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RESUMO

A exposicao a radiacao ultravioleta € um fator de risco para o desenvolvimento
de doencas que acomentem a pele. As radiacbes UVA e UVB sao responsaveis pela
diminuicdo de sistemas antioxidantes cutaneos, pelo aumento de sistemas oxidantes
e influenciam na alteracdo do balanco redox celular. Pensando-se em prevenir e criar
terapias para doencas envolvidas com radiacdo solar, busca-se formas para
restabelecer a homeostasia celular utilizando substéncias antioxidantes e
sequestradoras de espécies reativas oxidativas. Extratos aquosos de Erytrhoxylum
daphnites e Erythroxylum suberosum foram padronizados em relacéo aos: contetudo
de polifendis, cromatografias de camada delgada CCD (CCD) e liquida de alta
eficiéncia (CLAE), atividade antioxidante por DPPH® e inibicdo da formacédo de
complexo fosfomolibdénio. O I1Cso capaz de inibir a atividade doadora de DPPH" foi
estabelecido e a equivaléncia de acido ascoérbico dos lotes capazes de inibir a
formacédo do complexo fosfomolibdénio foi avaliada. A citotoxicidade foi avaliada pelo
ensaio de MTT em fibroblastos (3T3-L1). Formula¢des topicas foram produzidas com
a incorporacao desses extratos e o FPS foi avaliado. O ICso da atividade antioxidante
avaliada variou de 5,15 a 7,97 pg/mL (E. daphnites) e 5,46 a 6,31 pg/mL (E.
suberosum). Entre os lotes padronizados, a variacdo do equivalente de acido
ascorbico foi de 4,87 a 5,49 pg/mL (E. daphnites) e 4,02 a 6,17 pg/mL (E. suberosum).
A CCD e a CLAE revelaram mesmo perfil cromatografico para os lotes de E. daphnites
com presenca de acido neoclorogénico. Os lotes de E. suberosum apresentaram
mesmo perfil cromatogréafico com presenca de hiperosideo em CCD e mesmo perfil
cromatografico por CLAE com presenca de acido neoclorogénico e hiperosideo. De
acordo com as diretrizes do RE N.° 899/03 da Anvisa, em consonancia com a RDC
166/2017 e com base na IN N° 4/14, a metodologia foi validada para os lotes de E.
suberosum com o marcador hiperosideo. Nao foi observada citotoxicidade frente a
linhagem celular quando utilizada a faixa de concentracéo variando de 0,02 a 1 mg/mL
para as duas espécies de Erythroxylum. Ambas formulacdes apresentaram ~1 de
FPS. Mesmo esses extratos ndo apresentando FPS satisfatério, foi observado
potencial antioxidante dos extratos padronizados dessas espécies.

Palavras-chave: Erythroxylum daphnites, Erythroxylum suberosum, antioxidante,

padronizacao.
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ABSTRACT

Exposure to ultraviolet radiation is risk factor for the development of skin
diseases. The UVA and UVB radiations can are responsable for reduction of skin
antioxidant systems, by the increase of oxidizing systems, influencing the cellular
redox balance movement. In order to prevent and create therapies for diseases
involving solar radiation, we looked for ways to restore cellular homeostasis, using
antioxidant substances and hijacking reactive oxidative species Thus, aqueous
extracts of Erythroxylum daphnites and Erythroxylum suberosum were standardized
for their total solids content, yield, polyphenol content, antioxidante activty by DPPH®
inhibition and by inhibition the formation of phosphomolybdenum complex, Thin Layer
Chromatography TLC and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
ICs0 capable of DPPH" inhibiting activity and ascorbic acid equivalence of inhibiting
phosphomolybdenum complex were also established. Cytotoxicity was assessed by
MTT assay in fibroblasts (3T3). Antioxidant activity evaluated in ICso ranged from 5.15
to 7.97 ug/mL (E. daphnites) and 5.46 to 6.31 pg/mL (E. suberosum). Among the
standard lots, a variation of ascorbic acid was 4.87 to 5.49 ug/mL (E. daphnites) and
4.02 to 6.17 ug/mL (E. suberosum). The TLC showed the same chromatographic
profile for E. daphnites lots and the presence of neochlorogenic acid. E. suberosum
lots presented the same chromatographic profile with the presence of hyperoside and
the same result was achieved for the chromatographic profiles by HPLC for both
species, plus the presence of neochlorogenic acid for E. suberosum batches.
According to the ANVISA guidelines N. 899/03 and based on RDC 166/17 on IN N.
4/14, the validated methodology for E. suberosum lots with the hyperoside standard.
No cytotoxicity was observed for this cell when used concentrations ranging from 0.02
to 1 mg/mL here used Erythroxylum species and viability was about 100%. Both
formulations showed ~ 1 FPS. Even though extracts did not present satisfactory FPS,

the antioxidant potential of the standardized extracts of these species was observed.

Key words: Erythroxylum daphnites, Erythroxylum suberosum, antioxidant activity,

standardization.
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1 INTRODUCAO

1.1 CERRADO

O Cerrado € o segundo maior bioma da América do Sul, com cerca de 2 milhdes
de Kmz2 de area (22% do territorio brasileiro), compreendido pelos estados de Goias,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui,
Rondbnia, Parana, Sado Paulo e Distrito Federal e partes do Amapa, Roraima e
Amazonas. O Cerrado € reconhecido como a savana mais rica do mundo, contendo
11.627 espécies de plantas nativas catalogadas e uma grande diversidade de
habitats. O que determina uma notavel alternancia de espécies entre diferentes
fitofisionomias. O Cerrado também tem grande importancia social, pois diversas
populacées sobrevivem de seus recursos naturais, incluindo etnias indigenas,
quilombolas, geraizeiros, ribeirinhos, babacueiras, vazanteiros, que juntas, s&o
constituidas como pertencentes ao patriménio historico e cultural brasileiro (1).

Em 2010 foi aprovada a Proposta de Emenda a Constituicdo — PEC 51/03, que
passou a incluir o Cerrado e a Caatinga como biomas reconhecidos como patriménio
nacional. Deste modo, o Art. 1° O § 4° do art. 225 da Constituicdo Federal (2) passou

a vigorar com a seguinte redacao:
“Art. 225...

§ 4° A Floresta Amazonica, a Mata Atlantica, a Serra do Mar, o Pantanal Mato-
Grossense, o Cerrado, a Caatinga e a Zona Costeira sdo patrimdnio nacional,
e sua utilizacao far-se-4, na forma da lei, dentro de condi¢Bes que as segurem
a preservacdo do meio ambiente e a melhoria da qualidade de vida da

populacéo.”

Essa inclusdo nao esta ligada somente ao fato do bioma Cerrado ocupar cerca
de um quarto do territério nacional, mas também porque engloba uma ampla
variedade de ecossistemas e elevada diversidade bioldgica, que manifesta-se tanto
na flora quanto na fauna (2).

O Cerrado trata-se de um complexo vegetacional composto por trés tipos de
formacdes: florestais, savanicas e campestre (3). E caracterizado por clima estacional

com o periodo de chuva predominante de outubro a margo, seguido de um periodo de
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seca (abril a dezembro). A precipitacdo média anual é de aproximadamente 1.500
mm, com temperaturas amenas meédias ao longo do ano de 22 °C a 27 °C, e
fenbmenos como queimadas sédo frequentes e de grande destaque durante a
transicdo entre os periodos de seca e chuva (4).

Este bioma também se encontra incluso na lista dos hotspots mundial. Sendo
a sua inser¢cao um aspecto positivo, pois significa o reconhecimento a nivel mundial
de sua rica biodiversidade, principalmente de espécies endémicas que, segundo
Myers (1988; 1990) e Mittermeier et al. 1998) sdo caracteristicas necessarias para a
classificacdo de areas e inclui-las em uma lista de hotspots. Sob outra perspectiva,
essa classificacdo também significa que a regido pertence a uma area critica para as
espécies, tanto da flora quanto da fauna que a compdem, uma vez que o fator crucial
para que ocorra classificagdo de uma determinada area como um hotspots de
biodiversidade trata-se da elevada concentracdo de espécies endémicas e intensa
perda do habitat original (5-7).

E importante destacar que espécies nativas importantes, comercialmente e
ecologicamente, estdo desaparecendo em funcdo da ocupacdo desordenada, da
expansdo urbana, da agropecudria e da exploracdo irracional. Deste modo, a
sobrevivéncia destes fazem-se dependentes da conservacdo e preservacdo do
ambiente em que vivem (8).

Segundo Neto e Morais (2003), € dito que mesmo que fossem realizados
estudos extensos de revisdo bibliografica sobre plantas medicinais do Cerrado,
diversas espécies ainda estariam fora do alcance dos olhares da ciéncia. Pois, ja é
grande o numero de espécies citadas como medicinais, ainda maiores devem ser a
relacdo com as plantas que ainda nao foram listadas e que podem ser utilizadas pela
humanidade (9).

Assim, € importante a realizacdo de estudos que envolvam espécies vegetais
do Cerrado, ndo apenas como um fator de preservacdo da biodiversidade desse
hotspot, mas também como uma ferramenta para a identificacéo e registro de plantas
com potencial terapéutico, alimenticio e cosmético, salientando também a

sustentabilidade.
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1.2 FAMILIA ERYTHROXYLACEAE E GENERO ERYTHROXYLUM

O Brasil € um dos principais centros de diversidade do género Erythroxylum por
possuir 0 registro de 116 espécies relatadas na américa tropical. No nordeste
brasileiro foram registradas 66 espécies, demonstrando também ocorréncia de
representantes de Erythroxylum na regido semi-arida do Brasil (10).

Stebbins (1974) e Thorne (2000) classificaram a familia Erythroxylaceae como
pertencente a ordem Geraniales. Cronquist (1981) classificou-a como pertencente a
ordem Linales, utilizando os critérios de morfologia foliar, habito arbéreo a herbaceo e
presenca de vasos escalariformes. Em estudos moleculares mais recentes foi
evidenciada grande afinidade entre as familias Erythroxylaceae e Rhizophoraceae e
recomendaram a sua transferéncia para a ordem Malphiguiales. A APG IV
(Angiosperm Phylogeny Group — Grupo de Filogenia de Angiospérmicas) propés uma
classificagdo que baseou-se no conjunto de caracteres compartilhados pelas duas
familias (alcaloides propanoicos e pirrolidinicos), o que contribuiu para que
Erythroxylaceae e Rhiziphoraceae fossem consideradas como uma so6 familia,
atribuindo a Rhizophoraceae, opcionalmente, como a familia destas (11).

A familia Rhizophoraceae compreende aproximadamente 250 espécies
divididas em quatro géneros, que séo: Aneulophus, Nectaropetalum, Pinacopodium e
Erythroxylum, sendo que as espécies pertencentes ao género Erythroxylum estédo
distribuidas nas regides tropicais da América do Sul, Africa e na ilha Madagascar e
como caracteristicas apresentam presenca de alcaloides tropanicos, taninos,
terpenos, diterpenos e triterpenos (com esqueleto oleanano e lupano),
fenilpropanoides e flavonoides (12).

O género Erythroxylum, em relagcdo a sua morfologia, apresenta dimorfismo
floral denominado de heterostilia do tipo distilia, mostrando flores com estiletes longos
(longistiladas) e flores com estiletes curtos (brevistiladas), ambas com filetes de
comprimentos correspondentes. A heterostilia em Erythroxylum foi relatada pela
primeira vez por Charles Darwin (1877), que agregou este mecanismo a polinizagédo
cruzada. Posteriormente Ganders (1979), documentou o mesmo tipo de dimorfismo
em Erythroxylum coca Lam. e associou-a ao mecanismo de protecdo a auto-

fecundacgéao (13).
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Este género comecou a despertar interesse durante o século XIX, posterior a
descoberta das atividades farmacoldgicas das folhas de E. coca, que quimicamente
caracteriza-se pela presenca de alcaloides do grupo tropano, destacando-se a
cocaina que é produzido por esta espécie vegetal e foi utilizado como anestésico local
em pequenas cirurgias (10).

As espécies de Erythroxylum sdo comumente empregadas como:
antibacterianos, antiinflamatérios, diuréticos; nos tratamentos de disfungdes hepatica,
vesiculares, renais e respiratérias; e também como ténico com propriedades
estimulantes (12).

Em levantamento bibliogréfico feito por Oliveira (2010) foi revelado que das 267
espécies presentes dentro do género Erythroxylum, somente 61 foram estudadas
guanto a sua composicao quimica, que acarretaram no isolamento e caracterizacao
de 449 compostos, cujas classes de maior prevaléncia foram alcaloides tropanicos,
terpendides e flavonoides, com baixa presenca de outras classes como alcaloides,

benzenoides, cumarinas, quinonas, alcinos, esteroides, proteinas e lipidios (14).

1.3 ERYTHROXYLUM DAPHNITES

Erythroxylum daphnites Mart. é pertencente a familia Erythroxylaceae e é
classificada quanto a sua fitofisionomia/habitat (tipo de vegetacdo) como pertencente
ao Cerrado (latu senso), mata de galeria, cerraddo e campo rupreste. Sua referéncia,
até entdo, mais antiga é proveniente de 1843 tratando-se de uma catalogacéo dessa
espécie vegetal. Quanto a sua nomenclatura popular no Brasil, € comumente
chamada de “chapadinho” (Goias e Minas Gerais), “fruta-de-tucano” (Minas Gerais),
“‘mercurio” (Mato Grosso) e “pimenta” (Minas Gerais) (15). A espécie E. daphnites
encontra-se distribuida no Distrito Federal e estados de Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Rio de Janeiro e S&o Paulo, e comumente &
encontrada em areas abertas do Cerrado, campo rupestre, mata mesofila
semidecidua e nos bordos mais secos de areas de mata ciliar (16).

Quando realizada busca nos bancos de dados: Lista de Espécies da Flora do
Brasil (REFLORA) (17), Tropicos (18) e The Plant List (19) ndo foram encontradas
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sinonimias para a espécie vegetal E. daphnites Mart. Também € importante salientar
que foram poucos os estudos cientificos com relacéo a esta espécie vegetal.

Com base na literatura foi observado que o extrato aquoso obtido a partir das
folnas de E. daphnites apresentou citotoxicidade com ou sem combinagdo de
radioterapia para FaDu (linhagem celular de carcinoma de hipofaringe), e extrato
etandlico apresentou citotoxicidade para as linhagens: FaDu (carcinoma de
hipofaringe), HaCaT (células imortalizadas de queratinécitos humanos), SCC-9
(carcinoma espinocelular de cavidade oral) (20, 21). Em estudo realizado por Correia
et. al. (2016) foi observado atividade antifungica por extrato aquoso de E. daphnites
frente a cepa de Candida gabrata (22). O extrato hexanico de E. daphnites mostrou-
se seletivo para as células de queratinécitos (HaCaT) e seletivo para o aumento das
proporcdes de células SSC-9 nas fases GO e G1 (75%) com reducéo na proporcéao da
fase S (21%), sendo esse tratamento associado ao aumento do nivel de expresséo
dos inibidores de CDK p21 em 21% e diminuig¢do dos niveis de p27, ciclina D1 e ciclina
E (23).

Em estudo realizado por Simas (2013), foram relatados isolamento e
identificacdo de compostos provenientes dos galhos e folhas de E. daphnites, sendo
estes representados por: esteroides, triterpenos, diterpenos, flavonoides, glicerideo e
lignana (24). Em estudo realizado por Elias et. al. (2015). Foram identificados a
presenca de compostos triterpenos como lupenona, friedelanol e friedelan-3-ona e
esteroidal b-sitosterol. Também foram identificados palmitato de metilo, estearato de
metilo, 18-metil nonadecanoato de metilo, docosanoato de metilo, lignocerato de
metilo e hexacosanoato de metilo (23).

Em estudo realizado por Martins (2015) (25) com a utilizacdo de extratos
aquosos, etandlicos e hexéanicos das folhas da espécie vegetal E. daphnites foi
observado que estes extratos apresentaram atividade antioxidante frente ao método
de inibicdo do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), sendo que, as melhores
atividades encontradas expressas em ICso, corresponderam a 4,91; 5,17 e 10,34
pg/mL para os extratos etanodlicos, aguoso e hexéanico respectivamente. Também
foram observados a presenca de compostos fenolicos em sua composi¢ao sugeridos
por cromatografia de camada delgada como hiperosideo, rutina e de acido

clorogénico.
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1.4 ERYTHROXYLUM SUBEROSUM

A espécie vegetal Erythroxylum suberosum A.St.-Hil € conhecida popularmente
como “cabelo-de-negro”, “azougue-do-campo”, “sessenta e dois” e “mercurio do
campo”. Quanto a sua distribuicdo, tém suas ocorréncias confirmadas no Brasil nas
regibes norte (Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins), nordeste
(Bahia, Maranh&o e Piaui), centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso), sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo) e Sul (Parana) (26), sendo
encontrada também nos paises: Bolivia, Guiana Francesa, Paraguai e Venezuela
(16). Trata-se de uma espécie bem caracteristica dos dominios fitogeogréaficos:
Savana amazonia e Cerrado.

E. suberosum é uma espécie arborea que apresenta caulifloria e suas flores
encontram-se agrupadas em fasciculos, comumente nas axilas das folhas. Suas flores
sdo pequenas (4,5 mm) hermafroditas, pentameras, actinomorfas, de coloracao
creme-claro e suavemente perfumadas. A antese ocorre no periodo dentre as 6 horas
da manha até as 18 horas. As flores ficam receptivas por um dia e no segundo dia as
pétalas sofrem mudanca em sua cor, tornando-se creme-escuro e caem (13). Quanto
a fenologia, a espécie floresce entre 0s meses de agosto e setembro e frutifica entre
0s meses de setembro a janeiro (27).

As sinonimias para a espécies vegetal Erythroxylum suberosum foram
buscadas nos bancos de dados: Lista de Espécies da Flora do Brasil (REFLORA) (17);
Trépicos (18); e The Plant List (19) e sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sinonimias da espécie Erythroxylum suberosum A.St.-Hil.

Espécie vegetal Sinonimias encontradas

Erythroxylum areolatum Vell.
Erythroxylum suberosum Erythroxylum testaceum Peyr.
A.St.-Hil Erythroxylum areolatum L.
Erythroxylum suberosum f. brevipetiolatum O.E.Schulz

Relacionado ao uso popular (povo indigena Kayap6 - Brasil), a espécie E.
suberosum é utilizada como analgésico, anti-reumatico e para ma digestéo (28).
Com base na literature sdo poucos os estudos cientificos relatados. Entretanto,

em revisdo realizada para esta espécie, foi observado que extratos aquosos e



29

etandlicos obtidos a partir das folhas de E. suberosum apresentaram citotoxicidade
quando submetido as linhagens celulares com ou sem combinagao de radioterapia:
FaDu (carcinoma de hipofaringe), HaCaT (células imortalizadas de queratindcitos
humanos), SCC-9 (carcinoma espinocelular de cavidade oral), (20, 21) e SCC-25
(carcinoma espinocelular de cavidade oral — morfologia epitelial) (21).

