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RESUMO

O céancer de pele corresponde a um problema de saude publica, associada a morte
de milhares de pessoas todos os anos. Apesar deste contexto, € uma doenca que
pode ser prevenida de diversas formas; sendo a principal delas, através dos habitos
de vida do individuo e uso de filtros solares. Estes possuem em sua composicao
inimeras substancias capazes de impedir ou amenizar a incidéncia dos raios
ultravioletas na pele, uma vez que sao danosos aos tecidos humanos. Por se tratar
de um produto de uso continuo, € importante perpetuar os estudos nesta area e buscar
novas substancias que sejam capazes de proteger a pele frente a radiacdo. Uma fonte
de compostos inovadores sao os produtos naturais, dentre eles, destaca-se a espécie
arbustiva Fridericia platyphylla, que corresponde a uma planta caracteristica do
cerrado, utilizada na medicina popular para litiase renal e que ja possui bioatividades
comprovadas, como atividade anti-inflamatoria e antiparasitaria. Nessa perspectiva o
presente estudo teve como objetivo caracterizar o extrato bruto de um érgao vegetal
nunca explorado anteriormente, as flores de F. platyphylla, bem como seu potencial
fotoprotetor. O extrato passou por analises em cromatografia de camada delgada e
UPLC-ESI-QqTOF-MS onde foi possivel constatar a presengca de compostos
fendlicos, como chalconas e flavonoides diméricos; para o potencial antioxidante foi
encontrado o ICso de 0,66957 mg/mL e um fator de protecao solar (FPS) préximo de
15. Quanto a avaliacdo da estabilidade fisico-quimica, a formulacdo estudada
mostrou-se instavel, sendo importante perpetuar os estudos nesta area, uma vez que
a amostra estudada se mostrou biologicamente ativa, sendo imprescindivel buscar

uma base adequado para a mesma.

Palavras-chave: Radiacao UV; Filtros Solares; Antioxidante.



ABSTRACT

Skin cancer is a public health problem associated with the deaths of thousands of
people every year. Despite this context, it is a disease that can be prevented in several
ways; being the main one of them, through the habits of life of the individual and use
of solar filters. These have in their composition numerous substances capable of
preventing or mitigating the incidence of ultraviolet rays in the skin, since they are
harmful to human tissues. Because it is a product of continuous use, it is important to
perpetuate the studies in this area and to look for new substances that are able to
protect the skin against radiation. A source of innovative compounds are the natural
products, among them the shrub Fridericia platyphylla, which corresponds to a plant
characteristic of the cerrado, used in popular medicine for renal lithiasis and that
already has proven bioactivities, such as anti-inflammatory activity and antiparasitic. In
this perspective the present study aimed to characterize the crude extract of a
previously unexplored plant organ, the flowers of F. platyphylla, as well as its
photoprotective potential. The extract was analyzed by thin-layer chromatography and
UPLC-ESI-QqTOF-MS where it was possible to verify the presence of phenolic
compounds, such as chalcones and dimeric flavonoids; for the antioxidant potential,
the IC 50 of 0.66957 mg / mL and a sun protection factor (SPF) of around 15 were
found. Regarding the evaluation of the physicochemical stability, the formulation
studied was unstable and it is important to perpetuate the studies in this area, since
the studied sample was biologically active, being essential to seek a suitable base for
it.

Keywords: UV radiation; Solar Filters; Antioxidant
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1. INTRODUCAO

A pele, por ser um 6rgao externo, sempre sofre exposi¢des aos raios ultravioletas
(UV). A longo prazo, esse contato direto pode levar a uma série de consequéncias
nocivas a saude, como o cancer de pele. O cancer corresponde a uma patologia
resultante de fatores ambientais, genéticos e habitos de vida (POPIM, 2008). Segundo
o Instituto Nacional do Céancer (INCA, 2018), “cancer é o nome dado a um conjunto
de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células,
que invadem tecidos e 6rgaos” e para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600
mil casos novos de cancer, para cada ano (INCA, 2017).

Entre as suas diversas formas de manifestagdo, existe o cancer de pele néo-
melanoma que, para cada ano do biénio de 2018-2019, estimou-se cerca de 85.170
casos novos de cancer de pele nao melanoma entre homens e 80.410 nas mulheres
(INCA, 2017). Apesar de ndo ser a forma mais agressiva da doenga, € a mais
frequente no Brasil, principalmente devido ao clima tropical do pais e a exposicéo
prolongada ao sol pela populacao (PIRES, C. 2017).

A prevencao do cancer de pele deve-se a diminuicdo da exposicao prolongada
ao sol e mudancas de habitos de vida, como o uso de filtros solares diariamente, por
exemplo (SANTOS; SOBRINHO; DE OLIVEIRA, 2018).

Os filtros solares, também chamados fotoprotetores, tém como objetivo diminuir
a incidéncia de radiagdo solar na pele, visando prevenir os danos causados pelos
raios ultravioletas (UV) (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Embora os filtros solares
possuam compostos quimicos que trabalham para bloquear, ou pelo menos, diminuir
a incidéncia dos raios solares sobre a pele, essa protecao nao € total, podendo levar
a fotocarcinogénese (SOUZA; CAMPOS; PACKER, 2013).

As plantas apresentam em sua composicdo substancias que se mostram
biologicamente fotoprotetoras; geralmente representadas pelos compostos fendlicos,
como os flavonoides. Segundo a literatura (SOUZA, 2005), sabe-se que a
concentracao de flavonoides presentes em um 6rgao vegetal é considerada um fator
imprescindivel para a prote¢ao da planta contra radiagdo UV. Além disso, estudos a
respeito da utilizacdo de plantas atuando junto aos filtros solares, sinergicamente; na
intencdo de aumentar o fator de protecao solar (FPS) e, por consequéncia, proteger a
pele de sofrer estresse oxidativo, ja estdo sendo realizados e tém se mostrado
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promissores (OLIVEIRA-JUNIOR, 2017). Assim, tém-se buscado meios de melhorar
a performance destes produtos, sendo uma boa alternativa a utilizagdo de principios
ativos de fontes naturais, principalmente os extratos vegetais.

1.1. JUSTIFICATIVA
Considerando que Fridericia platyphylla L. (sin. Arrabidaea brachypoda DC.)
apresenta, comprovadamente, alto teor de compostos fendlicos (DA ROCHA, 2011),
buscou-se avaliar a atividade fotoprotetora do extrato das flores incorporado em uma
base de emulsao O/A e que apresente fator de protecdo minimamente exigido com
seguranga e eficacia, além de servir como uma fonte estimuladora para transformar a
pesquisa cientifica da quimica de produtos naturais em resultados inovadores e Uteis

para a sociedade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1, Produtos naturais e fotoprotecao

A radiacao UV corresponde a um aspecto importante a ser considerando quando
se trata de problemas relacionados a pele. Ela é responsavel por causar desde
queimaduras leves ao cancer, a radiacado UV € um dos poucos fatores possiveis de
se controlar (SBD, 2019).

