
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de protetores solares (DAL'BELO, 2008; GREGORIS et al., 2013; FIGUEIREDO et
al., 2014).

Os compostos fendlicos vém sendo utilizados em formulacdes fotoprotetoras
associadas aos filtros solares sintéticos. Os flavonoides, pertencentes a esse grupo
de compostos conferem & planta protecdo contra a oxidagdo gerada a partir da
radiacdo UV. Os extratos de plantas ricos em flavonoides sé&o capazes de absorver a
luz ultravioleta, geralmente com dois picos maximos de absorcédo, nas regides UVA
e UVB, o que resulta na possibilidade de uso desses extratos no desenvolvimento
de formulacdes fotoprotetoras (COSTA et al., 2015; MANSUR et al., 2016).

Estudos realizados demonstraram que nas cascas da Spondias tuberosa
foram encontrados taninos e flavonoides. Os frutos apresentam antocianinas, acido
ascorbico, minerais, flavonoides e carotenoides, conferindo-lhes um alto poder
antioxidante. Desse modo, observou-se que essa planta tem potencial acdo
antioxidante, antiviral, anti-inflamatorio, quimioprotetora e atividade anticolinesterase
(RUFINO et al., 2010;COSTA, 2015; ZERAIK et al., 2016; SOUZA; CAMPOS, 2017,
CORDEIRO et al., 2018; DIAS et al., 2018).

A existéncia de estudos que estabelecem atividade antioxidante nos frutos da
S. tuberosa, permite a correlacdo com seu potencial fotoprotetor. Isso posto, o
presente trabalho buscou avaliar a capacidade fotoprotetora in vitro de extratos

etandlicos do epicarpo da Spondias tuberosa.
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2 JUSTIFICATIVA

Em 2018, mundialmente, foram registradas 125.867 mortes associadas ao
cancer de pele, tendo maior prevaléncia em homens e idosos, na faixa etaria acima
de 65 anos. Avaliando o ranking de mortes relacionadas ao céancer, o cancer de pele
ocupa a 182 posicao, sendo responsavel por 1,3% das mortes quando comparado a
todos os outros tipos de canceres existentes (MOTA et al., 2020).

O aumento da incidéncia global do cancer de pele, assim como 0s numeros
de mortes relacionados a ele, tem contribuido na busca por estratégias terapéuticas
voltadas a prevencgéo e tratamento para essa doenca. Assim como, a preocupacgao
com a toxicidade, que gera reacdes cutaneas e processos alérgicos e o impacto
ambiental decorrente do descarte inadequado de filtros solares sintéticos
apresentam, tém levado a incorporacdo de extratos ricos em substancias fendlicas,
capazes de ampliar a protecdo (HUBNER et al., 2019).

Os compostos fendlicos apresentam a capacidade de proteger a pele dos
danos causados pelos raios UV (STEVANATO et al.,, 2013; MOTA et al., 2020).
Logo, a existéncia dessas substancias, consideradas antioxidantes naturais, na
composicdo de alguns frutos parece explicar a capacidade de defesa do corpo
contra agentes externos, entre eles a radiacdo UV (OMENA, 2012; PAULA, 2015).
Eles atuam como antioxidantes, absorvem diretamente energia nesse espectro ou
ainda, estabilizam filtros solares sintéticos (HUBNER et al., 2019), promovendo um
incremento na atividade fotoprotetora (WROBLEWSKA et al., 2019).

Nessa perspectiva, em 2014, o Brasil foi considerado o maior produtor de
frutas no mundo, com grande parcela dessa producéo atribuida a regido Nordeste.
As condicbes climaticas e o tipo de vegetacdo dessa regido favorecem o
desenvolvimento e producéo de frutas exéticas e muitas vezes exclusivas (COSTA,
2018). Dentre as frutas nativas da Caatinga, encontra-se o umbu, fruto da Spondias
tuberosa, a qual possui sabor adocicado, levemente acido e aroma caracteristico,
além de ser rico em compostos antioxidantes, ter alto valor nutricional, apresentar
diversas aplicacbes terapéuticas e uma grande importancia social, cultural e
econdmica para a regido (GUIMARAES, 2015; MERTENS et al., 2015; GUEDES,
2018).

A producgdo em larga escala do umbu levou a sua comercializagdo in natura

ou ao processamento desses frutos na forma de polpas, sucos, sorvetes, entre
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outros produtos (GUEDES, 2018). A Bahia é o maior produtor nacional desse fruto.
Em 2015, a participacdo baiana na producéo do pais foi de 88%. Pernambuco atuou
com 4% e o Rio Grande do Norte com 2% (BRASIL, 2017). Em 2019, a Bahia
contribuiu com a maior parcela, 64,6%, da producao nacional (BRASIL, 2020), ainda
gue tenha havido reducdo, associada ao desmatamento, a seca prolongada e a
criacdo de animais, como o0 bode, o qual se alimenta das sementes e impede a
germinacao de novas plantas (BRASIL, 2017).

A exploracdo sustentavel e a conservacao dos recursos vegetais devem ser
estimuladas para a garantia do bioma brasileiro e a manutencéo da fonte de renda
da populacdo, uma vez que, segundo dados da Organizacdo das NacgOes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO), cerca de 1,3 bilhdo de toneladas por ano de
alimentos proprios para consumo humano sdo perdidos ou desperdicados no
mundo. Em relacdo as frutas e vegetais, nos paises em desenvolvimento, as perdas
concentram-se na producdo agricola, mas falhas no pdés-colheita e na distribuicao
também séo severas, devido a deterioracdo das safras pereciveis no clima quente e
umido (FAO, 2011).

Nesse sentido, agregar valor a cadeia produtiva e buscar meios de
aproveitamento dos residuos agroindustriais sdo aspectos importantes e que devem
ser empregados, pois estudos relatam a presenca de compostos bioativos em
residuos agroindustriais, como as cascas dos frutos. Compostos fendlicos,
fitoesterois, tocoferdis e terpenos, sdo exemplos de substancias que podem ser
encontradas em quantidades consideraveis nesses residuos e que possuem

potencial aplicacdo cosmética e terapéutica (COSTA et al., 2015; DIAS, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial fotoprotetor in vitro do extrato etandlico do epicarpo do

umbu (Spondias tuberosa) em formulacdo cosmética.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Analisar os meétodos in vitro utilizados para determinar a atividade
fotoprotetora e antioxidante de extratos naturais;

3.2.2 Determinar a concentracdo de fendlicos e flavonoides totais presentes no
extrato etandlico de S. tuberosa;

3.2.3 Desenvolver formulagdes tdpicas contendo extrato etandlico do epicarpo do
umbu;

3.2.4 Avaliar a estabilidade preliminar das formulacdes cosméticas produzidas;
3.2.5 Determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro a partir de formulagées
tépicas desenvolvidas;

3.2.6 Avaliar o incremento do FPS de formulacdes contendo filtro solar organico

sintético quando acrescido do extrato etandlico de umbui;
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Pele

A pele € o 6Orgdo que desempenha, essencialmente, as funcdes de
revestimento e protecao contra fatores externo, entre eles a radiacao solar. Ela é
formada por duas camadas basicas, a epiderme e a derme, que estdo unidas entre
si pelas papilas dérmicas (Figura 4.1). Outra camada situada abaixo da epiderme e
da derme, chamada de hipoderme ou tecido subcuténeo, é constituida basicamente
de gordura e tecido conjuntivo e tem a func¢do de unir a pele ao tecido muscular
(SILVA, 2015; MOTA, 2020).

Terminagdo de
nervo sensitivo
Estrato granuloso

: Célula de Langerhans
Estrato espinhoso —[ 62
Camada de células basais
Ducto écrino Célula de Merkel
Crista epidérmica \ Membrana basal
Papila dérmica /
o —~ /./

Epiderme — l

Musculo eretor do pelo

Derme — Glandula sebacea
Glandula écrina
Camada _|
subcutanea
Foliculo piloso Tecido conectivo

Corpusculo de Meissner Corpusculo de Pacini Fibra nervosa sensitiva

Figura 4.1: Camadas da pele e suas estruturas.
Fonte: BOHJANEN, 2014.

A epiderme, camada mais superficial da pele, é fina e estratificada. Ela é
constituida pelos queratindcitos, células metabolicamente ativas, que se arranjam
em forma de camadas: (1) basal, (2) espinhosa e (3) granulosa, (4) estrato lucido e

pelo (5) estrato corneo, no qual se encontram as células mortas queratinizadas e
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onde, ainda, estdo localizados parte dos melandcitos, responsaveis pela producao
de melanina, cromoéforo capaz de absorver as radiacbes UV até regibes do
infravermelho préximo (250 a 1200 nm), transformando-as em calor e diminuindo o
processo de formacéao dos radicais livres. (NASCIMENTO, 2014; SILVA, 2015).

A derme € a camada da pele responsavel por dar sustentacdo e firmeza da
pele. Nessa camada encontram-se dispostas fibras de colageno e elastina,
produzidas pelos fibroblastos. Sendo que as fibras de colageno sado encontras na
derme papilar e as fibras de elastina, na derme reticular. Para manutencédo e
garantia da nutricdo das células fibroblasticas existem vasos sanguineos e linfaticos
nessa regido (NASCIMENTO, 2014).

4.2 Radiacao solar e os danos causados

A radiacdo solar compreende um espectro eletromagnético dividido em trés
intervalos, de acordo com o seu comprimento de onda (A): ultravioleta (UV) (100-400
nm), visivel (Vis) (400-700 nm) e infravermelho (IV) (acima de 700 nm). A interacao
da pele humana com cada uma dessas faixas de radiacdo é percebida de formas e
proporcdes diferentes. Radiacbes com maior A sS40 menos energéticas, se
comparadas com aquelas que tém menor A. Portanto, a radiacdo UV pode ser
considerada a mais prejudicial para a pele por ter maior energia e desencadear
reac6es fotoquimicas (OLIVEIRA, 2018; AMBROSIO, 2019).

A radiacao UV equivale a cerca de 6 a 7% do total de radiacbes que atinge a
superficie da terra, sendo responsavel, em grande parte, pelos danos a pele
induzidos pelo sol (SOUZA; CAMPOS, 2017). A radiacdo UV pode ser dividida em
UV-C (100-280 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-A (315-400 nm) e o aumento no

comprimento onde leva a maior penetracdo na pele (Figura 4.2) (MOTA et al., 2020).
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:| Atmosfera

Epiderme

Derme

Figura 4.2: Penetracao das radiacbes UVA e UVB nas diferentes camadas da pele.
Fonte: AMBROSIO, 2019.

A exposicdo a radiacdo UV-C, devido ao seu baixo comprimento de onda,
seria extremamente nociva para a pele e ao DNA. Contudo, ela possui baixa
solubilidade no oxigénio e grande parte dela também é retida pela camada de
oz6nio, barreira de defesa natural, 0 que impede que ela chegue a Terra. Assim, a
minimizacdo na destruicdo da camada de ozbnio representa um dos grandes
desafios na busca por protecdo contra os danos causados pela radiagdo
(NISHIKAWA, 2012; ROY, 2017; OLIVEIRA, 2018; AMBROSIO, 2019).

A radiacdo UV-B, corresponde a cerca de 1% de toda a radiacdo solar que
entra em contato com a pele, sendo absorvida pela camada mais superficial da pele,
a epiderme. No entanto, ela representa uma das partes mais ativas e energéticas da
energia solar, sendo responsavel pela alteracdo estrutural do DNA e, portanto,
passivel de trazer sérios prejuizos a saude (ROY, 2017). Estudos demonstram que a
exposicdo a esse tipo de radiacdo também pode causar queimaduras solares,
bronzeamento e envelhecimento precoce da pele, além da transformagédo do
ergosterol epidérmico em vitamina D (NISHIKAWA, 2012;SOUZA; CAMPOS, 2017).
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J4 a radiacdo UV-A, tipo de radiacdo mais frequente, atinge as camadas
profundas da derme e estd diretamente relacionada com a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), na qual a desproporcionalidade entre a quantidade de
ROS formados e a capacidade de neutralizacdo desses radicais pelas substancias
antioxidantes, pode gerar estresse oxidativo (SILVA, 2015). Além disso, a radiagdo
UV-A induz o bronzeamento e as manchas pigmentadas na pele, a supressao da
imunidade e o cancer de pele (AMBROSIO, 2019).

De modo geral, a radiacdo UV induz a formacdo de ROS e danos ao DNA,
alterando os genes p53, 0s quais tornam as células resistentes a apoptose e iniciam
ciclos de mitose sem reparo no DNA, contribuindo para o surgimento de cancer de
pele.

O cancer de pele é a doenca mais comum em caucasianos em todo mundo,
sendo que o maior fator de risco para o seu aparecimento é a exposi¢ao solar. O
cancer de pele ndo melanoma, o qual tem um crescimento lento, localmente
invasivo, com altas taxas de cura se diagnosticado precocemente, é considerado o
cancer de maior incidéncia e com menor indice de mortalidade. Paralelamente, tém-
se ainda, o cancer de pele melanoma ou carcinoma basocelular, que se origina nas
células ndo queratinizadas presentes na camada basal da epiderme. Esse tipo de
carcinoma é considerado mais agressivo devido a alta possibilidade de metastase
(ZINK, 2014).

Assim como, estd associada também a radiacdo solar, a inducédo de genes
pré-inflamatérios, imunossupressao devido alteracdes na funcionalidade das células
epidérmicas de Langerhans e a degradacdo do coldgeno presente na matriz
extracelular dos tecidos conjuntos, responsaveis pela sustentacdo da pele. Por isso,
o aparecimento de sinais de envelhecimento da pele é comum nos casos de
constante exposicdo solar (BOSH et al., 2015; SOUZA; CAMPOS, 2017). A Figura
4.3, apresenta resumidamente os efeitos maléficos ocasionados pela exposicéo

excessiva a radiagao UV.
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UVB & UVA radiation
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procucton Lipid peroxidation (membrane degradation)
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Figura 4.3: Efeitos deletérios a pele decorrente da exposicdo excessiva a radiagdo UV.
Fonte: BOSH et al., 2015.

4.3 Fotoprotecéo

A pele que estd em constante exposi¢cdo ao sol possui, de forma inata,
sistemas de defesa contra os efeitos agudos e cronicos que a radiagcado solar
desencadeia. Esses sistemas eficientes, em curto prazo de exposi¢cdo, conseguem
diminuir a penetracdo da radiacdo UV, ativar os mecanismos de reparacdo do DNA
e os antioxidantes endégenos (SILVA, 2012; AMBROSIO, 2019).

Almeida (2015) propde que a fotoprotecdo pode ser alcancada por diversos
mecanismos e que 0s cosmeéticos podem atuar: (1) promovendo a absorcao direta
dos raios UV; (2) diminuindo a inflamacé&o; (3) modulando a atividade imunoldgica;
(4) induzindo a apoptose; (5) exercendo acdo antioxidante direta, através da
supressédo dos radicais livres; e (6) em acdo indireta, induzindo respostas de
sistemas enddgenos antioxidantes.

Nesse sentido, o espessamento da pele, devido ao aumento da proliferacéo
de células epidérmicas; a estimulacdo de substancias que conseguem absorver a
radiacdo UV, como a melanina e a forma “cis” do acido urocénico no estrato corneo,

respectivamente, por meio da estimulacdo dos melandécitos e pigmentacdo da pele e
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pela isomerizacdo do acido urocéanico, sdo barreiras que dificultam a penetracdo da
radiacdo em niveis mais profundos da pele (AMBROSIO, 2019).

Além disso, a ativacdo de antioxidantes enddgenos promove a heutralizacéo
de radicais livres (RL), impedindo que essas substancias altamente instaveis
provoquem a desestabilizacdo de biomoléculas e desencadeiem doencgas. O sistema
antioxidante enddégeno € composto principalmente pelas enzimas superoxido-
dismutase (SOD), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase, além da glutationa, um
antioxidante ndo-enzimatico (KHAN, 2018).

Quando a intensidade ou o tempo de exposi¢cdo a radiacdo energética sédo
suficientemente grandes, esses sistemas enddgenos naturais diminuem sua
eficacia, necessitando de outros agentes protetores. Assim, a fotoprotecdo pode ser
considerada uma alternativa profilatica e terapéutica contra os efeitos nocivos das
radiacdes (ANDRADE,2015; AMBROSIO, 2019).

Agentes ambientais, como o 0z6nio (Oz), que influenciam diretamente na
guantidade de radiacdo que chega a Terra, e a utilizacdo de vestimentas e
acessorios que proporcionam a protecao fisica da pele, sdo itens que promovem a
fotoprotecdo externa. lgualmente, a fotoquimioprotecdo, obtida por meio do uso de
agentes tépicos, € uma das medidas adotadas para melhorar a eficacia na protecéo
solar (BALOGH et al., 2011; ANDRADE,2015).

Segundo a RDC n° 30 de 1° de junho de 2012, o protetor solar pode ser
considerado como sendo qualquer preparacdo cosmética com finalidade exclusiva
ou principal de proteger contra a radiacdo ultravioleta, com aplicacdo na pele ou
labios (BRASIL, 2012).

Desse modo, os filtros solares conseguem absorver, dispersar e/ou refletir a
radiacdo UV e, por conseguinte, interferem em reacdes quimico-bioldgicas, as quais
bloqueiam a formacdo de ROS, mediadores inflamatérios e fotoexcitacdo de
biomoléculas, diminuindo os danos agudos causados e protegendo, em longo prazo,
dos danos degenerativos a pele (BALOGH et al., 2011; SEIXAS, 2014; ANDRADE,
2015). Esses filtros atingem o estado eletrbnico de excitacdo, a partir do qual a
energia alcangcada pode se dissipar em vibragdes moleculares e/ou em forma de
calor, por meio de colisdes entre as moléculas vizinhas (OLIVEIRA, 2018).