Em estudo realizado por Violante et. al. foi observado atividade antifungica de
extratos obtidos da casca do tronco da espécie E. suberosum contra as cepas de
Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e
Cryptococcus neoformans. Também foi observado atividade antibacteriana contra as
cepas de Staphylococcus aureus (29).

Quanto a prospeccao fitoquimica, segundo Rodrigues et. al. (2015) (30), as
folhas da espécies E. suberosum sdo caracterizadas pela presenca de compostos
guimicos como: heterosideo saponinicos, flavonoides e taninos. Barros et. al (31).
Isolou e identificou flavonoides como rutina e isoquercitrina por RMN.

Em estudo realizado por Morais (2015) (32) foram identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia a presenca dos compostos isoquercitrina e
hiperosideo para extratos aquosos e etandlicos obtidos a partir das folhas da espécie
E. suberosum. Também foi observado atividade antioxidante de inibicdo do radical
DPPH" e da formacdo do complexo de fosfomolibdénio para esses extratos. O ICso
frente ao método em que se utiliza o radical DPPH®, mostrou que a atividade dos
extratos etandlicos dentre as coletas realizadas variam de 5,08 a 18,93 pg/mL,
enguanto que 0s extratos aquosos apresentaram uma variacao da atividade de 4,45
a 5,28 pg/mL (32).

1.5 PADRONIZACAO DE EXTRATOS

Recursos naturais, principalmente os de origem vegetal, consistem em
importantes fontes de farmacos devido a extensa variedade e complexidade de
metabolitos com potencial medicinal (33). Um dos empecilhos na aceitabilidade deste
tipo de produto esta comumente relacionada a falta de um perfil de controle da

qualidade padrdo (34). Porém, a transformacdo de uma planta em produto



30

tecnicamente elaborado, exige estudos de validacao das espécies vegetais visando a
comprovacédo da seguranca, eficicia e qualidade (33).

A época em que um material vegetal € coletado em conjunto com horério, local
de obtencéo, assim como a variacdo de temperatura, distribuicdo hidrica, exposi¢ao
a radiacédo ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, ataques de patégenos, etc, sdo
fatores importantes, pois a quantidade e até mesmo a natureza dos constituintes
ativos (que sdo produzidos pelas espécies vegetais) podem ndo apresentar a
producdo de metabdlitos de forma constante no decorrer do ano (35) e até mesmo no
decorrer (36).

Outro ponto a ser destacado € a necessidade de uma referéncia para a
identificacdo da espécie vegetal com o qual se esta trabalhando (37). Desta forma
deve-se coletar pequenos ramos com folhas, flores e frutos da planta de interesse,
sendo que estas amostras devem ser representativas. Posteriormente deve-se
confeccionar as exsicatas que serdo catalogadas em um herbario e confirmardo a
identificacdo cientifica da espécie vegetal (38).

Quanto ao modo de preparo faz-se importante a determinacdo do teor de
umidade da droga vegetal a ser tratada assim como o devido armazenamento das
amostras, levando em consideracdo o método de extracao aplicavel com base nos
produtos almejados ao final do processo (39). E importante destacar que a
normalizacdo deve abranger toda a area de estudo, desde o cultivo da planta até a
sua aplicacao clinica, assim a padronizacdo de um extrato torna-se essencial para a
garantia dos requisitos solicitados pelo mercado consumidor (37, 40).

A producdo e a comercializacao de fitoterapicos por industrias farmacéuticas
provocou a necessidade da formulacdo de diretrizes provenientes de 6rgdos
governamentais, fundamentais para os pedidos de autorizacdo da producdo e
comercializacdo dos medicamentos fitoterapicos. Deste modo, monografias sobre
plantas medicinais comecaram a ser publicadas com o objetivo de estabelecer
padrdes de qualidade que os medicamentos devem obrigatoriamente obedecer, tendo
como finalidade agrupar, padronizar e sistematizar o conhecimento das caracteristicas
e propriedade das plantas medicinais, tanto para auxiliar os profissionais de saude
quanto para orientacdo da populacdo (41). Exemplos: Monografias de plantas
medicinais da OMS, formularios de fitoterapicos da farmacopeia brasileira entre

outros.
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Padronizacdo tem como objetivo a uniformizacdo de qualquer processo ou
atividade, tratando-se de um instrumento fundamental para o processo de controle da
qualidade de fitoterapicos. Trata-se do processo para preceituar um conjunto de
normas ou caracteristicas inerentes, parametros constantes, valores qualitativos e
quantitativos definitivos que carregam uma garantia de qualidade, eficacia, seguranca
e reprodutibilidade, em concordancia com as normas técnicas. Sendo a descrigdo um
conjunto de caracteristicas exibidas pelo fitoterapico originadas pela experimentacéo
e observacdes que trabalham nas normas especificas (37).

E importante levar em consideracio os parametros ja citados: periodo de coleta
da espécie vegetal, horario de coleta, local de coleta, varia¢cdes climéaticas onde a
planta encontra-se, disponibilidade hidrica e de nutrientes, a confirmacdo da
identificacdo da espécie, a determinacédo de teores de umidade para droga vegetal
assim como a determinacdo de teores de compostos presente na planta, além da
padronizacao da forma de extracdo desses teores que podem estar diretamente ou
indiretamente ligados a atividade bioldgica.

Tais parametros mostram-se entao importantes, pois podem ser utilizados como
controles para a comprovacgao de seguranca, qualidade e eficacia de produtos obtidos
a partir de espécie vegetais, onde fraudes e/ou problemas na qualidade podem ocorrer
por meio: da substituicdo de uma espécie por outra semelhante, podendo nao ter
atividade farmacoldgica similares; adulteracdo de parte ou de todas as partes da
planta, ou até mesmo a utilizacao de outros materiais; desconsideracao do prazo de
validade do fitoterapico; contaminacao exégena com micotoxinas, metais pesados ou
pesticidas (40).

O uso de marcadores fitoquimicos também € importante, ndo somente por estar
relacionado a atividade farmacolégica da planta, mas também por ser reconhecido
como a fingerprint (digital - perfil cromatografico) da espécie vegetal.

O marcador € a substancia ou a classe de substancias (exemplos alcaloides,
flavonoides, acidos graxos, etc.), é utilizado como referéncia no controle da qualidade
da matéria-prima vegetal e dos fitoterapicos. O marcador pode ser classificado quanto
a sua relacdo com o efeito terapéutico (marcador ativo) ou quanto a seu efeito
terapéutico em relacdo ao constituinte ou ao(s) grupo(s) de constituintes (marcador
analitico) e quando ndo for demonstrada relacdo do constituinte ou grupo(s) de

constituintes com atividade terapéutica do fitocomplexo (marcador analitico) (42).
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Portanto devido a grande variabilidade na composicdo quimica das plantas
medicinais, faz-se fundamental a padronizacao de fitoterapicos. Assim, espera-se que
o teor dos principios ativos ou dos marcadores fitoquimicos sejam conhecidos e se

engquadrem nos critério estabelecidos para a planta em questéo (40, 42).

1.6 RADIACAO SOLAR E EFEITOS DELETERIOS

A radiacédo solar é o fluxo de energia enviada pelo Sol e transmitida na forma de
radiacao eletromagnética. As medidas de radiacdo sdo denominadas como Irradiancia
Solar Total (TSI - Total Solar Irradiance) e Irradiancia Solar Espectral (SSI - Solar
Spectral Irradiance). A TSI é definida como a poténcia total da energia proveniente do
Sol por unidade de area a 1 UA (distancia entre o Sol e a Terra conhecida como
Unidade Astrondmica). As medidas podem ser realizadas em fungdo do comprimento
de onda [W m~ nm™] e integradas para determinar a TSI (43).

Muitas funcdes vitais de animais e humanos, assim como a energia utilizada
pelas plantas durante a fotossintese estdo associados a luz solar (44). A radiacao
solar, pode influenciar nos tons da pele humana (45), sendo que esta influéncia na
pigmentacdo da pele esta relacionada, principalmente, & melanina (46).

A radiagdo solar também é responsavel, de modo indireto, a estimular a
formacdo de vitamina D (47) (hormdnio esteroide), uma vez que a pigmentacédo da
pele influencia na producdo deste hormodnio, cuja a principal funcdo, consiste na
regulacdo da homeostase do calcio, formacéo e reabsorcao éssea (por intermédio da
sua interacdo com as paratireoides), regulacdo da homeostase dos rins e dos
intestinos (48).

A exposicdo aos raios solares esta tornando-se cada vez mais perigosa,
podendo ser associada a diversos efeitos agudos e cronicos perniciosos a pele,
contribuindo inclusive no desenvolvimento de cancer (44).

A radiacdo eletromagnética pode ocorrer em diferentes faixas espectrais de
acordo com o tipo de interacdo com a matéria. O espectro eletromagnético é
classificado em diferentes regides: Raios y, Raios-X, Ultravioleta (UV), Visivel (VIS),

Infravermelho, micro-ondas ou ondas de radio (43).
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Neste estudo serdo abordados fatos referentes aos raios emitidos pelo Sol que
apresentam um amplo espectro de comprimentos de ondas eletromagnéticas que sdo
classificadas em distintas zonas espectrais conhecidas como: radiacdo ultravioleta
(UVA — 315 a 400 nm, UVB — 280 a 315 nm e UVC — 100 a 280 nm), visivel (380 —
770 nm) e infravermelho (IF) (770 — 1000 nm) (44). Destas zonas espectrais, a faixa
entre 100 e 295 nm proveniente da luz solar mostra-se mais prejudicial e citotoxica
(49).

A radiacdo UV possui capacidade de ativar cascatas complexas de reacoes
bioguimicas envolvendo a pele humana, sendo a inflamacdo e a producdo de
Espécies Reativas de Oxigénio EROs — Reactive oxygen species (ROS) — as
principais causas de danos ocasionados por esse fator (50).

A radiacdo UVA apresenta menos energia que a UVB, porém possui mais poder
de penetracao, onde fotossensibilizantes endégenos (DNA, porfirinas, acido urocanico
e aminoacidos aromaticos) quando excitados produzem ROS, devido a captura de
fétons da radiacdo UVA (51). Oitenta por cento dos raios UVA atingem a juncéo
dermoepidérmica e penetram mais profundamente na derme papilar e cerca de dez
por cento dos raios UVA atingem a hipoderme (52).

A radiacdo UVB trata-se da principal radiacdo solar absorvida pela epiderme e
cerca de 70% desta é bloqueada pelo estrato cérneo (52), sendo que os raios UVB
possuem energia suficiente para induzir lesbes ao DNA e gerar ROS. Os danos
voltados ao DNA séo, principalmente dirigidos aos sitios dipirimidinicos, contribuindo
para a dimerizacado das bases pirimidinicas por um anel ciclobutano nas posicdes
cinco e seis, formando um dimero ciclobutano pirimidino, ou pela ligacdo da sexta
posicdo de uma base na quarta posicéo préxima da base, formando o fotoproduto 6-
4 pirimidino-pirimidona (6-4PP) (53).

A epiderme possui antioxidantes como forma de defesa, incluindo enzimas como
o superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase, sequestradores de radicais
livres como a vitamina C e E, carotenoides e glutationa reduzida (GSH) (54).

As ROS séo formadas nas células como consequéncia de reacfes quimicas
oxidativas e por fatores externos. O aumento da producéo dessas espécies reativas
pode ser causado por fatores anormais que envolvem processo inflamatorio,

isquemia, presenca de ions ferro cataliticos e exposicdo a radiacdo UV. Com o
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aumento da producdo de ROS, pode ocorrer a deplecdo das defesas antioxidantes
naturais, deixando a pele mais vulneravel (54).

Assim, relacionado ao processo de inflamacéo e producdo de ROS, a irradiagcéo
UV é responsavel por esgotar os antioxidantes celulares e diminuir a eficiéncia dos
sistemas de enzimas antioxidantes, o que pode resultar em danos ao DNA (55). Além
de corroborar para prejuizos oxidativos em proteinas celulares, lipidios e carboidratos,
contribuindo para o fotoevelhecimento e fotocarcinogénese (56) (57-59).

Os efeitos deletérios (Quadro 1) da radiacdo UV proveniente de raios solares
podem depender da duracao e frequéncia de exposicdo ao individuo, da intensidade
da radiacdo solar (com base na latitude) e da reacdo relacionada a constituicao
genética, cor e fototipo da pele. Entre os efeitos nocivos (60) estéo:

e Efeitos agudos - queimadura solar e fototoxicidade induzida por
medicamentos;

e Riscos de longo prazo por exposicdo descontrolada repetida -
desenvolvimento de modificagbes actinicas ou dermatohelioses (rugas,
envelhecimento precoce da pele e adelgacamento irregular da epiderme);

e LesOes pré-malignas — ceratoses solares;

e Lesdes malignas - carcinoma basoceluar, carcinoma espinocelular e
melanomas;

e Dano fotoquimico acumulativo aos olhos — escurecimento das lentes
(envelhecimento das lentes) e formacgéao de catarata nuclear;

e Alteracdo da resposta imune e da funcao e distribuicdo dos componentes

do sistema imunoldgico — incompeténcia imune seletiva.

Quadro 1 - Efeitos deletérios da radiacdo UV provenientes de raios solares.

Doengas Caracteristica

Leséo presente na pele ocorrente em 90% dos caucasianos >
Lentigo solar 70 anos de idade. LesOes rasas, de coloracdo marrom e
especialmente proeminentes no dorso da méao.

Cutis rhomboidalis Mudancgas profundas de textura e pigmento do pescoc¢o do
nuchae individuo.

Elastose nodular com cistos e comedbdes. Ocorre

Doenca de Favre- principalmente na face de pessoas idosas, sendo a

Racouchot dermatoheliose um pré-requisito para o desenvolvimento dos
comeddes solares.
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Continuacdo - Quadro 1 - Efeitos deletérios da radiacdo UV provenientes de raios

solares.

Parpura solar
(Purpura senil de
Bateman)

Ocorre freqientemente no antebraco de idosos posterior ao
trauma em peles severamente danificadas pelo sol.

Lago venoso

Trata-se de uma ectasia venosa que aparece como uma papula
macia marrom-azulada, tipicamente no labio inferior e em
outras regides expostas ao sol como a hélix da orelha, face e
pescoco.

Cicatrizes estreladas
das maos e
antebracos

Pseudo-cicatrizes (de Coulomb) causadas pelo deslizamento
da pele fragil fotodanificada. Tém sido erroneamente atribuidas
a purpura pré-existente.

Dermatite cronica
actinica

Caracterizada por erupcao persistente de carater eczematoso,
possivelmente associado a papulas infiltradas e placas,
afetando predominantemente a pele exposta. Algumas vezes
pode se estender a areas cobertas, como a eritroderma. As
sindromes da reacdo persistente a luz, reticuldide actinica,
eczema fotossensivel e dermatite fotossensivel, s&o
consideradas variantes dessa dermatite.

Reacdes a drogas

Medicacdes sistémicas podem aumentar a suscetibilidade a
radiacdo UV. Podendo ocorrer com o0 uso de antibiéticos orais,
anti-hipertensivos, psoralens, agentes imunosupressores, anti-
inflamatorios ndo-esteroidais e outros agentes, incluindo um
grande numero de medicacfes topicas e quimicos industriais.
Estes incluem os psoralens topicos, tretinoina, e outros
agentes despigmentantes e fotosensibilizantes.

Xeroderma
pigmentoso

Doenca rara autossOmica recessiva dos humanos
caracterizada por uma acelerada degeneracdo crbnica das
areas da pele expostas ao sol, incluindo um elevado risco do
desenvolvimento de cancer de pele.

Urticaria solar

Condicao incomum na qual a radiacdo UV ou radiacao visivel
ocasiona um vergao na pele exposta. Muito comum em
mulheres, entre os 20 e 40 anos e persiste indefinidamente,
ap6s 5 a 10 minutos de exposicdo solar, os pacientes
experimentam prurido, eritema malhado, vergdes confluentes.

Lupus eritematoso
discéide crbnico

Inflamacao discéide na pele, ocorrendo frequentemente em
areas expostas a radiagdo UV. As lesdes consistem de placas
(simples ou multiplas), vermelho-escuras, bem localizadas, de
5 a 20 mm de diametro, ocorrendo usualmente na face
(distribuicdo em borboleta). Ouvido externo, couro cabeludo e
membranas da mucosa oral podem estar envolvidas. Ha
atrofia, telangectasias e tamponamento folicular. A lesdo é
geralmente coberta por escamas secas, duras e aderidas.

Envelhecimento
solar

Trata-se de alteracdes macro e microscopicas na pele como
consequéncia da irradiacdo solar cronica.
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Continuacdo - Quadro 1 - Efeitos deletérios da radiacdo UV provenientes de raios

solares.

Causado mais facilmente por raios UVB. E visto
Catarata frequentemente em trabalhadores ao ar livre do que naqueles
gue trabalham sob protecao.

A dermatite é precipitada pela radiagcdo solar e freqlentemente
se assemelha a queimadura solar, porém o eritema €
prolongado e usualmente seguido de pigmentacdo e
descamacao.

Pelagra

Fonte: Juchem PP, Hochberg J, Winogron A, Ardenghy M, English R. Health Risks of Ultraviolet
Radiation. Rev Soc Bras Cir Plas. 1998;13(2):31-60.

A pele humana é constantemente exposta a irradiacdo UV proveniente da luz
solar e esse fator pode induzir alteragcdes celulares. Deste modo, o desenvolvimento
de novas estratégias preventivas e terapéuticas depende de mais compreenséao sobre
0S mecanismos moleculares ocasionados por lesdes relacionadas a esse tipo de
radiacdo UV (61).

1.6.1 Protetores solares

A RDC n° 30, de junho de 2012 (62), publicada pela ANVISA. Quanto a definicéo,

informa que protetor solar é:

“Adendo Il; Defini¢cbes...
qualquer preparacdo cosmética destinada a entrar em contato com a pele e
labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiagao

UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiagao.”

O uso de protetores solares (fotoprotetores) trata-se da utilizagdo de uma forma
farmacéutica para a obtencdo de um cosmeético com a finalidade de conter os efeitos
nocivos induzidos por radiacdo UV. Deste modo, estas preparacdes cosmeéticas
podem possuir distintas apresentacdes (63), como por exemplo:

e Locdes hidroalcdolicas — comumente apresentam protecdo reduzida, com
formacdo de filme protetor irregular e podem contribuir para o

ressecamento da pele;
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e Oleos — apresentam protecéo superior as logdes hidroalcodlicas, porém
nao alcancam valores de Fator de Protecdo Solar (FPS);

e Géis oleosos — Possuem composi¢do oleaginosa gelificada com protecdo
superior aos 0leos fluidos; e

e Emulsdes — sdo as formas que apresentam maior protecdo frente a

radiacéo UV;

Os protetores solares sdo conhecidos como organicos e inorganicos, e podem
ser classificados como filtros quimicos e fisicos. Segundo Flor et. al. (2007) (64) € dito
gue essa classificacao poderia ser melhor denominada, pois processos de absorgéo
e reflexdo de radiacdo sédo considerados fendmenos fisicos, desde que ndo haja
reacao quimica. Deste modo, uma molécula que absorve radiacdo UV nao deve ser
chamada de filtro quimico. Portanto, classificar os filtros como orgéanicos e inorganicos
mostra-se mais sensato, pois em filtros organicos existe a presenca de compostos
organicos e nos inorganicos tem-se a presenca de 6xidos metalicos (64).