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2019), a principal forma de
evitar este tipo de doencas € através da utilizacao de filtros solares. Os filtros devem
conter um amplo espectro de protecdo, que inclua também os raios UVA e UVB
(Figura 1). Os raios UVA sé&o os principais responsaveis pelo fotoenvelhecimento e
pelo cancer da pele, enquanto a radiagdo UVB € responsavel pelas queimaduras
solares e pela vermelhidao, principalmente em pessoas de fototipo baixo (SBD, 2019).

Desta forma, € importante contar com a busca incessavel por novos compostos
que sejam capazes de promover a fotoprotecdo. E uma das maiores e mais ricas

fontes desses compostos sdo os produtos naturais, especialmente as plantas.
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Figura 1. Representagéo da radiacdo UV
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Fonte: ISIC (2019).
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Tém-se descrito que Proserpio, em 1976, foi um dos primeiros a relatarem a
utilizacdo de produtos naturais como fonte de compostos fotoprotetores (DA SILVA;
LOPES, 2018). Desde entao, as buscas nesta area se amplificaram e atualmente tém-
se conhecimento de diversas espécies vegetais que apresentam este tipo de
propriedade.

No Brasil, hda uma variedade de vegetag¢des que abrange milhares de espécies.
Dentre estas, Andrade et al (2017) descreveu Anaxagorea dolichocarpa (“paixinho”),
Fusaea longifolia (“envira”) e Xylopia langsdorffiana (“pimenteira-da-terra”) que se
mostraram como excelentes fontes de compostos fendlicos com potencial FPS. Além
destes, ha relatos acerca da importante atividade fotoprotetora do extrato vegetal
Punica granatum L. (“roma”) (DA SILVA; LOPES, 2018); Aniba canelilla (HBK) (“pau-
precioso”) (DA FONSECA JUNIOR; ALBUQUERQUE; DA SILVA, 2017) e Ocimum
gratissimum L. (“alfavaca”) (ORLANDA; BIANCA, 2018).

Desta forma, pode-se comprovar que ha relatos que justifiquem a utilizacao de
plantas como importante fonte de substancias capazes induzir a fotoprotecéo.
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2.2. Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae €& composta por 120 géneros e 800 espécies
(NOGUEIRA, 2015) de plantas arbustivas, arbéreas e trepadeiras (PAULETTI et al,
2004). Ja é descrito que a familia Binoniaceae apresenta em sua composicao,
metabdlitos secundarios como lignanas, flavonoides, iriddides, triterpenos, xantonas,
naftoquinonas, acidos cindmicos e benzoicos e seus derivados (NOGUEIRA, 2015)
que compdem a base para diversas bioatividades ja reconhecidas e estudadas.

Sabe-se que as plantas desta familia se situam em diversos habitats do territério
brasileiro, desde a Mata Atlantica até o Cerrado, sendo, portanto, amplamente
encontrada no pais. Além de ser utilizada em diversos ramos, sendo o principal deles
na construgao civil e carpintaria. (PAULETTI, et al, 2004). As plantas mais exploradas
no Brasil, sdo as do género Fridericia (sin. Arrabidaea).

2.3. Género Fridericia (sin. Arrabidaea)

O g¢énero Fridericia (sin. Arrabidaea) corresponde a um representante
expressivo da familia Bignoniaceae que apresentam uma série de caracteristicas
quimicas e biolégicas importantes para a ciéncia em produtos naturais, sendo
“constituida principalmente por lianas de gavinhas simples e em menor numero por
arbusto. As folhas séo bi ou trifolioladas com campos de glandulas, nos nds. Possui
capsula linear, achatada, geralmente lisa, com replo e septo caracteristico” (SINGER,
2007).

Na medicina popular, espécies do género Fridericia sao utilizadas para diversos
fins terapéuticos como adstringentes, tratamentos de inflamagdes, além de possuir
propriedades antimicrobianas e antitumorais (DA ROCHA, 2014). Apesar de ser muito
utilizada, ha poucos estudos que descrevam suas particularidades quimicas, sendo

isto, fundamental para a caracterizacao de uma espécie.

2.4. Espécie Fridericia platyphylla L. (sin. Arrabidaea brachypoda DC.)
Fridericia platyphylla (Cham.) L.G. Lohmann (sin. Arrabidaea brachypoda DC.)
(Figura 2), conhecida popularmente como “cipé-una”, é uma espécie do género
Fridericia (Tabela 1) e corresponde a uma planta arbustiva (Figura 3), caracteristica
no cerrado brasileiro, utilizada comumente para o tratamento de artrite e litiase renal
(RESENDE, 2017).


https://scholar.google.com.br/citations?user=i6SIQFMAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Tabela 1. Taxonomia da planta

Reino Plantae
Superdivisao Spermatophyta
Diviséo Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Scrophulariales
Familia Bignoniaceae
Género Fridericia
Espécie Fridericia platyphylla

Fonte: Rocha (2013).

De acordo com Rozzato (2012) a “Fridericia é caracterizada pela inflorescéncia
em panicula ou tirso multifloro, embora possam ser diagnosticadas espécies com

racemos paucifloros. Suas flores tém corola résea a roxa (Figura 4 e Figura 5),
raramente alva”.

Figura 2. Exsicata de Fridericia platyphylla L.

Fonte: Gentry (1991).
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Figura 3. Fotografias de flores (A) e frutos maduros (B) de Fridericia platyphytlla L.

(A) (B)
Fonte: Rocha et al (2013)

Figura 4.Flores de Fridericia platyphytlla L.

Fonte: Autor (2019).

Ha estudos que relatam informagdes acerca da estrutura dos érgaos vegetais.
Segundo estes dados,

as folhas sao unifolioladas, oblongo-elipticas de disposi¢cao oposta cruzada
(Fig. 6.1). A inflorescéncia terminal ou lateral é tirséide com muitas flores
dispostas em unidades de floragao dicasiais (Fig. 6.1). As flores possuem
célice cupular, truncado, 5-denticulado (Fig. 6.1); a corola é campanulada, de
coloragdo rosea com a face interna do lado posterior do tubo branca (Fig.
6.1); as anteras sdo ditecas e divaricadas (Fig. 6.3. A); o estaminddio é
vestigial (Fig. 6.3. B); o disco nectarifero é anelar; o ovario é cilindrico e
lepidoto (Fig. 6.3. C). A cépsula é linear comprimida paralelamente ao septo,
sublenhosa com presenca de replo (Fig. 6.2); as sementes sao finas, aladas,
membranaceas e hialinas (SINGER, 2007).


https://scholar.google.com.br/citations?user=i6SIQFMAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Figura 5.Caracteristicas da espécie Fridericia platyphylla

Fonte: Singer (2007).
Sabe-se que a espécie possui bioatividades importantes como anti-inflamatéria
e antinociceptiva, ja cientificamente comprovadas (RESENDE, 2017). Além disso,
tém-se descrito relatos acerca de sua atividade antiviral, antifingica e antiparasitaria
(NOGUEIRA, 2015).
Segundo Da Rocha (2011), “os estudos fitoquimicos anteriores desta planta
mostraram a presenca dos flavonoides (Figura 7) (5,4’-di-hidroxi-7-metoxiflavona,

luteolina, carajuruflavona, apigenina, escutelarina e isoescutelarina)”.