Em geral, os filtros solares séo divididos em filtros organicos e filtros

inorganicos, 0s quais apresentam mecanismos de acdo diferentes entre si. Além
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disso, os filtros solares organicos também podem ser classificados de acordo com o
comprimento de onda em que séo absorvidos (OLIVEIRA, 2018).

Os filtros organicos, devido a sua representacdo estrutural, geralmente
compostos por grupos aromaticos conjugados a um grupo carbonila, conseguem
absorver os raios UV de alta energia, convertendo-os em uma radiacdo inécua com
baixa energia. Esses raios absorvidos sdo liberados em forma de calor (Figura 4.4)
(OLIVEIRA, 2018).

Libertagao de calor

Absorg¢ao de radiagao e
passagem para estado
) excitado

Alteragoes da estrutura molecular

— | Filtro organico

Epiderme
Derme

Hipoderme

Figura 4.4: Mecanismo de acéo de filtros solares organicos.
Fonte: AMBROSIO, 2019.

O filtro solar pode ter um pico de absorcdo maxima em comprimento de onda
especifico. Dessa maneira, temos os cinamatos como sendo a classe de filtros UV-B
mais utilizada, devido sua compatibilidade com a maiorias das bases. Ja os filtros
UV-A, normalmente considerados de amplo espectro, tem como destaque: as
benzofenonas (OLIVEIRA, 2018).

Assim, o 4-metoxicinamato de 2-etilhexila ou ethylhexylmethoxycinnamate
(EHMC) é um filtro organico que pertence a classe dos cinamatos, com absor¢ao
méaxima de 310 nm. Estruturalmente, os cinamatos possuem na insaturacdo extra

conjugada ao anel aromatico e o grupamento carbonila que lhe confere uma maior
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distribuicdo eletronica. Dessa forma, o deslocamento eletrbnico que ocorre,
compreende a liberac@o de elétrons do grupo OCH3 e o grupo éster fica disponivel
para aceitar elétrons (Figura 4.5) (SHAATH, 2010; LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012)
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Figura 4.5: Efeito de ressonancia da molécula de cinamato.
Fonte: SHAATH, 2010.

J& as benzofenonas séo cetonas aromaticas que possuem uma ligacdo éster
ou amida, as quais auxiliam no seu metabolismo in vivo. O deslocamento de elétrons
dessa classe de filtros é decorrente da liberacao de elétrons na posi¢ao orto, para ou
ainda em ambas as posicées, como mostrado na Figura 4.6, resultando na absorcao
méaxima em dois picos, 286 nm (UV-B) e 324 (UV-A).
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Figura 4.6: Efeito de ressonancia da molécula de benzofenona.
Fonte: SHAATH, 2010.

No entanto, apesar de todas essas vantagens, o uso de filtros solares
organicos sintéticos tem sido bastante discutido no que se refere a sua seguranca,
principalmente, com a classe das benzofenonas. Estudos ainda avaliam a parcela de

responsabilidade desses filtros no desenvolvimento de rea¢des de hipersensibilidade
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cutdnea, neurotoxicidade e efeitos hormonais deletérios, além dos impactos
ambientais produzidos (GARNACHO SAUCEDO; SALIDO VALLEJO; MORENO
GIMENEZ, 2020).

Com relacéo aos filtros inorganicos, esses apresentam como mecanismo de
acao a formacéo um filme que protege a pele por meio da reflexdo e disperséo dos
raios incididos sobre as particulas que o compdem (Figura 4.7) (BALOGH et al.,
2011; CABRAL et al., 2011; SCHALKA; REIS, 2011; NISHIKAWA, 2012; TEIXEIRA,
2012).

Reflexao

/_A_ /}7 Disperséo

Filtro inorganico

Figura 4.7: Mecanismo de acao de filtros solares inorgénicos.

Fonte: AMBROSIO, 20109.

Sé&o exemplos de filtros inorgéanicos, o dioxido de titanio e o 6xido de zinco, 0s
quais normalmente deixam a pele esbranquicada. Para a melhoria na aceitacéo dos
produtos contendo esses filtros, desenvolveram-se novos materiais de revestimento
e reduziu-se o tamanho das particulas para a escala nanométrica, garantindo maior
espalhabilidade do produto, aparéncia atraente e mantendo a seguranca e eficacia
de protecéo (SAUCEDO, 2020).
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Ao comparar as estruturas moleculares de alguns filtros solares sintéticos
com 0s compostos secundarios de plantas, o estudo de Proserpio, em 1976 permitiu
identificar semelhancas que conduziram aos estudos da capacidade fotoprotetora de
extratos vegetais (MOURA, 2020).

Assim, para além do melhoramento nos filtros solares existentes quanto a
seguranga, eficacia, fotoestabilidade e sensorial, tem-se observado a redugédo na
concentracdo dos filtros solares organicos, havendo a substituicdo ou adicdo de
filtros solares naturais, derivados de plantas e frutos ricos em substancias

antioxidantes e anti-inflamatérias, como meio de aumentar a eficacia fotoprotetora.

4.4 Uso de antioxidantes em formulacdes fotoprotetoras

A utilizacdo de substancias fotoprotetoras baseia-se, normalmente, na
presenca de grupos cromoéforos que tém a capacidade de absorver a luz (BULLA et
al., 2015). No entanto, a incorporacdo de compostos antioxidantes em formulacfes
fotoprotetoras pode ser traduzida por mecanismos distintos e complementares que
resultam na acéo sinérgica de protecao.

Os filtros fotoprotetores atuam por meio da dispersao, reflexdo e absorcéo da
radiacdo UV, diminuindo a quantidade de radiacdo que atinge a superficie da pele.
Ao passo que os antioxidantes neutralizam e eliminam as espécies reativas de
oxigénio que nao tenham sido bloqueadas pelos filtros solares ou pelo sistema
antioxidante enddgeno (WANG et al., 2011; AMBROSIO, 2019).

Os antioxidantes cobrem diferentes classes de compostos que podem
interferir com ciclos oxidativos para inibir ou retardar o dano oxidativo de
biomoléculas. Estudos dispostos na literatura concluiram que substancias naturais
antioxidantes, presente em plantas e frutos, sdo capazes de proteger a pele contra
os danos solares. Dentre as classes mais estudadas para tal finalidade, destacam-
se os compostos fendlicos, principalmente, os estilbenos, os flavonoides e os
derivados do acido hidroxicinamico (STEVANATO et al., 2013; DIAS, 2017).

Os compostos fendlicos sdo considerados substancias antioxidantes
capazes de doar elétrons ou atomos de hidrogénio a outras moléculas, devido a

presenca de ligagbes duplas que promovem o efeito de ressonancia, além da
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capacidade de quelacdo de ions de ferro que participam da peroxidacdo lipidica
(STEVANATO et al., 2013; BULLA et al., 2015; CHERIBUM, 2019).

Além disso, devido a presenca de cromoforos na estrutura dos polifendis,
essas moléculas tém a capacidade de absorver a radiacdo UV-Vis. Assim, o
comprimento de onda absorvido sofre variagdo conforme a estrutura molecular entre
0os compostos fenodlicos. Quanto aos espectros de absor¢do méaxima da radiacédo
UV-Vis, os flavonoides estdo na faixa de 240-385 nm (banda Il) e 300-550 nm
(banda 1), ou seja, tipicamente eles apresentam o amplo espectro de acdo (SILVA,
2015). Na Tabela 4.1 estédo listadas a absor¢cdo méaxima para algumas substancias

fendlicas.

Tabela 4.1: Absor¢do méaxima dos compostos fendlicos na regido do UV-Vis.

Banda Il (nm) Banda | (hm)
N&o flavonoides*
Fenois simples 266 - 295 -
Acidos fendlicos 235 - 305 -
Acidos hidroxicianamicos 227 — 245, 310 - 332 -
Hidroxicumarinas 210, 250 — 260, 280 - 303 312 - 351
Flavonoides
Isoflavonas 245 - 275 310 - 330
Flavonas, Biflavonas 250 - 280 310 -350
Flavonols 250 - 280 350 -385
Flavanonas 275 - 295 310 - 330
Chalconas 240 - 260 365 - 390
Auronas 240 - 270 390 - 430
Antocianinas 265 - 275 465 - 560

*O solvente usualmente utilizado no ensaio é o metanol, com excec¢do das antocianinas, que utiliza
metanol acidificado. Fonte: SILVA, 2015.

E caracteristico dessas substancias a presenca de anéis fenolicos ligados
por hidroxilas. Genericamente, os compostos fendlicos sédo classificados em:
flavonoides e ndo-flavonoides, conforme Figura 4.8 (SILVA, 2015; DZIALO et al.,
2016).
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Figura 4.3.4: Classificacdo dos compostos fendlicos.
Fonte: Adaptada de DZIALO et al., 2016.

Quimicamente, os flavonoides apresentam um nudcleo fundamental (Cg -Cgs -
Ce), composto por 15 carbonos distribuidos por trés anéis (Figura 4.9). A subdivisdo
dos flavonoides é baseada no carbono de ligacdo do anel B com o anel C e no
padrao de oxidacdo do anel C. Dentre os grupos de flavonoides destacam-se:
flavondis, flavonas, isoflavonas, Flavan-3-ols e antocianidinas (COSTA, 2018).

=

G -

Figura 4.9: Nacleo fundamental dos flavonoides.
Fonte: SIQUEIRA, 2015

Os flavonoides podem ainda estar associados a agucares, na forma C- ou O-
glicosidicos, sendo os acucares normalmente encontrados: glicose, ramnose,
galactose e arabinose ou ainda, dissacarideos (NASCIMENTO, 2014). Assim, o

nivel de oxidacéo e variacdes no esqueleto carbdnico béasico, devido a reacdes de
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alquilacdo, glicosilacdo ou oligomerizagdo, contribui para a diversidade estrutural
dos flavonoides (GUIMARAES, 2015).

Os compostos nao-flavonoides, entre eles os acidos fendlicos, lignanas,
estilbenos, taninos e ligninas, exibem atividade antioxidante e acao antineoplasica,
além da protecao contra os raios UVA (BOSH et al., 2015). A Figura 4.10, apresenta
a estrutura quimica de algumas substancias fendlicas.

Os taninos, encontrados no cha preto, no cha verde e em outras espécies,
desempenham atividade antioxidante importante, participando do processo de
captacdo de radicais livres, inibindo os processos de peroxidacéo lipidica de &cidos
linoleicos, fosfolipidios de membrana e a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade. Além disso, suas acles fotoprotetoras foram observadas em células
endoteliais humanas, fibroblastos e queratinécitos (BALOGH, 2011; ANDRADE,
2015; SILVA, 2015; RAJINOCHOVA SVOBODOVA et al., 2018).

Muitos estudos vém comprovando a importancia na incorporacdo de
compostos fendlicos em formulacdes fotoprotetoras. Cefali e colaboradores (2018)
constataram que o0s extratos de amora e framboesa, ambos com altas
concentracbes de antocianinas, apresentaram acdo fotoprotetora e antioxidante, a
partir da determinacéo dos valores de Fator de Protecdo Solar (FPS) e do teste com
o radical DPPH.

Segundo a revisdo de literatura realizada por Cherubium et al. (2019), os
derivados fendlicos como estilbenos, flavonodides e acidos hidroxicindmicos,
apresentam alta absor¢cédo de UV, com fator de protecdo solar (FPS) de 7 a 29. Ja o
resveratrol e a quercetina demonstraram diminuicdo comprovada na formagéo de
radicais livres e, consequentemente, reducdo de danos ao DNA, ao realizar-se o
pré-tratamento de células epidérmicas com extratos ricos dessas substancias.

Lima e colaboradores (2020) concluiram que algumas plantas da caatinga
como por exemplo, Boerhavia difusa L. e Momordica charantia L, atuam como filtros
solares naturais e podem levar ao incremento do FPS a partir de formulagtes
tépicas. Uma das hipéteses testadas refere-se ao ecossistema em que elas estédo
inseridas. A Caatinga, devido a alta incidéncia solar e baixa quantidade de agua
disponivel, estimula a producdo de metabdlitos secundarios, entre eles, o0s
compostos fendlicos. Dessa forma, a alta concentracdo desses componentes pode

favorecer o efeito fotoprotetor.
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Figura 4.10: Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos. (a) Flavonois, Flavonas Flavanonas;
(b) Acido benzoico; (c) Antocianidinas; (d) Isoflavonas; (e) Acido hidroxindmico; (f) Estilbenos; (g)
Lignanas; (h) Chalconas; (j) Taninos condensados.
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Fonte: Adaptado de DIAS, 2017.

Varias espécies nativas das Caatinga apresentam elevadas concentracdes de
fendis e atividade antioxidante bastante explorada e com potencial atividade

fotoprotetora, entre elas encontra-se a Spondias tuberosa.
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4.5 Spondias tuberosa

A familia Anacardiaceae, composta por aproximadamente 81 géneros e 800
espécies, é achada em regides de clima tropical, subtropical e temperado
(GUIMARAES, 2015). Essa familia apresenta-se na forma de arvores ou arbustos e,
em geral, possuem frutos comestiveis, como as drupas. Ela é subdividida em cinco
tribos (Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). A tribo
Spondiadeae inclui 17 géneros, entre eles o género Spondias, o qual possui 18
espécies (SILVA, 2012; GUIMARAES, 2015; GUEDES, 2018).

A espécie Spondias tuberosa Arruda, conhecida popularmente como “umbu”
ou “imbu”, € uma espécie endémica no Nordeste brasileiro, mas, que pode ser
encontrada em todo o Sudeste do pais (PAODJUENAS et al., 2019). O “umbuzeiro”,
dentre o género Spondias, é uma das plantas que mais merece destaque, devido a
sua importancia comercial, social e farmacologica (GUEDES,2018).

Essa planta é bastante utilizada na suplementacdo alimentar de animais
ruminantes e polinizadores durante a estacdo de seca, assim como € aproveitada na
alimentac&o humana, devido a sua rica composic&o nutricional (GUIMARAES, 2015;
MERTENS et al., 2016 ).

O umbuzeiro € uma arvore de pequeno a médio porte, que mede,
aproximadamente 2 - 10 metros de altura. Sua copa é arredondada e ampla, com
tronco atrofiado e retorcido de cor cinza, conforme mostra a Figura 4.11 (SIQUEIRA,
2015; PAODJUENAS et al., 2019). O inicio do periodo de floracdo € quase sempre
antes das primeiras chuvas e a frutificacdo ocorre no periodo chuvoso
(GUIMARAES, 2015).
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Figura 4.11: Arvore de Spondias tuberosa.

Fonte: Autoria prépria, 2020.

Essa planta se adaptou a escassez de &gua, caracteristico da Caatinga,
gracas ao desenvolvimento de xilopodios, tubérculos lenhosos nos quais sao
armazenados agua e nutrientes que possibilitam o brotamento de novos ramos
durante o periodo de seca. Essas estruturas também sdo comestiveis, sendo
processadas e transformadas em conservas tipo picles (PAODJUENAS et al., 2019).

O fruto dessa planta, o umbu, apresenta-se na forma de drupas, redondas ou
oblongas, com 2 a 4 cm de didametro, 10 a 20 g de massa, superficie lisa ou com

algumas protuberancias distais, conforme mostrado na Figura 4.12.

Figura 4.12: Frutos em diferentes fases de maturacgéo.

Fonte: Autoria propria, 2020.
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O epicarpo é de coloracdo variavel, dependo da fase de maturacao,
apresentando cor verde a amarela. O mesocarpo é branco-esverdeado, mole,
suculento e de sabor agridoce. E o endocarpo, estrutura branca que envolve a
semente. Ja a semente € resistente, rica em gordura e proteinas, utilizada para
producdo de O6leos e margarinas (Figura 4.13) (OMENA, 2012; SIQUEIRA,
2015;PAODJUENAS et al., 2019).

Figura 4.13: Estruturas internas do umbu.
Fonte: Adaptado de DIAS, 2017.

O emprego do umbu na medicina tradicional € muito variado e dependente
das diversas partes da planta que é utilizada. As cascas e entrecascas do tronco sao
popularmente usadas no tratamento do colesterol alto, dor no estémago, herpes
labial, afeccdes uterinas e congestdo (LINS-NETO et al.,, 2010). As folhas
apresentam atividade anti-inflamatoria, antidiarreica e antiparasitaria (SIQUEIRA,
2015). Ja os frutos sado tidos como tbnicos devido a quantidade de vitaminas
presentes, além da quantidade de compostos fendlicos, que auxiliam na atividade
antioxidante (GUEDES, 2018).

Estudos fitoquimicos realizados nesse fruto revelaram a presenca de
compostos fendlicos, vitamina C, flavonoides, taninos, carotenoides e antocianinas,
0 que explica a pronunciada atividade antioxidante observada. A partir de analises
cromatograficas foram determinadas as presencas de acido galico, clorogénico,
protocatecuico, p-cumarico, vanilico e ferdlico (NASCIMENTO, 2014; COELHO,
2015).



35

Guimaraes (2015) cita em seu trabalho, com extratos de S. tuberosa, que
foram identificados um derivado do quinol (2,4,6-trihidroxi-4- (hidroximetil)ciclohexa-
2,5-dien-1-ons), um flavonoide glicolisado (rutina) e um éster do acido p-cumarico
(trans-p-cumarato de eicosanila). Assim, pelos compostos encontrados,
correlacionam-se as atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria e
cicatrizante relatadas.

Também na literatura foi descrito um estudo que utilizou extrato metandlico
das folhas da Spondias tuberosa, no qual observou-se atividade antimicrobiana in
vitro contra algumas cepas de bactérias gram-negativas e apresentou atividade
contra o virus da dengue tipo 2 no modelo de célula de mosquito in vitro(COSTA,
2015; GUIMARAES, 2015; SIQUEIRA, 2015). Além disso, no trabalho desenvolvido
por Barbosa (2016), foram obtidos resultados que apontam o extrato etandlico bruto
da casca de Spondias tuberosa como agente hepatoprotetor e hipoglicemiante,
sendo uma possivel alternativa terapéutica para a Diabetes mellitus e doencas

associadas.