Assim, filtros organicos possuem moléculas que irdo interferir na radiacéo
incidente por meio de mecanismos de absorcdo, podendo atuar como um croméforo
exogeno, que quando absorve um féton de energia, aumenta o estado de excitacao
da molécula e ao retornar para o estado estavel (ndo excitado) ocorre a liberacéo de
energia em um comprimento de onda maior (faixa do visivel ou no infravermelho) (65).

De acordo com a regido de protecao UV, os filtros organicos comumente séo
filtros de radiacdo UVA e UVB. Esta atuacao esta envolvida com uso de compostos
que geralmente ndo possuem um amplo espectro de prote¢cdo, como 0s cinamatos e
salicilatos, que agem principalmente contra os raios UVB e as benzofenonas e as
avobenzonas que protegem somente raios UVA (66).

Em pesquisa bibliogréafica realizada por Cabral et. al. (2011) (67) foi observado
que os filtros organicos possuem em suas composi¢cdes moléculas que podem ser
utilizadas para filtros solares de radiacdo UVA e UVB, e que estas moléculas (acido
para-aminobenzdico — PABA, cinamatos, salicilatos, benzimidazois e benzofenonas —
(Figura 1) mesmo apresentando acédo de protetores solares, podem se comportar
como causadores de efeitos alérgicos em usuérios, podendo possuir interacdes com

farmacos e até mesmo com radiacdo UV (Quadro 2).
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Figura 1: Estruturas quimicas de moléculas utilizadas em protetores solares de
classificacao de filtros organicos. A — Acido para-aminobenzoéico; B — Cinamatos; C — Salicilatos;
D - Benzimidazois; E- Benzofenas.

Quadro 2 — Classificacé@o e caracteristicas de filtros organicos.

Classificacao

Caracteristica

Para-
aminobenzoico
(PABA e
derivados)

O PABA (&cido para-aminobenzdico) é uma das moléculas mais
antigas utilizadas como filtro solar UVB. Porém possui diversos
inconvenientes: facilmente oxidavel e mancha os tecidos; pode
recristalizar no produto acabado; tendéncia em formar ligacdes de
hidrogénio com certos solventes podendo diminuir a atividade;
capaz de induzir a eczema de contato e sensibilizacdo cruzada
com outros derivados para-aminados, como anestésicos locais
(benzocaina e procaina), sulfamidas, anti-histaminicos e até
mesmo tinturas capilares.

Cinamatos

A presenca de ligacbes duplas conjugadas permite maior
deslocamento eletrénico. O maximo de absor¢éo se situa préximo
a 308 nm. Quando utilizados sozinhos ndo atingem coeficiente de
protecdo elevado porque sdo pouco estaveis fotoquimicamente.
O p-metoxicinamato de octila, sob efeito da radiacdo UV,
transforma-se no isdmero CIS, cujo pico de absorcdo é mais baixo
(265 nm), diminuindo sua eficacia. Por isto, geralmente séo
associados a filtros com espectro mais amplo ou aos filtros,
guando se deseja maior protecao.

Salicilatos

Sdo compostos orto disubstituidos lipossoluveis. Devem ser
utilizados em quantidades elevadas para atingir uma certa
eficacia. Absorvem na zona de 300 nm. S&o muito estaveis, nao
interagem com os solventes e sdo bem tolerados. Apresentam
melhor agcédo quando associados com outros filtros. O salicilato de
octila é um salicilato substituido, que efetivamente absorve luz no
espectro do UVB, absorve pouco ou nédo absorve UVA. Trata-se
do éster do 2-alcool-etilhexil e acido salicilico.

Benzimidazois

O representante mais importante deste grupo, por sua grande
utilizacdo e hidrossolubilidade € o acido-2-fenil-benzimidazol 5-
sulfénico. Séao filtros hidrossollveis eficazes para UVB.
Adicionado a fase aquosa das formulagcdes, pode completar a
atividade dos filtros lipossollveis. Seu uso necessita
neutralizacdo a pH 7,0.
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Continuacao - Quadro 2 — Classificagcéo e caracteristicas de filtros organicos.

Compostos de estrutura biciclica. Sdo excelentes filtros UVB cujo

Derivados do -\ 4yimo de absorcdo situa-se perto de 300 nm. Permitem a

becrélzrlllfl(c)ire;o absorcao de FPS elevado com baixas concentracdes. Reacdes
negativas sao raras.
As benzofenonas cobrem a totalidade das UVB e grande parte
das UVA. A oxibenzona (benzofenona-3) apresenta excelente
Benzofenonas

estabilidade fotoquimica. S&o pouco toleradas e responsaveis por
inUmeras reacdes alérgicas ou dermatite de contato.

Fonte: Cabral LDS, Pereira SO, Partata AK. Filtros solares e fotoprotetores mais utilizados nas
formulac6es no Brasil. Rev Cient ITPAC. 2011;4(3): ISSN 1983-6708.

Os filtros inorganicos possuem oOxidos metalicos capazes refletir ou dispersar a
radiacdo incidente por mecanismo o6ptico, tendo como principais caracteristicas sua
baixa permeacao cutanea e sua elevada fotoestabilidade, ou seja, capacidade do filtro
em manter sua capacidade fotoprotetora mesmo apds longos periodos de exposicao
a radiacao solar (65). Assim, os filtros inorganicos agem com uma barreira fisica que
impede a passagem da radiacao (68).

Exemplos de substancias inorganicas empregadas como fotoprotetores séo: o
oxido de zinco (ZnO) e o didxido de titanio (TiOz2), que apresentam protecdo contra 0s
raios UV e baixo potencial de irritacdo. Porém, devido ao tamanho das particulas
sblidas do ZnO e do TiO2, o produto apresenta uma caracteristica estética
desfavoravel, pois pode deixar uma pelicula branca sobre a pele (64), além do seu
alto indice de refracéo, que acabam refletindo a radiacao UV e a luz visivel, sendo que
tais caracteristicas mostram-se desvantajosas, pois comprometem a aceitacdo do
produto pelo publico consumidor, contribuindo para uma diminuicdo do uso do filtro
solar e aumentando os riscos da exposi¢ao a radiacao UV (69). Assim, a ANVISA, por
meio da RDC N°. 47, de 16 de marco de 2006, restringiu 0 uso destes fotoprotetores
inorganicos em uma concentracdo maxima de 25% para a presenca destes 6xidos
(70).

Em estudo bibliografico realizado por Cabral et. al (67), foi observado que outra
forma de obtencdo de formulagdes fotoprotetoras esta relacionado a associacédo de
agentes quimicos e fisicos, uma vez que existe a necessidade da adicdo de uma
qguantidade menor de cada tipo de filtro para alcancar valores de FPS maior,

contribuindo assim, para a diminui¢do dos efeitos indesejados de cada filtro. Porém a
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adicdo de um fotoprotetor fisico ao produto pode ndo melhorar o seu desempenho e
até mesmo prejudica-lo, sendo que para filtros quimicos, comumente utiliza-se
combinagdes, pois, sozinhos, ndo alcancam as determinagcdes de FPS determinadas
pelo FDA, sendo que muitas das vezes ocorrem mecanismos de sinergismo entre 0s
componentes presente na formula.

Em estudo realizado por Saluccic et. al. (2014) (71), é relatada que a utilizacéo
topica de antioxidantes pode contribuir para prevencao ou retardar os danos a pele
induzidos por radiacdo UV, proporcionando assim efeitos fotoquimioprotetor e
fortalecimento do sistema de protecdo enddégeno além de corroborar para a reducéo
do dano oxidativo na pele. Com isso, 0os produtos naturais passaram a ganhar mais
atencao, desde que estes possuam propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias,
gue podem contribuir para protecéo da pele frente aos fotodanos (72).

Pensando-se em prevenir e criar terapias para doencgas envolvidas com danos
causado por raios UV (73), iniciou-se discussOes sobre formas de restabelecer a
homeostasia celular com a utilizacdo de produtos antioxidantes e sequestradores de
ROS com a utilizacdo de extratos vegetais (74), pois, os danos causados pela
radiacdo solar podem ser acarretados devido a geracdo de radicais livres. Assim,
substéancias capazes de inibir a acao ou producao destes radicais livres podem ser

capazes de evitar ou minimizar os danos provocados.

1.6.2 Desafio para o mercado de consumidores frente aos protetores solares

A Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos (ABIHPEC), disponibilizou em 2018 o panorama sobre o setor de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, onde é informado que o Brasil foi 8° maior
consumidor de produtos para a pele, o 4° principal mercado de consumo (6,2% - US$
30 bilhdes), e frente a contribuicdo do setor para a movimentacdo da economia,
encontrou-se em 3° lugar no mercado global frente ao langcamento de produtos por
ano (1° Estados Unidos e 2° China) (75).

ABIHPEC indica que no cenério frente aos anos de 2019 e 2020, o mercado ir4
continuar sua busca por produtos com ingredientes de origem natural, segmento que

vem crescendo de 8 a 25% ao ano no mundo inteiro. Mais esfor¢cos tendem a ser
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direcionado ao uso mais consciente desses ingredientes, assim como uso de
tecnologias mais sustentaveis (76).

Outro ponto destacado trata-se do Clean-Living (Vida limpa), conceito que esta
se espalhando entre os consumidores, onde as pessoas expressam suas
preocupacdes sobre um consumo ético e consciente de produtos em geral, sendo que
suas principais preocupacdes estdo ligadas a: Ndo degradacdo ambiental; qual é a
procedéncia do produto que se pretende comparar e; discussbes sobre testes em
animais (70% dos consumidores globais possuem opinides contra). Também é
previsto novos produtos com presenca de antioxidantes na férmula, devido as suas
propriedades benéficas complementares contra os danos provenientes de raios
solares (76).

Outro ponto salientado é que o produto também atenda as necessidades
estéticas do consumidor, assim, esse produto também precisa manter a pele com
textura seca e sem brilho, onde a exigéncia do consumidor tende a aumentar e inicia-
se uma nova busca de filtros aquosos, fluidos em sérum ou leitosos que tornem a pele
nao somente protegida, mas também aveludada (76).

Diante desse cenario, a classe de produtos com acao de protecao solar, deve
ndo somente atender as necessidades estéticas do consumidor, mas também deve
apresentar eficacia e a seguranca. Essa classe de cosmético, por sua vez deve
apresentar capacidade de protecdo da pele com penetracdo epidérmica limitada,
evitando assim, o risco de absorcao sistémica. Além disso, devem ser fotoestaveis e
dissipar, de forma eficiente, a energia absorvida dos raios UV por meio de vias
fotofisicas e fotoquimicas, impedindo também a formacgéo de EROs (77).

Um dos desafios iniciais no mercado de filtros solares estd vinculado aos
produtos que contenham, em sua composicao, 6xido de zinco e didxido de titanio.
Outro problema esté relacionado ao efeito durante a aplicacdo de protetores solares
na pele, pois, produtos com a presenca de filtros fisicos como os citados acima, podem
causar um fendmeno, conhecido popularmente, como “branqueamento”, o que afeta
seriamente a estética e a eficacia do protetor solar (64, 78).

Segundo o relato apresentado por Korac e Khambholja (2011), nos EUA —
Estados Unidos da América, as combinacdes de avobenzona e protetores solares
fisicos ndo séo permitidas, isso porque a avobenzona tem se apresentado instavel

quando presente em formulacées com filtros solares fisicos (78).
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Schlumpf e colaboradores 2004, apresentaram dados de toxicologia dos filtros
UV: benzofenona-1 (Bp-1), benzofenona-2 (Bp-2), benzofenona-3 (Bp-3).
benzofenona-4 (Bp-4), 3-benzilideno canfora (3-BC), 4-metilbenzilideno céanfora (4-
MBC), homosalato (HMS) e octil-dimetil-PABA (OD-PABA). Esses filtros foram
testados e apresentaram atividade enddcrina, sendo que o filtro 4-MBC, por exemplo,
durante a vida pré e pos-natal, afetou o desenvolvimento do sistema hipotalamico-
pituitario-gonadal, no sistema nervoso central e no nivel periférico de filhotes de ratos
machos e fémeas, resultando em alteracdes na expressao de genes regulados por
estrogénio em érgaos reprodutivos e regides do cérebro sexualmente dimorficas. De
modo geral, tais dados, indicam que tanto os 6rgaos reprodutivos, quanto o sistema
nervoso central, representam alvos sensiveis para efeitos de desenvolvimento de
xenobidticos ativos enddcrinos frente a filtros com esses feitos toxicoldgicos (79).

Outro problema relacionado ao uso de filtros organicos, trata-se do seu efeito
alérgico indesejavel que ocorre em alguns individuos. Além disso, alguns desses
produtos podem ser caracterizados como fotossintéticos, ou seja, podem se decompor
sob luz UV, produzindo EROs e/ou compostos derivados toxicos, e inclusive podem
perder suas propriedades de filtro UV (77). Com relacao as formula¢des que utilizam
combinagcbes de filtros organicos e inorganicos, sao relatadas complicacbes
relacionadas a fotoestabilidade e possiveis interacdes sinérgicas desfavoraveis.

Os protetores solares devem possibilitar ao consumidor um maior tempo de
exposicao, de forma segura, aos raios solares, além de evitar danos provenientes de
seus préprios componentes. Em consequéncia, surgiu maior interesse do uso de filtros
UV inorganicos que apresentassem propriedade hipoalergénica, principalmente na
obtencéo de produtos voltados para uso infantil e em pessoas de pele sensivel (77).

Frente ao conceito Clean-Living, os consumidores tém expressado criticas a
produtos que, de alguma forma, causem degradacdo ambiental. Frente a isso, entrou
em analise na Comissdo de Assuntos Econdmicos (CAE) o Projeto de Lei — PL
616/2019 que altera a Lei n°® 6.360, de setembro de 1976, que dispde sobre a vigilancia
sanitaria a que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, 0os insumos farmacéuticos
e correlatos, cosméticos, saneantes e outros produtos, e da outras providéncias, para
dispor sobre a regulagcdo ambiental de cosméticos, e dispbe sobre a proibicdo de

protetores solares considerados toxicos para os recifes de corais. (80).
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Em estudo conduzido por He et. al (2018), foi observado morte de 33,33% e 0
branqueamento de 83,3% dos corais da espécie Seriatopora caliendrum quando
essas colbnias tiveram contato direto com 1000 mg/L de filtro UV orgéanico
(etilexilmetoxicinamato - EHMC). Quando os corais das espécies S. caliendrum e
Pocillopora damicornis foram expostas a protetor solar contendo os filtros EHMC e
octocrileno (OC) em concentragcfes de aproximadamente 420 e 30 mg/L,
respectivamente (diluidos em agua), foi possivel obsevar alta mortalidade das
colénias de corais da espécie S. caliedrum (66,7 a 83,3 %) enquanto que para a
espécie de corais P. damicornis foi observada mortalidade de 33,3 a 50%. Tais
resultados confirmaram o potencial de bioacumulacdo de EHMC e OC e mostram que
outros ingredientes em produtos de protecdo solar também podem contribuir para um
acumulo destes ingredientes ativos em corais e exacerbar a toxicidade dos produtos
de protegao solar (81).

A PL 616/2019 ndo esta vinculada somente ao desejo de consumir produtos
com baixa degracdo ambiental como explicitado pelos consumidores de cosméticos,
mas também trata da reavaliacdo do uso de produtos que podem comprometer as
questdes de preservacdo e conservacdo ambiental. Essa Projeto de Lei proibe
registro, fabricacéao, importacao, exportacdo, publicidade, comercializacao, transporte,
armazenamento, guarda, posse e uso de protetores solares considerados téxicos para
os recifes de corais. Caso o projeto seja aprovado pelo Congresso, os produtos
nocivos a saude ou ao meio ambiente que ainda estiverem a venda quando a lei for
promulgada devem ser retirados imediatamente do comércio (80).

No dia 3 de junho de 2018, foi assinado o projeto de lei - Senate Bill 2571 (SB
2571), que transformou o Havai — EUA, na primeira regido do mundo a proibir
oficialmente alguns tipos de filtros solares, sendo que em maio de 2018, o Legislativo
desse estado norte-americano adotou o primeiro projeto de proibicdo de protetores
solares com oxibenzona ou octinoxato em formulagéo. Frente a promulgacéo da lei, a
venda e a distribuicdo de protetores solares que contenham esses produtos seréo
pribidos no Havai a partir de 1° de janeiro de 2021 (82).

Com base nos relatos apresentados, um dos focos deste trabalho esta ligado
justamente ao estudo e desenvovimento de um produto que possa apresentar acao
de protecéo solar a base de extratos vegetais provenientes do Cerrado, pensando-se

nao somente em um produto que seja eficaz na protecao contra os raios ultravioletas
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solares, mas também que ndo cause danos ambientais e atenda as necessidades

estéticas e de prevencado a esses danos o publico consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e caracterizar extratos aquosos obtidos das folhas das espécies
Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum e avaliar o potencial
fotoquimipreventivo dos extratos padronizados das folhas Erythroxylum daphnites e

Erythroxylum suberosum.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos das folhas de E. daphnites e E. suberosum;

e Determinar o teor de polifendis presentes nos diferentes extratos das folhas de
E. daphnites e E. suberosum;

e Realizar estudo fitoquimico da E. daphnites e E. suberosum: determinar
conteudo de polifendis totais e avaliar perfil cromatografico por Cromatografia
de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Padronizar o extrato aquoso bruto de Erythroxylum daphnites e Erythroxylum
suberosum;

e Desenvolver formulacbes topicas contendo 0s extratos das espécies
Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum;

e Avaliar o efeito fotoquimiopreventivo in vitro dos extratos por atividade
antioxidantes:

o Inibicédo do radical DPPH";
o Inibicdo da formacéo do complexo de fosfomolibdénio;

e Avaliar o efeito fotoquimiopreventivo in vitro dos extratos por atividade
enzimatica:

o Inibi¢cao da enzima L-tirosinase;

e Avaliar o efeito de morte celular induzida pela irradiagdo UV em cultura de
células da linhagem 3T3;

o Avaliar o efeito da formulagdo na recuperacéo dos niveis de Glutationa
Reduzida (GSH) depletados em cultura de células expostas a radiacao
uv;

e Avaliar o efeito fotoquimiopreventivo in vitro das formulagdes:
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o Determinar a atividade funcional da formulacdo por atividade
antioxidante;
o Determinar o FPS in vitro por método espectrofotométrico;
e Determinar a seguranca biologica por citotoxicidade em cultura de células da
linhagem 3T3.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PADRONIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS AQUOSOS

Objetivou-se realizar a padronizagéo dos extratos aquosos de E. daphnites e E.
suberosum quanto aos teores de solidos totais, rendimentos, teor de umidade, teor de
polifendis totais, perfis cromatograficos por CCD e CLAE-DAD e atividade antioxidante
pelos métodos de reducao do radical DPPH-* e inibicdo da formacao do complexo de

fosfomolibdénio.