Figura 6. Estruturas de flavonoides encontradas na espécie Fridericia platyphylla L.
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Fonte: Autor (2019).


https://scholar.google.com.br/citations?user=i6SIQFMAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Por apresentar em sua composicdo uma concentracdo e variedade de
metabdlitos secundarios do tipo flavonoides, ela possibilita exibir uma bioatividade
direcionada a fotoprotecdo, uma vez que se tém descrito a relacdo entre a presenca

destes compostos e sua capacidade de absorver raios UV (SOUZA et al, 2005).

2.5. Flavonoides
Os flavonoides sao estruturas formadas a partir de aminoacidos aroméaticos
fenilalanina e tirosina, e malonato, através do metabolismo secundario das plantas.
Sua estrutura basica € formada por 15 atomos de carbono (Figura 8), organizadas em
trés anéis (Ce — C3 — Cs), chamados A, B e C (PIETTA, 2000).

Figura 7. Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Pietta (2000).

A maneira como a ligacao entre os anéis B e C é dada € o que determina a
classe desses compostos. Dentre estas, as de principal interesse para medicina e
nutricdo sao flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondéis, flavan-3-éis, chalconas e
antocianidinas (Figura 9) (PIETTA, 2000). Entretanto, sabe-se que todos estes grupos
geralmente compartiiham um precursor chalcona comum e, portanto, sao

biogeneticamente e estruturalmente relacionados (VERVERIDIS et al, 2007).
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Figura 8. Principais flavonoides presentes na literatura.
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Fonte: Garcia (2008).

Nas plantas, os flavonoides apresentam-se geralmente ligados a uma parte de
acucar, sendo chamados de glicosilados. Sugere-se que essa combinacao é feita
visando a economia de energia da planta, uma vez que compostos glicosilados
apresentam maior solubilidade e maior mobilidade em relagao as agliconas. Contudo,
também se encontram flavonoides em formas de agliconas disponiveis nas plantas,
apesar de nao ser tdao comum (GARCIA, 2008).

De acordo com Garcia (2008), os flavonoides s&o responsaveis por compor o
sistema de defesa das plantas; funcionam como catalisadores na fase luminosa da
fotossintese; atuam contra o estresse oxidativo; além de protegerem as plantas contra
radiacao solar e sequestrarem as espécies reativas de oxigénio (EROS) gerados por
essa radiagcao, devido a sua capacidade de absor¢cao na faixa do UV. O mesmo autor
também cita que os flavonoides também possuem cores atraentes que podem
despertar a atencdo dos polinizadores, auxiliando na propagacao das espécies.

A possibilidade desses compostos atuarem como agente antioxidantes ainda é
amplamente discutida. J& é esclarecido que a capacidade de alguns membros dos
flavonoides atuarem na inibicado de eventos mediados por radicais livres depende
principalmente do arranjo de substituintes em sua estrutura (VERVERIDIS et al, 2007).
Uma das formas de explicar isso € que “a presenga da porg¢ao catecol no anel B em

algumas estruturas, hidroxiladas em C-3 e C-4, possuindo assim propriedades de
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doador de préton, resulta na estabilizagdo de espécies radicais reativos”
(VERVERIDIS et al, 2007). Além disso

a quimica do anel C, particularmente, a presenca do grupo carbonila em C-4
em conjugacao com uma insaturagao situada ente os carbonos C-2 e C-3 ou
a presenga de hidroxilas nas posi¢cées 3 e 5 ou outro grupo funcional na
posicao C-3 resultante da esterificagao da hidroxila em C-3 com o acido galico
em conjugagao com a insaturagéo em C-2 e C-3 favorecendo a quelagao de
metais e impedindo a catalise das reagdes dos radicais livres (GARCIA,
2008).

Atualmente, o conhecimento que se tem acerca destas propriedades compds a
base do aumento do consumo de alimentos ricos nestes compostos, como frutas e
hortalicas; além do seu uso comercial de substancias puras. E foi a partir deste
conhecimento que se descobriu a propriedade antioxidante que estes compostos

possuem.

2.6. Chalconas

As chalconas correspondem a intermediarios da biossintesse de flavonoides
amplamente encontrados na natureza; principalmente em plantas arbustivas e
rasteiras (REBELLO et al, 2005).

E uma familia de compostos com ntcleo de 1,3 — diarilpropano, modificado pela
presenca da ligagédo olefinica, de um grupamento cetona e/ou hidroxila (Figura 10).
Sao conhecidas por seu importante papel ecoldgico, contribuindo para a cor dos
vegetais, auxiliando na atracao de polinizadores; além de atuarem como protetores
contra a luz e calor (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN et al, 1999).

Figura 9. Estrutura basica das chalconas

Fonte: Singh; Anand; Kumar (2014).

As chalconas sédo conhecidas por suas diversas bioatividades, dentre as quais
destacam-se: antihipertensivas, anticancer, antimicrobiana, antiprotozoaria,
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antifangica, anti-inflamatéria, antiviral, antioxidante e anticonvulsivante (SINGH;
ANAND; KUMAR, 2014).

Sabe-se que os substituintes de uma molécula sao imprescindiveis para garantir
a existéncia de suas propriedades. A presenca da hidroxila, por exemplo, garante um
aumento importante da atividade antioxidante “como resultado da sua conversao para
os radicais fenoxi correspondentes através do mecanismo de transferéncia de atomos
de hidrogénio” (LAHSASNI; AL KORBI; ALIABER, 2014.).

Diante deste contexto é possivel considerar que a presenca de chalconas dentre
os diversos metabdlitos secundarios de uma planta, amplifica a possibilidade da

mesma apresentar potencial atividade antioxidante.

2.7. Agentes antioxidante como prevencao de doencas

Os agentes antioxidantes correspondem a compostos capazes de retardar ou,
até mesmo, inibir a oxidacdo de moléculas no organismo humano, por exemplo;
evitando a propagacdo de reacOes de oxirreducao, e assim, diminuindo as
concentracdbes de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou radicais livres
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

O estresse oxidativo nas células e tecidos do organismo €, comprovadamente,
associado a diversas doencas crbnicas e degenerativas, como aterosclerose,
cardiopatias e transtornos pulmonares; além de ser um causador de mutagénese e,
possivelmente, da carcinogénese. (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Baseado nisto, tém-
se buscado mais fontes de compostos antioxidantes para utiliza-los como forma de
prevencao destas doencgas.