4.6 Eficacia dos fotoprotetores

As acdes biologicas esperadas de um protetor solar podem ser analisadas
pela sua capacidade de minimizar eritemas, edemas, riscos de queimaduras e
carcinomas de pele. Para isso, em 1978, a Food and Drug Administration (FDA)
indicou uma relacdo matematica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM) da pele
protegida, a partir da aplicacdo de 2 mg/cm? de protetor na pele, e a DEM da pele
ndo protegida. Em ambas as situacdes, a pele é exposta a uma fonte de energia em
guantidade e tipos pré-determinados (FDA, 2019).

Por meio dessa relagdo matematica, demonstrada na Equacédo 1, é que o

Fator de Protecédo Solar pode ser calculado.

DEM na pele protegida
FPS = el iy e (1)
DEM na pele nido protegida

Em que:
DEM = dose minima de energia capaz de produzir uma primeira vermelhidao perceptivel na pele, com

bordas bem definidas.
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Segundo a disposicdo da RDC n° 30, de 2012, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fotoprotetores devem ter um FPS minimo de 6,0 e
o valor do Fator de Protecdo UV-A (FPUVA) deve corresponder a, no minimo, 1/3 do
valor do FPS (BRASIL, 2012). De acordo com a FDA, cada filtro solar adicionado ao
produto final deve apresentar um FPS n&o inferior a 2, sendo que o produto final
deve ter um FPS ndo inferior ao nimero de filtros solares utilizados multiplicado por
2 (FDA, 2019).

Considerando as normativas em vigor, os valores de FPS descritos nos
rétulos de protetores solares sdo determinados a partir de metodologias in vivo.
Conforme a metodologia adotada pela FDA ou a European Cosmetic and Toiletries
Association (COLIPA), cujos métodos sdo aplicados pela ANVISA, séo selecionados
grupos de 10 a 20 voluntarios, de fototipos I, Il e lll, de acordo com a classificacao
de Fitzpatrick, ou seja, pessoas com a cor da pele que variam de branca a morena
clara, as quais possuem sensibilidade ao sol. Os voluntarios sdo submetidos a
doses definidas e progressivas de radiagdo em areas de pele protegida e nao
protegida pelo protetor teste. A quantidade aplicada na area é de 2 mg/cm? e, apds
16 a 24 horas da exposicdo, é observada a DEM nas duas areas e o FPS é
calculado (COLIPA, 2006; BRASIL, 2012; NASCIMENTO, 2014; FDA, 2019).

Muito embora o método in vivo seja eficiente e aquele exigido pelas agéncias
reguladoras para a determinacdo da capacidade de protecdo da pele contra a
radiacdo UV-B, o risco de queimaduras solares graves associado a realizacdo do
teste, assim como os aspectos éticos que envolvem a utilizacdo de humanos em
testes, tém sido apresentados como limitacdes desse método. Em contrapartida, o
emprego de ensaios in vitro vém sendo cada vez mais aplicados, principalmente,
nas fases de triagem de potenciais filtros solares (DIMITROVSKA CVETKOVSKA et
al., 2017).

Os métodos in vitro sdo baseados em analises espectroscépicas, nas quais €
possivel quantificar a energia do espectro UV absorvida por um filme aplicado a um
suporte adequado ou uma solucdo. A espectroscopia UV, possibilita determinar a
absorcdo da radiacdo em uma amostra, no intervalo de comprimentos de onda na
faixa de 200 a 400 nm. A magnitude de absorcao varia de acordo com numero e do
arranjo dos elétrons das moléculas ou ions absorventes, permitindo correlacionar o
pico de absorcdo com os tipos de ligacdes existentes na espécie estudada (MOTA,
2020).
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Os espectrofotdbmetros sao instrumentos que tém a fungéo de registrar dados
relacionados as propriedades de absorvancia ou transmitancia de um material em
funcdo do comprimento de onda. De modo geral, eles contém cinco componentes
principais, que sao fonte de radiacdo, monocromador ou seletor de recipientes para
conter as solugbes (cubetas), detectores e indicadores de sinal, demonstrados na
Figura 4.14 (MOTA, 2020).
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Figura 4.14: Esquema basico do espectrofotbmetro
Fonte:http://www.public.asu.edu/~laserweb/woodbury/classes/chm467/bioanalytical/spectroscopy/absf
Ir.html

Nesse sentido, 0 método desenvolvido por Mansur (1986) € um dos exemplos
gue utilizam a espectrofotometria para determinar a absorvancia molecular, e, assim,
determinar o FPS tedrico de filtros solares. Essa metodologia mostra-se eficaz,
rapida e com boa correlacdo com os testes in vivo e, portanto, € uma das mais
empregadas (MANSUR, 1986).

Alternativamente, Diffey e Robson (1989) desenvolveram um método que
possibilita o calculo do FPS tedrico, utilizando um espectrofotbmetro de reflectancia
difusa, a partir do qual deve ser utilizado uma amostra contendo filtros inorganicos

incorporados aplicados em uma superficie para analise (DIFFEY; ROBSON, 1989).
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5 MATERIAL E METODOS

Os aspectos metodologicos que foram adotados nessa pesquisa estao
resumidos na Figura 5.1. Para a execucgao deste trabalho foi realizada uma revisao
sistematica de métodos in vitro para a avaliacdo fotoprotetora e antioxidante de
compostos fendlicos, seguido da coleta e preparo dos frutos para secagem em
estufa com circulacdo de ar. As amostras secas foram maceradas com etanol para
extracdo dos compostos bioativos. Os extratos foram concentrados e determinado o
teor de fendlicos totais, flavonoides totais e a atividade antioxidante. Posteriormente,
foram desenvolvidas e preparadas as bases cosméticas, nas quais foram
incorporados os filtros organicos sintéticos e/ou os extratos etandlicos do pericarpo
do fruto da Spondias tuberosa, que foram utilizadas na determinacdo do fator de

protecédo solar.

isao si Ati S do frutos:
Rews?o sistematica de Coleta e preparo dos frutos ecagern. ° ru~ 0s
métodos in vitro Estufa com circulagdo de ar

= " Realizagao dos testes:
Extragao: Obtengao dos extratos: g. ~
- ) Determinacdode FT
Maceragédo com etanaol Epicarpo do Umbu L .
Determinacéo de Flavonoides

Desenvolvimento das Determinagdo da estabilidade Determinagéo do
formulagdes cosméticas preliminar das formulagoes FPS in vitro

Figura 5.1: Diagrama ilustrativo da metodologia que foi empregada na pesquisa.

Fonte: Autoria propria, 2020.

5.1 Revisao sistematica de métodos in vitro para determinacéao da
fotoprotecéo e atividade antioxidante

Com o intuito de conhecer e a avaliar os métodos in vitro que podem ser

aplicados na determinacdo da atividade fotoprotetora e antioxidante de compostos
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fendlicos foi realizada uma revisdo sistematica utilizando a plataforma Pubmed, em
abril de 2020.

Para alcancar o escopo dessa revisdo, foram identificados estudos a partir
das palavras-chave “photoprotection” e “phenolics compounds”, nos titulos e
resumos dos documentos escritos em lingua portuguesa e inglesa, utilizando
diferentes combinacdes e operadores logicos (“And”, para caracteristicas exigidas;

“Or”, para sinbnimos ou palavras de sentidos semelhantes).

5.2 Obtencéo dos frutos da Spondias tuberosa

Os frutos da S. tuberosa foram coletados em uma fazenda situada no
municipio de Helidpolis-BA, no més de fevereiro de 2020, periodo onde ocorre a
maturacdo dos frutos. A identificacdo botanica foi feita por meio da comparacdo com
os dados descritos na literatura especializada. Foram selecionados os frutos com
tegumento integro, verdes e maduros, e sem sinais de contaminacdo ou
deterioracdo. Esses foram lavados com agua corrente e descascados. As cascas
foram secas estufa com circulacdo de ar, em temperatura de 40°C por 72h.

5.3 Preparo dos extratos a partir do epicarpo da Spondias
tuberosa

As cascas secas passaram por trés ciclos de maceracao de 48 horas cada,
usando etanol absoluto como solvente extrator. Apds cada ciclo, o sistema foi filtrado
e acrescido mais solvente extrator. No final dos trés ciclos, os extratos obtidos foram
combinados, formando uma sé amostra, a qual foi concentrada em evaporador
rotativo a 45 °C, sob vacuo (MOTA et al., 2019).

5.4 Determinacao compostos fenélicos totais (TPC)

A concentragdo de fendlicos totais foi determinada através do método
espectrofotométrico baseado na metodologia de Slinkard;Singleton (1977).

Foram preparadas solucbes-padréo de acido gdlico nas concentracdes: 10, 20,
30, 40, 50,100 e 200 pg mL™, com 10 mL cada, para a construcéo da curva padréo

(Figura 5.2). A partir da equacao da reta foi calculada a concentracédo de fendlicos no
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extrato de umbu, expresso em mg equivalente de acido galico por g de extrato (GAE
g?).

Uma aliquota de 0,5 mL do extrato metandlico de umbu (1 mg/mL) foi
adicionada em 7,9 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (0,2 mol
L™). A solugéo obtida foi deixada em repouso por 4 minutos em ambiente escuro.
Posteriormente, foram acrescentados 2,25 mL da solucao de carbonato de sédio a 7,5%
(m/v) sob agitacdo. Em seguida, a solugéo foi mantida por 20 minutos a 50 °C no banho
aquecido. As amostras contendo extrato de umbu e as solu¢des-padréo de acido gélico
foram submetidas ao mesmo processo descrito. Apos isso, procederam-se as leituras
das amostras em espectrofotdbmetro UV-Vis (FEMTO 700 Plus) no comprimento de onda
765 nm (MOTA, 2021).

12 +
y = 0,0048x + 0,0351
1+ R2 = 10,9995
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Figura 5.2 :Curva de calibragéo utilizada para determinacédo de fendlicos totais baseada nas

concentracdes de 4cido galico

5.5 Determinacgéo do teor de flavonoides totais

Para a analise do teor de flavonoides totais foi produzida solugdo contendo
2 mL de cloreto de aluminio (AICI3) a 2% em metanol e 2mL do extrato do umbu
diluido em metanol na concentra¢do de 1 mg/mL.

Apo6s 60 minutos no escuro, em temperatura ambiente, procedeu-se com a

leitura da absorvancia da amostra, em triplicata, em espectrofotbmetro UV-Vis
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(FEMTO 700 Plus), no comprimento de onda de 420 nm. O branco utilizado para
calibracado foi uma solucdo contendo 2 mL de metanol e 2 mL cloreto de aluminio. A
concentracdo de fendlicos totais foi calculada por meio curva de -calibracao,
utilizando padrdo de quercetina nas concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 100, 200 pg mL™* (Figura 5.3). Os dados foram expressos em mg de equivalente
a quercetina por g do extrato seco (QE g*) (SILVA et al. 2016).

y = 0,0561x - 0,0312
25 + R2=0,9933

Absorvancia

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Concentragao pg/mL

Figura 5.3: Curva de calibrag&o utilizada para determinag&o de flavonoides totais baseada nas
concentracdes de quercetina.

5.6 Desenvolvimento de formulacdes cosméticas

Foram preparadas emulsdes cremosas do tipo 6leo em agua (o/a), adaptada
a partir do creme base anidnico descrito no Formulario Nacional da Farmacopeia
Brasileira 22 edicdo (2012) e de acordo com a disponibilidade matérias primas no
laboratério. Os dados quantitativos e qualitativos das formula¢des se encontram
descritos na Tabela 5.1.

Para o preparo das emulsdes, pesaram-se todos os componentes da Fase B
e da Fase A em béqueres diferentes. Ambos foram submetidos ao aguecimento até
uma temperatura de 70 °C, para fusdo dos componentes sdlidos. Ainda sob agitacao
constante, a Fase B foi vertida, lentamente, sobre a Fase A, obtendo-se a emulséo.

Depois, procedeu-se a incorporagdo dos extratos e filtros solares sintéticos as
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emulsdes (Fase C). As amostras foram acondicionadas em recipientes adequados e
identificadas.

Assim, foram produzidas 9 formulacbes, sendo 3 controles (F1 — F3), 3
contendo o extrato em diferentes concentracdes (F4 — F6) e 3 contendo o extrato
associado ao filtro solar organico sintético 4-metoxicinamato de 2-etilhexila ou
ethylhexylmethoxycinnamate (EHMC) (F7- F9).
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Tabela5.1 — Planificagdo qualitativa e quantitativa das formulag@es topicas contendo extrato etandélico do epicarpo do umbu.

COMPONENTES (INCI) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
% (p/p)
Fase A
Alcool cetoestearilico 9 9 9 9 9 9 9 9 9
Miristrato de isopropila 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Butil-hidroxitolueno 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Propilparabeno 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Fase B
Propilenoglicol 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Lauril sulfato de sédio p6 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Metilparabeno 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
EDTA 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua destilada q.s.p. 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Fase C
Salicilato de homomentila - - 8 - - - - - -
Ethylhexylmethoxycinnamate (EHMC) - 5 - - - - 5 5 5
Ext. alcodlico do epicarpo do umbu (EACU) - - - 0,125 0,250 0,500 0,125 0,250 0,500

Legenda:INCI — International Nomenclature of Cosmetic Ingredients(-): Matéria-prima nao adicionada.
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5.7 Avaliacao da estabilidade preliminar das formulagbes
cosmeéticas

As formulacbes topicas desenvolvidas foram submetidas a avaliacao
preliminar da estabilidade ap6s um repouso de 24 horas do preparo. Para isso,
foram analisadas as caracteristicas organolépticas antes e depois das amostras
serem submetidas a diferentes condicdes nos testes empregados: estresse térmico
e ciclo gelo/degelo, a fim de observar algum sinal de instabilidade nas formulacdes
(BRASIL, 2004).

5.7.1 Andlise das caracteristicas organolépticas

Essa andlise tem como objetivo avaliar as caracteristicas sensoriais das
amostras quanto ao aspecto, cor e odor e a homogeneidade das amostras com a
finalidade de identificar instabilidade visivel apos dos ensaios. Dessa forma, as
formulacbes podem ser classificadas conforme demonstrado no Quadro 5.1
(BRASIL, 2008; NISHIKAWA, 2012).

Quadro 5.1: Classificacéo das formulagbes quanto as caracteristicas sensoriais.

CARACTERISTICAS

) CLASSIFICACAO
ORGANOLEPTICAS

(IM) para intensamente modificada

Aspecto —
(M) para modificada
Cor (LM) para levemente modificada
(N) para normal, sem altera¢Bes quanto ao
Odor aspecto

Para a avaliagdo das formulacbes apOs os testes preliminares, foram
consideradas Levemente Modificadas (LM) as formulacbes que apresentaram leve
separacdo de fases. Enquanto que as formulacdes que apresentaram separacao
total de fases foram classificadas como Modificada (M) e, aquelas que apresentaram
além da separacdo total de fases, alteracdes sensoriais e na viscosidade, foram

consideradas como Intensamente Modificada (IM).
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5.7.2 Teste do estresse térmico

Foram pesados 10g de cada formulacdo e todas foram acondicionadas em
frascos de polietileno incolor e colocadas em banho termostatizado. Realizou-se a
elevacao da temperatura de 10 em 10 °C, iniciando a 40 °C e terminando em 80 °C,
mantendo-se por trinta minutos em cada temperatura. A avaliacdo das
caracteristicas sensoriais foi realizada de acordo com o descrito no Quadro 5.1,
apos o término do ensaio na temperatura de 80 °C e ap0s as amostras retornarem a
temperatura ambiente (NISHIKAWA,2012).

5.7.2 Ciclo gelo/degelo

As amostras que nao apresentarem alteracdes nas caracteristicas
organolépticas no teste de estresse térmico foram, posteriormente, submetidas a
condicbes de estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de
instabilidade. Para isso, foram utilizados ciclos alternados de resfriamento
(refrigeradores) e aquecimento (estufas). Os valores adotados para o ciclo foram:
ciclos de 24 horas na estufa a 45 + 2 °C e 24 horas no freezer a -5 + 2 °C, durante
12 dias (6 ciclos). Apds esse periodo foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas e classificadas de acordo com o Quadro 5.1 (BABY, 2007; BRASIL,
2008; NISHIKAWA,2012).

5.8 Determinacao do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro

O Fator de protecao solar foi determinado de acordo com a metodologia in
vitro proposta por Mansur e colaboradores (1986). 1g de cada formulagdo foram
diluidas em 5 mL etanol, obtendo uma solucdo com concentracédo final de 0,2 mg
mL™. As absorvancias das solu¢des preparadas foram determinadas na faixa de 290
a 320 nm, com intervalos de 5 nm, sendo feitas trés determinacbes para cada
comprimento de onda. Como branco foi adotado o etanol. O calculo do FPS foi feito

por meio da Equacéo (2) e Tabela 5.2.
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FPS = FC.Y320EE()A).1(2) . Abs(}) (2)

Em que:

FC = Fator de Correcéo estimado a partir da amostra que contém 8% de Salicilato de Homomentila.
EE(A) = Efeito eritematégeno da radiagao solar a cada comprimento de onda (A);

I (A\) = Intensidade da radiag¢ao solar a cada comprimento de onda (A);

Abs (A) = Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugdo da amostra a cada comprimento de
onda (A)

Tabela5.2: Ponderagdo empregada no célculo do FPS segundo Método de Mansur.

Comprimento EE x|

de onda (nm) | (normalizado)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: MANSUR, 1986.