3.1.1 Obtencgao do material vegetal

O material vegetal da espécie E. daphnites foi coletado na area de borda da
mata de galeria (Cerrado) da Fazenda Agua Limpa — FAL (15°58 01. 1S 47° 53. 16.
2” W) entre os horarios de 9h30min as 10h30min (Horéario Oficial de Brasilia —
DF/Brasil) no dia 19 de maio de 2015 (Figura 1). Uma exsicata foi depositada no
herbéario da Universidade de Brasilia (UnB) pelo botanico Prof. Dr. Christopher Fagg
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia sob o voucher Fagg CW2305.
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Figura 2 - Arvore, arbusto, flores e frutos de Erythroxylum daphnites. Amostras
provenientes da Fazenda Agua Limpa (FAL — UnB) do Distrito Federal — DF.

O material vegetal da espécie E. suberosum foi coletada na area de Cerrado
senso stricto no campus Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia — UnB (15° 46’
22,727 S 47° 52’ 7,09” W) entre os horarios de 12h00min e 13h00min (Horario Oficial
de Brasilia — DF/Brasil) no dia 30 de maio de 2015 (Figure 2). Uma exsicata foi
depositada no herbario da UnB pelo botanico Prof. Dr. Christopher Fagg do Instituto
de Biologia da UnB sob voucher Fagg CW2192.
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Figura 3 — Arvore e folhas de Erythroylum suberosum. Amostras provenientes do
Campus Darcy Ribeiro — UnB, Brasilia — DF.

O periodo da coleta para E. daphnites e E. suberosum foram escolhidos com
base em estudo realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa dos Laboratérios de
Produtos Naturais e de Controle da Qualidade de Medicamento, pois 0s extratos
aguosos brutos obtidos das folhas dessas espécies mostraram-se mais ativos frente
a atividade antioxidante quando realizada a coleta das folhas nos meses de maio (E.

daphnites) e agosto (E. suberosum) (25) (32).

3.1.2 Obtencéo dos extratos brutos

3.1.3 Preparo dos extratos aquosos brutos de Erythroxylum daphnites e

Erythroxylum suberosum
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O preparo dos extratos ocorreu nos laboratérios de Controle da Qualidade de
Medicamentos e de Produtos Naturais da Universidade de Brasilia (UnB) a partir das
folhas das espécies E. daphnites e E. suberosum. Os procedimentos foram realizados
segundo Azevedo et. al. (2010) (39). As folhas foram submetidas ao processo de
selecdo e o material obtido de quatro espécimes de E. daphnites foram misturados
para a obtencdo dos extratos, sendo o mesmo processo aplicado para cinco
espécimes de E. suberosum.

Todas as folhas passaram pelo processo de secagem em estufa (37° C).
Posteriormente, as mesmas foram selecionadas e analisadas em analisador de
umidade infra-vermelho, responsavel pela determinacdo de umidade (%), sendo
consideradas secas as folhas que apresentaram umidade entre 6 e 15 %. Sendo esse
o teor maximo de agua aceitavel para as drogas vegetais presentes nas diferentes
monografias da Farmacopeia Brasileira V (83).

A trituracdo das folhas de E. daphnites e E. suberosum foi realizado com uso
de moinho de facas (Marconi MA-580®) com peneiro de mesh 30. Os produtos obtidos
foram armazenados em recipientes de vidros distintos para cada espécie vegetal sob
abrigo da luz e umidade.

Para a obtencao dos extratos aquosos realizou-se infusao na proporgéo de 1:5
com uso do pulverizado das folhas das espécies E. daphnites e E. suberosum, em
separado. Neste procedimento, a agua deionizada foi aquecida até seu ponto de
ebulicdo, esperou-se que atingisse a temperatura de 70 °C e entdo esta foi vertida
sobre o material seguida de agitacdo mecanica. Posteriormente, o recipiente foi
coberto e esperou-se arrefecer até 50 °C para iniciar filtracdo (83). O extrato aquoso
obtido foi armazenado em potes de vidros protegidos da luz e armazenados -20 °C.
Posterior ao congelamento, os extratos aquosos foram submetidos ao processo de
liofilizacdo, cujo o condensador foi ajustado para -70 °C e o vacuo para 15 mTorr.
Apos sublimacéo do solvente por processo de liofilizacdo, os extratos aquosos secos
foram armazenados a -20 °C (Figura 4).

Os Extratos Aquosos Brutos de Erythroxylum daphnites (Lotes), receberam a
sua frente os numeros de 1 a 7 (Lote 1, Lote 2 etc), correspondentes a cada uma das
“replicatas” dos extratos que foram obtidos neste trabalho, sendo o mesmo aplicado

para os Extratos Aquosos Brutos de Erythroxylum suberosum (Lotes).
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Pulverizado
(folhas)

Infuséo 70 °C — (1:5)

Filtrado Residuo

descartado

Liofilizagéo

Extrato

aquoso seco

Figura 4 - Processo de infusdo utilizado para obtencdo de extratos aquosos do
pulverizado das folhas de Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum.

3.1.3.1 Determinacéo de teor de extraiveis

A determinacdo dos solidos totais (83) foi realizada para os extratos brutos
aguosos de E. daphnites e E suberosum. Onde, 2 mL dos respectivos extratos foram
submetidos a balanca termogravimétrica por infra-vermelho para avaliacdo do teor (%)

de sélidos totais presentes em cada um dos extratos.

3.1.3.2 Determinacdo de Rendimentos Extrativos (%)

Para o calculo de rendimento foi utilizado o peso (g) do rasurado das folhas de
E. daphnites e E. suberosum como sendo 100% do material utilizado. ApOs os
processos de extracdo e secagem do material, os produtos foram pesados e uma

relacéo entre o peso do produto final e peso das folhas inicial foi estabelecida.
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100 x ReF (g)
FoS

ReF (%) -

Em que:
ReF (%) = Rendimento Final (%)
ReF (g) = Rendimento Final (g)

FoS = Peso de folha seca rasurada

3.1.3.3 Polifendis Totais

O ensaio para determinacédo do teor de polifendis totais foi realizado com as
amostras dos lotes dos extratos de E. daphnites e E. suberosum. Para esta analise foi
utilizado o método de Kumazawa et. al. (2004) adaptado (84). Em tubos de ensaios
foram adicionados 0,5 mL do acido galico (Sigma) (3, 9, 12, 15, 18, 21 e 27 pg/mL),
0,5 mL de carbonato de sédio - Na2COs (10%) e 0,5 mL de Folin Ciocauteau 1N
(Sigma). Posterior a adicdo do reagente de Folin aguardou-se por uma hora a
temperatura ambiente (25 °C) para iniciar leitura em espectrofotometro (760 nm). A
partir das absorbancias obtidas das concentraces do acido galico foi construida curva
analitica para aplicacdo de regressdao linear, objetivando a obtencdo da equacédo da
reta. Para determinacdo da concentracdo de polifenéis nas amostras foram
adicionados 0,5 mL das amostras (15 pg/mL), 0,5 mL de Na.CO; (10%) e 0,5 mL de
Folin Ciocauteau 1N. Para branco das amostras foram adicionados 0,5 mL das
amostras (15 pg/mL), 0,5 mL de Na.CO: (10%) e 0,5 mL de agua deionizada. Para
zerar o aparelho utilizou-se agua deionizada. A partir da equacéo obtida foi possivel
calcular a concentracéo (ug/mL; mg/g e %) de polifendis totais equivalentes de acido

galico (EAG) nas amostras.
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3.1.4 Avaliagdo do perfil cromatogréafico dos extratos

3.1.4.1 Definigdo do perfil cromatografico

Os perfis cromatograficos dos extratos de E. suberosum e E. daphnites foram
obtidos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

3.1.4.2 Perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As amostras dos extratos brutos aquosos foram preparadas na concentragéo
de 1 mg/mL, tanto para E.daphnites quanto para E. suberosum.

As analises preliminares dos perfis cromatogréaficos para os extratos brutos de
E. daphnites e E. suberosum foram feitas em placas de vidro com espessura de 2 mm,
com tamanhos de 10 x 7 cm impregnadas com suspencao de silica gel 60G preparada
em agua deionizada (1:2). As placas foram levadas para estufa para ativacdo a 110
°C por uma hora. As aplicacfes das amostras foram executadas imediatamente apo6s
aretirada das placas da estufa (85). Posterior a esse processo utilizou-se entéao placas
de aluminio definitivas para CDD em silica gel.

Para deteccdo de compostos polifendis (86) foi utilizado como eluente os
solventes acetato de etila, acido formico, acido acético e agua (100:11:11:05) para os
lotes de E. suberosum e (100:11:11:26) para os lotes de E. daphnites. Posterior a
aplicacao das amostras, estas foram colocadas em uma cuba saturada com a solugéo
eluente para deteccédo de polifendis. Ao término da eluigédo, as cromatoplacas (folhas
de aluminio em silica gel — Fluka Analytical) foram reveladas com NP/PEG
(difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol), apresentando assim o perfil cromatografico
por CCD para os extratos de E. daphnites e E. suberosum. A revelacdo das
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cromatoplacas foi realizada com o auxilio de capela de exaustédo e cAmara de UV (365
nm).

ApGs a eluigéo foi calculado o fator de retengéo (Retention fator - Rf) para cada
banda, com manchas referentes aos compostos presentes, para uma posterior
comparacao com padrdes de referéncia. Os perfis obtidos para cada amostra foram

comparados entre si.

3.1.4.3 Perfil por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para determinacdo do perfil cromatografico por CLAE e avaliagdo da
padronizacao dos lotes dos obtidos dos extratos aquosos secos das espécies vegetais
E. daphnites e E. suberosum, foi utilizado como base o método desenvolvido e
validado por Leite et al. (2014) (34).

Foi utilizado cromatografo de CLAE LaChrom Elite (Hitachi, Tokyo, Japan)
contando com bomba L2130, injetor L2200, forno para coluna (L2300), mantido a 25
°C e detector L2455 DAD (Hitachi, Tokyo, Japan). O detector foi ajustado para coletar
dados na faixa de 220 a 400 nm. A fase mdvel foi constituida de &cido fosforico 1%
(Bomba A) e acetonitrila (Bomba B) (Tabela 2). Fluxo de fase mével foi de 0,6 mL/min
e ainjecdo de amostra foi de 10 pL. Com utilizac&o da coluna PurospherStar RP C18e
(150 x 4,6 mm, 5 mm, Merck, Germany) (Part. n® 945681), acoplada a pré-coluna de
mesmas caracteristicas (4 x 4; 5 mm particlesize, Merck, Germany). Os dados foram
adquiridos por EZChrom Elite software (version 3.3.2 SP1 Scientific Software.Inc.). Os
extratos de E. daphnites foram preparados na concentracao de 5 mg/mL na proporcgéo
de agua:metanol (8:2). As amostras de E. suberosum foram preparadas na
concentracdo de 2 mg/mL na proporcdo de agua:metanol (6:4). Todas as amostras
foram submetidas ao sonicador sob poténcia 220W e frequéncia de 40kHz por 20 min.
Apoés solubilizarem, as amostras foram filtradas em filtro Millex (Merck Millipore,
Tullagreen, Carrigtwohill Co. Cork - Irlanda) 0,45 um, 13 mm. Os eluentes utilizados

eram de grau HPLC, sendo que a eluicdo gradiente na bomba A utilizou-se acido
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fosférico 1% (Dinamica) e na bomba B utilizou-se acetonitrila (Tédia) conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Gradiente de eluicao utilizado nas analises por CLAE-DAD.

Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%)
0 90 10
40 70 30
50 50 50
55 90 10

Eluentes: Bomba A (4cido fosférico 1%), Bomba B (acetonitrila).

Os teores de 4cido neoclorogénico para E. daphnites, e 4cido neoclorogénico
e hiperosideo para E. suberosum encontrados nos extratos das folhas das respectivas
espécies foram quantificados baseado nos valores das areas dos picos
correspondentes ao tempo de retencdo na eluicdo destes marcadores. A
concentracdo de cada marcador na amostra foi calculada através da equacéo da reta
obtida pela regressao linear das areas dos picos em relacdo as concentracdes dos

padroes.

3.1.5 Validacdo da metodologia de determinacéo dos teores de acido neoclorogénico
em Erythroxylum daphnites. Acido neoclorogénico e hiperosideo em

Erythroxylum suberosum por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A metodologia analitica foi validada de acordo com as especificacdes do guia
para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos RE N.° 899, de 29 de maio de
2003 da Anvisa (87) em consonéancia com a RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 (88),
com base nas exigéncias do Guia de orientacdo para registro de Medicamento
Fitoterapico e notificacdo de Produto Tradicional Fitoterapico, Instrugcdo Normativa N.°
4, de 18 de junho de 2014 (42).
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3.1.5.1 Linearidade

A linearidade (88) foi avaliada com utilizacdo do método de regresséo linear,
sendo feitas trés curvas de calibracdo auténticas, com uso de seis concentragbes
diferentes (2,5; 5,0; 10; 25; 50; e 100 pg/mL) do padrdo hiperosideo para cinco
concentracbes distintas (5,0; 10; 25; 50; e 100 pg/mL) do padrdo acido
neoclorogénico. O coeficiente de correlacéo (r), intercepto, inclinacdo, desvio padrao
relativo (DPR) e a soma residual dos quadrados foram determinados pelo software
GraphPad Prism® 6.0.

3.1.5.2 Limite de Deteccéo

O Limite de Deteccéo (LD) foi calculado com base em parametros obtidos da
curva analitica dos padrdes hiperosideo e acido neoclorogénico (88), sendo o LD
expresso a partir da equacao a seguir:

3,3
LD = x DPI

S
DPI = desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de trés curvas de calibracéo

construidas a partir da linearidade.

S =inclinacdo da curva de calibragao.

3.1.5.3 Limite de Quantificacéo

O Limite de Quantificacdo (LQ) foi calculado com base nos mesmos critérios
para o LD (88), sendo o LQ expresso a partir da equagéo a sequir:

iD= 10  ypp
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DPI = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de trés curvas de calibracéo
construidas a partir da linearidade.

S =inclinacdo da curva de calibragéo.

3.1.5.4 Seletividade

A seletividade foi verificada pela analise de produtos gerados por degradagéo
da amostra induzida por hidrolise, hidrdlise acida e basica, todas submetidas a 60 °C
(88). Assim, foram pesadas quantidades suficientes para preparo das amostras nas
concentracbes de 2 mg/mL para os lotes de E. suberosum e 5 mg/mL para E.
daphnites.

Para inducao de hidrolise acida foi adicionado 1 mL de HCI 1 M. Para inducéo
de hidrolise béasica foi adicionado 1 mL de NaOH 1 M, sendo estas submetidas a
aguecimento de 60 °C por 60 minutos. Foram feitos dois controles: controle de
amostras ndo submetidas a 60 °C e submetidos a 60 °C, nesses controles foram
adicionados 1 mL de agua MilliQ. Posteriormente, as amostras submetidas ao HCL 1
M foram neutralizadas com 1 mL de NaOH 1 M e as amostras que foram submetidas
ao NaOH foram neutralizados com 1 mL de HCI 1 M. Apdés, foi realizada a solubilizacao
em agua:MeOH (6:4) para E. suberosum e agua:MeOH para E. daphnites (8:2).

A analise por CLAE-DAD foi realizada em triplicata para cada um dos controles
e as amostras foram submetidas a hidrolise acida e bésica. O tempo de retengéo (TR)
e as areas dos picos referente ao acido neoclorogénico e hiperosideo nas amostras
foi comparada ao controle que foi preparado sem a inducdo de hidrolise acida e

basica.

3.1.5.5 Precisao

Para a repetibilidade (88), seis replicatas do extrato de E. suberosum (2 mg/mL)
e E. daphnites (5 mg/mL) foram analisadas por CLAE-DAD no mesmo dia. A precisao

inter-dia foi determinada em triplicata e analisada em trés dias diferentes pelo mesmo
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analista. A repetibilidade e preciséo inter-dia expressa como desvio padrao relativo
(DPR), determinado pela equacéao:

DP

CMD
DP= Desvio padrdo; CMD= Concentracdo média determinada.

DPR = x 100

3.1.5.6 Exatidao

Para avaliar a exatidao, foram feitas determinacfes de baixa, média e alta
concentracfes para os Valores Teodricos Finais (VTF) desejados (80, 100 e 120%,
respectivamente) em triplicata (88), sendo a exatiddo expressa pela relacdo entre a
concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente e pelo Erro Padréo Relativo (EPR):

Concentragao experimental

Exatidao = x 100

Concentracgao tedrica

A exatidao foi verificada a partir da adicdo de padrao aos extratos. Deste modo,
as concentracfes necessarias para alcancar os valores tedricos a serem analisados

foram calculadas com base na Tabela 3:

Tabela 3 - Concentracao tedrica para andlise da exatidao frente aos padrées utilizados
para Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum.

Padréo Amostra Teodrico final
60% 100% 80%
100% 100% 100%
140% 100% 120%

Assim, foram adicionado 0,5 mL do extrato de E. daphnites (2 mg/mL) mais 0,5
mL do padrdo acido neoclorogénico nas concentragcdes equivalentes de 60, 100 e 140

% encontrados na amostra. O mesmo foi aplicado para o extrato de E. suberosum (5
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mg/mL). O procedimento foi realizado desta forma, pois ao adicionar padrao na
amostra, ocorre uma diluicdo de 1:1 para ambas as partes, que quando somados,

resultara na concentragéo teorica final desejada (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracdo teodrica, posterior a adicdo do padrdo na amostra para

analise da exatiddo para os extratos Erythroxylum daphnites e Erythroxylum

suberosum.
Padrao Amostra Tedrico final
30% 50% 80%
50% 50% 100%
70% 50% 120%

Posterior a adicdo de padrdo as amostras de extrato, estes foram analisados

por CLAE, seguindo as condi¢des analiticas descritas anteriormente.

3.1.6 Avaliacéo da atividade antioxidante

Foi realizado a determinacdo da atividade funcional dos lotes de E. daphnites
e E. suberosum, de modo a observar a reprodutibilidade da atividade antioxidante com
uso dos métodos de atividade redutora do radical DPPH" e atividade de inibicao da
formacao do complexo fosfomolibdénio.

3.1.6.1 Atividade redutora do radical DPPH-*

Em tubo de ensaio foram adicionados 1 mL de tampé&o acetato de sodio/acido
acético (100 mM) pH 5,5, 1 mL de etanol (95 %), 0,1 mL da amostra e 0,5 mL solucéo
alcodlica de DPPH"* (250 mM) (Sigma). Depois de 15 minutos foi realizada a leitura em
517 nm em espectrofotdbmetro Hitaschi U2001 (89). Assim foram utilizadas as
seguintes concentracdes finais dos extratos: 0,96; 1,92; 2,88; 3,85; 5,77; 7,69; 9,62 e
11,54 ug/mL A atividade antioxidante foi expressa pela porcentagem de inibicao
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versus a concentracao de extrato no meio reacional. A porcentagem de inibicao foi

estabelecida pela formula:

100 - (Absorbancia Amostra - Absorbancia Branco) x 100
% Atividade antioxidante =

Absorbancia Controle

O ICso foi determinado por meio da regresséo linear dos dados, sendo obtida
uma equacgéao da reta (y=ax+b) obtida para cada uma das amostras de acordo com
Locatelli et al. (2009) (90).