A principal forma de analisar a atividade antioxidante in vitro de um produto &
através da captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Este ensaio é
fundamentado na transferéncia de elétrons, analisando a capacidade que o composto
tem de eliminar ou neutralizar os radicais livres, monitorado com um
espectrofotometro Uv/visivel (OLIVEIRA, 2015).
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Figura 10.Principio do ensaio com DPPH
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Fonte: (OLIVEIRA, 2015).

Neste caso, ja se tem conhecimento de que a substancia
“antioxidante age como doador de um atomo de hidrogénio quando é adicionada a
solucdo de DPPH, reduzindo o radical DPPH e formando a hidrazina, propiciando
assim a mudanga de coloragéo na solugao, de violeta para amarelo claro” (PIRES et
al, 2017).

Tém-se descrito que ha niveis elevados de EROS em doencas como o
melanoma, uma das formas de apresentacao mais nocivas do cancer de pele; e isto
€ uma consequéncia da exposicao a radiacdo UV (SILVA; JASIULIONIS, 2014).
Dessa forma, pode-se relacionar o uso de substancias antioxidantes a prevencéao

deste tipo patologia.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Este estudo tem como principal objetivo caracterizar a composicao quimica do
extrato hidroetandlico das flores de Fridericia platyphylla L. bem como a avaliar o seu

potencial fotoprotetor e de uma base emulsao O/A utilizadas no estudo.

3.2 Objetivos especificos
e Incorporar emulsdo O/A ao extrato hidroetandlico das flores e verificar se houve

supressao da sua bioatividades ao ser unificado a uma base;
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e Avaliar a atividade antioxidante, através do ensaio de sequestro de radicais
DPPH, presente no extrato bruto das flores e emulsao O/A contendo 0 mesmo;

e Avaliar potencial fotoprotetor in vitro da formulagdo através do método de
espectrofotométrico de varredura (full-scan).

e (Caracterizar os metabdlitos presentes no extrato das flores de Fridericia
platyphylla L. por técnicas de cromatografia acopladas a espectrometria de

massas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do Material
As flores foram coletadas nas regides de cerrado do estado do Piaui, na BR 343,
proximo a cidade de Teresina (PI) (05° 05’ 21” S e 42° 48’ 42 “ W) nas primeiras horas
da manha durante o més de maio, periodo no qual as flores prevalecem. Foram secas

a sombra e moidas com auxilio do moedor a faca, obtendo-se o p6 vegetal.

A planta foi identificada no Herbario José Badine da Universidade Federal de
Ouro Preto pela botanica Dra. Maria Cristina Teixeira Braga Messias. Um voucher (n°
17.935) foi depositado no Herbario da Universidade Federal de Ouro Preto em Ouro
Preto, Minas Gerais, Brasil. A autorizacdo para coleta e estudos cientificos foi
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o niumero A451DE4.

4.2. Obtencao do extrato vegetal

Foram obtidos 100 g de p6 vegetal que foram submetidos a um processo de
extragao exaustiva por percolagdo com alcool etilico 70%. Para isto, foram utilizados
200 mL de etanol 70% para intumescimento e 500 mL para a extragdo em si. O
solvente utilizado era trocado a cada 24 horas, acrescentando 200 mL de etanol 70%
a cada retirada do extrato, durante 15 dias. Todo extrato obtido foi concentrado
utilizando evaporador rotativo, resultando no extrato bruto das flores de F. platyphylla.
Este, por sua vez, passou pelo processo de liofilizagdo e permaneceu em pé para

melhor conservacao e manutencao da integridade do material.


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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4.3. Analise da composicao quimica das flores de F. platyphylia L.

Para analise quimica inicial do extrato foram utilizadas placas cromatograficas
de aluminio (Macherey-Nagel) contendo silica gel 60 20 x 20 cm, espessura de 0,20
mm com indicador de fluorescéncia UV2s4. Para fase movel solventes organicos como
diclorometano PA e metanol PA.

Realizou-se andlise em HPLC-PDA (SHIMADZU) em coluna C18
PHENOMENEX 250 x 4.6 mm, 5 ym, 100% nas fases moveis agua (eluente A) e
metanol (eluente B) grau HPLC acidificados em &acido férmico 0,01%, a uma taxa de
1mL/min, empregando um gradiente de 10% a 100% de B em 70 min. A coluna foi
mantida a a temperatura ambiente e o0 volume de inje¢cdo da amostra foi de 10 yL. Os
dados foram coletados e processados utilizando o software Shimadzu LC Solution
1.25.

Além disto, utilizou-se a andlise por Cromatografia Liquida de Ultra Performace
acoplada ao Espectrdbmetro de Massas com alta resolugdo com ionizagdo por
eletrospray e analisador de tempo de vbo (UPLC-ESI-QQTOF) do extrato
hidroetandlico das flores de F. platyphylla L. foi realizada com o intuito de utilizar uma
técnica moderna e eficiente para a identificacdo de substancias.

Os solventes de eluigdo foram 0,01% de &cido féormico em agua (eluente A) e
0,01% de acido férmico em metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL/min, empregando
um gradiente de 10% a 100% em 70 minutos.

A técnica esta baseada no uso de colunas cromatograficas curtas — o que diminui
o tempo de andlise — e na separacdo dos constituintes quimicos, através de fase
estacionaria com particulas menores que 2 uym e vazao maxima de fase movel,
aumentando a resolugao cromatogréfica da analise. O analisador empregado, Time of
Flight (TOF), permite a aquisicdo de dados em uma ampla faixa de massas, sem
comprometer a sensibilidade. Além disso, o espectrébmetro de massas de alta
resolucado permite obter a massa da substancia analisada pela massa isotdpica dos
elementos quimicos da molécula, possibilitando estabelecer a férmula molecular da
substancia, considerando a diferencga entre a massa calculada (massa elementar). O
calculo & feito considerando-se a diferenga entre a (massa encontrada no
cromatograma - a massa calculada pela biblioteca do equipamento dividido pelo valor
da massa calculada no equipamento multiplicada pelo fator 106). Este calculo é
considerado correto quando o valor encontrado for menor que 5 ppm.
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A analise foi realizada em sistema de UPLC (Shimadzu Nexera ®) consistindo
de bomba quaternaria, amostrador automatico e acoplado ao Espectrometro de
Massas de alta resolucdo modelo Impact Il (Bruker Daltonics ®, Billerica, MA, EUA)
equipado com fonte de ionizacdo por eletro-spray (ESI), bomba de infuséo e
analisador tipo Qq Time of Flight (QqTOF).

Utilizou-se uma coluna Kinetex ® RP-18 (1.7um, 100 x 2.1mm, 300 A) com fase
mével constituindo de A (Agua + 0,01% de Formiato de Aménio) e B (Acetonitrila); em
gradiente exploratorio: 5-95% de B em 12.7 min, fluxo de 400 uL/min e volume de
injegéo 10 pL. A amostra foi solubilizada em MeOH:H20 (8:2). Os parametros da fonte
foram ajustados como segue: fluxo do gas de secagem a 9.0 L/h, temperatura de
secagem a 150°C, voltagem do capilar a 3500 V e energia de colisdo foi ajustada em
5.0 eV. Foi realizada uma varredura completa (full-scan) em modo negativo para
aquisicdo dos ions na faixa de 100 a 300 M/Z, com fragmentacdo (MS?) dos ions
precursores detectados. O software TOF Control e o Data Analyzes (Brucker ®) foram
utilizados durante a aquisicdo e processamento dos dados espectrométricos,

respectivamente.