5.9 Andlise estatistica

Para os testes de fendlicos totais e flavonoides totais foram calculados e
expressos a média + desvio padrdo, apOs analises em triplicata. Na andlise da
atividade fotoprotetores in vitro foi usado software GraphPad Prism 9.2.0%, no qual
foi realizada a analise estatistica de variancia ANOVA, seguida de teste de Tukey de

multipla variancia, com significancia de 5%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacédo dos resultados deste trabalho foi feita sob a forma de artigos.
Eles foram escritos baseado nos objetivos tracados. No cabecalho do item é
informado a situac&o dos artigos: publicado, aceito, em revisdo ou a submeter, até o
momento da defesa, e também a revista escolhida para submissao.

O artigo 1 (item 6.1) aborda sobre os trabalhos encontrados na literatura que
discutem a atividade fotoprotetora e antioxidante de compostos fendlicos, sob a
perspectiva de utilizacdo de métodos in vitro.

O artigo 2 (item 6.2) traz resultados quanto ao teor de fendlicos e flavonoides
totais do extrato alcodlico do epicarpo do fruto da Spondias tuberosa e a
determinacao do Fator de Protecdo Solar (FPS) do extrato incorporado a formulacdo

cosmética desenvolvida.

6.1 Atividade fotoprotetora e antioxidante de compostos
fenolicos: uma revisdo sisteméatica de testes in vitro (Aceito para
publicacdo na Revista Colombiana de Ciencias Quimico-
Farmaceéuticas)

6.1.1 Introducéo

A radiacdo ultravioleta (UV) representa uma estreita faixa do espectro
eletromagnético, entre 200 e 400 nm, sendo dividida em UV-C (100-280 nm), UV-B
(280-315 nm) e UV-A (315-400 nm) (MOTA et al.,2020). A exposi¢cdo continua a
essa radiacdo é um dos fatores externos que mais contribui para a geracdo de
radicais livres (RL), 0s quais, em excesso, provocam a desestabilizacdo de
biomoléculas e o desencadeamento de doencas como o cancer (MCDANIEL et al.,
2019).

A exposicao solar induz ao estresse oxidativo pela alta producédo de RL e,
posto que 0s mecanismos antioxidantes enddgenos ndo conseguem suprimir de
forma efetiva as acdes deletérias dessas espécies reativas, uma estratégia que
fornece a pele mecanismos de defesa contra a radiagdo solar é a utilizacdo de

antioxidantes naturais (GREGORIS et al, 2013). Os antioxidantes naturais s&o
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substancias exdgenos que podem atuar de forma sinérgica com 0S mecanismos
enddgenos, de maneira a suprimir efetivamente as acdes deletérias dos RL,
neutralizando essas espécies reativas e protegendo a pele (SILVEIRA et al., 2013).

Sabe-se que o emprego de metabdlitos secundarios vegetais tém a
capacidade de estabilizar os RL. Dentre eles, chama-se a atengdo para oS
compostos fendlicos, por possuirem grupamentos cromoforos em sua estrutura.
Estes compostos promovem a absor¢cdo da radiacdo em comprimentos de onda
compativeis aos raios UV, mostrando-se adequados para a composicao dos filtros
solares(COSTA et al., 2015; NUNES et al, 2018). Os compostos fendlicos, para além
da potencializacdo da protecdo da pele contra a radiacdo UV, possuem também
acdo antioxidante, anti-inflamatéria e imunossupressora (RAJNOCHOVA
SVOBODOVA et al, 2018).

Uma estratégia atualmente muito utilizada para ampliar o espectro de agéo e
aumentar a fotoestabilidade de filtros solares € a utilizacdo de extratos naturais, ricos
em compostos fendlicos, devido a sua capacidade de agir contra os radicais livres e
absorver os fotons UV (WROBLEWSKA etal, 2019). A estrutura quimica desses
compostos permite doacao de elétrons ou &tomos de hidrogénio a outras moléculas,
devido a presenca das ligacdes duplas, que promove a deslocalizacdo mais ampla
do elétron ndo pareado. O efeito de ressonancia que ocorre quando a molécula é
excitada é tido como um dos motivos que justificam a capacidade antioxidante
desses compostos (STEVANATO et al., 2013; BULLA et al., 2015)

Nessa perspectiva, o uso de filtros solares naturais representa a diminuigédo
da concentragdo de filtros solares sintéticos em formulacdes fotoprotetoras (SILVA
et al., 2016) promovendo reducéo do risco de reacdes cutaneas adversas, as quais
muitas vezes estao relacionadas as altas concentragfes de filtros artificiais (NUNES
et al, 2018) reducao da formacdo de subprodutos de fotodegradacédo, gerados a
partir da associacdo de filtros sintéticos com o intuito de aumentar o Fator de
Protecdo Solar (FPS)(WROBLEWSKA etal, 2019) e, consequentemente, a
diminuicdo do impacto ambiental pela menor quantidade de residuos dos filtros e
estabilizadores UV, que podem alcancar o mar e aguas subterraneas (ORLANDA et
al, 2015; FERNANDES et al., 2018; HUBNER et al, 2019).

Ao avaliar o desenvolvimento de protetores solares, a Food and Drug
Administration (FDA), agéncia que regula o registro, producdo e consumo de

cosmeético nos EUA, exige a determinacao in vivo para a avaliagdo da eficacia de um
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filtro solar. Nesse estudo é verificada a dose minima de energia UV necessaria para
produzir eritema na pele desprotegida que representa o valor do FPS (FDA, 2019).
Entretanto, uma vez que os testes in vivo envolvem o uso de animais e humanos e,
consequentemente, aspectos relativos a ética e a custo operacional elevado, tais
experimentos devem ser analisados e discutidos (DIMITROVSKA CVETKOVSKA et
al., 2017).

Em alternativa, os testes in vitro, 0s quais empregam a analise instrumental
fisico-quimica, sdo amplamente utilizados para triagem (MANSUR et al., 2016). Os
testes in vitro tém boa aceitacdo durante a fase de desenvolvimento do produto, pois
apresentam boa correlacdo com 0s ensaios in vivo, S8o0 economicamente viaveis,
rapidos, ndo invasivos, mais seguros e atendem o aspecto ético (POLONINI et al.,
2013; KHAN, 2018; WROBLEWSKA etal, 2019). Além disso, muitos estudos vém
utilizando metodologias in vitro com modelos biolégicos, nos quais culturas celulares
e bactérias geneticamente modificadas sdo empregadas com o intuito de predizer
mecanismos de fotoprotecdo de inUmeros compostos, 0s quais frequentemente nao
podem ser preditos apenas pela andlise instrumental (ALMEIDA et al., 2015;
BACCARIN et al., 2015; FERNANDES et al, 2018).

Este trabalho buscou, por meio de uma revisdo sistematica da literatura,
analisar os métodos in vitro, instrumentais ou modelos biolégicos, empregados para
determinar a atividade fotoprotetora e antioxidante de compostos fenélicos e dessa

forma, contribuir com o processo de escolha de cada método.

6.1.2 Metodologia

Foi realizada uma pesquisa na base de dados Pubmed, em abril de 2020, de
artigos publicados a partir de 2010. A Figura 6.1.1 resume a metodologia empregada
na selecdo dos artigos, com base nos critérios previamente definidos, visando
atender aos objetivos do trabalho. Desse modo, a partir das palavras-chave
“photoprotection” e ‘phenolics compounds”, foram inclusos trabalhos nos quais
abordavam métodos in vitro empregados na avaliagcdo de compostos fendlicos
presentes, ou isolados, em extratos de plantas, frutos e liquens. Sendo excluidos,
dados de patentes, estudos de caso, revisdes bibliograficas, estudo clinico e

trabalhos que utilizassem apenas métodos in vivo.
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Identificacdo de estudos no banco de dados usando as palavras-chave

i

“photoprotection”, “phenolics compounds”: Pubmed (n=103)

5 Excluidos estudos de caso, revisdes
bibliograficas, patentes, estudo clinico
(n=47)

v

Leitura da titulos e resumos (n=56)

Excluidos por néo se referirem a
—> compostos fendlicos (n=3)
L 5 Excluidos por utilizar apenas métodos in
vivo (n=9)
v

Artigos aceitos (n= 44)

Figura 6.1.1:Metodologiaaplicada na sele¢&o dos artigos.

6.1.3 Avaliacdo da acdo fotoprotetora: métodos in vitro
instrumentais e bioldgicos

A protecdo da pele contra os raios UV é sem davida necessdaria para
minimizar o aparecimento de doencas. Em geral, os filtros solares sao classificados
em filtros organicos e inorganicos. Os organicos, devido a sua estrutura quimica,
agem através de um mecanismo quimico, absorvendo os raios UV de alta energia,
convertendo-os em uma radiacdo de baixa energia. J& os inorganicos, agem pela
formacdo de uma barreira fisica que protegem a pele através da reflexdo e/ou
dispersédo dos raios que incidem sobre as particulas, fazendo com que estes voltem
ou se dispersem (NGOC et al., 2019).

Assim, predominantemente, a eficacia dos filtros solares é avaliada a partir
da determinacédo do FPS e, também, pelo Escurecimento Persistente do Pigmento
(PPD) in vivo (POLONINI et al., 2013). Entretanto, a utilizagdo de métodos
instrumentais como metodologia in vitro, a exemplo da espectrofotometria, é
bastante comum na triagem de filtros solares para o desenvolvimento de novos
produtos (CVETKOVSKA et al., 2017).
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A espectrofotometria de absor¢cdo molecular, na regido do UV ou visivel,
baseia-se na capacidade que algumas substancias tém de absorver luz e, portanto,
consegue determinar a absortividade de moléculas organicas, quando uma luz é
incidida. Segundo a Lei de Lambert-Beer, a capacidade de absorcdo da luz é
proporcional a concentracdo das moléculas e da espessura do meio atravessado,
sendo a transmitancia inversamente proporcional a absorvancia (MANSUNR et al.,
1986). A partir desses principios sdo calculados os valores de absorvancia e
transmitancia de filtros solares e, posteriormente, o FPS teorico.

Dentre os métodos espectrofotométricos empregados para a determinagao
do FPS, o estudo de Mansur e colaboradores (1986) mostra-se um dos mais
utilizados, devido a simplificacdo e rapidez no céalculo do fator de protecdo. A partir
desse trabalho foi proposta a formula apresentado na Equacéo 1, que se baseia na
construcdo de uma curva de absorcao de filtros solares dentro do espectro da
radiacdo ultravioleta. Nessa proposta, multiplica-se os valores de absorvancia dentro
do espectro de 290 a 320 nm, com aumento de 5 em 5 nm, e 0 somatorio do efeito
eritematdgeno final € multiplicado pelo fator de correcédo (FC) padrdo 10, obtido a
partir da determinagcdo do FPS de um creme contendo 8% de homosalato (HMS),
que é padronizado internacionalmente como valor de FPS 4. Validando esse
método, no trabalho de Mota e colaboradores (2019), foi observado que a alteracédo
do veiculo utilizado promove alteracdo no valor do fator de correcdo. Assim,

utilizando uma amostra padronizada de HMS a 8%, foi obtido o FC de 10,24.

FPS = FC + Y320EE(A) .1(2) . Abs(A) (1)

Em que:

FC = Fator de Correcdo (= 10), estimado a partir da amostra que contém 8% de Salicilato de
Homomentila (homosalate);

EE(A) = Efeito eritematégeno da radiacdo solar a cada comprimento de onda (A);

I (A\) = Intensidade da radiacao solar a cada comprimento de onda (A);

Abs (A) = Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugdo da amostra a cada comprimento de
onda (A).

Ainda, no que se refere a metodologias instrumentais, Diffey e Robson (1989)
propuseram um metodo baseado em medicdes espectrofotométricas, o qual
considera o espectro de transmitancia. Para isso é aplicado o protetor solar em

camada fina e homogénea em uma fita de Transpore®, na faixa de 290 a 400 nm.
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Desse modo, aspectos como espalhamento, espessura e homogeneidade do
protetor solar na placa e experiéncia do analista sdo fatores criticos que alteram os
resultados do FPS. Corroborando essa metodologia, Cvetkovska et al. (2017)
realizaram um estudo que utilizou, além das fitas de Transpore® (Método 1), placas
de polimetilmetacrilato (PMMA) (Método 2), como suporte para aplicacdo de uma
guantidade de protetores solares comerciais, em diferentes viscosidade, valores de
FPS e pressodes de aplicacdo do produto. Ambos os métodos forneceram resultados
reprodutiveis e 6tima correlagdo in vivo.

A féormula demonstrada na Equacao 2 foi utilizada por Cvetkovska et al.
(2017) baseado no trabalho de Diffey e Robson (1989), para calcular o valor de FPS
e poder comparar os resultados in vitro com o método in vivo e estabelecer a

correcao entres ambos.

[ER00mm e (D 1d(R)
FPS = =20, « ®)
[io B B ()I(2)10-Ad ()

Em que:

E (A) = espectro de agéo do eritema no comprimento de onda A.

I (\) = irradiancia espectral recebida da fonte de UV no comprimento de onda A.

A (M) = absorvancia monocroméatica da camada de produto de teste no comprimento de onda A

d (A) = passo do comprimento de onda (1 nm).

Além do FPS, outro parametro in vitro que pode ser analisado é o
comprimento de onda critico (cA), o qual determina o espectro de agcao do produto
fotoprotetor na faixa de comprimento de onda de 290 a 400 nm (WROBLEWSKA et
al, 2019). Esse é o comprimento de onda em que a integral da area sob o espectro
de absorcdo da amostra atinge 90% da absorgao total (POLONINI et al., 2013). O
FDA considera esse parametro como instrumento para a avaliagdo da protecdo UV-
A e determina que para ser considerado protetor solar de amplo espectro o cA
minimo seja de 370 nm (WROBLEWSKA et al, 2019).

Segundo o estudo realizado por Polanini et al. (2013) o fator de protecao
UV-A (FPUV-A) foi obtido a partir da utilizagdo dos resultados do seu FPS, pela
técnica de transmitancia difusa in vitro, por meio do calculo da dose de irradiacéo
(D), obtendo o PPD e a FPUV-A tedricos, calculado pela Equacao 3. Além disso, 0s

pesquisadores ainda determinaram o cA e a relagao UV-A/UV-B.
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=400
f11=3201?:P(}‘)X da

P(A)XI(A)X10~AMDXC x g3

FPUV-A A=400nm

J.A=Z90nm

3)

Em que:
P(1) é o espectro de acao PPD.

A (1) é a absorvancia monocromética média do produto de teste.

Como mostrado, a espectrofotometria apresenta-se como uma técnica
bastante empregada para a determinacdo da fotoprotecdo e seus parametros.
Dentre os artigos analisados, cerca de 82% utilizaram ensaios instrumentais, sendo
que 69% seguiram a metodologia proposta por Mansur et al. (1986) e 31%
basearam-se no método de Diffey e Robson (1989). Essa ferramenta representou
excelente ganho na obtengao dos valores de FPS de filtros solares, em raz&o da sua
rapidez e simplicidade de execucgdo, além da boa correlacdo dos resultados com
testes in vivo (HUPEL et al., 2011;CVETKOVSKA et al., 2017; YANG et al., 2018) e,
ainda, pela possibilidade de utilizacdo de solventes néo téxicos, seguros para 0sS
operadores, reforcando a importancia da quimica analitica verde (CARDOSO, et al.,
2020).

Entretanto, ndo podemos deixar de pontuar as limitacbes dos métodos
espectrofotométricos, principalmente, aquelas relacionadas a fatores extrinsecos.
Esses fatores estdo associados aos diferentes solventes nos quais os filtros solares
sao dissolvidos, a combinacéo e concentracdo dos filtros solares ativos, a interacao
do veiculo com os componentes da formulacdo, ao pH e propriedades reoldgicas, ao
tipo de espectrofotébmetro utilizado e a rugosidade do substrato (RUANO et al., 2016;
KHAN et al., 2018).

O emprego de métodos bioldgicos, principalmente, de culturas de células
dérmicas humanas ou de modelo murino, surge como uma proposta que vem sendo
cada vez mais explorada. Esses métodos ampliam o olhar sobre os danos causados
a pele e como as substancias naturais podem contribuir nesse processo (SCHUCH
et al., 2014). Dentre os trabalhos analisados, 32% utilizaram os métodos biolégicos
in vitro para avaliar a atividade fotoprotetora (POLONINI et al., 2013; ALMEIDA et
al., 2015; BACCARIN et al., 2015; HU et al., 2015;SKROVANKOVA et al., 2015;
PEREZ-SANCHEZ et al., 2016;BACCARIN et al., 2017; GASPARRINI et al., 2017;
BALDIVIA et al., 2018; BATISTA et al., 2018;KOSTYUK et al., 2018; LEFAHAL et al.,
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2018; NUNES et al., 2018; HUBNER et al., 2019; NGOC et al., 2019; SMERILLI et
al., 2019), sendo que 7 desses trabalhos utilizaram tanto os métodos instrumentais
qguanto os métodos biologicos para essa finalidade (SKROVANKOVA et al., 2015;
PEREZ-SANCHEZ et al., 2016; BALDIVIA et al., 2018; FERNANDES et al., 2018;
SILVA et al., 2019; SMERILLI et al., 2019).

Os ensaios bioldgicos empregados, categorizados na Tabela 1, possibilitam
determinar a viabilidade celular, fototoxicidade, genotoxicidade e quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, a partir da exposicdo de células a
diferentes doses de radiacdo UV, por um determinado periodo (LEFAHAL et al.,
2018; RAJNOCHOVA SVOBODOVA et al, 2018).