3.1.6.2 Atividade de inibicdo da formacao do complexo Fosfomolibidénio

Foi adicionado 0,1 mL da amostra a 1 mL de solucao reagente (acido sulfarico
0,6 M (Sigma), fosfato de sddio 28 mM (Merck) e molibidato de aménio 4 mM (Sigma).
E incubados em banho-maria a 95°C por 90 min. Apés aferrecer, as absorbancias das
solugdes foram avaliadas em 695 nm contra um branco (1mL de solugéo reagente e
1mL de diluente das amostras, preparado nas mesmas condi¢cdes que as amostras
testes) (91). A atividade antioxidante foi expressa em equivalente de acido ascorbico
(Sigma) e os dados obtidos foram analisados por regressao linear e obteve-se a
equacao da reta que posteriormente foi utilizada para calcular a atividade na amostra.

3.2 CITOTOXICIDADE

3.2.1 Linhagem celular e cultivo

Historicamente, as células 3T3 sdo oriundas de uma linhagem celular
estabelecida pelos cientistas George Todaro e Howard Green (Departamento de

Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Nova York) em 1962. Eles
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obtiveram as células 3T3 de tecido de embrido de camundongo suico albino. A
nomenclatura “3T3” se refere ao fato de que esta linhagem celular foi cultivado em
uma concentracdo original de de 3 x 10° células por cm2, com um intervalo de
Transferéncia de 3 dias em 3 dias (92).

A amostra de células de fibroblastos de rato - Mus musculus (3T3-L1) (Figura
5) foi adquirida do Banco de Células Do Rio de Janeiro sob o codigo BCRJ code 0019.
Séo células de tecido embrionario, do tipo fibroblasto com propriedade de aderéncia
A derivacdo L1 € uma sub-rotina continua de 3T3 (albino sui¢co) desenvolvida por meio
do isolamento clonal. Estas células podem sofrer uma conversdo pré-adiposa a
adiposa a medida que progridem de um estado de divisdo rapida para um estado
confluente. Assim, houve uma maior preocupacao para que nao fossem realizados
ensaios com esta linhagem células acima de 90 % de confluéncia. A linhagem 3T3-L1
foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium), suplementado com
Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, mais 1% de antibiéticos (penicilina G - 100 U/mL e
estreptomicina - 0,1 mg/mL. As células foram incubadas em 5% de CO2 a 37°C em
frascos de cultura celular de 75 cm2. Foram cultivadas a cada 2-3 dias e utilizou-se
tripsina 0,5% em Acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 1 mM, para desagrega-las
do frasco para inoculagdo em placas de 96 pocos com densidade de 3x10%
células/poco. Posterior ao descongelamento das células, trés passagens foram

realizadas antes de iniciar 0s ensaios, sendo os testes realizados até a 102 passagem.

Figura 5 — Linhagem celular 3T3-L1. Cultivada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Médium), suplementado com Soro Fetal Bovino 10% e 1% de antibi6ticos (penicilina G - 100 U/mL e
estreptomicina - 0,1 mg/mL). Células incubadas em 5% de CO: a 37°C em frascos de cultura celular
de 75 cm2.
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A COLIPA (The European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association -
Associacdo Europeia da Industria de Cosméticos, Higiene Pessoal e Perfumaria)
representa a inddstria cosmética europeia, onde a associacao representa fabricantes
de produtos cosméticos e de cuidados pessoais. Além disso, o cumprimento da
legislacéo estabelecida na Europa exige a presenca de um o6rgdo coordenador para
garantir a qualidade e certificacdo de produtos cosméticos (93).

A COLIPA esta comprometida com a eventual eliminagéo de testes em animais
sobre os componentes de qualquer produto de consumo, assim, seus testes voltados
para avaliacdo de fototoxicidade sao realizadas em linhagens celular 3T3. De modo a
se adaptar e se adequadar ao guia COLIPA frente aos estudos ex vivo utilizou-se
entdo a linhagem celular 3T3 neste estudo.

3.2.2 Curva de densidade celular

Para determinar a quantidade de células da linhagem 3T3-L1 a serem utilizadas
no ensaio de viabilidade celular com MTT, o estudo foi conduzido em diferentes
densidades celulares, (3 x 10% a 10° células por poco em placa de 96 poc¢os). Foram
observadas as absorbancias e optou-se por trabalhar com a densidade de células por
poco que nao estivessem proxima da absorbancia de 1 quando realizada as analises

e leitor de placas.

3.2.3 Citotoxicidade celular

O ensaio de citotoxicidade celular foi avaliado segundo o método MTT descrito
por Mosmann (1983) (94), que consiste na conversdo do sal de tetrazodlio em
formazan.

As células foram removidas do frasco de cultivo celular para serem cultivadas

em placas de 96 pocos utilizacdo da densidade de 3x10* células/poco em volume
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suficiente para 0,2 mL por po¢co de DMEM suplementado com SFB 10%. Posterior a
24 horas de incubacéo a 37 °C com 5% de CO2, o meio foi aspirado, e a cada poc¢o
foram adicionados 0,1 mL de meio DMEM suplementado com SFB 10% e 0,1 mL das
concentracdes de extrato de E. daphnites e E. suberosum. As concentracdes finais de
extratos para ambas espécies nos pogos foram de: 0,02; 0,05; 0,1; 0,14; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5; 0,6; 0,8 e 1 mg/mL. Previamente os extratos foram solubilizados em &gua para a
obtencdo de uma concentracdo de 7 mg/mL em DMSO 0,5%. A percentagem de
DMSO (Dimetilsufoxido — Vetec) nos pocos foram de 0,08%, ndo causando
interferéncia no ensaio. Apdés 24 horas de tratamento, o meio contendo as
concentracdes de extratos foram retirados e fez-se a adicdo de 0,05 mL de solucdo
de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio - Sigma) -
1mg/mL, sendo a placa armazenada em incubadora sob mesmas condicdes. Posterior
a 4 horas, foram adicionadas aos poc¢os 0,15 mL de isopropanol acidificado. Também
foram feitos brancos da amostra sem a presenca de células, nas mesmas condi¢cdes

descritas. A absorbancia foi medida em leitora de microplaca a 450 nm.

3.2.3.1 Avaliacao da influéncia dos extratos frente ao reagente MTT

O ensaio de MTT pode acarretar em resultados falsos positivos quanto testado
em amostras que contenham compostos naturais com potencial intrinseco redutor
(95). Deste modo, um ensaio com as mesmas concentragcdes dos extratos testados
foi preparado na presenga de DMEM e MTT. O ensaio de interferéncia foi realizado
sob as mesmas condi¢cfes, porém sem a adicdo da linhagem celular aos pocos, com
a finalidade de avaliar a ocorréncia de interferéncia do extrato com o reagente MTT,

para evitar possiveis resultados de carater falso-positivo.

3.2.3.2 Determinacao da porcentagem de viabilidade celular

As porcentagens de viabilidade celular foram calculadas comparando-se a
absorbancia das amostras e controle das células viaveis. As absorbéancias do controle

de células viaveis referem-se a viabilidade maxima das células (100%), ou seja, refere-
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se a capacidade maxima das ceélulas de formar cristais de formazan a partir do

tetrazolio. As porcentagens foram calculadas da seguinte maneira:

% Viabilidade celular = (Absorbancia Amostra - Absorbancia Branco) x 100

Absorbancia Controle de Viabilidade celular

3.3 AVALIACAO DO EFEITO FOTOQUIMIOPREVENTIVO IN VITRO

Foi realizado a determinacdo dos depletados de glutationa reduzida, avaliacao
da inibicdo da enzima L-tirosina e para 0s extratos aquosos padronizados obtido das
folhas de E. daphnites e E. suberosum, e a determinacao do FPS para as formulacdes

incorporadas com os extratos padronizados dessas suas espécies de Erythroxylum.

3.3.1.1 Fonte ultravioleta

Para os ensaios de atividade fotoquimiopreventiva, foi preciso elaborar um
aparelho, construido com o objetivo de receber a lampada de UV para as aplicacbes
técnicas relacionadas aos ensaios com uso de irradiacdo. Assim a lampada utilizada
foi a Ultra-Vitalux (Osram®), de tensdo nominal 230 V, tensédo da lampada de 230 V
com poténcia nominal de 300 W, os dados fotométricos foram de 13,6 W para
comprimento de onda UVA (315 a 400 nm) e UVB (280 a 315 nm) com poténcia de 3
W.

O aparelho constitui-se de uma caixa de madeira com 45 cm de altura, 40 cm
de largura e 40 cm de profundidade com abertura frontal. A LAmpada foi afixada na

central superior da caixa (Figura 6).
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Figura 6 — Fonte ultravioleta

Para caracterizar a faixa de emissao de radiacao pela lampada ultravioleta, foi
realizada uma curva de tempo “versus” a poténcia de energia irradiada “versus” a
temperatura emitida pelo equipamento. Assim, foi utilizado radibmetro para medida de
intensidade de luz UV (Viber Loumart VLX-3.W) com 0 objetivo de mensurar a
variacao da radiacao (J/S/m?2) nos comprimentos de onda especificos de 254 nm (200-
290 nm - UVC), 312 nm (290-320 nm - UVB) e 365 nm (320-400 nm - UVA) durante
60 min. A variacdo de temperatura (°C) dentro do compartimento ao qual a lampada

foi instalada foi avaliada com auxilio de um termdémetro de mercurio.

3.3.1.2 Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 frente a exposi¢cao UV

O ensaio foi conduzido segundo Mosmann (1983) (94), onde as células foram
removidas do frasco de cultivo celular para serem cultivadas em placas de 48 pocos.
A densidade de 6.10* células/poco em volume suficiente de DMEM com SFB 10%
para 0,4 mL por poco. Posterior a 24 horas de incubacéo a 37 °C com 5% de CO2, o
meio foi retirado e adicionou-se 0,4 mL de PBS (Phophate Buffered Saline — Tampé&o
fostato-salino) em cada um dos pogos. Em seguida, quatro pogos foram irradiados por

2 minutos (equivalente a 60 J/s/m?). Os pocos subsequentes, também em
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quadruplicatas, foram irradiados pelos tempos de: 4, 6, 8, 10 minutos. Esse ensaio,
também contou com os controles de viabilidade e morte. Seguido da irradiacéo foi
realizada a troca do PBS por 0,4 mL de meio DMEM, sendo a placa encaminhada
para incubadora de CO2. Posterior a 24 horas, fez-se a adi¢éo de 0,1 mL de solugéo
de MTT (1mg/mL), sendo a placa armazenada em incubadora sob mesmas condi¢cbes
por 4 horas. Em seguida foram adicionadas aos poc¢os 0,3 mL de isopropanol
acidificado. Também foram feitos brancos da amostra sem a presenca de células, nas
mesmas condi¢cOes descritas. A absorbancia foi medida em leitora de microplaca a
450 nm.

3.3.1.3 Determinacao do nivel de glutationa reduzida

Para determinagéo da glutationa reduzida seguiu-se a metodologia de Hissin
et. al. com adaptacdes (96). O ensaio foi conduzido com a utilizacdo de placa de 6
pocos, utilizando-se 108 células por pocos, com 3,0 mL de meio DMEM suplementado
com 10 % de SFB. Posterior a aderéncia e com aproximadamente 80% de confluéncia
da linhagem celular, o meio foi removido dos pocos, adicionando-se 1,6 mL de PBS
para que a placa fosse encaminhada para radiagéo por 2 minutos (equivalente a 60
J/sIm?2) para inducao do estresse nas células. Em seguida, o PBS foi descartado e
adicionou-se o meio DMEM incolor contendo as concentracfes de extrato, sendo a
placa incubada em estufa de CO2 a 37 °C por uma hora. O extrato foi solubilizado
previamente em DMSO e meio DMEM sem vermelho de fenol (5 mg/mL),
posteriormente foi realizada uma diluicdo na concentracdo de 2 mg/mL. A partir desta
altima concentragéo preparou-se diluicdes teste de 0,5 a 1 mg/mL, concentracfes que
foram utilizadas no ensaio.

Apbs 1 hora de incubacgéo, o meio foi descartado e os pogos lavados com PBS,
sendo que em seguida com auxilio de cell screper as células foram removidas dos
pocos para que todo material presente nos pogos fossem recolhidos em microtubos
de 2 mL (sob banho de gelo) e encaminhado para processo de centrifugacdo a 10° C
a 1000 rpm por minutos. Por fim o sobrenadante foi descartado, e adicionou-se 0,4
mL do tampdo GSH (NaH2PO4 0,1 M com EGTA (Ethylene glycol-bis (8-aminoethyl
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ether) — N, N, N’, N “—tetraacetic acid) 5 mM — pH 8) e 0,1 mL de acido tricloroacético
30%. Tais tubos foram centrifugados a 4°C a 10.000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente em placa preta de 96 pocos adicionou-se 0,1 mL de tampdo GSH,
mais 0,05 mL do sobrenadante das amostras que foram centrifugadas e 0,05 de
solucdo de oftalaldeido preparada em metanol (1 mg/mL). A leitura foi realizada em
leitor de placas com 350 de excitacdo e 450 de emissao por 10 minutos, com o ajuste
de leitura de 1 em 1 minuto.

Foi utilizada glutationa reduzida (Sigma) como padrédo, onde utilizou-se as
concentracoes finais de 0,008; 0,063; 0,125; 0,250; 0,500; 1,000; 10,000; 25,000 e
50,000 puM. A partir dos dados obtidos com esse padrdo, construiu-se um grafico de
concentracdo frente a resposta apresentado como fluorescéncia e foi estabelecido a
regressao linear dos dados obtendo-se a equacéo da reta e coeficiente de correlacao.
Com a utilizacéo desta equacdo foi possivel calcular o teor equivalente de glutationa

reduzida encontrada nas amostras testadas.

3.3.2 Avaliacao da atividade enzimatica

Foi realizado a determinacdo da atividade funcional por atividade de inibicéo

enzimatica dos extratos de E. daphnites e E. suberosum.

3.3.2.1 Inibicao de tirosinase

Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 0,03 mL de solucado de
tirosinase 250U/mL (a-tirosinase de cogumelo — Sigma), 0,06 mL de solugcao tampéo
fosfato de sodio 50 mM pH 6,5 e 0,01 mL de amostra teste. A mistura foi incubada por
5 min a 25°C. Foram adicionados 100 pL de solugéo de L-tirosina (Proquimios) e apos

20 min, a absorbancia foi medida a 475 nm (97).
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3.3.2.2 Preparo das formulacdes

As formulacdes foram preparadas no Laboratorio de Controle da Qualidade de
Medicamentos da Faculdade de Saude — UnB, sendo preparadas 2 formulacdes, cuja

as composicoes podem ser visualizada na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicao das formulacdes

Componentes Marca  Formulagdo 1 (%) Formulagéo 2

(%)
Alcool cetoestearilico etoxilado Cromoline - 1,00
Alcool cetoestearilico Cromiline - 2,00
Ciclometicone Cromoline 2,30 2,00
Acido etilenodiaminotetra- .

acético (Edta) Sigma ) 0,10

Glicerina Dinamica 2,30 -
Metilparabeno (nipagin) Synth 0,30 0,20
Hidroxietilcelulose (natrosol) Aldrich 3,00 2,00
Propilenoglicol Synth 15,30 1,00
Silicone - 2,00
Tampao Mcllvaine - 76,68 72,30
Extrato vegetal - 0,50 0,50

A formulacdo 1 foi preparada em duas fases (preparo A e preparo B). No
preparo A foram misturados natrosol, nipagin, propilenoglicol e tampao Mcllvaine pH
5,9 (&cido citrico 0,1 M e Na2HPOa4 0,1 M) (98) sob agitacédo e aquecimento de 80 °C
para garantir homogeneidade. No preparo B foram adicionados ciclometicone e
glicerina sob agitacao e aquecimento de 80 °C e o procedimento deu-se de forma igual
ao do preparo A. Posteriormente foi adicionado o preparo B no preparo A e manteve-
se a mistura sob agitagdo, até aumento da viscosidade do produto. Retirou-se o gel
do agitador aferiu-se o pH (5,0), deixando-o em repouso por 24 horas. O mesmo foi
envasado em pote branco de policloreto de vinila (PVC), protegido da luz, umidade e
calor.

A formulacéo 2 foi preparada em trés fases (fase A, fase B e fase C). Na fase
A, o natrosol 250 foi diluido em tampao Mcllvaine sob leve aquecimento (25 °C) até a

formacdo do gel. Em seguida adicionou-se EDTA previamente diluido,
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homogeneizando constantemente e aquecendo até 45 °C. Na fase B sob banho —
maria, o propilenoglicol e o metilparabeno foram dissolvidos e imediatamente
adicionados a fase A, sendo estes homogeneizados por 10 minutos. Na fase C, o
alcool cetoestearilico etoxilado e o alcool cetoestearilico foram fundidos em banho —
maria (80 °C). Esperou-se o resfriamento por 20 minutos, ou até que atingisse a
temperatura de 45 °C. Posteriormente misturou-se o ciclometicone e o silicone, sendo
adicionado as fases anteriores, homogeneizando por 10 min.

Tanto a formulacdo 1 quanto a formulacdo 2 foram divididas em trés partes,
onde em uma parte foi incorporada o extrato de E. daphnites, na outra parte
incorporou-se o extrato de E. suberosum e a terceira parte serviu de controle (sem

extratos vegetais).

3.3.2.3 Determinacao da atividade antioxidante das formulacdes

A determinacdo da atividade antioxidante das formulacdes foi realizada de
acordo com a metodologia aplicada durante a padronizacdo dos extratos como
descrito anteriormente, que aborda sobre a determinacéo desta atividade por meio da
avaliagdo da reducao do radical DPPH". O método se consistiu na utilizacdo de uma
curva de concentracdes finais do dos extratos incorporados na formulacéo: 0,96; 1,92;
2,88; 3,85;5,77; 7,69; 9,62 e 11,54 ug/mL.

3.3.2.4 Determinagéo da citotoxicidade das formulagdes

A determinacgéo da citotoxicidade das formulacdes foi determinada de acordo
com a metodologia segundo Mosmman (1983) (94). Neste método foi determinada a
citotoxicidade das formulacdes placebo (sem extrato). As concentracfes utilizadas
foram baseadas nas concentracdes de extrato utilizadas no ensaio de citotoxicidade

dos extratos.
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3.3.3 Determinacéo de FPS

3.3.3.1 Determinacédo de FPS por guia COLIPA

Para a determinacgao do FPS frente as formulacdes, foi utilizada a metodologia
da COLIPA in vitro proveniente do guia “In vitro method for the determination of the
UVA protection fator and critical wavelength values of sunscreen products”(99).

Nesta metodologia foi utilizado espectrometria de reflectancia com esfera
integrada e placa de PMMA [Poly(methylmethacrylate)-Polimetilmetacrilato] contendo
as amostras aplicadas na forma de filme.