4.3.1. Preparacao da formulacao com extratos de F. platyphylia L.
Para a preparacao da formulacdo utilizou-se uma base apropriada de emulsédo
O/A adquirida comercialmente em farmacia magistral e incorporou-se o extrato nas

concentracoes de 5% e 10%, respectivamente.

4.3.2. Teste de fendis totais com extrato bruto

O teste foi realizado segundo Kahkonen et al (1999) preparou-se uma solucao
metandlica da amostra a 100 pg/mL. Foram preparadas também uma solucao
metandlica de acido galico a 250 pg/mL e uma solugcao em agua deionizada ultra-pura
Folin-Ciocalteu em concentracdo 0,04%. O Folin-Ciocalteu corresponde a um
reagente amplamente utilizado nestes testes, pois € simples de ser manuseado e
baseia-se na interagdo das substancias redutoras com o mesmo (PIRES et al, 2017).

Posteriormente, fez-se as diluicdes para curva de calibragéo de Acido Galico nas
concentracbes de 3,625; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 ug/mL que foram
armazenadas em microtubos. Adicionou-se em microplaca de 96 pocos 50uL da
amostra, seguido de 150 uL do reagente de Folin-Ciocauteu e, por fim, apds 3 minutos,
a solugao saturada de Na2COs. A reacao ocorreu durante 2 horas e, por fim, fez-se a
leitura em leitor de microplaca (SYNERGY H' — Microplate reader - Biotek) em
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comprimento de onda de 750nm. Toda andlise foi realizada em triplicata (KAHKONEN
et al, 1999).

4.3.3. Ensaios para avaliacao do potencial antioxidante de extrato bruto e
formulacoes

O potencial antioxidante foi feito através da quantificacao da acao de sequestro
de radicais da amostra, segundo Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Para obter
este dado, preparou-se uma amostra do radical livre DPPH a uma concentracao
0,04%, e das amostras a 100 pg/mL. As amostras avaliadas foram o extrato bruto e
as formulacdes a 5 e 10%.

Em seguida foram realizadas diluicées até as concentracées 5, 10, 20, 40, 60,
80 e 100 pg/mL para extratos e formulacbes a 5% e 10%. Para os padrdes — acido
galico e quercetina — foram utilizadas diluigdes nas concentragdes de 2,5; 5, 10, 15,
20, 25, 30 pg/mL. Foi acrescentado 50uL da amostra e 150 yL da solu¢do de DPPH
0,04% em placas de 96 pocos. Apdés 30 minutos de reacdo, as absorbancias das
solugdes foram medidas a 517 nm em Microplate reader SINERGY H1. Toda analise
foi feita em triplicata (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

4.3.4. Atividade fotoprotetora in vitro do extrato das flores de F. platyphylla L.:
determinacao do comprimento de onda maximo de absorcao e do FPS

Foi preparada uma solugdo do extrato bruto a 100 pg/mL, utilizando como
diluente metanol grau HPLC. Para a determinagdo dos comprimentos de onda de
absorgcdo maxima, realizou-se uma analise em varredura espectrofotométrica entre os
comprimentos de onda de 200 a 450 nm, com intervalos de 60 nm entre cada,
utilizando uma célula acrilico CUVETTES 10X10X45mm TWO OPTICAL WINDOWS
(JET BIOFIL®) e metanol como branco. Para esta andlise, utilizou-se filtro solar
comercial FPS 30 como controle positivo. Toda a leitura foi feita em triplicata.

O célculo foi realizado seguindo o critério de Mansur (1986), sendo da seguinte

equacao:

FPS espectrofotométrico = CF x 3203290EE (1) x I (A) x Abs (1)

Onde, EE (M) espectro de efeito eritematoso; I (1) € o espectro de intensidade

solar; Abs (1) € a absorbancia do produto de protecéo solar e CF é fator de correcao
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(= 10). E os valores de EE x I sdo constantes previamente determinadas (SAYRE et
al, 1979).

4.3.5. Atividade fotoprotetora in vitro da formulacao: determinacao do FPS
espectrofotométrico

Para a determinagéo do FPS das formulagdes, as mesmas serdo preparadas em
suas concentragdes previamente determinadas e citadas anteriormente. A partir desta
emulsao sera retirada uma aliquota que sera diluida em metanol grau HPLC em uma
concentracédo de 100 ug/mL. Nesta analise utilizou-se como branco o metanol e como,
controle positivo, um filtro colar comercial preparado nas mesmas concentragoes.
Além disto, realizou-se o0 mesmo procedimento com a base da emulsao O/A sem a
presenca do extrato, para servir como controle negativo.

Para o célculo de FPSespectrofotomético foram determinados os valores de
absorbancia da solugao final em espectrofotdbmetro entre comprimentos de onda de
200 a 450 nm, com um intervalo de 60 nm entre cada um. A leitura foi feita em
triplicata. O FPS foi calculado utilizando como base trés amostras independentes da

andlise com a mesma composigao, utilizando a formula anteriormente descrita.

4.3.6 Analise de estabilidade fisico-quimica

Para o estudo da estabilidade, as amostras passaram por testes utilizando
método de congelacao/descongelacao, segundo Oliveira-dunior et al (2017); onde
foram analisados macroscopicamente os parametros organolépticos da formulacao,
incluindo: odor, cor e aparéncia; e parametro fisicos, como sedimentacao e separacao
de fase.

Além disso, determinou-se valores de pH e foi realizado teste de centrifugagéao
apos a preparacao das formulagdes a 3000 rotagdes por minuto (RPM) durante 30
minutos & temperatura ambiente (OLIVEIRA-JUNIOR et al, 2017).

4.4. Teste de citotoxicidade

O método escolhido foi o ensaio com MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazélico], que avalia a atividade das desidrogenases mitocondriais,
capazes de reduzir o MTT a sais de formazan, um composto de coloracao azul escuro
(MOSMANN,1983).
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Figura 11.Reducédo do MTT por enzimas mitocondriais
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Fonte: Cruz (2017).

Foram utilizados macréfagos RAW 264.7, em placas de microdiluicdo de 96
pocos a uma concentragdo 2 x 10° de células em 200 pL de meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) + SFB (Soro Fetal Bovino) 2% por pog¢o e incubadas
por 24h para aderéncia. As células foram cultivadas a 37°C. Depois da incubacéo, o
sobrenadante foi pipetado e descartado e acrescido 200uL das concentragcdes a 12,5
ug/mL, 25 pug/mL, 50 pg/mL, 100 pug/mL e 200 pg/mL do extrato bruto (FLAB) em
triplicata, diluidas no mesmo meio de cultura e incubadas por 48h.