O estudo desenvolvido por Almeida e colaboradores (2015) demonstrou a
potencial atividade fotoprotetora do extrato hidroetandlico das folhas de Castanea
sativa, devido a sua capacidade antioxidante direta e indireta, que ativa o sistema
antioxidante enddgeno. Para isso, foi realizado o ensaio com o sal brometo de 3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e o corante azul de tripano para avaliar a
viabilidade celular. A acdo protetora do extrato foi calculada a partir da contagem de
células viadveis apds exposicdo aos raios UV-A. A avaliagdo do dano ao DNA foi
observada a partir do numero de microndcleos formados quando as células eram
expostas a radiacdo e também pela quantificacdo da proteina NRF2 e de genes que
codificam a expresséo de enzimas que protegem o corpo de ROS intracelulares.

Bacarin et al. (2017) utilizou uma outra metodologia para avaliar a extenséo
de danos ao DNA celular. O teste Cometa consiste em eletroforese em gel de célula
Unica, na qual as células, ap6s serem expostas a radiacdo UV, sdo lisadas, para
exposicao do material genético, e incubadas em solucdo tampéo alcalina para que
haja o desenrolamento do DNA e a observacao de suas zonas de quebra, a partir da
utilizac&do de solugdes fluorescentes. E determinada, posteriormente, a porcentagem
de DNA em cauda, demonstrando a capacidade de fotoreparo do extrato teste.

Ainda sobre a avaliacdo dos danos ao DNA, Hu e coautores (2015)
observaram a capacidade de fotoreparo dos oxyresveratrol e kuwanon O, isolados
das raizes de Morus australis. Nesse estudo foi constatado que o tratamento prévio
com ambos compostos fendlicos, em queratindcitos epidérmicos humanos,
conseguiram diminuir os niveis de CPDs e 8-OHdG, reduzindo a oxidacdo que o

DNA sofre quando exposto a radiagao UV, resultando na protecdo do material
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genético dessas células. A quantificacdo desses compostos danosos ao DNA foi
realizada por imunoensaio enziméatico.

Inimeras metodologias podem ser utilizadas para a determinacdo da
atividade antioxidante de extratos, utilizando cultura de células que sofreram
irradiacdo UV. Hu e colaboradores (2015) utilizaram o perdxido de hidrogénio como
indutor de ROS e a quantificagcdo de nitrosamina, formada quando queratinécitos
sdo expostos a radiacdo UVA, para a avaliacdo a atividade fotoprotetora. Nos
trabalhos de Svobodova et al. (2018) e Baldivia et al (2018), foi empregado o 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA), indicador da formacdo de ROS.
Também foi quantificado, por espectrofotometria, o nivel de glutationa intracelular a
partir da reagdo com &cido 2,2'-dinitro-5,5"-ditiobenzoico (DTNB) (RAJNOCHOVA
SVOBODOVA et al, 2018).

Os métodos biologicos descritos conseguiram avaliar a capacidade dos ativos
em proteger as células e o DNA contra a radiagdo UV (BACCARIN et al., 2015;
BATISTA et al., 2018). Além disso, possibilitaram a elucidacdo do mecanismo de
protecdo e a influéncia que ROS possuem nos efeitos deletérios para as estruturas
celulares (ALMEIDA et al., 2015).

Entretanto, o desenvolvimento e validacdo de bioensaios envolve diversos
desafios, uma vez que ele visa demonstrar respostas de organismos vivos, a partir
de técnicas in vitro. Dessa forma, para garantir a reprodutibilidade, preciséo e
acuracia é necessario conhecer, detalhadamente, o mecanismo gque envolve e seu
alvo de estudo, para estabelecer os pontos criticos que devem ser avaliados e
controlados no decorrer do processo. Por esse motivo, caracteristicas como:
manutenc¢do da viabilidade da cultura celular, reagentes utilizados, sensibilidade das
técnicas, que envolvem comumente sinais colorimétricos, luminescentes ou
fluoriométricos, devem ser constantemente analisadas (CAMACHO-SANDOVAL et
al., 2018).

6.1.4 Métodos in vitro para avaliagcao da atividade antioxidante

A exposicdo a radiacdo solar € responsavel pela formagdo de RL. A
interacdo entre os raios UV e espécies endogenas cromoéforas como acidos

nucleicos, aminoacidos aromaticos, porfirinas, heme entre outras, geram moléculas
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instaveis e extremamente deletérias como 0os ROS e espécies reativas de nitrogénio
(RON)(RAIJNOCHOVA SVOBODOVA et al., 2018).A Figura 6.1.2 demonstra como

ocorre a formacéo, por exemplo, dos ROS.

02
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Lipide Peroxidation DNA damage  Protein oxidation

Figura 6.1.2: Geracdo de espécies reativas de oxigénio

Fonte: Adaptado do trabalho CHEN; HU; WANG, 2012.

O acumulo dos RL provoca degradacdo de biomoléculas, oxidacdo dos
lipidios presentes nas membranas celulares, indugdo do processo inflamatorio,
imunossupressao, além de danos extensos ao DNA(ALMEIDA et al., 2015), podendo
ocasionar queimaduras, envelhecimento precoce e, no pior dos casos, cancer de
pele, que, embora tenha causa multifatorial, tem na exposicéo excessiva a radiacao
UV um dos fatores agravantes a predisposicdo dessa patologia(BALDIVIA et al.,
2018).

A exposicdo solar é um dos fatores externos que ocasiona a ativacdo do
sistema de defesa da pele formado, principalmente, por enzimas e antioxidantes
endogenos, responsaveis pela protecdo. Um dos primeiros eventos que ocorre apos

a exposicao ao sol é a pigmentacdo da pele. A pigmentacdo acontece porque ha a
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ativacdo melanogénica e de enzimas, como tirosinase e tirosina quinase, as quais
promovem a sintese de melanina. Essa proteina é responsavel pela coloragédo e
protecdo da pele, posto que absorve parte da energia transmitida pelos raios solares
e ativa citocinas proé-inflamatérias que desencadeiam uma cascata de reacfes no
organismo. O processo de pigmentacao da pele é especialmente estimulada apos a
exposicdo a radiacdo UVB, por atingir as camadas mais supefficiais (SILVEIRA et
al., 2013).

Paralelamente a exposicao da pele aos raios UV e a formacéo de RL, ha o
estabelecimento do estresse oxidativo que propicia a producdo e ativacdo de
antioxidantes enzimaticos, como superéxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase, assim como, antioxidantes enddgenos nao-enzimaticos, capazes de
neutralizar ROS e RON, protegendo as células e outras biomoléculas da oxidagéo
(SILVEIRA et al., 2013). Especialmente a glutationa, antioxidante ndo-enzimatico,
consegue inativar os RL pela doacao de elétrons e também é um cofator de varios
antioxidantes endogenos, tornando-se peca-chave para a eficiéncia no processo de
protecdo do organismo (SMERILLI et al., 2019).

A atividade antioxidante pode ser avaliada utilizando metodologias in vitro e
in vivo. Em geral, os testes in vitro avaliam a capacidade de inibicdo de enzimas e a
reducgéo de radicais livres (BALDIVIA et al., 2018).

A Figura 6.1.3 apresenta os ensaios in vitro que foram realizados em 32
estudos selecionados. Por meio destes trabalhos foi possivel identificar os principais
testes in vitro empregados para a determinacdo da acdo antioxidante em produtos
de origem natural, sendo os mais utilizados: radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl-a,a-
diphenyl-bpicrylhydrazyl (DPPH), empregado em 30 estudos analisados (93,8%). O
radical 2,20-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), empregado
em 9 estudos (28,1%).
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= Ensaio de reduc¢éo do radical DPPH
= Ensaio de descoloragéo de cétion
radical ABTS
TAC
ORAC

= Ensaio de peroxidacgao lipidica

A\

= Ensaio de fotoquimiluminescéncia

2
= Ensaio de Fosfomolibdénio

= Ensaio de branqueamento do B-
caroteno

= FRAP

Figura 6.1.3: Frequéncia dos métodos in vitro utilizados em estudos que determinaram a acéo
antioxidante em produtos de origem natural. DPPH: radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl-a, a-
diphenyl-bpicrylhydrazyl; ABTS: radical 2,20-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid;
TAC:Ensaio da Capacidade total antioxidante; ORAC: Ensaio da Capacidade de absor¢céo de radical
de oxigénio; FRAP: Ensaio do poder redutor-antioxidante férrico.

Dentre os estudos analisados, observou-se que 50% utilizaram dois ou mais
métodos associados para a avaliacdo antioxidante. Em geral, o ensaio do radical
DPPH era associado a outro método. De acordo com alguns autores (ALAM,;
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; MANSUR et al., 2016), para a garantia de
resultados mais fiéis quanto a atividade antioxidante é necessario a utilizacdo de
dois ou mais modelos. A comparacdo entre os resultados obtidos melhora a
capacidade de predizer a atividade antioxidante in vitro dos compostos.

Quando se discutem os métodos in vitro que avaliam a capacidade
antioxidante de um composto, podemos encontrar ensaios que se baseiam na
transferéncia de um unico elétron (SET) ou ainda, ensaios que conseguem medir a
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT). Dentro de cada grupo, temos diversos
ensaios que possuem o mesmo mecanismo de acao, diferindo entre si, quanto a sua
cinética de reacao, assim como em relacdo as vantagens e desvantagens que cada
um apresenta. O ensaio SET engloba, a determinacédo do contetdo fendlico total
(TPC), radical livre DPPH, poder antioxidante redutor férrico (FRAP), o ensaio de
reducdo de cobre (CUPRAC) e o radical livre ABTS. J4 o ensaio HAT, abrange os
testes que aferem a capacidade de absorcdo do radical de oxigénio (ORAC), a
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oxidacao de lipideos e o parametro antioxidante de captura total de radicais (TRAP)
(TAN; LIM, 2015).

O ensaio que utiliza o radical DPPH é um método bastante difundido, devido,
principalmente, ao seu baixo custo e rapidez, automatizacdo, reprodutibilidade e
estabilidade. Nesse método, tem-se a reducéo do DPPH, na presenca de um agente
antioxidante, ocasionando uma conversao de cor, do violeta para o amarelo claro, e
sua concentracdo € medida por meio da espectrofotometria (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013). Deste modo, quanto maior for a intensidade da
descoloracéao, maior a atividade antioxidante do agente testado.

No entanto, algumas problematicas sdo encontradas na utilizacdo dessa
metodologia. O uso de concentracdes variadas de DPPH, incubacado, volume de
amostra, sistemas de solventes e interferéncia do pH na determinacdo da
concentracéo inibitoria para atingir 50% do efeito maximo (IC50), além da tendéncia
nao linear entre a concentracdo de antioxidante e DPPH com a eliminacdo de ROS,
sdo problemas que podem ocorrer. Para isso, € necessario que haja padronizacao
dessas condicbes para garantir a precisdo do teste. De acordo com Tan e
Lim(2015), condi¢Bes que podem contornar algumas dessas probleméticas seriam a
utilizagédo de 50 uM de DPPH; ambiente com pouca luz ou ao abrigo da luz; metanol
como solvente para amostras menos polares ou metanol tamponado para aquelas
mais polares; o padrdo recomentado é o acido ascorbico por ter um cinética de
reacao similar ao DPPH.

Em estudo feito por Mansur e colaboradores (2016), foi apontado uma outra
limitagdo para o ensaio do DPPH. Esse ensaio, em geral, ndo € realizado para
avaliar a atividade antioxidante de uma formulacdo, uma vez que, nem todos 0s
componentes da formulacdo serdo completamente solubilizados e, dessa forma,
interfeririam nas medi¢gBes espectrofotométricas. Portanto, seu uso fica mais restrito
a analise de compostos isolados.

O método que utiliza o radical ABTS é similar ao teste feito com o DPPH. O
ABTS é oxidado por radicais peroxil ou outros oxidantes, na presenca de peréxido
de hidrogénio, gerando um radical intensamente colorido, o qual € determinado por
espectrofotometria (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009). Esse radical apresenta
algumas vantagens, a exemplo da solubilidade em solventes agquosos e organicos,
ampliando a possibilidade de avaliar compostos lipofilicos e hidrofilicos; tem

estabilidade em ampla faixa de pH e ndo é afetado por forcas idnicas. Porém, este
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método apresenta algumas limitacdes, entre elas a demora em alcancar o ponto final
da reac&o que ocorre entre o radical e o produto teste, gerando muitas vezes valores
da capacidade antioxidante inferiores e falseados; esse método deve ser, quase
sempre, associado a outros meétodos, pois ndo consegue quantificar com preciséo a
capacidade antioxidante sozinho, visto que nao considera as taxas de reacao
(KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009; TAN; LIM, 2015).

A capacidade dos compostos fendlicos em reduzir completamente os ions
de ferro € utilizada no ensaio Ferric Reducing-Antioxidant Power (FRAP), para
estimar a atividade antioxidante. Neste ensaio, € usado o complexo amarelo férrico
de tripiridiltriazina (Fe (Ill) -TPTZ), o qual sofre reducédo, formando o complexo azul
ferroso de tripiridiltriazina (Fe (Il) -TPTZ). A partir da coloracdo azul que é observada,
emprega-se a espectrofotometria para quantificar o poder de reducdo. O FRAP tem
como vantagens, a simplicidade, rapidez, baixo custo, robustez e a possibilidade de
automacao. Entretanto, problemas como, a quelacdo desses complexos quando é
utilizado extratos de alimentos e a taxa reacional lenta, a qual resulta em reacdes
incompletas, podem ocorrer e limitar o poder antioxidante de determinada
substancia (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

O ensaio de fotoquimiluminescéncia fundamenta-se na geracdo do radical
livre superdxido, a partir da excitacdo 6ptica de um fotossensibilizador, como por
exemplo o luminol. Esse teste tem como vantagens a nédo utilizacdo de um agente
oxidante e de altas temperaturas para gerar radicais livres, é rapido e bastante
sensivel. No entanto, existe uma baixa correlacdo dos seus resultados com outros
ensaios como, por exemplo, ORAC e FRAP, além de dificuldade de interpretacéo
dos resultados, por ndo se ter conhecimento do mecanismo reacional completo
(KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009). Esses fatores, podem justificar sua baixa
utilizac@o na pratica laboratorial, conforme demonstra esta revisao.

O teste de branqueamento do B-caroteno tem como mecanismo a inibicéo
da descoloracdo de carotenoides, quando exposto a luz ou devido a presenca
radicais peroxil. Nesse teste o acido linoleico é oxidado pelos radicais livres
presentes no meio, estimulado pelo 2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH) ou peroxido de hidrogénio. Os subprodutos formados iniciam a autoxidagao
do B-caroteno (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). Este é um método rapido e
com uma abordagem cinética que elava a precisdo na triagem de agentes

antioxidantes, porém, a descoloragao do [3-caroteno pode acontecer por varias vias
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e dificultar a interpretacdo dos resultados. Desse modo, tem-se buscado utilizar o
carotenoide crocina, que tem absorvancia extremamente forte na faixa do visivel e
sofre branqueamento apenas sob o ataque deperoxil (KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009).

Outra forma de avaliar quantitativamente a capacidade antioxidante de um
composto natural € o teste do complexo de fosfomolibdénio. Esse método baseia-se
na reducdo do molibdénio, em pH acido, formando um complexo verde, fosfato de
molibdénio, mensurado por espectroscopia UV (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN,
2013). Devido a sua simplicidade e aos reagentes baratos, esse método torna-se
uma alternativa para avaliacdo da capacidade antioxidante total (PRIETO; PINEDA,
AGUILAR, 1999).

6.1.5 Resultados e discussao

A radiacdo UV consegue penetrar na pele humana em diferentes
proporcdes, dependendo do seu comprimento de onda e energia. Sabe-se que 95-
99% dos raios que atingem a pele séo do tipo UV-A, o qual tem maior capacidade de
penetracdo nas células (RAJNOCHOVA SVOBODOVA et al., 2018). A radiagdo UV-
A é capaz de gerar mais estresse oxidativo e causar dez vezes mais a peroxidacao
lipidica (COSTA et al., 2015), induzir a formacdo de dimeros de pirimidina de
ciclobutano (CPDs) na camada basal e o acumulo de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina
(8-OHdG), sendo potencialmente capaz de gerar danos genéticos e mutacdes nas
camadas mais profundas da epiderme (HU et al., 2015). E também nessa regiéo
energética que os filtros solares demonstram maior instabilidade (COSTA et al.,
2015).

Os raios UV-B atingem principalmente as camadas mais superficiais da pele,
sua penetracdo é menor, se comparado aos fotons UV-A, no entanto, sdo mais
deletérios, passiveis de causar, além de queimaduras solares e inflamacéo,
alteracdes no ciclo celular, provocando o surgimento de cancer (BACCARIN et al.,
2015). Quanto aos raios UV-C, em sua grande maioria, sdo absorvidos pela camada
de ozébnio e, portanto, ndo atingem a terra (HU et al., 2015).

Desse modo, de acordo com os estudos in vitro selecionados, apresentados

nos Quadros 6.1.1 e 6.1.2, foi possivel observar que as atividades fotoprotetora e
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antioxidante dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a concentragdo de
fendlicos totais e os tipos de compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais.

Estruturalmente, essas atividades biolégicas dos compostos fendlicos, cuja
estrutura basica é demonstrada na Figura 6.1.4, relacionam-se com o alto peso
molecular e alto grau de hidroxilagdo no anel aromético, influenciam nos resultados
obtidos, pois relacionam-se com a capacidade de doar elétrons e poder antioxidante
(BALDIVIA et al., 2018).