Trés placas de PMMA (5x5 cm) foram utilizadas. Utilizou-se &lcool 70% para a
limpeza das placas. Posteriormente, com o auxilio de uma caneta permanente, foram
feitas margens de 1 cm nas placas para demarcar a area de leitura a ser realizada no
equipamento. As placas foram nomeadas como A, B e C. Em seguida, foram feitas
leituras dessas placas (sem amostra), para obtencdo de um branco. Mediu-se as
placas em 4 pontos distintos, sendo que as placas foram giradas 3 vezes em sentido
horério, para garantir que fosse aferida uma area de pelo menos 2 cmz (99).

As amostras foram aplicadas em uma placa de PMMA (triplicata), sendo
utilizado o peso como medida de quantidade, colocando-se uma média de 1,3 mg/cm2,
Como a placa tem 5x5 cm, pesou-se 6,5 mg da amostra em cada placa, colocando
fracGes do protetor espalhadas por toda a placa. Posterior, empregou-se movimentos
leves com a utilizacdo da ponta do dedo com luva “pré-saturada” com a amostra para
espalha-la sobre toda a superficie da placa. Esse espalhamento foi feito em duas
fases. Na primeira fase distribuiu-se o produto em toda a area com a ponta do dedo,
sendo feita 0 mais rapido possivel (menos de 30 segundos) sem aplicacdo de
nenhuma pressdo. Na segunda fase, esfregou-se durante 20 a 30 segundos,
aplicando uma presséao (99).

Em seguida, a placa contendo amostra foi isolada no escuro a cerca de 20 °C
por 15 minutos para a formacéo de uma pelicula estavel do produto. Posteriormente,
a placa foi retirada do escuro e a amostra foi removida das margens que haviam sido

previamente marcadas nas placas. A placa com a amostra foi colocada no
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equipamento para a realizagéo das leituras. As placas foram medidas em 4 pontos
diferentes, girando a placa 3 vezes em sentido horério, para garantir que fosse aferida
uma area de pelo menos 2 cm2. O mesmo procedimento foi realizado com as demais
placas. Para obtencédo dos dados referentes as leituras realizadas o equipamento foi
ajustado para realizar varredura entre 400 e 290 nm, com intervalo de 1 nm e o modo
de ajuste foi expresso em porcentagem de transmitancia (99). Também foi realizada
a leitura de protetores solares que ja existem no mercado, estes foram denominados
de marca A (FPS rotulado 30, contendo o0s seguintes componentes em sua
formulac@o: avobenzona, didéxido de titnio, hidroxido de aluminio, octocrileno,
salicilato de 2-etilhexila) e marca B (FPS rotulado 50, contendo os seguintes
componentes em sua formulacdo: &cido tereftalideno dicanfora sulfénico,
avobenzona, octocrileno, bis-etilexiloxifenol metoxifenil triazina, dioxido de titanio,
etilhexil triazona, hidroxido de aluminio, homosalato, salicilato de 2-etilhexila).

Os dados foram tratados no software Excel® para que os célculos adequados
fossem realizados segundo a equacao abaixo (Equacéo utilizada de acordo com o
guia COLIPA (2011), onde os valores de E(A) e | (A) j4 estdo padronizados e sao

apresentados no guia.

A= DD prent
JEA)*I(A)*dA
SPFm Wilro = = Lm:ﬂ;:‘:‘llrlm
[EA)=1(A)*10" " v di
A =2W)

Sendo:

E (A)= Espectro de agao do eritema;

I (A) = Irradiacao da fonte UV,

Ao = Medidas de absorbancia monocromatica por placa de produto teste antes da
exposicao ao UV.

d = Intervalo de comprimento de onda (1 nm).

Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solucéo preparada no comprimento de
onda A.

D = Wavelenght slep (1 nm)
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para andlise estatisticas foram usados o software GraphPad Prism® Version
5.01.

Quando realizado comparacdo entre as amostras por meio de andlise de
variancia, observou-se a distribuicdo dos dados, de modo que: para dados com
distribuicdo normal, aplicou-se teste paramétricos como ANOVA (Analysis of variance
— Andlise de variancia) — Tukey, sendo os dados representados por média e desvio
padrdo; e para dados de distribuicdo ndo-normal, aplicou-se teste ndo-paramétrico,
como Kruskal-Wallis — Dunn’s, sendo os dados representados por mediana e intervalo

inter-quartis. Foram considerados diferencas significativas os valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS AQUOSOS

Foram obtidos seis lotes de extratos aquosos do pulverizado das folhas de E.
daphnites e sete lotes de extratos aquosos do pulverizado das folhas de E.

suberosum.

4.1.1 Teor de umidade

E importante a preservacgéo de fitoquimicos presentes na droga vegetal a ser
estudada. Portanto, a secagem das folhas das espécies E. daphnites e E. suberosum,
foi realizada objetivando melhor conservacdo do material vegetal, visando impedir o
desenvolvimento de micro-organismos. Assim, com a reducdo de &agua nesses
materiais, consequentemente seréo reduzidas as atividades que envolvem reacdes
quimicas (hidrélises), bem como o desenvolvimento de micro-organismos (100).

A média do teor de umidade para as folhas de E. daphnites foi de 7,83 % + 0,47
(n=20). O teor de umidade para a essa espécie foi determinado levando em
consideragao o estudo de sazonalidade realizado por Martins (2015), em que a foi
considerado o teor de umidade para as folhas secas em torno de 8% (25).

A média do teor de umidade para as folhas de E. suberosum foi de 10,14 % +
1,30 (n=20). Estes teores também mostram-se dentro da variacdo de porcentagem (6
a 15%) de teores maximos de agua aceitaveis para as drogas vegetais presentes nas
diferentes monografias da Farmacopeia Brasileira V (83).

4.1.2 Teor de extraiveis

Para avaliar a semelhanca entre os teores de sélidos totais dos lotes de extratos

de E. daphnites e de E. suberosum foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis — Dunns,
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assim como também foi utilizado o coeficiente da variancia para observar a
variabilidade de teor entre os lotes de extratos obtidos, além de avaliar a variacédo
desses teores em relacdo ao limite maximo de variacdo de 20% para as amostras
analisadas (88).

O pulverizado das folhas de E. daphnites referentes aos seis lotes de extratos
resultaram em teores de sélidos totais que variaram de 3,07 a 3,27%. (Tabela 6). Para
os sete lotes de extratos de E. suberosum a variacao foi de 2,60 a 2,83% (Tabela 7).

Foi calculado o quanto os teores de sdlidos totais encontrados para cada lote
de E. daphnites variaram em relacdo a meédia desses teores. O lote 5 (3,07% + 0,23),
que apresentou o menor teor de sélidos totais variou 2,85% em relacdo a média, e o
lote 3 (3,27% % 0,12), que apresentou o0 maior teor de sdlidos totais apresentou uma
variacdo de 3,48%. Entre os lotes de E. suberosum, o lote 1 (2,83% + 0,25), que
apresentou menor teor de sélidos totais variou 4,05% em relacdo a média, e o lote 2
(2,60% *0,22), que apresentou o maior teor de solidos totais apresentou uma variagéo
de 4,42% (Figura 7).
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Figura 7 - Limite de variagdo dos teores de solidos totais dos lotes de extratos de

Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum. Foi determinado + 20% como a variagéo
maxima do teor de sélidos totais entre os lotes (n= 3).

Quando determinado o limite méximo de variagdo de 20% em relacdo a média
dos teores de sélidos totais encontrados, pode-se observar que todos os lotes de
extratos, tanto de E. daphnites quanto de E. suberosum mantiveram-se dentro da faixa
estipulada (Figura 7).

Quando aplicado o teste de Kruskal-Wallis — Dunns, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os teores de solidos totais encontrados para os lotes de

extratos obtidos do pulverizado das folhas de E. daphnites, assim como também nao
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foram encontradas diferencas significativas entre os lotes de extratos de E. suberosum

(Figura 8).

|

Teor de sdélidos totais (%)
(%]

SESESSOOE .o:o:o. ¢

OO
*
*

OO
5
.’

oLl |~

6\ Quq, < <
N o N N
\'0 \'o \/o \/o A A

Extratos padronizados de Erythroxylum daphnites

Teor de sélidos totais (%)

G’\ 0']’ 0’5 Gb‘ QJGJ °
X A X X X
\/o \fo \/0 \/o \/o Y A%

Extratos padronizados de Erythroxylum suberosum

Figura 8 - Teores de solidos totais dos extratos de Erythroxylum daphnites e
Erythroxylum suberosum. O teste Kruskal Wallis — Dunns (p <0,05). Dados representados pelas

medianas seus respectivos intervalos (n=3).

Quando observado o coeficiente de variancia dos teores de sélidos totais dos

lotes de E. daphnites, foi observado que a variagéo desses teores foi de 2% (Tabela

6). Para os lotes de E. suberosum a variacao foi de 3% (Tabela 7).

Tabela 6 - Teor de solidos totais dos extratos aquosos brutos do pulverizado das folhas

de Erythroxylum daphnites.

Lotes %/S_()Iidos Destio Coe_fjcie_nte de
(Média n=3) Padréo variancia (%)
ED Lote 1 3,20 0,26 8,00
ED Lote 2 3,13 0,21 7,00
ED Lote 3 3,27 0,12 4,00
ED Lote 4 3,20 0,10 3,00
ED Lote 5 3,07 0,23 8,00
ED Lote 6 3,10 0,20 6,00
Comparacéo dos lotes 3,16 0,07 2,00

Extratos obtidos do processo de infusdo. ED = Extrato Aquoso Bruto de Erythroxylum daphnites.
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Tabela 7 - Teor de solidos totais dos extratos aquosos brutos do pulverizado das folhas

de Erythroxylum suberosum.

Lotes %,S_c')lidos Desv~i0 Coe_fjcie_nte de
(Média n=3) Padrao variancia (%)
ES Lote 1 2,83 0,25 9,00
ES Lote 2 2,60 0,22 8,00
ES Lote 3 2,63 0,24 9,00
ES Lote 4 2,63 0,09 4,00
ES Lote 5 2,80 0,22 8,00
ES Lote 6 2,77 0,12 5,00
ES Lote 7 2,73 0,19 7,00
Comparacéo dos lotes 2,71 0,09 3,00

Extratos obtidos do processo de infusdo. ES = Extrato Aquoso Bruto de Erythroxylum suberosum.

No que se refere aos teores de sdlidos totais, as informacdes obtidas tornam-
se importantes pois, com o uso delas foi possivel observar que a mesma forma de
extragcao utilizada para a obtencédo de cada um dos lotes mostrou-se efetiva ao manter
os teores de solidos totais de forma semelhante, tornando assim esse critério como
um fator de confirmacé&o da padronizacao dos lotes obtidos para as espécies vegetais

E. daphnites e E. suberosum.

4.1.3 Determinacgao do rendimento

Os lotes dos extratos obtidos do pulverizado das folhas de E. daphnites
resultaram em rendimentos que variaram de 8,00 a 11,08 % (Tabela 8). Para os lotes
de extratos de E. suberosum, os rendimentos variaram de 3,36 a 5,01% (Tabela 9).

Foi calculado o quanto os teores de sélidos totais encontrados para cada lote
de E. daphnites variaram em relacdo a média desses teores. Assim, o lote 2, que
apresentou o menor teor de solidos totais variou 20,64% em relacdo a média. O lote
3, que apresentou 0 maior teor de solidos totais apresentou uma variacéo de 13,93%.
Entre os lotes de E. suberosum, o lote 5 (apresentou menor teor de sélidos totais)
variou 22,75% em relacdo a média. O lote 6 (apresentou o maior teor de sélidos totais)

apresentou uma variacao de 15,17% (Figura 9).
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Figura 9 - Limite de variacdo dos rendimentos dos lotes de extratos de Erythroxylum
daphnites e Erythroxylum suberosum. Foi determinado + 20% como a variagdo maxima para os

rendimentos entre os lotes.

Quando observado o coeficiente de variancia dos rendimentos para os lotes

de E. daphnites e E. suberosum foi observado que a variacdo desses teores foi de

13% (Tabela 8 e Tabela 9).

Tabela 8 - Rendimentos finais dos extratos

de Erythroxylum daphnites.

aquosos brutos do pulverizado das folhas

Folhas secas

. Agua Rendimento  Rendimento

Extratos Brutos pulverizadas (mL) @ (%)
(9)

ED Lote 1 100 500 3,72 3,72
ED Lote 2 100 500 3,19 3,19
ED Lote 3 100 500 4,58 4,58
ED Lote 4 100 500 4,41 4,41
ED Lote 5 100 500 4,18 4,18
ED Lote 6 100 500 4,07 4,07
Média 100 500 4,03 4,03
Desvio Padrao 0 0 0,50 0,50
Coeficiente de variacao (%) 0 0 0,13 0,13

Extratos obtidos pelo processo de infus@o. ED Lotes = Extrato de Erythroxylum daphnites.
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Tabela 9 - Rendimentos finais dos extratos aquosos brutos do pulverizado das folhas

de Erythroxylum suberosum.

Folhas secas Agua  Rendimento Rendimento

Extratos Brutos pulve(r;adas (mL) @ (%)
ES Lote 1 100 500 4,80 4,80
ES Lote 2 100 500 4,14 4,14
ES Lote 3 100 500 4,11 4,11
ES Lote 4 100 500 3,36 3,36
ES Lote 5 100 500 4,56 4,56
ES Lote 6 100 500 5,01 5,01
ES Lote 7 100 500 4,51 4,51

Média 100 500 4,36 4,36

Desvio Padrao 0 0 0,55 0,55

Coeficiente de variacao (%) 0 0 0,13 0,13

Extratos obtidos pelo processo de infusdo. ES Lotes = Extratos de Erythroxylum suberosum.

4.1.4 Polifendis totais

Essa andlise € bem caracterizada pela formacdo de complexo de coloracéo
azul. Esta cor é dependente do numero de hidroxilas ou de grupos potencialmente
oxidaveis (101, 102).

Com base nos dados obtidos a partir das absorbancias foi possivel calcular a
regressao linear da curva analitica de acido galico obtendo-se a equacéo da reta (y =
0,0386x + 0,014, r = 0,9954) e a partir desta foi estabelecido os teores (%) de
polifendis totais em cada extrato.

Para a analise de diferenciacdo entre os lotes dos extratos de E. daphnites e
E. suberosum foi utilizado o método ANOVA — Tukey.

Os teores de polifendis totais encontrados para os lotes dos extratos obtidos do
pulverizado das folhas de E. daphnites variaram de 2,35 a 2,89 pg/mL (156 a 192 mg/g
EAG - 31,45% a 38,64%). Para os lotes de E. suberosum a variac¢éo foi de 3,39 a 3,87
pg/mL (226 a 258 mg/g EAG - 45,25% a 51,63%).

Quando realizada a comparacéo dos lotes de extratos de E. suberosum nao
foram observadas diferencas significativas entres eles. Para os lotes de extratos de
E. daphnites foi observado diferenca significativa entre o lote 1 e lote 5. Entre os

demais lotes ndo foram observadas diferencgas significativas (Figura 10).
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Figura 10 - Teores de polifendis totais dos extratos de Erythroxylum daphnites e E.

suberosum. O teste Kruskal Wallis — Dunns (p <0,05). Dados representados pelas medianas e seus
respectivos intervalos (n=3)

Em relac&o aos lotes de extratos de Erythroxylum daphnites, foi observado que
o lote 1 apresentou o menor teor de polifendis, que variou 11,65% em relacdo a média,
e o lote 5 apresentou o maior teor de polifendis com variacéo de 8,64% (Figura 10).

Também foi calculado o quanto os teores de polifendis encontrados para cada
lote de extrato de E. suberosum variaram em relagdo a média desses teores. O lote
3, que apresentou menor teor de polifendis variou 7,37% em relacdo a média. O lote
1, que apresentou maior teor de polifendis apresentou uma variacdo de 5,73% em
relacdo a média (Figura 10).

Quando tracado limites de variacdo de 20% em relacdo a média dos teores de
polifendis encontrados, péde-se observar que todos os lotes de extratos, tanto de E.
daphnites quanto de E. suberosum mantiveram-se dentro da faixa preconizada (Figura
11).
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relativos aos extratos de Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum. Foi

determinado + 20% como a variagdo maxima do teor de polifendis entre os lotes (n=3).
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Essa faixa aplica-se para o limite de variacdo permitido da especificacdo do
teor quando o marcador for analitico, sendo permido uma variacéo total de 30%, isso
com base no 20% de variacdo permitida para a liberacdo do lote mais os 10% de
variacado permitida para o estudo de estabilidade (42).

Quando aplicado teste de comparacdo entre os teores de polifendis foi
observada diferenca entre o lote 1 e 5, referidos a espécie vegetal E. daphnites. Porém
quando utilizado o limite de variacdo de 20% em relacdo a média dos teores
encontrados, pode-se observar que todos os lotes mantiveram-se dentro da faixa
esperada. Tais resultados informam que a forma de extracdo utilizada mostrou-se
efetiva e manteve os teores de polifendis de forma semelhante entre os lotes obtidos.
Tornando esse critério um fator de confirmacéo da padronizacdo dos lotes obtidos,
ndo somente para a espécie vegetal E. daphnites, mas também para E. suberosum
(Figura 11).

Tais resultados também refletem que a padronizacdo dos lotes ndo esta
relacionada somente a determinacdo de mesmos teores encontrados nos produtos
(que podem ou néo contribuir para a atividade bioldgica), mas sim na confirmacéo da
presenca destes, dentro de uma faixa pré-determinada. Assim, € importante a
determinacao de uma faixa de variacdo dos teores entre os lotes obtidos, que também
visa auxiliar ndo s6 na garantia da atividade bioldgica do produto, mas também
contribui para dificultar processos de fraudes, contribuido assim para uma melhor
garantia da qualidade do medicamento.

Além dos dados obtidos frente aos teores de polifendis observados e utilizados
como marcadores de padronizacdo dos extratos de E. daphnites e E. suberosum, é
importante destacar que de acordo com revisao realizada por Perron e Brumaghim
(2009) (103), inseridos na classe dos polifendis existem subclasse com diversos tipos
de compostos distintos e dentre essas subclasses, destacam-se os flavondides,
antocianinas e catequinas (Figura 12).

Por conseguinte, os polifendis sdo amplamente estudados devido as suas
propriedades antioxidantes, sendo essas propriedades ligadas ndo somente a
capacidade de prevencdo a danos causados por EROs, como também, para evitar a
producdo dessas espécies. Contudo, os polifenois ndo sao reconhecidos apenas por

suas func¢des antioxidantes, mas também por outras atividades biolégicas como
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antividade anti-histaminica, antiiflamatoria, antibacteriana e antivirais, além do seu uso

frente a doencas neurodegenerativas e cancer (103).

Al A2 Ri A3 OH

OH
0 @ Ho ) HO = O
R2 R1
C
O0—R2

Figura 12: Subclasses de compostos quimicos pertencentes ao grupo de quimico dos

polifendis. Al: Estutura basica de um flavonoide. A2: Antocianinas. A3: Catequinas. Os grupos R

sdo tipicamente H, OH, OCHs ou grupos de hidratados de carbono, a depender do composto.