O préximo passo foi descartar o sobrenadante e colocar 100 uL do mesmo meio
com MTT (0,5%) (Sigma-Aldrich, EUA), para melhor visualizacdo dos cristais de
formazan nas células viaveis. As placas foram incubadas por mais de 24h e apds esse
periodo faz-se leitura no leitor ELISA com absorbancia a 570nm. Os calculos das
porcentagens de crescimento e viabilidade celular, foram obtidos a partir da seguinte
equacao:

% Viabilidade = TA /T1x100

tendo: TA = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia do branco da
amostra; e T1 = absorbancia da suspensao celular de controle (sem tratamento).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Composicao quimica das flores
A cromatografia em camada delgada (CCD) corresponde a um importante teste

de triagem para avaliagdo da composicdo de um extrato. Em relagcdo a amostra,
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observou-se a presenga de uma variedade de compostos (Figura 13), dentre os quais
incluem-se os compostos fendlicos que, por serem aromaticos, apresentam intensa
absorgao da regido do UV (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN et al, 1999).

Figura 12. Placa cromatografica do extrato bruto hidroetandélico de Fridericia platyphylla L. revelada no UV2s4
fase mével diclorometano-metanol (8:2).

Fonte: Autor (2019).

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos por HPLC usando o
sistema Shimadzu consistindo de um médulo de distribuicdo de solvente com émbolo
duplo bomba de vaievém, um detector de arranjo de fotodiodos (PDA), e uma coluna
PHENOMENEX (250 x 4.6 mm, 5 uym, 1002).

A cromatoplaca apresentou caracteristica de compostos fendlicos corroborando
com dados anteriormente publicados para outros 6rgaos da espécie (DA ROCHA et
al, 2014). Apds essa andlise o extrato foi analisado por HPLC-PDA e foi obtido o
cromatograma a seguir (Figura 14):
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Figura 13. Cromatograma de separagao dos constituintes quimicos presentes no extrato das flores de
Fridericia platyphylla, e espectros no UV representativos das classes mais proeminentes presentes no
extrato.
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Fonte: Autor (2019).

Apé6s avaliagdo por HPLC-PDA do extrato das flores, observa-se grande
complexidade e diversidade na composicao quimica da matriz, avaliada pelo grande
namero de picos eluidos ao longo da corrida cromatografica. Com o auxilio do detector
de arranjo de fotodiodos (PAD) acoplado ao sistema HPLC, pdde-se processar os
dados cromatograficos e obter os cromatogramas em comprimentos de onda seletivos
para uma determinada classe de metabdlito secundario. O cromatograma obtido por
HPLC-PDA mostra compostos com caracteristicas relacionadas a presenca de
fendlicos, sendo a principal delas, as chalconas e flavonoides diméricos. Por isto,
buscou-se analisar estas substancias de maneira mais aprofundada.

Para isto, utilizou-se a andlise por Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Performance acoplada ao Espectrémetro de Massas com Alta Resolugdo com

ionizacao por eletrospray e analisador de tempo de v6o (UPLC-ESI-QqTOF) do
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extrato hidroetanolico das flores de F. platyphylla, que foi realizada com o intuito de
utilizar uma técnica moderna e eficiente para a identificagdo de substancias.

A seguir serdo apresentados o cromatograma obtido por UPLC-EI-QqTOF
(Figura 15). Ressalta-se que foi usado dados de MS" obtidos por LC-ESI-IT-MS para
dar suporte aos dados de alta resolucdo de cada molécula e obter resultados

conclusivos quanto a estrutura.

Figura 14. Cromatograma do extrato hidroetandlico das flores Fridericia platyphylla por UPLC-ESI- QqTOF

FLAB_neg_1-53_01_448.d: BFC-AlIMS
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Fonte: Autor (2019).

O cromatograma obtido pelo método descrito apresentou boa resolucao
cromatografica, visto que se trata de uma matriz altamente complexa. Os dados
obtidos anteriormente foram processados obedecendo uma tolerancia de massa de +
0,05 Da, e pela ferramenta elemental composition do software MaxLynks, com vistas
a obtencao da férmula molecular do ion precursor (elementos utilizados: C, H, O e N
com tolerancia menor que 5 ppm). Uma vez identificada(s) a(s) férmula(s)
molecular(es), adicionada(s) a ela(s), fez-se necessario o uso de bibliotecas e base
de dados, como por exemplo, Scifinder®, Sciencedirect®, Web of science®,
Pubmed®, Chemspider®, PubChem® e Dictionary of Natural Products® .

A variedade de classes de substancias identificadas (Figura 16) pela técnica de
UPLC-MS mostra que o extrato das flores de F. platyphylla podera apresentar
importante atividade biofarmacélogica.

Considerando o grande volume de dados espectrais a seguir sera apresentado
os dados de massas apenas de alguns compostos representativos:



Figura 15.Espectro de massa de fragmentacdo da Brachydina 2 (flavonéide dimérico).
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em modo

negativo, na qual “O pico com m/z 253, correspondente a um fragmento resultante do

mecanismo de fragmentacao que envolve a clivagem RDA das ligagbes C12a e C6a

do pirano acoplado ao anel B” (NASCIMENTO et al, 2019), evidenciando a presenca

de brachydinas nas flores da planta.

Figura 16.Espectro de massa de fragmentagao 2'-hidroxi-3,4-dimetoxichalcona (chalcona).
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Da Rocha e colaboradores (2014), relatam que a biogénese das brachydinas
pode ser oriunda da dimerizag&do de chalconas por epoxidacdo. A fragmentagcéao que
ocorre a partir da clivagem no anel C pela retro Diels-Alder nesses compostos geram
produtos de ionizacdo caracteristicos de chalconas. Os exemplos de espectros
anteriormente citados mostram o mesmo ion fragmento para a brachydina 1 e para a
chalcona, reafirmando essa hipotese. A figura a seguir (Figura 18) estéo
representadas as estruturas das substancias majoritarias identificadas nesse trabalho

para o extrato das flores de Fridericia platyphylla.

Figura 17.Substancias identificadas nas flores de Fridericia platyphylia L.
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Fonte: Autor (2019).

Nota-se que houve uma prevaléncia de compostos fendlicos, reafirmando os
dados publicados por Da Rocha (2011) e confirmando os picos evidenciados no
cromatograma da analise em HPLC-PDA.

Tém-se descrito que os compostos denominados brachydinas 1, 2 e 3 foram
encontrados nas raizes de Fridericia platyphylla L. (DA ROCHA, 2014); contudo, esta
foi a primeira vez em que os mesmos foram identificados em um 6rgao vegetal
diferente.