OH

Figura 6.1.4: Estrutura quimica basica dos compostos fendlicos

Nesse cenario, 0s extratos naturais elencados no Quadro 6.1.2, com funcéo
de protecdo solar e antioxidante, apresentaram elevadas concentracfes desses
compostos (SOUSA et al, 2012; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013;
FIGUEIREDO et al., 2014; COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2016; BACCARIN et al.,
2017; BALDISSOROTTO et al., 2018; BALDIVIA et al., 2018; KHAN et al., 2018;
RAJNOCHOVA SVOBODOVA et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019; CEFALI et al,
2019; HUBNER et al., 2019; SMERILLI et al., 2019; WROBLEWSKA et al, 2019;
LIMA; SOUZA; LIMA, 2020) e, consequentemente, maiores valores de FPS. Sendo
gue entre esses estudos citados, constatou-se que 82% dos extratos, também

apresentaram acao antioxidante, associada a fotoprotecao.



Quadro 6.1.1: Ensaios bioloégicos empregados na avaliagdo da atividade fotoprotetora de extratos vegetais.
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: Tipo/dose N
Amostras I_,lnhagem (.je de Fotoprotecao/Viabilidade Genotoxicidade Outras atividades Referéncia
células/murino . - celular
irradiacao
Extrato das folhas de Queratindcitos UV-A Ensaio de sal de tetrazdlio; | Ensaio de bloqueio i (ALMEIDA et al.,
Castanea sativa humanos (HaCaT) 0.5mJ/cm? Corante de tripano microndcleo 2015)
. . Queratindcitos uUv-B Ensaio de sal de tetrazélio;
Oleo de Sirgr?gttsrge Punica humanos (HaCaT) 90-200 Ensaio de absorcéo de Ensaio do cometa - (B'gfcz'%?g\)l et
9 Fibroblastos (3T3) mJ/cm? vermelho X
Células Nivel ROS (H.DCFDA)*;
Extrato aquoso de mononucleares do _ Ensaio de sal de tetrazélio i Avaliacdo da membrana (BALDIVIA et
Stryphnodendronadstringens sanaue periférico mitocondrial; al., 2018)
guep Atividade da caspase-3
Determinagédo do 8-
Oxyresveratrol e kuwanon O Queratindcitos UV-A Ensaio C(eCIICCgJSr;tmg Kit-8 &%iﬁ;g%;iigii P(;c;(il_iuggo %euzr%ﬁclgdgé'gg (HU; CHEN;
a partir Morus australis humanos (HaCaT) | 4.32 J/cm? , i poriz Lz neag WANG, 2015)
CPDs; Expressao nitrosamina.
do p53
Nivel de ROS "
= L UV-A . ~ (RAIJNOCHOVA
Preparacgéo da silimiarina e . i Ensaio de absorcao de . (H2.DCFDA)*; A
silibin AlaelaEioe 63 120 vermelho neutro SEETD ElEE Nivel de GHS intracelular; SUOIEIOIDIONTA,
Jicm o et al., 2018)
Atividade da caspase-3
Melandcitos UV-A e UV-
Extrato do rizoma eDIdérmicos B Ensaio de sal de tetrazélio ) Nivel de IL-1a** TNF-a*** (SILVEIRA et
Rheumrhaponticum E 75-1200mJ Quantificagdo da a-MSH ’ al., 2013)
umanos em?
Extrato de Cultura de UV-A 0,7 —
Holomitriopsislaevifolia e Salmonella. 20 mJ / cm2 - - Photo-Ames test (FeEI;N AéngsE)S
Leucobryum sp. Typhimurium de !’
Cultura de UV-A
Extrato de Sanioniauncinata Salmonella. 0,04-6,5 - - Photo-Ames test (FERNANDES
. . et al., 2017)
Typhimurium J/icm2
Ensaio de apoptose;
Extrato metandlico de . UVA CRMES VETER SHeE NIVE 62 (RO (EENIMOMD | nammmrey
; Fibroblasto humano exposicdo das células ao - Orange Reagent);
Fragaria X ananassa, Duch 275 kJ / m2 . et al., 2017)
UV-A por 60 min Taxa de consumo de
oxigénio
UV-A p S .
Oleaeuropaea L. Cultura de -2.-1 Células viaveis apds
; 20Jm ‘s e , (SILVA et al.,
Polypodiumleucotomos Saccharomyces exposicao das células ao - -
- UVv-B 1,2 . 2019)
Resveratrol cerevisiae Im 2L UV por 140 min
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64

UV-B Atividade de MPO;
Extrato do epicarpo Fibroblasto humano 0.060 — Ensaio de absorcéo de i Teste GHS; (FIGUEIREDO
daGarcinia brasiliensis ' 2 vermelho neutro Determinacao da IL-1B e et al., 2014)
0,500J/cm s
TNF-a
Extrato deMelissaOfficinalis, Queratinocitos Uv-B Ensaio cometa; (PEREZ-
800 -1200J/ . - . ~ - SANCHEZ et
L humanos (HaCaT) 2 Ensaio de sal de tetrazoélio Ativagdo H,AX
m al., 2016)
Células renais de
embrido humano "
Flavonoides: Apigenina, (HEK-293); UV-B 10 - ~ . . . (ELE
3 : 1 : 2 Coloragédo azul de tripano Ensaio cometa; - FORERO et al.,
Naringenina e Pinocembrin Cepas de 1000J/ m 2019)
Escherichia coli
(PQ37)
Queratindcitos PrestoBlue; coloracéo
Polifendis isolados humanos %va_;\]u:/ﬁ fluorescente laranja de i i (KOSTYUK et
imortalizados e ’ 2 acridina e etidio al., 2018)
; —-6J/cm?)
normais brometo

*2 ' 7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato; ** Alfa-Interleutina-1; ***Fator de necrose tumoral alfa.

Quadro 6.1.2: Relagcdo das amostras analisadas contendo compostos fendlicos que apresentaram acao fotoprotetora e antioxidante a partir de métodos

instrumentais utilizados na literatura.

Amostras Solvente _C:omgo;tos Principais efeitos** Métodos Referéncia
fitoquimicos
Nepheliumlappaceum L. Etanol + Agua Flgr;%?ﬁéies FS Método de Mansur (MOTA et al., 2020)

Campomanesiaguazumifolia;

Campomanesiaxanthocarpa;

Campomanesiaadamantium;
Campomanesiasessiliflora.

< Flavonoides . . (CATELAN et al.,
Etanol + Agua Compostos fendlicos FS Método de Diffey e Robson 2019)

Método de Diffey e Robson; (HUBNER et al., 2019)

Vitisvinifera L. Etanol + Agua Flavonoides FS; A DPPH
Propolis vermelha Etanol + Agua Flavonoides FN; A Método deAl\/EI;"ill_nSsur; DPPH, (ALMEIDA et al., 2019)
. . (PERMANA et al.,
Propolis vermelha Etanol + Agua Flavonoides FN; A HEEDD d.e Mfimsgrl I.DPPH' 2020)
peroxidacéo lipidica
Amora Etanol + Agua Flavonoides FN; A Método de DDSLEK e Robson; (CEFALI et al., 2019)

Framboesa
Capnophyllumperegrinum (L.) Metanol Flavonoides FN; A Método de Mansur; (LEFAHAL et al., 2018)
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Compostos fenolicos

DPPH, ABTS, FRAP e Teste de
Fosfomolibdénio

Etanol . Método de Diffey e Robson;
Moringa oleifera Agua Compostos fentlicos A DPPH, ORAC, FRAP e (BALDISSEROTTO et
Flavonoides A AR al., 2018)
Metanol Fotoquimiluminescéncia
. . Betacaroteno ) Método de Mansur; DPPH, <
Elaeis guineenses J. - Compostos fendlicos FN; A ABTS (DAL PRA et al., 2017)
Schinusterebinthifolius R. Etanol + Agua Compostos fenolicos FN; A Método d.e M"i‘”s‘.”i DPPH, (BULLA et al., 2015)
peroxidacdo lipidica
Marcetiataxifolia Etanol Flavonoides FN; A Método de Mansur; DPPH (COSTA et al., 2015)
Psidiumguajava Etanol + Agua Compostos f_enollcos FS: A Método de Diffey e Robson; (MILANI et al., 2018)
Flavonoides DPPH.
Etanol
- . Szl . Compostos fenolicos Método de Mansur; DPPH (OLIVEIRA et al
Encholiriumspectabile Acetato de etila . FN; A . ~ ’ "
H Flavonoides peroxidacéo lipidica 2013)
exano
Cloroférmio
. . < Compostos fendlicos . . . (ORLANDA, J.F.F,
EuphorbiatirucalliL. Etanol + Agua Flavonoides FN; A Método de Mansur; DPPH VALE, 2015)
Compostos fenolicos . . :
Schinopsis brasiliensis E. Etanol Flavonoides FN; A Método d_e Mgns_ur’, DPPH' (LIMA-SARAIVA et al.,
Tani peroxidacéo lipidica, 2017)
aninos
Spondias purparea L. Compostos f_enollcos FN; A Método de Mansur; DPPH (SILVA et al., 2016)
Metanol Flavonoides
- Método de Mansur;
Spondias purptrea L. Hexano Clmlposios [Eclizes A DPPH, ABTS, FRAP e Teste de | (ALMEIDA et al., 2017)
Flavonoides M
Fosfomolibdénio
Baccharisantioguensis Metanol Flavonoides EN: A Método de Diffey e Robson; (MEJIA-GIRALDO et
q Acetato de etila ’ DPPH; peroxidacéo lipidica al., 2016)
Sorbustorminalis Metanol Compostos fenoélicos A LIP AEi?I;?diE:rOX'dagao (OLSZEWSKA, 2011)
Chusqueabambusoides;
Chusquea_capnullﬂore.\; Etanol + Agua Flavonoides . Método de Diffey e Robson; (\NROBLEWSKA etal.,
Aulonemiaaristulata; ) FS; A
o Compostos fendlicos DPPH 2019)
Chusgueameyeriana;
Merostachys pluriflora.
L o Agua .
Holomitriopsislaevifolia; Metanol Compostos fenollcos EN: FS: A Método de Mansur: DPPH (FERNANDES et al.,
Leucobryum sp. Etanol Flavonoides 2018)
Sanioniauncinata Etanol Compostos fenolicos FN; FS; A Método de Mansur; DPPH (FERNANDES etal.,

Etanol + Agua

Flavonoides

2017)
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Metanol
Anélogos sintéticos do i e . . . (POLONINI et al.,
Resveratrol Polifendis FN Método de Diffey e Robson 2013)
Boerhaviadiffusal.; . . . . (LIMA; SOUSA,; LIMA,
Momordicacharantia L. Etanol Compostos fenolicos FN; A Método de Mansur; DPPH 2020)
. . Alcaloides, A .
SRR VNI Etanol + Agua Flavonoides FN; A Metod%g%Mansur, (RAMOS et al., 2020)
Terpenos
Anibacanelilla;
Brosimumacutifolium;
Dalbergia monetaria; < . . Método de Diffey e Robson;
Caesalpiniapyramidalis; Etanol + Agua Flavonoides FN*; A DPPU (MARTINS et al., 2016)
Arrabidaea chica;
Aspidospermanitidum
. Polifenois Método de Mansur; (GASPARRINI et al.,
ARz S DL izl Flavonoides 3 ABTS;FRAP; DPPH 2017)
Flavonoides
Polifendis isolados ) Estllbengs_ EN: A Método dt_e leiey e ,R_obson; (STEVANATO et al.,
Derivados acido peroxidacéo lipidica 2013)
hidroxicindmico
Oleaeuropaea L. e . : .
Polypodiumleucotomos - Filzlc\)/lgﬁgi?:ilzs FS; A Método de DDIIDﬁlfz € Robson; (SILVA et al., 2019)
Resveratrol
Garcinia brasiliensis Etanol FIavon0|de§. A DPPH (FIGUEIREDO et al.,
Compostos fendlicos ) 20;4)
Melissa Officinalis, L - Compostos fenolicos A ABTS; ORAC (PEREj'SQ)hllgr AL
Resveratrol
i Chalcone
Polifendis isolados - Acido trg_ns-l_:erullco FN Método de Mansur (KOSTYUK etal.,
Silibinin 2018)
Taxifolin
Verbascoside
Flavonoides isolados - Ap'ge“'“"’! FN Método de Mansur (AR SOIRIERO
Pinocembrin al., 2019)
Amburana cearenses;
Aspidosperma cuspa;
Aspidospermapyrifolium; . ’ .
Crotonsonderianus: Etanol Compostos fendlicos EN: A Método de Diffey e Robson (NUNES et al., 2018)

Curatella americana;
Dimorphandragardneriana;
Lippiamicrophylla;

Flavonoides

DPPH
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Lueheapaniculata
Subprodutos dos gréos de café - FIavon0|de§_ FS Método de Diffey e Robson (MARTO et al., 2016)
Compostos fenolicos
Bauhiniamicrostachya var. Agua + acetona . .
massambabensis Vaz Agua + Etanol Flavonoides FS Método de Mansur (MANSUR et al., 2016)
Etanol Taninos L
Byrsonimasericea Aqua Heterésides digitalicos - Método de Mansur LOUCHARD;
9 9 GONCALVES, 2015)
. Método deDiffey e Robson
. . < Flavonoides . (BALDISSEROTTO et
Moringa oleifera Agua Compostos fenélicos FN; A DHHP, _ORA_C, FRiAP,_ al., 2018)
fotoquimioluminescéncia

Legenda: N&o relatado (n.r.), filtro UV natural (FN), antioxidante (A), fotoprotegéo sinérgica (FS).

*Apenas o extrato Dalbergia monetéria apresentou FPS igual ou superior a 6,0.

**Q critério utilizado na classificacdo da atividade fotoprotetora foi baseado no que e preconizado pelo FDA, na qual determina que o FPS 2 como valor
minimo para um filtro solar em produtos acabados (16). Desse modo, os trabalhos que tiveram extratos com FPS igual ou maior que 2, foram considerados
Filtros UV naturais (FN), aqueles que tiveram a capacidade de incrementar o FPS na presenca de um filtro solar sintético foram considerados como
apresentando Fotoprote¢do Sinérgica (FS).
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Dentre os principais grupos de compostos fendlicos, é&cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos, lignanos e taninos, observa-se em sua estrutura basica, um
anel aromatico contendo uma ou mais hidroxilas (STEVANATO et al., 2013) (Figura
6.1.5). Tem sido constantemente levantada a hipotese que a capacidade
antioxidante dos fendlicos esta diretamente relacionada com o niumero de hidroxilas
livres (KASOTE et al.,, 2015). Nessa perspectiva, espera-se que compostos com

maior capacidade de doar elétrons, apresentem maior atividade antioxidante.

OH
(6] OH
AN
HO (6] HO \

OH (b)
o§ OH
HO OH
HO OH
0 (‘)‘(d) OH @
H3C/

Figura 6.1.5: Estrutura quimica bésica dos &cidos fendlicos (a), flavonoides (b), estilbenos (c),
lignanos (d) e taninos (e).

Para Stevanato e coautores (2013), ao avaliar a acao fotoprotetora dos
estilbenos, flavonoides e derivados do acido hidroxicinamico, além da alta
capacidade de absorcdo UV desses compostos, as diferencas na estrutura
molecular e na massa, corroboram com diferentes valores de absorvancia molar e
comprimento de onda méaximo, confirmando que essas caracteristicas devem ser
levadas em consideracdo ao determinar a eficacia da molécula em proteger ou néo
a pele da luz solar.

Diferentemente, alguns extratos contendo compostos fendlicos em sua
composicdo ou ainda, que apresentaram capacidade de absor¢cdo UV, nao tiveram

atividade fotoprotetora significativa. Foram encontrados 3 trabalhos (8,3%)
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(GONCALVES., 2015; MEDINA; LOUCHARD, 2015; BALDISSOROTTO et al., 2018;
RAMOS et al., 2020), nos quais 0s extratos botanicos ndo conseguiram alcancar
FPS maior que 6,0, tendo baixo potencial como filtros solares naturais. Segundo
Ramos e colaboradores (2020), a intensidade de protecédo solar que um extrato pode
oferecer, depende da quantidade de grupos croméforos, do intervalo de absorcao,
da concentragdo e comprimento de onda. Isso justifica o fato de que nem todos os
extratos que possuem compostos fendlicos em sua composicdo apresentam boa
atividade fotoprotetora.

Foi observado que 28% dos trabalhos selecionados apresentaram extratos
vegetais com capacidade de incrementar a acao fotoprotetora (STEVANATO et al.,
2013; ORLANDA; VALE, 2015; MARTO et al., 2016; CVETKOVSKA et al., 2017;
KOSTYUK et al., 2018; MILANI et al., 2018; HUBNER et al., 2019; SMERILLI et al.,
2019; MOTA et al., 2020). Esse incremento foi evidenciado a partir do aumento do
FPS, quando os extratos foram associados aos filtros solares sintéticos. Isso esta
relacionado efeito sinérgico de muitos compostos naturais, sendo uma proposta
interessante a ser explorada.

Diante da perspectiva de desenvolvimento de produtos voltados a
fotoprotecao tdpica, € possivel identificar problematicas no que diz respeito a
garantia da eficacia de um fotoprotetor. Segundo Baldisseretto et al. (2018), embora
os filtros solares sejam Uteis, eles ndo conseguem proteger a pele de modo integral
e, sugere ainda, que as causas para iSSO Sd0 a incorreta aplicacdo, a protecao
incompleta e a toxicidade de filtros sintéticos. Assim, durante o desenvolvimento do
produto fotoprotetor, deve-se atentar a questdes relacionadas ao surgimento de
sensibilizacdo dérmica, fotoirritacdo, fotoestabilidade e compatibilidade de filtros
solares, que séo problemas que afetam diretamente na aceitabilidade do produto por
parte do consumidor e, consequentemente, sua utilizacdo adequada, além da sua
eficiéncia (BACCARIN et al., 2015; FERNANDES et al., 2018; HUBNER et al., 2019).