Quando realizada comparacéo dos teores de polifenois encontrados para a
média obtida para os lotes de E. daphnites (178 mg/g EAG - 35,60%) e E. suberosum
(244 mg/g EAG - 48,80%) com os dados da literatura foi possivel observar que o0s
teores aqui encontrados foram superiores aos das seguintes espécies de
Erythroxylum: extrato aguoso das folhas de Erythroxylum macrocarpum (40 mg/g
EAG) (104); extrato aquoso das folhas de Erythroxylum sideroxyloides (24 mg/g EAG)
(105); extrato da fracao alcaloidal das folhas de Erythroxylum coca (48,5 mg/g EAG);

4.1.5 Perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O método em CCD é bastante difundido com o propdésito da separacao,
identificacdo e quantificacdo de compostos em extratos brutos ou semi purificados
(106). Sendo a obtencao do perfil cromatografico importante como uma das garantias
da identidade da droga vegetal, uma vez que a obtencéo deste perfil seja obtida por
meio de condicbes definidas que possibilite a identificacdo da espécie vegetal em
questdo e contribua para a diferenciacdo de outras espécies (107). Assim o perfil
cromatografico torna-se responsavel por auxiliar na avaliacdo da consisténcia da
qualidade da identidade dos lotes. O perfil cromatografico é utilizado na identificacao

quimica do material vegetal, como um critério de exigéncia para a droga vegetal,
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derivado vegetal e produto quimico acabado no momento do registro, notificacdo ou
renovacao do registro, além de ser solicitado em algumas peti¢cdes pos registro (42).

Previamente, tanto para os lotes de extratos de E. daphnites como para os lotes
de E. suberosum foi aplicado a técnica de ponto misto, para verificar a semelhanga
entre os Rf dos padrdes e as machas encontradas nas amostras. Deste modo, foram
utilizados os padrdes acido neoclorogénico (3-O-cafeoquimico acido) (Figura 13:Al)
e hiperosideo (Figura 13:A2) para as comparacfes. Posterior a confirmacdo por
pontos mistos destes padrbes, foram feitas CCD contendo cada um dos lotes das
espécies de Erythroxylum com adicdo dos padrbes respectivo nas placas

cromatograficas.

Al

OH
OH

Figura 13: Estruturas quimicas dos marcadores identificados por Cromatografia de
Camada Delgada para os lotes de extratos do pulverizado das folhas de Erythroxylum
daphnites e Erythroxylum suberosum. A1: Acido neoclorogénico (3-O-cafeoquimico). A2:

Hiperosideo (3-O-galactose).

Foi possivel observar o mesmo perfil cromatografico por CCD para todos os
lotes de extratos provenientes das folhas pulverizadas de E. daphnites. Todos os lotes
apresentaram presenca de 4 bandas: dois pontos alaranjados (Rf ~ 0,40 e 0,45)
seguidos de um azul, identificado como acido neoclorogénico (Rf ~0,75) e por fim um

ponto de cor laranja (Rf ~0,90) (Figura 14).
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Figura 14 - Perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para
0os lotes de extratos provenientes do pulverizado das folhas de Erythroxylum

daphnites. A: CCD = VIS e B: CCD - UV-365 nm. AN: Acido neoclorogénico (Rf ~ 0,65). L1: Lote
1; L2: Lote 2; L3: Lote 3; L4: Lote 4; L5: Lote 5 e L6: Lote 6. Solucdo eluente composta por acetato de
etila, &cido formico, A&cido acético e 4gua (100:11:11:26). Solugdo reveladora:
difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP/PEG). Andlise realizada em folhas de aluminio em silica gel.
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Figura 15 - Perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para
0os lotes de extratos provenientes do pulverizado das folhas de Erythroxylum

suberosum. A: CCD = VIS e B: CCD - UV-365 nm. H: Hiperosideo (Rf ~ 0,55). L1: Lote 1; L2: Lote
2; L3: Lote 3; L4: Lote 4; L5: Lote 5; L6: Lote 6 e L7: Lote 7. Solucdo eluente composta por acetato de
etila, 4&cido fdérmico, acido acético e agua (100:11:11:05). Solugdo reveladora:
difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP/PEG). Andlise realizada em folhas de aluminio em silica gel.

Para os lotes de extratos provenientes das folhas pulverizadas de E.
suberosum foi possivel observar que os lotes apresentaram o mesmo perfil

cromatografico por CCD. Todos os lotes apresentaram presenca de trés bandas.
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Sendo a banda correspondente ao Rf ~ 0,55 identificado como hiperosideo, seguido
de uma banda azulada (Rf ~ 0,70) e outra banda alaranjada (Rf ~ 0,75) (Figura 15).

Por meio da CCD foi possivel observar qualitativamente que os lotes de
extratos obtidos do pulverizado das folhas de E. daphnites possuem perfis
cromatograficos semelhantes, sendo que a mesma interpretacéo, no que refere-se a
semelhanca entre os lotes, foi observada para a espécie de E. suberosum. Assim foi
certificado que ndo houve diferenca na composicéo fitoquimica qualitativa entre os
lotes para cada uma das espécies.

A determinacdo do perfil cromatografico por CCD mostrou-se um fator
importante, pois teve como objetivo estabelecer o perfil fitoquimico para os produtos
gue foram analisados, sendo seu papel um fator que visa ndo so6 estabelecer o perfil
fitoquimico para as espécies de Erythroxylum, mas também contribuir como
ferramenta para evitar processos de fraudes na obtencdo de produtos fitoterapicos.
Desta maneira, quando produzido extratos vegetais has mesmas condi¢des relatadas
por esse estudo, a avaliacdo do perfil em CCD para as espécies de E. daphnites e E.
suberosum deverao ser semelhantes aos achados aqui presentes.

Os marcadores encontrados e utilizados na padronizacéo dos lotes de extratos
aguosos das folhas pulverizadas provenientes das espécies vegetais E. daphnites e
E. suberosum identificadas pelo método de CCD tratam-se a compostos pertencentes
ao grupo dos polifénois.

Dentre os polifendis, o acido clorogénico € um dos mais antigos e conhecido
frente aos acidos cafeoquimicos existentes, porém existem outros isbmeros deste
composto, como por exemplo o &cido neoclorogénico (108). O acido neoclorogénico
foi descrito e isolado, pela primeira vez, por Corse, (1953) (109). Frente a atividades
bioldgicas avaliadas frente a esse compostos, foi obsevada atividade antioxidante
(110, 111), atividade antiinflamatoria (111-114), atividade herbicida (115),
anticancerigena frente a linhagem celular AGS GC (Homo sapiens, Stomach Gastric
Adenocarcinoma, Gastric Cancer - Adenocarcinoma Gastrico do Estbmago, Cancer
Gastrico) e in vivo (116) e efeito inibitorio de aldose redutase in vivo (110).

Quando realizada busca bibliogréafica de artigos cientificos sobre a identificacdo
do acido neoclorogénico em espécies da familia Erythroxylaceae por métodos

cromatograficos, foi encontrado somente um trabalho relatando presenca desse
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compostos em um extrato metandlico das folhas de Erythroxylum macrophyllum por
CLAE (115).

O hiperosideo (Figura 13/A2), por sua vez trata-se de um composto fendlico,
também compreendido dentro do grupo dos polifendis. Em reviséo realizada por Raza
et. al (2016) foram levandadas as atividades farmacolégicas do hiperosideo: atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antidepressiva, antidiabética, anti-
cancer, antiviral, além de atividade protetora no cérebro, cardio-protetora, hepato
protetora, atividade imunomoduladora e atividade inibitoria de isoformas do citocromo
P450 (117).

Ao realizar busca de artigos cientificos sobre a identificacdo de hiperosideo em
espécies da familia Erythroxylaceae por métodos cromatogréficos, foi observado
hiperosideo em: extratos aquosos e etandlicos das folhas rasuradas de E. daphnites
por CCD (25), extratos aquosos e etandlicos das folhas rasuradas de E. suberosum
por CCD e CLAE-DAD (32), fracdo hidrometandlica de Erythroxylum suberosum por
CLAE-DAD (118).

Perfil por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Posterior a obtencéo dos seis lotes de extrato do pulverizado das folhas de E.
daphnites e sete lotes de extrato do pulverizado das folhas de E. suberosum, foram
realizadas andlises para os lotes referentes as duas espécies de Erythroxylum por
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a Diode Array Detector - DAD
(Detector de matriz de diodos), visando identificar, quantificar compostos e obter o
perfil cromatografico por CLAE-DAD.

O perfil cromatografico por CLAE-DAD obtido para E. daphnites encontra-se na
Figura 16 e o perfil cromatografico para E. suberosum encontra-se na Figura 17.
Foram destacados onze picos principais para os lotes de E. daphnites e oito para os

lotes de E. suberosum, com base nas purezas = 0,9500 encontradas.



mAU

86

300 —— DAD-CH1 354 o 300
Retencon Time
5
250 A 250
200 200
150 A 150
8
100 1 100
- 10
7
50 A 2 4 50
3 6 9 A 1
0 b [N Y RS N 11 “A‘ SOV S . o , 0
0 5 10 15 20 25 - - 30 35 40 45 50 55
Minutos

Figura 16 - Perfil cromatografico representativo para extrato de Erythroxylum
daphnites. Cromatograma obtidos por Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia. Condi¢des da analise:
Coluna - PurospherStar RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL/min; Eluente - acido fosférico 1%
(Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector - DAD; Sistema de eluicdo — gradiente e; Cromatograma
em 354 nm.

—— DAD-CH1 354 nm
Retenton Time
140 4 - 140
4
120 § - 120
100 - 100
80 - 80
o)
<
£
60 - 60
6
40 :
) 5 40
3
2
20 § 78 - 20
0 F———nhp A P N J\J\‘_,__,\L 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

) Minutos

Figura 17 - Perfil cromatogréfico representativo para extrato de Erythroxylum
suberosum. Cromatograma obtido por Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia. Condicdes da
andlise: Coluna - PurospherStar RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL/min; Eluente - &cido fosférico
1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector - DAD; Sistema de eluicdo — gradiente e;
Cromatograma em 354 nm.
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Os testes de validacao pelo método CLAE — DAD foram linearidade, preciséo,
repetibilidade e reprodutibilidade, seletividade e exatid&do realizadas para os lotes de

namero 2 de ambas as espécies.

4.1.6 Validagdo CLAE - DAD

Para a espécie vegetal E. daphnites foi identificado acido neoclorogénico
enquanto que para a espécie E. suberosum foram identificados hiperosideo e &cido
neoclorogénico, sendo que posteriormente o método foi validado para a quantificacéo

destes marcadores.

4.1.6.1 Limite de deteccao (LD e limite de quantificagéo (LQ)

Os LD e LQ representam a menor quantidade da substancia que pode ser
detectada e quantificada, respectivamente, em uma amostra (87). Os limites foram
estabelecidos a partir dos resultados referentes as menores concentragdes do ensaio
de linearidade. Foram utilizados o desvio padrdo da seccéo de y (DPI) e a inclinacéo
da curva de calibracdo (S) para a realizacdo dos calculos. Dentro faixa de
concentracdo de 5 a 100 pg/mL para o marcador acido neoclorogénico, o LD foi de
1,83 pg/mL e o LQ foi de 6,12 pg/mL (Tabela 10).

Tabela 10 - Limites de deteccédo e quantificacdo dos marcadores estabelecidos.

Concentracdo LD LQ

Padréao DPI S
(Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
Acido neoclorogénico 5-100 37767 61682 1,83 6,12
Hiperosideo 2,5-100 46007 133146 1,14 3,45

DPI: Desvio padrdo da intercepta de y; S: inclinacé@o da reta; LD: Limite de detec¢do; LQ: Limite de
quantificacéo.

Tais resultados indicam que quando forem realizadas as analises para a
identificacdo e quantificacdo de acido neoclorogénico, deve-se utilizar concentragcbes

> 1,83 pg/mL para que ele possa ser detectado pelo equipamento. Quanto a
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quantificacdo faz-se necessario a utilizagdo de concentragbes > 6,12 pg/mL para que
ele possa ser quantificado com exatid&o.

Em relacdo ao padréo hiperosideo, deve-se utilizar concentracbes > 1,14
pmg/mL para que ele possa ser detectado pelo equipamento. Em relacdo a
quantificacdo, faz-se necessario o uso de concentracdes > 3,45 ug/mL para que o
padrao possa ser quantificado com exatidao.

Assim, os limites de deteccdo encontrados para os padrées utilizados, sao
indicativos que o método possui boa sensibilidade para detectar e quantificar, pois os

valores encontrados mostraram-se baixos.

4.1.6.2 Linearidade

A linearidade trata-se da capacidade da metodologia analitica em demonstrar
a proporcionalidade entre os resultados adquiridos e a concentragédo do analito na
amostra dentro de um intervalo especificado como uma faixa entre os limites de
quantificacdo superior e inferior (87).

Para cada padréo foi constituido de trés curvas independentes, sendo que para
0 padrao acido neoclorogénico utilizou-se cinco concentragées (5, 10, 25, 50 e 100
ug/mL) e para o hiperosideo utilizou-se seis concentracdes (2,5; 5; 10; 25; 50 e 100
pg/mL). Para cada concentracdo utilizou-se trés replicatas.

A partir das médias das areas dos picos das trés curvas em relacdo as suas
concentracfes respectivas, calculou-se a equacdo da reta e o coeficiente de
correlacéo (r) foi determinado, utilizando o software GraphPadPrism®. Assim, doi
obtido a equacéo da reta (y = 61682x + 37767; r = 0,9998) para o acido neoclorogénico
e a equacao da reta (y = 133146x — 46006; r = 0,9999) para o hiperosideo.

As curvas de regressao linear obtidas apresentaram linearidade na faixa de
concentracéo testada, sendo que todos os coeficientes de correlagéo (r) apresentaram
r> 0,99 como exigido pela RE 899/2003 (87) em consonéancia com a RDC N. 166/2017
(88). As curvas obtidas demonstraram que o0s resultados sdo diretamente

proporcionais a concentracdo do analito na amostra (Figura 18).
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Figura 18 - Curva de regresséo linear obtidas para os padrdes &cido neoclorogénico

e hiperosideo. Curva construida a partir das médias das areas dos picos das trés curvas em relagéo

as suas concentraces respectivas com trés replicatas para cada uma das concentragfes utilizadas
para os padrBes &cido neoclorogénico e hiperosideo.

4.1.6.3 Precisao

A preciséo refere-se a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, e essa
pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (87).

Repetibilidade (precisdo inter-corrida), tem como objetivo analisar a
concordancia entre os resultados obtidos em um curto periodo, com mesmo analista
e mesma instrumentacéo (87). Essa avaliagdo foi determinada por meio da analise de
seis amostras dos extratos de E. daphnites (Lote 2 — 5 mg/mL) e E. suberosum (Lote
2 -2 mg/mL). Analise realizada em um unico dia pelo mesmo analista e no Laboratorio
Controle da Qualidade de Medicamentos — Faculdade de Saude (UnB), Brasilia.

Reprodutibilidade (precisdo intermediaria) tem como objetivo verificar as
variagdes intralaboratoriais devido a eventos aleatorios, como dias diferentes,
analistas, equipamentos, entre outros (87). Essa avaliacao foi determinada por analise
de trés amostras dos extratos de E. daphnites (Lote 2 — 5 mg/mL) e E. suberosum
(Lote 2 — 2 mg/mL) em dois dias distintos, pelo mesmo analista, e utilizando o0 mesmo
equipamento que foi usado para avaliar a repetibilidade realizado no Laboratorio
Controle da Qualidade de Medicamentos — Faculdade de Saude (UnB), Brasilia.
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No que se refere ao marcador acido neoclorogénico para o extrato de E.
daphnites (Lote 2) e relativo aos marcadores acido neoclorogénico e hiperosideo para
0 extrato de E. suberosum (Lote 2), as analises de repetibilidade e reprodutibilidade
estdo dentro do que é preconizado pela RE n°® 899 consonancia com a RDC N.
166/2017 (88) com DPR < 5% (Tabela 11) e (Tabela 12).

Estes resultados também sao indicativos de boa precisdo, pois utilizando o
Guia de orientacdo para registros de Medicamentos Fitoterapicos e registro e
notificacdo de Produto Tradicional Fitoterapico, ndo sdo admitidos valores de DPR

superiores a 15% (42).

Tabela 11 - Precisdo por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia para o marcador

acido neoclorogénico em extrato de Erythroxylum daphnites (Lote 2).

Precisdo Avaliada Area (mAU)
Média + Desvio Padrao DPR (%)
1Repetibilidade 2548276 + 29436 1,16
p
2Reprodutibilidade 2552741 + 13326 0,52

1Seis replicatas foram analisadas no mesmo dia. 2Trés replicatas foram analisadas em trés dias distintos
pelo mesmo analista. DPR: Desvio padréo relativo.

Tabela 12 - Precisé@o por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia para os marcadores

acido neoclorogénico e hiperosideo em extrato de Erythroxylum suberosum (Lote 2).

2Area (MAU) bArea (mAU)
Precisédo Avaliada Média + Desvio DPR Média + Desvio DPR
Padréo (%) Padréo (%)

1Repetibilidade 1465465 + 66223 4,52 6154048 + 223443 3,63
2Reprodutibilidade 1486622 + 36367 2,64 6204254 + 117317 1,90
1Seis replicatas foram analisadas no mesmo dia. 2Trés replicatas foram analisadas em trés dias distintos

pelo mesmo analista. DPR: Desvio padréo relativo. 2Acido neoclorogénico. PHiperosideo.

4.1.6.4 Seletividade

Seletividade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz (87). Os lotes de numero 2 referente aos

extratos de E. daphnites e E. suberosum foram submetidos a um processo de
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estresse, por meio da inducéo de hidrolise basica e acida sob temperatura de 60 °C
pelo periodo de 60 minutos, sendo os resultados obtidos comparados posteriormente

com os dados das amostras que nao sofreram inducao de hidrdlise.

A) Erythoxylum daphnites

Foram encontrados onze picos considerados como 0s picos principais para E.
daphnites. Dentre eles, foi identificado a presenca do composto acido neoclorogénico
(Figura 19).
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Figura 19 - Seletividade analisada por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia para o

extrato (Lote 2) de Erythroxylum daphnites por hidrélise induzida. A: Cromatograma do

extrato; B: Cromatograma do extrato com inducdo de hidrélise. C: Cromatograma do extrato com

inducéo de hidrolise acida; e D: Cromatograma do extrato com inducéo de hidrolise basica. As indugbes

de hidrélises foram submetidas por 60 minutos a 60 °C. Condi¢des da analise: Coluna - PurospherStar

RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL/min; Eluente - acido fosférico 1% (Bomba A) e acetonitrila

(Bomba B). Detector - DAD; Sistema de eluicdo — gradiente e; Cromatograma em 354 nm.
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Tabela 13 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum daphnites

ndo submetido a hidrolise.

Tempo de retencgéo

Area (mAU)

Picos Média = Desvio Média = Desvio Coeficiente de
padrao padréo variancia
1 Acido neoclorogénico 09,82 + 0,10 2556782 + 42749 0,02
2 15,08 + 0,14 984913 + 16037 0,02
3 15,99 £ 0,14 534399 + 5662 0,01
4 23,13+0,14 664042 + 6556 0,01
5 25,69 £ 0,14 13813605 + 219285 0,02
6 27,47 £ 0,13 303433 + 4455 0,01
7 28,16 £ 0,12 1469681 + 24425 0,02
8 29,56 + 0,15 5471616 + 89124 0,02
9 32,90 +£0,15 472401 £ 7612 0,02
10 33,84 +£0,15 2694228 + 47107 0,02
11 44,83 £0,12 318020 + 6911 0,02

Andlise das amostras realizadas em triplicata.