Segundo Nascimento et al (2019)

as brachydinas podem ser formadas através de duas rotas: a partir da
chalcona (2',4’-dihidroxi-6’-metoxichalcona) que geraria a metil quinona por

meio da reducdo e consequente perda de agua, a cicloadigdo entre a
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quinona e a chalcona produziria um derivado de uvarina que seria
transformada em braquidina via formacdo hemicetal seguida de reducao.
Outra via seria a cicloadigao intramolecular da metil quinona para gerar o
intermediario flaveno, ap6s uma segunda cicloadicdo com outra molécula de

quinona daria origem as braquidinas.

Estes compostos ja apresentam algumas importantes bioatividades
comprovadas, como sua atividade contra o Trypanossoma cruzi (DA ROCHA, 2014),
sua capacidade antinociceptiva (RODRIGUES et al, 2017) e leishmanicida (ROCHA
et al, 2019). A deteccédo da presenca destes compostos em outro érgao vegetal,
intensifica 0 panorama de prosseguimento das pesquisas com 0S mesmos, uma vez

que se tém conhecimento da sua maior disponibilidade na natureza.

5.2. Teste de fenois totais com extrato bruto

A existéncia de substancias fendlicas em partes aéreas das plantas € bastante
comum. Elas séo responsaveis pela protecao e caracteristicas sensoriais (odor, cor,
adstringéncia) que a planta possui (SILVA et al. 2017).

Assim, buscou-se avaliar a concentracéo de polifendis no extrato bruto das flores
de Fridericia platyphylla L utilizando o método com Folin-Ciocateau, onde foi utilizada
uma curva padrdo de Acido Galico (Grafico 1), servindo como parametro de

comparagao com a amostra.



40

Grafico 1. Curva padrdo da quantificagdo de fenélicos totais empregando o Acido Galico como substancia de
referéncia, a 750nm.
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Fonte: Autor (2019).

Em seguida, utilizou-se o r? da curva do padrdo para garantir a validade do
método e fez-se uma regressao linear utilizando a equacao da reta para encontrar a
concentracao de fendis presente na amostra segundo a concentracao equivalente de
acido galico.

Diante disto, foi possivel detectar cerca de 9,718% de fendis presentes na
amostra analisada em solugdo 100 pg/mL. E importante destacar que este valor é
variavel e depende, principalmente, das condigbes ambientais onde a planta se insere.

5.4. Ensaio para avaliacao do potencial antioxidante de extrato bruto
Considerando que o extrato bruto das flores apresentou uma concentracédo
relativamente elevada de compostos fendlicos; e sabendo que os polifendis séao
conhecidos pela sua importante atividade antioxidante, deu-se prosseguimento
através da andlise antioxidante.
Para isto, foi realizado o teste baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil), utilizando como parametros de comparacao o acido galico e a

quercetina (Grafico 2 e 3).
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Grafico 2. Curva de calibragdo da Quercetina.
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Grafico 3. Curva de calibraggo de Acido Galico
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Fonte: Autor (2019).
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Grafico 4. Curva de concentragdo do extrato bruto das flores de Fridericia platyphylla L.
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Fonte: Autor (2019).

A partir destes dados buscou-se determinar a concentracdo da amostra
necessaria para que 50% dos radicais livres fossem sequestrados, ou seja,
recebessem o atomo de hidrogénio e que, por consequéncia, iriam se reduzir a
hidrazina (SILVA et al, 2017). O célculo demonstrou que a concentragdo do extrato
bruto das flores necesséria para induzir esta reagéo € cerca de 669,57 pg/mL.

A importancia de verificar a propriedade antioxidante da amostra é imensuravel.
Sabe-se que um dos fatores que influenciam diretamente no fotoenvelhecimento é o
efeito das radiagdes UV na pele. Estes provocam alterag¢des visiveis a longo prazo,
principalmente, mudanca de cor e formacao de rugas; e isto ocorre por danos gerados
nas fibras de coldgeno e elastina e a estimulacdo da formacao de radicais livres que
prejudicam a morfologia celular (TESTON; NARDINO; PIVATO, 2017).

Diante disto, os produtos cosméticos comercializados atualmente, inclusive os
filtros solares, possuem o objetivo de proteger a pele frente a radiacao e, também,
trata-la; introduzindo neste meio as formulagbes anti-idade. Estas formulacdes
apresentam diversos mecanismos de agao, sendo o principal deles, a promoc¢ao do
sequestro de radicais livres da pele.
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O fato de a amostra analisada apresentar um potencial antioxidante abre espago
para explorar este recurso, buscando, a longo prazo, um produto que atue como filtro
solar anti-idade.

5.5. Atividade fotoprotetora in vitro do extrato das flores de F. platyphylla L.:
determinacao do comprimento de onda maximo de absorcao e do FPS

A avaliacdo do comportamento do extrato bruto das flores frente a radiacdo UVA
e UVB é fundamental para verificar seu potencial fotoprotetor. Os raios UVA, de
comprimento de onda mais altos, sdo conhecidos por sua capacidade de provocar
reagdes oxidativos; enquanto os raios UVB, de menos comprimento de onda, induzem
danos diretamente ao DNA das células da pele, podendo levar ao cancer (POPIM,
2008).

Em relacdo a radiacdo UVA (Grafico 5), houve uma absorcédo satisfatoria.
Contudo, o extrato bruto — representado por FLAB EB — mostrou-se abaixo do controle

positivo, isto €, nesta faixa de radiagéo o extrato néo foi tdo efetivo em sua absorcao.

Grafico 5. Os espectros de absorgdo espectrofotométrica do extrato bruto frente a radiagdo UVA
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Fonte: Autor (2019).



44

Quanto aos raios UVB (Gréfico 6), que correspondem aos agudamente nocivos
a saude da pele, o extrato bruto mostrou-se satisfatoriamente comparavel ao controle
positivo utilizado, ou seja, apresentou uma absorcao préxima ao filtro solar comercial.

Grafico 6. Os espectros de absorgio espectrofotométrica do extrato bruto frente a radiagcdo UVB.
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Fonte: Autor (2019).

Tanto estes dados quanto os descritos anteriormente (Grafico 4) podem estar
relacionados com a predominancia de compostos fendlicos na composi¢cao quimica
da planta. A presenca destas substancias era prevista, uma vez que se tém descrito
em outras plantas pertencentes ao mesmo género, como a Fridericia chica, que se
mostrou com uma importante atividade antioxidante e fotoprotetora (MARTINS et al,
2016) dentro deste contexto.

Seguindo estes parametros, realizou-se o célculo desenvolvido por Mansur
(1996) para a determinacao do FPS das duas amostras analisadas, representada a
pelo Gréfico 7. E possivel perceber a aproximagao de valores entre o extrato bruto e
o controle positivo, reafirmando a potencialidade que a amostra apresenta em relacao
a fotoprotecao, sendo isto, possivelmente relacionado a alta concentracao de fendis
presentes no extrato.
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Grafico 7.Determinagéo espectrofotométrica do Fator de Protecdo Solar (FPS).
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Nota-se que o extrato bruto apresentou absorbancia equiparada ao controle
positivo, principalmente nos menores comprimentos de onda, representados pelos
raios UVB. Os raios UVB sao maléficos a pele por serem eritematégenos, isto €, sdo
responsaveis por causar queimaduras (TOFETTI; DE OLIVEIRA, 2010).