Outra questdo relevante, refere-se a fotoestabilidade que é de grande
importancia, pois além de delinear a eficacia da agédo requerida, ela mensura,
também, a seguranca dos filtros solares, posto que a instabilidade reduz a
capacidade de fotoprotecéo e pode gerar compostos de degradagcédo com potencial
de toxicidade. Um exemplo é o ButylMethoxydibenzoylmethane, filtro orgéanico
sintético UV-A, considerado instavel, pois € degradado em aproximadamente 50 a

90% apos 60 minutos de exposicao aos raios UV (HUBNER et al., 2019), sofrendo
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tautomerizacdo e, em consequéncia, perdendo sua eficicia, para além de gerar
produtos da fotodegradacdo (WROBLEWSKA et al, 2019).

Sendo assim, ao avaliar os meétodos empregados na avaliacdo das
atividades de fotoprotecdo e antioxidante, observa-se meétodos tradicionalmente
aplicados, os quais apresentam limitagbes que ja foram estabelecidas ao longo do
tempo. No entanto, ainda existe a necessidade de estudos que aumentem a
performance dessas técnicas, que estabelecam sua correlagdo com métodos in vivo,
pois isso garante maior precisdo, exatiddo e reprodutibilidade, que validem os
resultados encontrado, podendo representar um avango nos requisitos de registros
de produtos fotoprotetores.

Ao passo que, os modelos bioldgicos podem ser considerados alternativas
para presumir in vitro, de forma mais detalhada e consistente, o que ocorre a nivel
biologico, visto que é possivel identificar e tracar mecanismos de acdo das
substéancias. Portanto, a associacdo de métodos instrumentais e biologicos deve ser

estimulada, a fim de aumentar a qualidade das analises realizadas.

6.1.6 Conclusao

A partir dos estudos analisados, conclui-se que os compostos fendlicos, em
especial os flavonoides, apresentam relacdo direta com a fotoprotecdo, ao passo
que, plantas e frutos que possuem elevadas concentracbes destes compostos
podem promover protecdo contra os danos causados pelos raios ultravioleta. A
utilizacao de produtos naturais, ricos em substancias antioxidantes e fotoprotetoras,
revela-se uma estratégia interessante para reduzir a dependéncia de filtros solares
sintéticos.

A utilizacdo de métodos instrumentais, baseados nos principios da
absorvancia e transmitancia molecular, deve ser bastante encorajada, pois
apresenta correlacdo in vivo e permite realizar a triagem de filtros solares,
economizando tempo e recursos.

Ja a utilizagdo de meétodos biologicos € uma alternativa pertinente para avaliar
os efeitos mais profundos que a radiagdo UV pode desencadear na pele humana,
uma vez que permite avaliar os danos ao DNA, a viabilidade celular e a inativagéao

ou ativacdo de enzimas relacionadas ao mecanismo da apoptose entre outros
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aspectos, que somados aos dados obtidos com a utilizacdo dos métodos
instrumentais de avaliagao da fotoprotecédo e da atividade antioxidante, conseguem
predizer as atividades biolégicas e identificar possiveis compostos naturais que
podem ser empregados na industria cosmética e farmacéutica como filtros solares,

antioxidantes e até antitumorais.
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6.2 Avaliacao da atividade fotoprotetora in vitro de formulagéo
cosmética contendo extrato alcodlico do epicarpo do fruto da
Spondias tuberosa

6.2.1 Introducéo

O espectro de radiacdo ultravioleta (UV) que incide na Terra é dividida em
UV-C (100 — 280 nm), UV-B (280 — 315 nm) e UV-A (315 — 400 nm). Sua interacao
com a pele desprotegida provoca danos superficiais, como queimaduras solares e
bronzeamento ou até mesmo o cancer e o estresse oxidativo, decorrente das
alteracbes do DNA e formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(NISHIKAWA, 2012; AMBROSIO, 2019; MOTA et al., 2019).

A fotoprotecdo pode ser considerada uma alternativa profilatica e terapéutica
contra os efeitos nocivos das radiacfes, visto que 0s protetores solares conseguem
absorver ou refletir os raios UV, diminuindo os danos causados a pele (BALOGH et
al., 2011; SEIXAS, 2014).

Para a avaliacdo da eficacia da fotoprotecdo em formulacdes cosméticas é
adotado mundialmente o Fator de Protecdo Solar (FPS). Esse parametro determina,
in vivo, a quantidade de energia necessaria para ocasionar eritema em uma pele
desprotegida e protegida e, posteriormente, calcula-se sua razdo, gerando um
resultado numérico. No entanto, métodos alternativos, como o desenvolvido por
Mansur (1986), que demonstra boa correlagcdo in vivo, tém sido utilizados para
triagem de filtros solares (WROBESKA et al., 2019).

Estrategicamente, a industria cosmética tem buscado melhorar aspectos
referentes a seguranca e eficacia de protetores solares, a partir da utilizacdo de
compostos organicos naturais, capazes de absorver radiacdo UV e que,
adicionalmente, apresentem propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias. Dessa
forma, produtos naturais contendo compostos fendlicos tém sido utilizados com a
finalidade combater os danos causados pelos raios UV (DAL'BELO, 2008;
GREGORIS et al., 2013; FIGUEIREDO et al.,2014; COSTA, 2015; HUBNNER et al.,
2019).

Nessa perspectiva, a partir da caracterizacdo fitoquimica descrita em alguns
estudos, foi observado no fruto da Spondias tuberosa valores significativos de

antocianinas, flavonoides, carotenoides e acido ascdrbico, conferindo-lhe um alto
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poder antioxidante e agdo na reducdo dos danos causados pela radiacdo solar
(RUFINO et al., 2010; COSTA et al., 2015; ZERAIK et al., 2016; SOUZA; CAMPOS,
2017; CORDEIRO et al., 2018; DIAS et al., 2018).

Sendo assim, o presente trabalho buscou avaliar, in vitro, a capacidade
fotoprotetora de formulacdes contendo extratos alcodlicos do epicarpo da Spondias
tuberosa, estimar o incremento do fator de protecao solar, quando adicionado filtros
solares quimicos e avaliar a estabilidade das formulacbes fotoprotetoras

desenvolvidas.

6.2.2 Material e métodos

Os frutos da S. tuberosa foram coletados em uma fazenda situada no
municipio de Helidpolis-BA, no més de fevereiro de 2020, periodo onde ocorre a
maturacado dos frutos. A identificacdo botanica foi feita por meio da comparagcdo com
os dados descritos na literatura especializada. Foram selecionados os frutos com
tegumento integro, verdes e maduros, e sem sinais de contaminacdo ou
deterioracdo. Esses foram lavados com agua corrente e descascados. As cascas

foram secas estufa com circulacdo de ar, em temperatura de 40°C por 72h.

6.2.2.1 Preparo dos extratos a partir do epicarpo da Spondias
tuberosa

As cascas secas passaram por trés ciclos de maceracao de 48 horas cada,
usando etanol absoluto como solvente extrator. Apds cada ciclo, o sistema foi filtrado
e acrescido mais solvente extrator. No final dos trés ciclos, os extratos obtidos foram
combinados, formando uma sé amostra, a qual foi concentrada em evaporador
rotativo a 45 °C, sob vacuo (MOTA et al., 2019).

6.2.2.2 Determinacéo de compostos fendlicos totais (TPC)

Foram preparadas solu¢des-padrédo de acido gélico nas concentragdes: 10,
20, 30, 40, 50,100 e 200 pg mL™, com 10 mL cada, para a construcdo da curva
padrao (Figura 5.2). A partir da equacéo da reta foi calculada a concentracdo de
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fendlicos no extrato de umbu, expresso em mg equivalente de acido galico por g de
extrato (GAE g™).

Uma aliquota de 0,5 mL do extrato metandlico de umbu (1 mg/mL) foi
adicionada em 7,9 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (0,2
mol L™Y). A solucdo obtida foi deixada em repouso por 4 minutos em ambiente
escuro. Posteriormente, foram acrescentados 2,25 mL da solugdo de carbonato de
sodio a 7,5% (m/v) sob agitacdo. Em seguida, a solucéo foi mantida por 20 minutos
a 50 °C no banho aquecido. As amostras contendo extrato de umbu e as solu¢cdes-
padrdo de acido galico foram submetidas ao mesmo processo descrito. Apos isso,
procederam-se as leituras das amostras em espectrofotometro UV-Vis (FEMTO 700
Plus) no comprimento de onda 765 nm (MOTA, 2021).

6.2.2.3 Determinacao do teor de flavonoides totais

Foram produzidas soluc¢des contendo 2 mL de cloreto de aluminio (AICIl3) a
2% em metanol e 2 mL do extrato diluido em metanol na concentracdo de 1,0 mg
mL™. Apés 60 minutos no escuro, em temperatura ambiente, procedeu-se com a
leitura da absorvancia da amostra, em triplicata, em espectrofotometro UV-Vis
(FEMTO 700 Plus), no comprimento de onda de 420 nm. O branco utilizado para
calibracdo foi uma solucédo contendo 2 mL de metanol e 2 mL cloreto de aluminio.
Os dados foram expressos em mg de equivalente a quercetina por g do extrato seco
(QE g™ (SILVA et al. 20186).

6.2.2.4 Desenvolvimento de formula¢cdes cosméticas

Foram produzidas 9 formulagdes, sendo que: a formulagcdo F1 continha
apenas a emulséo base; na F2 foi acrescentado o 4-metoxicinamato de 2-etilhexila
ou ethylhexylmethoxycinnamate (EHMC) a 5%; na F3 foi adicionado o Salicilato de
homomentila a 8%; as formula¢gdes F4, F5 e F6 foram acrescidas 0,125%, 0,25% e
0,5% de extrato etandlico de umbu em contracbes crescente de fendlicos totais,
respectivamente; jA F7, F8 e F9 além do extrato de umbu nas concentracdes
supracitadas, continham 5% de EHMC. Os dados quantitativos e qualitativos das

formulacbes se encontram descritos na Tabela 5.1.
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Para o preparo das emulsdes, pesaram-se todos os componentes da Fase B
e da Fase A em béqueres diferentes. Ambos foram submetidos ao aquecimento até
uma temperatura de 70 °C, para fusdo dos componentes sdlidos. Ainda sob agitacao
constante, a Fase B foi vertida, lentamente, sobre a Fase A, obtendo-se a emulséo.
Depois, procedeu-se a incorporagdo dos extratos e filtros solares sintéticos as
emulsdes (Fase C). As amostras foram acondicionadas em recipientes adequados e

identificadas.

6.2.2.5 Avaliacao da estabilidade preliminar das formulagbes
cosmeéticas

A estabilidade preliminar foi determinada a partir do estresse térmico e ciclo
gelo/degelo. Assim, para realizacdo do estresse térmico, 10g de cada formulacdo
acondicionadas em frascos de polietileno incolor, foram dispostas em banho
termostatizado. Realizou-se a elevacao da temperatura de 10 em 10 °C, iniciando a
40 °C e terminando em 80 °C, mantendo-se por trinta minutos em cada temperatura
(NISHIKAWA,2012).

As mesmas amostras foram submetidas ao ciclo gelo/degelo, na qual foi
determinado ciclos de 24 horas na estufa a 45 + 2 ° C e 24 horas no freezera -5 + 2
°C, durante 12 dias (6 ciclos).

Ao final de cada teste, as amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor e odor) e classificadas de acordo com o Quadro 2
(BRASIL, 2008; BABY, 2007; NISHIKAWA,2012).

6.2.2.6 Determinacao do Fator de Protecéo Solar (FPS) in vitro

O Fator de protecao solar foi determinado de acordo com a metodologia in
vitro proposta por Mansur e colaboradores (1986). 1g de cada formulacdo foram
diluidas em 5 mL etanol, obtendo uma solugdo com concentragéo final de 0,2 mg
mL™. As absorvancias das solu¢des preparadas foram determinadas na faixa de 290
a 320 nm, com intervalos de 5 nm, sendo feitas trés determinagfes para cada
comprimento de onda. Como branco foi adotado o etanol. O célculo do FPS foi feito

por meio da Equacéo (2) e Tabela 5.2
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FPS = FC.Y320EE(A).1(1) . Abs(D) Equacio (2)

Em que:

FC = Fator de Correcéo estimado a partir da amostra que contém 8% de Salicilato de Homomentila.
EE(A) = Efeito eritematégeno da radiagdo solar a cada comprimento de onda (A);

I (A\) = Intensidade da radiag¢ao solar a cada comprimento de onda (A);

Abs (M) = Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugdo da amostra a cada comprimento de
onda (A)

Tabela 6.2.1: Ponderagcéo empregada no célculo do FPS segundo Método de Mansur.

Comprimento EE x|

de onda (nm) | (normalizado)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: MANSUR, 1986.

6.2.3 Resultados e discussao

6.2.3.3 Avaliacédo do conteudo de fendlicos e flavonoides totais
por espectrofotometria

Estudos fitoquimicos realizados com diversas partes do fruto da Spondias
tuberosa revelam a presenca diversos compostos bioativos, principalmente, os
fendlicos e flavonoides (SILVA, 2012).

Neste trabalho, a quantificacdo de fendlicos e flavonoides totais foi obtida por
meio da analise espectrofotomeétrica, utilizando reagentes especificos que interagem
com esses compostos e formam complexos coloridos, os quais sédo lidos em
comprimento de onda especifico (RESENDE, 2010). Foram utilizadas as curvas de
calibracdo do acido galico e da quercetina para o calculo de concentracdo dessas
substancias.

O teor médio obtido de fendlicos e flavonoides totais no extrato etandlico do

epicarpo do umbu foram apresentados na Tabela 6.2.2, sendo observado que o teor
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de fendlicos foi superior, porém préoximo do que foi relatado por Costa et al. (2015),
mas o valor de flavonoides totais foi 10 vezes maior ao comparar com esse mesmo
estudo.

No estudo de Costa e colaboradores, foram utilizados frutos coletados em
regido de caatinga entre os meses de dezembro e janeiro, no estagio de maturagéo
maduro, e procederam a extracdo com o auxilio do banho de ultrassom, utilizando
como solvente solucédo hidroalcéolica (etanol: agua, 80:20, v/v). Deste modo, ao
analisar os residuos do umbu, foi determinado 776 mg de GAE 100 g* + 3,38 de
fendlicos e 52 mg de QE 100 g™+ 0,45 de flavonoides, o que equivalem a 7,7 mg
GAE/g e 0,52 mg/g, respectivamente (COSTA et al., 2015).

Tablela 6.2.2: Determinagéo do contetdo de fendlicos e flavonoides totais no extrato de umbu 1mg
mL™.

Conteudo Concentragéo
Flavonoides totais 5,143+ 0,179 mg QE g™
Fendlicos totais 10,951 + 0,842 mg GAE g™

No entanto, Ribeiro et al. (2019), utilizando amostras frescas, coletadas na
regido de semiarido, as quais foram liofilizadas, reduzido o tamanho das particulas e
0 processo extrativo foi realizado com acetona 70% por 30 minutos sob agitacao,
seguido por filtracdo, obteve valor de fendlicos totais 6 vezes menor (1,775 mg GAE
g*) do que o presente trabalho.

Assim, ao analisar-se os resultados encontrados nos diferentes estudos
apresentados, € importante atentar-se as diferencas entre as condi¢des inerentes ao
local de coleta, preparo das amostras, bem como aquelas especificas dos processos
extracdo. Segundo Akula e Ravishankar (2011), carateristicas abibticas, como
condicbes do solo, clima e época de colheita, impactam na concentracdo de
metabolitos secundario, sendo necessario cautela ao estabelecer comparacbes
guantitativas entre estudos.

De acordo com Mota et al. (2020), a escolha do método de extracdo e as
condi¢cdes em que esse processo é realizado, como solvente, tempo e temperatura,

podem interferir na concentracéo de bioativos nos frutos.
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O estudo realizado por Dias et al. (2018) reforca o impacto do método de
extracdo e da polaridade do solvente utilizado. No trabalho desses pesquisadores
foram observadas alteracfes nos teores de fendlicos presentes na semente do
umbu empregando diferentes métodos extrativos. Foram utilizados: o soxhlet (SOX),
a extracdo por fluido supercritico utilizando dioxido de carbono (SFE-CO,) e
ultrassom assistido (UEA). O teor de fendlicos variou de 2,5 mg GAE g™ empregando
a SFE-CO, a 76,0 mg GAE g para UEA. Além disso, constatou-se que solventes
mais apolares como hexano, tiveram resultados menores de TPC ao comparar com
0 uso de etanol, devido as caracteristicas polares das substancias presentes na

semente do umbu.

2.2.3.2 Avaliacdo da estabilidade preliminar das formulacdes
contendo extrato de Spondias tuberosa

Os estudos de estabilidade tém por finalidade garantir a seguranca e
efetividade dos produtos inseridos no mercado durante o seu prazo de validade. Tal
como, traz informacbes importantes sobre o comportamento de excipientes e
matérias-primas empregadas, tornando o processo de sele¢cdo dos componentes de
formulacdes mais assertivo (MAIA, 2012).

Assim, a estabilidade torna-se um parametro que permite qualificar os
produtos frente a avaliacdo das carateristicas organolépticas e fisico-quimicas das
substéancias por determinado periodo (BRASIL, 2004).

Neste estudo foram desenvolvidas nove formula¢des, demonstradas na
Figura 6.2.1, que apresentaram colora¢des variaveis, do branco ao verde escuro, em
funcdo da concentracdo de extrato utilizada. Todas as formula¢cdes se apresentaram
como emulsbes cremosas viscosas, com brilho, odor frutado e aspecto homogéneo,
exceto as formulagbes F7, F8 e F9, nas quais foi perceptivel pontos mais escuros,
decorrentes da dificuldade de incorporacao completa do extrato.

Nessa perspectiva, ao submeter as amostras a condigbes com extrema
variacdo de temperatura para realizacdo dos ensaios, observou-se que nenhuma
das formulagcbes apresentou alteracdes nas caracteristicas organolépticas, conforme
demonstra a Quadro 6.2.1, além disso, nenhuma mudanca na consisténcia aparente

e sinais de separacao de fases foi constatado.
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Figura 6.2.1: Aspectos das formulagfes desenvolvidas apds 24h de preparo.

Quadro 6.2.1: Testes realizados para avaliar a estabilidade acelerada das formula¢des F1 a F9.

Avaliacs Caracteristicas Formulacaes
vallacoes organolépticas ¢
F1L | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 |F7 |F8 |F9
Aspecto N N N N N N N N N
Estresse Cor NI N | N|N N| N|N | N |N
térmico
Odor N N N N N N N N N
Aspecto N N N N N N N N N
Ciclo Cor NIl N | N|N N| N|N | N |N
gelo/degelo
Odor N N N N N N N N N

N = normal, sem alteracdes quanto ao aspecto.

2.2.3.3 Analise da atividade fotoprotetora in vitro

Devido da importancia da S. tuberosa para a medicina popular, somado aos
escassos estudos cientificos sobre suas atividades, buscou-se investigar seu
potencial fotoprotetor por meio do método de Mansur (1989). Esse método, baseia-
se na capacidade que algumas substancias possuem em absorver a radiagédo UV,
em determinado intervalo de comprimento de onda, sendo um importante meio para

estimar o fator de protecdo solar de formulacdes topicas.
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Os compostos fendlicos, entre eles os flavonoides, sado substancias facilmente
encontradas em plantas nativas da regido da Caatinga, nas quais desempenham a
atividade de fotoprotecdo. Essas substancias tém demonstrado potencial efeito anti-
inflamatorio e antioxidante, com capacidade imunomoduladora e protetora do DNA,
devido a inibicAio de mediadores inflamatérios induzidos pela radiacdo UV
(ANDRADRE et al., 2019).

Neste trabalho, todas as formulagcdes cosméticas desenvolvidas foram
testadas quanto ao seu potencial fotoprotetor na faixa UV-B. Os resultados estédo
expressos na Figura 6.2.2. Os valores de absorvancia obtidos por meio da leitura no
espectrofotometro no comprimento de onda de 290 a 320 nm, foram confrontados
estatisticamente pela anélise de variancia, ANOVA.

Como resultado obteve-se o p-valor de 1,044 x 10, demonstrando que
existem diferencas significativas entre os FPS das formula¢bes testadas, no nivel de
significancia de 5% de confianca, a excecdo de F1 e F4, que ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa para seus FPS (p=0,7902). Entre as
formulacbes contendo somente o extrato, F4, F5 e F6, e o extrato com o filtro
quimico, F7, F8 e F9, a andlise estatistica apresentou p-valores menores que 0,05
(3,007 x 10°° e 3,926 x 10°®, respectivamente), comprovando, também, a rejeicdo da

hip6tese de efeitos ativos com a variacdo da concentracéo do extrato natural.
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Figura 6.2.2: Valores do FPS obtidos para cada formulacdo desenvolvida.
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De acordo com a Figura 6.2.2, as formulagcbes contendo apenas o extrato do
umbu nas concentragdes 0,125%, 0,25% e 0,5% de fendlicos totais, tiveram valores
de FPS inferiores a 2,0. O Food and Drug Administration (FDA) determina que cada
filtro solar adicionado ao produto final deve apresentar um FPS néo inferior a 2,
sendo que o produto final deve ter um FPS ndo inferior ao nimero de filtros solares
utilizados multiplicado por 2 (FDA, 2019).

No entanto, segundo as disposi¢cdes contidas na Resolucdo da Diretoria
Colegiada da Anvisa, RDC n° 30, de 1 de junho de 2012, para a comercializacdo de
fotoprotetores no pais, esses devem possuir um FPS minimo de 6,0 e o valor do
Fator de Protecao UV-A (FPUVA) deve corresponder a, no minimo, 1/3 do valor do
FPS (BRASIL, 2012).

E possivel afirmar, portanto, a necessidade de altas concentracbes de
polifendis para que a preparacdo de creme solar a base de extrato natural, utilizado
de forma isolada numa preparagdo cosmeética, tenha um desempenho fotoprotetor
desejavel (MOTA, 2020).

Trabalho semelhante foi realizado por Andrade et al. (2019), que avaliou a
capacidade fotoprotetora de 15 espécies de plantas encontradas na caatinga
pernambucana. entre elas o epicarpo de Spondias tuberosa, seco em temperatura
ambiente, moido e submetido a maceracdo com 80% de etanol. Entretanto, ao
analisar o extrato bruto, empregando a metodologia de Mansur (1986), foi
determinado FPS de 7,22 + 0,36. O conteudo de fendlicos totais foi de 452,56 + 29,3
mg TAE g* e o teor de flavonoides n&o foi detectado, utilizando a rutina como
padrdao. Como explicitado anteriormente, diferencas na selecéo do solvente utilizado
podem interferir de forma quali-quantitativa nos compostos extraidos. Além disso,
caracteristicas geograficas, relacionadas ao clima, tempo de colheita e a regido de
coleta, devido a disponibilidade de nutrientes disponiveis, também interferem na
concentracdo dos metabdlitos secundarios.

Analisando ainda os resultados expostos na Figura 6.2.2, observa-se que 0s
valores de FPS alcancados nas formulagfes F7, F8 e F9, as quais contém o extrato
e o filtro sintético EHMC, apontam para o possivel efeito sinérgico existente. Assim,
esse fato por resultar em uma alternativa para reduzir a concentracdo do filtro
organico quando associado a polifendis na formulacdo. Tal reducédo € positiva,
posto que pode reduzir custos de producdo e potencial efeito toxico dos filtros

solares sintéticos.



88

De acordo com os resultados de Wroblewska et al. (2019), o aumento do
FPS ou efeito sinérgico apresentando ao associar o extrato de bamboo com filtros
organicos (Octydimethyl PABA, Avobenzone e ethylhexylmethoxycinnamate
[EHMC]), foi decorrente da presenca de polifendis que possuem a capacidade de
aumentar a fotoestabilidade dos filtros solares, absorver a radiacdo solar e pela
atividade antioxidante, complementando a fotoprotecéo.

Corroborando com o exposto, o estudo de Hubner et al. (2019) sugere que o
sinergismo entre flavonoides e filtros UV € capaz de reduzir a formacdo de
fotoprodutos deletérios, potencializando a fotoprotecdo fornecida. Esses
fotoprodutos sdo formados a partir da tautomerizacdo que alguns filtros sintéticos
como, Avobenzone e EHMC (WROBLEWSKA, et al., 2019).

E valido ressaltar, que nesse estudo nio foi observado um aumento
proporcional no FPS ao aumentar a concentracdo de fendlicos do extrato, pois a
amostra F9 que muito embora tivesse maior conteido de fendlicos, teve valor
menor de FPS ao ser comparada com a F8.

Assim, quando se compara a formulacdo F2, que contém apenas 5% de
EHMC, e apresenta um FPS proximo a 8,0, em relacédo a formulacdo F8, na qual foi
adicionado o extrato de umbu a 0,25%, houve um aumento 162% no FPS.

O EHMC é um filtro quimico pertencente da classe dos cinamatos que
absorve radiac6es na banda do UV-B, com absor¢cdo maxima de 310 nm (LOPES;
CRUZ; BATISTA, 2012). A FDA limita seu uso em uma formulacao de protetor solar
a um maximo de 7,5% (p/p) e nessa concentracdo o FPS varia de 6,4 a 13,3,
dependendo dos componentes da formulacdo utilizados (MOTA, 2020). Dessa
maneira, para aumentar o FPS do protetor solar € necessario acrescentar outros
filtros solares. O Quadro 6.2.2 apresenta valores de FPS que podem ser obtidos ao

utilizar mistura de filtros solares sintéticos em uma formulacdo de protetor solar.

Quadro 6.2.2: Valores de FPS obtidos utilizando uma mistura de filtros solares sintéticos.

Filtros solares Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Ethylhexylmethoxycinnamate
(EHMC) 5% X X X X
Salicilato de etil-hexila (EHS) 5% X X X

Octocrileno (OC) 10% X X
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Salicilato de homomentila (HSM) X
15%
9,8 20,1 24,4
FPS (Taxa % de aumento) 7.9 (24%) (154%) (209%)

Fonte: BASF, 2021.

Esta pesquisa mostrou que a combinacdo de extrato de umbu a 0,25% de
fendlico totais com 5% de EHMC pode melhorar os valores de FPS desse produto
em cerca de 162% (F8, Figura 6.2.2). Deste modo, para alcancar resultados
semelhantes ao que foi encontrado neste estudo, seria necessario combinar os
seguintes filtros solares com suas respectivas concentra¢cdes: EHMC (5%) com
EHS (5%) e OCR (10%), condizente aos valores da amostra 3, expresso no Quadro
6.2.2.

Portanto, é valido ressaltar que uso do extrato de umbu associado ao filtro
EHMC pode permitir a reducdo do custo de producdo do protetor solar, a
minimizacédo dos riscos de toxicidade e irritacdo cutanea sintéticos e diminuicdo dos
impactos ambientais que o descarte inadequado que filtros solares sintéticos
desencadeia (HUBNER et al., 2019).

6.2.4 Conclusao

A maioria das formulacdes de filtro solar disponiveis comercialmente nao
fornece protecdo, principalmente contra efeitos considerados crbnicos, como
envelhecimento da pele e fotocarcinogénese. Por isso, a industria cosmética tem
investido na utilizacdo de extratos vegetais ricos em fendlicos compostos, como
taninos e flavonoides, proporcionando maior protecao.

Sendo assim, 0 extrato etandlico da Spondias tuberosa apresentou teor de
fendlicos e flavonoides totais superiores a de outros estudos realizados, porém, valor
de Fator de Prote¢édo Solar (FPS) menor que o valor minimo preconizado (FPS 2)
pelas Agéncias regulatorias.

Entretanto, a associacao do extrato, em diferentes concentracdes de fendlicos
totais, as formulacbes F7, F8 e F9, que continham octylmethxycinnamate,
apresentaram incremento significativo em cerca de 162% do FPS, uma vez que

compostos fendlicos contribuem no aumento da fotoestabilidade de filtros solares,
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além de absorver parte da radiacdo UV e possuir atividade antioxidante, cooperando
para o aumento da atividade fotoprotetora.

Por fim, o possivel efeito sinérgico observado ao empregar o extrato do
epicarpo do umbu associado ao EHMC reforca a necessidade de novos ampliar o
estudo e demonstra a potencialidade de utilizagdo extratos naturais em formulacdes

fotoprotetoras, provenientes de residuos de frutas.
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7 DISCUSSAO GERAL

Diversos estudos tém mostrado a relacdo prejudicial decorrente da exposicao
da pele desprotegida a radiacdo ultravioleta. Por isso, estudos concentram-se em
buscar alternativas para eliminar ou minimizar o0s eventos inflamatorios,
imunossupressores e genotoxicos causados. Por conseguinte, a utilizacdo de
fotoprotetores contendo extratos naturais tém sido cada vez mais explorada devido
aos bons resultados demonstrados.

A revisao sistematica da literatura apresentada, permitiu avaliar e discutir 0s
métodos in vitro, instrumentais ou modelos biolégicos, empregados para determinar
a atividade fotoprotetora e antioxidante de compostos fendlicos.

Nessa perspectiva, métodos tradicionalmente consagrados que empregaram
a espectrofotometria, como os métodos de Mansur et al. (1986) e de Diffey e
Robson (1989), tiveram limitacbes estabelecidas ao longo do tempo, mas que
apresentam boa correlacdo com os métodos in vivo e, por isso, sdo frequentemente
empregados nos testes de triagem para a avaliacao das atividades de fotoprotecéo.

Similarmente, diante da necessidade de incrementar as analises e se
aproximar dos processos que ocorrem ha pele apdés a exposicdo solar, a
comunidade cientifica passou a valer-se de modelos biol6gicos, como cultura de
células e bactérias, com intuito de identificar e tracar mecanismos de acao das
substancias que sao produzidas. Entretanto, 0 emprego dessas técnicas in vitro
também requer validacdo, sendo um dos pontos criticos para seu amplo emprego.

A atuacdo dos compostos fendlicos na protecao contra os radicais livres,
formados apds exposicdo aos raios solares, e sua capacidade de absorvé-los
relaciona-se com a configuracdo estrutural da molécula. A partir dos trabalhos
publicados na literatura constatou-se que o alto peso molecular e alto grau de
hidroxilagdo no anel aromatico influenciam na obtencdo de diferentes valores de
absorvancia molar e comprimento de onda maximo de diferentes extratos, assim
como o numero de hidroxilas livres influencia na sua atividade antioxidante
(STEVANATO et al., 2013; KASOTE et al., 2015; BALDIVIA et al., 2018).

No umbu, fruta nativa do Nordeste brasileiro, em especial no bioma
Caatinga, foi identificado a partir de estudos fitoquimicos e cromatograficos,
diferentes compostos fendlicos. Ao analisar o contetdo fenélico e flavonoide totais

do extrato alcodlico obtido do epicarpo do umbu foi quantificado, respectivamente,
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10,951 + 0,842 mg GAE g* e 5,143 + 0,179 mg QE g™. Os valores encontrados sdo
proximos a alguns estudos da literatura (COSTA et al.,2015; RIBEIRO et al., 2019).

A variacdo nos resultados relacionados ao teor de metabdlitos secundarios
estd intrinsecamente relacionada as condicdoes de coleta e metodologias
empregadas no preparo, extragao e a quantificacdo propriamente dita do extrato. A
comparacao desses valores, nos estudos avaliados, com os resultados adquiridos
no extrato do epicarpo do umbu, sugere que o local de coleta, a época de colheita, a
preparacdo da amostra para 0 processo extrativo e o solvente extrator usado
possuem influéncia na quantificagéo fitoquimica presente.

Na avaliagdo da atividade fotoprotetora foi verificado que nenhuma das
formulacdes contendo o extrato do umbu com diferentes concentracdes de fendlicos
totais obtiveram resultados relevantes (FPS igual ou superior a 2). No entanto, foi
observada a capacidade do extrato do fruto da S. tuberosa de incrementar a acéo
fotoprotetora quando associado ao filtro solar sintético (EHMC), havendo um
aumento 162% no FPS.

Nesse quesito, foi observado resultados similares em trabalhos presentes na
revisdo de literatura, que utilizaram outros extratos e também obtiveram incremento
no FPS (CVETKOVSKA et al., 2017; HUBNER et al., 2019; KOSTYUK et al., 2018;
MARTO et al., 2016; MILANI et al., 2018; MOTA et al, 2020; ORLANDA, J.F.F, VALE
V.V., 2015; SMERILLI et al., 2019; STEVANATO et al., 2013).

O efeito sinérgico evidenciado pode ser resultante da acao de polifenéis, os
quais tornam os filtros solares sintéticos mais fotoestaveis, além de serem capazes
de absorver parte da radiacdo solar e propiciar a atividade antioxidante (HUBNNER
et al., 2019; WROBESKA et al., 2019).

Dessa forma, além da potencializacdo da fotoprotecdo fornecida pelo
emprego do filtro solar sintético e pelo extrato do umbu, existe também uma reducao
na concentracao de filtros utilizados, uma vez que, seria necessaria a associagcao de
3 filtros solares sintéticos para obter o valor FPS proximo ao que foi encontrado

neste estudo.
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8 CONCLUSOES

O impacto que o cancer de pele vem causando na saude publica mundial, a
partir dos dados analisados, revelam a necessidade de se criar meios que auxiliem
na reducdo do numero de mortes, assim como no numero de pessoas acometidas
por essa doenca.

Nesse sentido, a fotoprotecdo como sendo a medida profilatica mais efetiva
contra o desenvolvimento de cancer de pele, tem evoluido na tentativa de melhoria
da seguranca e da eficiéncia dos filtros solares, para atender as demandas do
mercado global. Dentre as estratégias adotadas, destaca-se 0 uso de extratos
naturais ricos em compostos fendlicos.

Essas substancias caracterizam-se pela presenca de anel fendélico, no qual o
namero de hidroxilas correlaciona-se a capacidade antioxidante, assim como, a
presenca de cromoforos na estrutura permite absorver a radiacdo UV-Vis em
diferentes comprimentos de onda, similarmente aos filtros organicos. Dessa forma, o
presente estudo possibilitou quantificar os fendlicos e flavonoides totais no extrato
alcodlico do pericarpo do umbu, paralelamente, avaliar o potencial fotoprotetor de
formulac6es cosméticas contendo esse extrato.

A variacdo observada nos teores de fendlicos e flavonoides totais em
diferentes estudos, devido aos fatores abibticos ou escolhas no processo de
extracao, revelam a dificuldade em comparar e padronizar uma concentracao 6tima
para que se tenha atividade biol6gica evidenciada. Em suma, € necessario haver
altas concentracfes de polifendis, assim como, avaliar a quantidade de grupos
cromoforos, o intervalo de absorcdo e o comprimento de onda.

Nessa perspectiva, o extrato do fruto da S. tuberosa ndo apresentou atividade
fotoprotetora quando utilizado de forma isolada nas formulagbes desenvolvidas.
Entretanto, foi observado um efeito sinérgico ao adicionar filtro solar sintético
organico, Ethylhexylmethoxycinnamate - EHMC, promovendo um aumento
consideravel do FPS. Este fato, revela-se louvavel, pois, reduz a necessidade de
maiores concentracdes de filtros sintéticos e, consequentemente, minimiza o risco
de irritacdo cutanea e toxicidade; promove diminuicdo no impacto ambiental devido
ao descarte inadequado desses filtros; e reduz a subutilizacdo das cascas do umbu,

gue teriam uma finalidade mais sustentavel.
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