A radiacao ultravioleta €, de maneira geral, nociva a saude da pele, pois é capaz
de ultrapassar a derme e epiderme, levando a alteragdes nas bases das moléculas de
DNA e RNA celular, alterando sua morfologia e funcédo (LOPES; DE SOUSA; DALLA
LIBERA, 2018). Isto, a longo prazo, gera uma série de danos teciduais que podem
levar este processo a um agravo critico, gerando doengas mais graves como o cancer

de pele.

5.6. Atividade fotoprotetora in vitro da formulacao: determinacao do FPS
espectrofotométrico

A avaliacdo da fotoprotecdo das formulacdes contendo o extrato bruto das
flores foi uma importante forma de verificar se a emulsao O/A, utilizada como base do
produto, iria interferir em sua capacidade de absorcéo.

Com os resultados, observou-se que o extrato bruto (FLAB EB) possui um
potencial de absorcdo superior aos da base O/A e das formulagbes testadas,
evidenciando seu potencial como fotoprotetor na faixa da radiacao UVA (Gréfico 9).
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Grafico 8.0s espectros de absorgao espectrofotométrica de todas amostras frente a radiagdo UVA.
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No gréafico referente ao espectro de luz UVB (Grafico 9) é possivel perceber

que houve o maior pico de absor¢cao entre os menores comprimentos de onda do
extrato bruto (FLAB-EB), representando um bom resultado para amostra, uma vez que
o principal objetivo do uso de filtros quimicos é a diminuicdo da incidéncia dos raios
UVB na pele. Contudo, as formulagbes demonstraram um grau de absorcéo

comparavel a base utilizada e inferior ao extrato bruto.

Grafico 9.0s espectros de absorcado espectrofotométrica de todas amostras frente a radiacdo UVB.
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O FPS de todas as amostras analisadas é descrito no grafico 10. Os dados
reafirmam a ideia dos gréaficos anteriores, no qual as formulagdes possuem um
potencial fotoprotetor semelhante ao controle negativo; enquanto o extrato bruto

(FLAB EB) mostra-se a niveis comparaveis ao controle positivo analisado.

Grafico 10.Determinagéo espectrofotométrica do Fator de Prote¢do Solar (FPS).
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Fonte: Autor (2019).

A concentracdo de extrato bruto utilizada para elaborar a formulagdo foi um
fator determinante no decrescimento do grau de absor¢édo. Mas o fato de haver niveis
equiparados de absorcao entre as formulacao e a base sem acréscimo do extrato,
promove a conclusdo de que houve interferéncia da base na melhor absorcédo da
formulacéo, isto é, a absorcao das formulacédo detectadas pelo equipamento, foram,
na verdade, provenientes da emulsao O/A utilizada e ndo do extrato bruto das flores.

Este dado abre perspectivas futuras para busca de uma base mais especifica,
direcionado a amostra ou de um estudo mais aprofundado em encontrar uma

concentracao ideal do extrato bruto a se adicionar a emulséo.
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5.7. Estabilidade fisico-quimica das formulacoes

A amostra recém preparada apresentou coloragdo avermelhada, odor
caracteristico de produto cosmético e aparéncia opaca/turva. Nao houve alteragdes
destes aspectos apds o processo de congelacao/descongelacao.

As analises para verificagdo de pH resultaram em valores de 4,66 e 4,68 nas
formulagbes a 5% e 10%, respectivamente. Nao foi realizada correcao do pH do
produto.

As amostras nao apresentaram alteracoes de suas caracteristicas apés o teste
de congelacao/descongelacao.

Quanto ao teste de centrifugacao, utilizou-se as formulagbes contendo 5% e 10%
de extrato e a base isolada. Houve a manutencédo da integridade e caracteristicas
fisicas da base isolada, sem acréscimo do extrato; e nos produtos, no entanto, houve
“‘quebra” de formulacdo, representada pela formagédo de trés fases, ratificando a
necessidade de se buscar, posteriormente, uma base mais compativel ao material
trabalhado.

Em todos os testes, os produtos foram armazenados em recipientes plasticos;

visando avaliagdo do material em local semelhante a uma futura embalagem.

5.8. Avaliacao de citotoxicidade

Considerando que futuramente objetiva-se produzir e utilizar de um produto
contendo o extrato bruto das flores e que este ainda € um protétipo, de certa forma,
pouco explorado; buscou-se avaliar suas caracteristicas citotoxicas.

A avalicdo da citotoxicidade é imprescindivel para verificar se o fitocomplexo
utilizado é capaz de causar algum dano celular. Um dos fatores que podem levar a
danos celulares, € justamente o0 estresse oxidativo, gerado pelo excesso de radicais
livres no tecido (BERNARDES, 2016). As alteracoes celulares, a longo prazo, podem
provocar uma série de reacoes inflamatoérias capazes de levar a doengcas mais graves,
como o carcinoma.

Desta forma, foi realizado o teste de citotoxicidade da amostra baseado no teste
de viabilidade celular por MTT. O resultado obtido esta apresentado no grafico 11:
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Grafico 11. Ensaio de viabilidade celular por MTT.
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Fonte: Autor (2019).

O grafico evidencia que o extrato bruto das flores de Fridericia platyphylla L.
suprimiu a viabilidade celular apenas nas maiores concentracdes utilizadas e, ainda
assim, nao foi uma diminuicao tao expressiva, uma vez que houve viabilidade em mais
de 50% das células da analise.

Dessa forma, é possivel observar que o extrato ndo apresenta toxicidade frente
a este tipo celular. Isto reflete na seguranca em sua utilizacédo, sendo isto fundamental
para sua inser¢cao no mercado e aprovacao para uso em seres humanos. Contudo,

sa0 necessarios outros testes, mais especificos para confirmar este dado.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do extrato bruto das flores de Fridericia platyphylla foi possivel analisar
e identificar uma variedade de substancias, principalmente de caracteristica fendlicas,
que estao diretamente relacionados ao potencial antioxidante e fotoprotetor que a
planta evidenciou neste estudo. Além de evidenciar a seguridade em utilizar o extrato,
uma vez que ndo foi demonstrado citotoxicidade nos testes in vitro realizados; sem
desconsiderar a importancia de realizar outros testes, mais especificos e
direcionados, para a confirmagao deste dado.
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Considerando isto, em relacdo a andlise do comportamento do extrato frente a
incorporacdo em emulsdao O/A, tém-se a perspectiva de buscar uma base que seja
mais direcionado ao extrato que foi trabalhado, além de buscar uma concentracéo que
permita que suas propriedades sejam valorizadas, sem prejudicar a integridade do
produto final ou do futuro consumidor.

Desta forma, é pertinente dar continuidade aos estudos da planta nesta area,
uma vez que o0s resultados mostram bioatividades marcantes que podem ser

exploradas de maneira mais aprofundada.
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