Apos a hidrolise sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao extrato

(Lote 2) de E. daphnites, ndo foi observada degradacdo completa de nenhum dos

picos, porém houve degradacédo parcial, sendo que tais degradacdes resultaram na

diminuicdo de 1,37 a 27,16% das areas dos picos restantes. Também né&o foi

observada formacédo de picos originarios de degradacdo. Referente ao marcador

definido, foi observada uma reducéo de 3,27% (pureza 1) para acido neoclorogénico.

N&o foi observado coeluicdo com produtos de degradacao resultantes da hidrélise.

Esses resultados demonstram a seletividade do método na identificacdo dos

marcadores destacados (Tabela 14) (Figura 19).
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Tabela 14 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum daphnites

submetido a hidrolise a 60 °C por 60 minutos.

Tempo de " Degradacéo
reteﬂgéo Area (MAU) g(%) "
Picos Média + Desvio Média + Desvio Coeficiente Méd'a. *
padréo padrao .qe . DeS\Qo
variancia padrao
1 Acido neoclorogénico 9,60, +0,02 2472862 + 28145 0,01 3,27 +£0,84
2 14,78 +0,03 964024 + 10407 0,01 2,11 +£0,90
3 15,69 +0,03 573295 + 7068 0,01 7,28 £0,30
4 22,82 +0,04 483681 + 8824 0,02 27,16 £ 0,53
5 25,39 £0,05 13606382 + 195097 0,01 1,50 + 0,80
6 27,17 +0,05 298879 + 4484 0,02 1,50 + 0,31
7 27,17 +£0,05 1446135 + 19323 0,01 1,59+ 1,10
8 29,25 +0,04 5382033 + 80351 0,01 1,63 + 0,90
9 32,58 +0,04 464931 + 8903 0,02 1,58 + 1,00
10 33,53 +0,04 2658400 + 42957 0,02 1,50 + 0,96
11 4456 +0,04 313621 + 4045 0,01 1,37+ 1,01

Andlise das amostras realizadas em triplicata.

ApoOs a hidrolise acida sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao

extrato (Lote 2) de E. daphnites foi observada degradacédo completa dos picos 4, 5, 6,

7, 9, 10 e 11 enquanto que os demais picos foram parcialmente degradados. Tais

degradacfes resultaram na diminuicdo de 10,76 a 92,81% das areas dos picos

restantes. Também foram observadas a formacao de mais 4 picos como produtos de

degradacéo, sendo esses nomeados de 10a, 11a, 11b e 11c. Referente ao marcador

definido, foi observada uma reducéo de 24,55% (pureza 1) para acido neoclorogénico.

N&o foram observadas coeluicbes com produtos de degradacdo resultantes da

hidrélise. Assim, esses resultados demonstram a seletividade do método na

identificacdo dos marcadores destacados (Tabela 15) (Figura 19).
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Tabela 15 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum daphnites

submetido a hidrdlise acida por 60 minutos a 60 °C.

Tempo de " Degradacéao
reteﬁgéo Area (MAU) g(%) )
Picos I\I/Dledla_ * Média + Desvio Coeficiente Média + Desvio
esvio ~ de ~
padrédo padrdo variancia padrdo
1 Acido neoclorogénico 09,47 + 0,00 1929309 + 50288 0,03 24,55 +0,58
2 14,62+ 0,01 720654 + 14178 0,02 26,82 +1,65
3 15,52 +0,01 511017 + 60572 0,12 10,76 +2,17
8 29,08 £0,02 393124 + 10436 0,03 92,81 +0,20
*10a 35,67 +£0,02 770241 + 18791 0,02 X
*1la 44,40 + 0,03 1155576 + 20482 0,02 X
*11b 45,57 + 0,02 456678 + 3791 0,01 X
*11c 47,83+ 0,02 13916091 + 344586 0,02 X

Analise das amostras realizadas em triplicata. * Pico referente a produto de degrada¢éo. X = néo foi
calculado porcentagem de degradacdo, uma vez que o pico trata-se de um produto de degradacéao.

Apbs a hidrdlise basica sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao
extrato (Lote 2) de E. daphnites foi observada degradacdo completa dos picos 2 e 3,
enquanto que os demais picos foram parcialmente degradados, sendo que tais
degradacfes resultaram na diminuicdo de 5,95 a 86,31% das areas dos picos
restantes, assim como foram observadas a formacao de mais 4 picos como produtos
de degradacao, sendo esses nomeados de la, 3a, 3b e 11c. Referente ao marcador
definido, foi observado degradacéo de 81,12 %, ainda assim, foi possivel identifica-lo.
N&o foram observadas coeluicbes com produtos de degradacdo resultantes dessa
hidrélise. Esses resultados demonstram a seletividade do método na identificacéo do
marcador destacado (Tabela 16) (Figura 19).
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Tabela 16 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum daphnites

submetido a hidrolise basica submetido a 60 °C por 60 minutos.

Tem ‘ Degr a
brea (ma) cosensae
Ficos Média + Desvio  Média + Desvio Coeficiente Medla_ *
Padrao Padrdo _ole . Desv~|o
variancia Padrao
1 Acido neoclorogénico 10,26 + 0,03 482458 + 8029 0,02 81,12 + 0,48
*la 13,63+ 0,03 496208 + 14878 0,03 X
*3a 18,49 + 0,03 2149115 + 45966 0,02 X
*3b 21,85 + 0,02 300851 + 21660 0,07 X
4 22,69 +0,02 384533 + 64346 0,17 42,05 + 8,19
5 25,26 + 0,02 8561450 + 136176 0,02 38,00 + 1,58
6 27,78 £ 0,01 321370 + 10628 0,03 5,95+ 3,91
7 28,53 +0,01 285767 + 4545 0,02 80,55 + 0,46
8 29,12+0,02 3281041 + 57605 0,02 40,01 + 1,63
9 32,44 + 0,02 505514 + 7123 0,01 7,04 + 2,53
10 33,40+0,02 1233687 + 15941 0,01 54,19+1,11
11 44,45 + 0,02 592172 + 11377 0,02 86,31 + 6,10
*11d 46,90 + 0,02 413607 + 39273 0,09 X

Analise das amostras realizadas em triplicata. * Pico referente a produto de degrada¢&o. X = ndo foi
calculado porcentagem de degradacdo, uma vez que o pico trata-se de um produto de degradacao.

B) Erythroxylum suberosum

Foram encontrados oito picos considerados como 0s picos principais para E.
suberosum, dentre eles, foram identificados por CLAE a presenca dos compostos:

acido neoclorogénico e hiperosideo (Tabela 17) (Figura 20).
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Figura 20 - Analise da seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum

suberosum por hidrélise induzida. A: Cromatograma do extrato; B: Cromatograma do extrato
com inducdo de hidrolise. C: Cromatograma do extrato com inducdo de hidrélise &cida; e D:
Cromatograma do extrato com inducdo de hidrélise basica. As inducdes de hidrélises foram submetidas
por 60 minutos a 60 °C. Condi¢Bes da andlise: Coluna - PurospherStar RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo
- 0,6 mL/min; Eluente - acido fosfarico 1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector - DAD; Sistema

de eluicdo — gradiente e; Cromatograma em 354 nm.
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Tabela 17 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum suberosum

ndo submetido a hidrolise.

Tempo de retencao Area (mAU)

Picos Média + Desvio Média + Desvio Coeficiente
padréao padrao de variacao

1 Acido neoclorogénico 09,28 + 0,02 1485421 + 53773 0,01

2 12,48 £ 0,02 343049 + 6379 0,03

3 27,49 £ 0,01 635994 + 66,14 0,01

4 Hiperosideo 28,83 £ 0,00 6344939 + 34087 0,03

5 29,39 £ 0,00 922440 £ 7972 0,03

6 31,25 £ 0,00 1396034 + 10117 0,03

7 32,14 £ 0,00 315723 £ 11906 0,03

8 33,88 £ 0,00 275022 + 2860 0,02

Andlise das amostras realizadas em triplicata.

Posterior a hidrélise sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao
extrato (Lote 2) de E. suberosum foi observada diminuicdo de 1,00 a 4,07% referente
as areas dos picos. Essa diminuicdo mostra-se como um indicativo de degradacao
desses compostos presentes no extrato (Tabela 18). Também foi observada a
formacdo de um pico, nomeado de 2a. Referente aos marcadores definidos, foi
observado uma degradacao de 3,81% para o acido neoclorogénico (pureza 1) e 2,61%
para o0 hiperosideo (pureza 1). Nao foi observado coeluicdo com produtos de
degradacéo resultantes da hidrolise. Esses resultados demonstram a seletividade do

método na identificacdo dos marcadores destacados (Tabela 18) (Figura 20).
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Tabela 18 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum suberosum

submetido a hidrolise por 60 minutos sob temperatura de 60 °C.

Tempo de " Degradacéao

reteﬁgéo Area (MAU) g(%) )

Picos Média + Média + Desvio  Coeficiente Medla_ *

Desvio padréo padréao de variacao DeS\QO

padréo
Acido neoclorogénico 9,31 + 0,03 1447119 + 53773 0,04 3,81+£1,83
2 12,52 + 0,03 340637 + 6379 0,02 1,00 £ 0,99

*2a 15,30 + 0,02 264072 + 4432 0,02 X

3 27,51 + 0,00 639150 + 10476 0,01 1,26 £1,01
Hiperosideo 28,86 £ 0,01 6289697 + 34087 0,01 2,61+0,81
5 29,43+ 0,01 925681 + 7972 0,01 1,50+1,01
6 31,29+0,01 1381555+ 10117 0,01 2,12 £ 1,06
7 32,16 + 0,01 308065 + 4419 0,01 4,07 £ 1,55
8 33,91 +0,01 274921 + 2860 0,01 1,76 £ 1,23

Analise das amostras realizadas em triplicata. * Pico referente a produto de degradagéo. X = n&o foi
calculado porcentagem de degradacdo, uma vez que o pico trata-se de um produto de degradacao.

Apés a hidrolise acida sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao
extrato (Lote 2) de E. suberosum foi observada degradacédo completa dos picos 2, 6,
7 e 8, enquanto que os demais picos foram parcialmente degradados. Tais
degradacfes resultaram na diminuicdo de 42,98 a 92,07% das areas dos picos
restantes. Também foram observadas a formacao de mais 4 picos como produtos de
degradacgédo, sendo esses nomeados de 2b, 3a, 8a e 8b. Referente aos marcadores
definidos foi observada uma reducdo de 47,78% (pureza 0,96) para &acido
neoclorogénico e 92,07% (pureza 0,89) para o hiperosideo. Um dos produtos de
degradacéo resultantes trata-se do pico 8b (TR 47,58 min) que apresentou uma alta
intensidade, sendo o seu espectro comparado ao da biblioteca de espectros do
Laboratério Controle da Qualidade de Medicamentos, e esse pico mostrou-se tratar-
se do composto fenodlico quercetina. Nao foi observada coeluicdo com produtos de
degradacédo resultantes da hidrolise. Assim, esses resultados demonstram a
seletividade do método na identificacdo dos marcadores destacados (Tabela 19)
(Figura 20).
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Tabela 19 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum suberosum

submetido a hidrolise acida por 60 minutos sob temperatura de 60 °C.

Tempo de ; Degradagéo
retengé?o (min) Area (MAU) g(%) )
Picos Média + Média + Desvio Coef:jmente Medla_ *
Desvio padréo padréo ae Desv~|o
variacao padréo
1 Acido neoclorogénico 9,26 + 0,02 776096 £ 103094 0,13 47,78 + 5,33
*2b 16,95 £+ 0,02 328261 + 35666 0,11 X
3 27,48 + 0,02 362711 + 39460 0,11 42,98 + 4,82
*3a 28,40 £ 0,02 330682 + 27379 0,08 X
4 Hiperosideo 28,82 + 0,02 501888 + 22181 0,04 92,07 £ 0,51
5 29,39 + 0,02 310457 + 22229 0,07 66,29 + 2,56
*8a 35,40 £ 0,01 480959 + 35232 0,07 X
*8b 47,58 £ 0,01 4967819 + 328134 0,07 X

Analise das amostras realizadas em triplicata. * Pico referente a produto de degradagéo. X = néo foi
calculado porcentagem de degradacdo, uma vez que o pico trata-se de um produto de degradacéao.

Apos a hidrdlise basica sob temperatura de 60 °C por 60 minutos submetida ao
extrato (Lote 2) de E. suberosum foi observada degradacao completa dos picos 3, 7 e
8, enquanto que os demais picos foram parcialmente degradados, sendo que tais
degradacdes resultaram na diminuicdo de 5,51 a 78,75% das areas dos picos
restantes, assim como foram observadas a formacdo de mais 4 picos como produtos
de degradacéo, sendo esses nomeados de 2c, 2d, 2e e 2f. Referente aos marcadores
definidos foi observada uma reducdo de 78,75% (pureza 0,69) para &acido
neoclorogénico e 55,20% (pureza 1) para o hiperosideo. Também néo foi observado
coeluicdo com produtos de degradacédo resultantes da hidrélise. Esses resultados
demonstram a seletividade do método na identificacdo dos marcadores destacados
(Tabela 20) (Figura 20).
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Tabela 20 - Seletividade do método para extrato (Lote 2) de Erythroxylum suberosum

submetido a hidrdlise basica por 60 minutos sob temperatura de 60 °C.

Tempo de 0 Degradacéao
reteﬁgéo Area (MAU) g(%) )
Picos do Lote 2 Média + Média + Desvio Coef(ljuente Medla_ t
Desvio Padrao Padréo ae Desv~|o
variacao Padrao
1 Ac. Neoclorogénico 9,10 + 0,03 31,3336 + 35148 0,11 78,75+ 1,79
2 12,50 £ 0,04 326062 + 16119 0,05 551+ 3,83
*2C 13,31 £ 0,02 495106 + 27645 0,06 X
*2d 14,81 + 0,02 283409 + 16565 0,06 X
*2e 18,15+ 0,01 618135 + 50416 0,08 X
*2f 21,55+ 0,01 355972 + 28564 0,08 X
4 Hiperosideo 28,85+0,01 2842231 +120984 0,04 55,20 £ 1,23
5 29,41 + 0,01 398929 + 17514 0,04 56,75+ 1,13
6 31,26 + 0,00 681545 + 37284 0,05 51,19+ 1,49

Analise das amostras realizadas em triplicata. * Pico referente a produto de degradacdo. x = ndo foi
calculado porcentagem de degradacdo, uma vez que o pico trata-se de um produto de degradacao.

4.1.6.5 Exatidao

Exatiddo é o método analitico que avalia a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (87). Assim, foi escolhido o
método de adicao de padréo para a realizacao do teste. Assim, teores conhecidos dos
padrées foram adicionados a amostra para a obtencdo de concentracfes tedricas
finais baixa (80%), média (100%) e alta (120%) (119).

Foram consideradas como concentragfes tedricas finais: 32,67 pg/mL (80%);
40,84 pug/mL (100%); e 49,01 pug/mL (120%) para o marcador acido neoclorogénico.
37,25 pg/mL (80%), 46,57 pg/mL (100%) e 55,88 pg/mL (120%) para o marcador
hiperosideo.

A exatiddo do marcador acido neoclorogénico para E. daphnites ndo se
mostrou aprovada pois o Erro Padrdo Relativo (EPR) para as concentracfes
determinadas para 80, 100 e 120% ficaram acima de 15% (Tabela 21). Isso pode ter
sido & ocasionado devido provavel volatilizagdo do solvente, que pode ter ocasionado
uma maior concentracdo do padrdo. Deste modo, 0 ensaio precisa ser conduzido

novamente nas devidas concentragcdes para que seja feita a avaliagdo da exatidao do
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método. O mesmo problema ocorrido com o padrédo acido neoclorogénico ocorreu

para a avaliacdo da exatidao para o lote de E. suberosum.

Tabela 21 - Exatidao por Cromatédgrafo Liquido de Alta Eficiéncia para extrato (Lote 2)

de Erythroxylum daphnites para o marcador acido neoclorogénico.

Concentragdo  Concentracdo determinada  Exatiddo Erro Padrdo Relativo

tedrica (ug/mL) (ug/mL) £ DP (%) (%)
32,67 (80%) 27,45 + 0,23 84,04 -15,96
40,84 (100%) 34,32+ 0,15 84,04 -15,96
49,01 (120%) 40,41 + 0,05 82,46 -17,54

DP: Desvio padrao

A exatiddo do marcador hiperosideo para E. suberosum nas concentracfes
baixa, média e alta encontraram-se dentro da variacdo permitida de £ 15% em relacao
a concentracgdo tedrica final, demonstrando uma boa exatiddo do método frente a esse

marcador (Tabela 22).

Tabela 22 - Exatiddo por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia para extrato (Lote 2)

de Erythroxylum suberosum para o marcador hiperosideo.

Concentracdo  Concentracdo determinada Exatiddo Erro Padrdo Relativo

tedrica (ug/mL) (ug/mL) £ DP (%) (%)
37,25 (80%) 36,01 + 0,15 96,67 -3,33
46,57 (100%) 44,79 £ 0,26 96,17 - 3,83
55,88 (120%) 55,31+ 0,71 98,99 -1,01

DP: Desvio padréao
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4.1.6.6 Quantificacdo dos lotes de extratos de Eryhtroxylum daphnites e Erythroxylum

suberosum

A) Erythoxylum daphnites

Apoés as analises para a validacdo do método analitico para lotes de extratos
de E. daphnites, foi possivel identificar e quantificar os marcadores fitoquimicos
presentes nos lotes. Em relacdo aos perfis cromatogréficos, foi observado
semelhanca entre todos os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (354 nm) para
todos os lotes. Apresentando presenca de acido neoclorogénico em sua composicao,

além de outros compostos polifendis até entdo nédo identificados (Figura 21).
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Figura 21 - Perfil cromatogréafico e espectros obtidos de extrato de Erythroxylum

daphnites. Cromatogramas e espectros obtidos por Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia.

Condicdes da analise: Coluna - PurospherStar RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL/min; Eluente
- acido fosfoérico 1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector - DAD; Sistema de eluicdo — gradiente

e; Cromatograma em 354 nm.
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O teor de acido neoclorogénico nos lotes de extratos de E. daphnites
apresentaram uma variacao de 6,96 a 8,48 ug/mL com média de 8,02 ug/mL, sendo
a média do tempo de retencéo igual a 9,18 minutos quando analisado os dados por
CLAE-DAD (Tabela 23). Deste modo, utilizou-se os resultados para comparacéo dos
teores de hiperosideo presentes nos lotes de extratos pelo método Kruskal Wallis —

Dunn’s.

Tabela 23 - Tempo de retencao, area e teor de acido neoclorogénico nos lotes de

extratos de Erythroxylum daphnites.

Tempo de ) Teor de acido
Lotes retencao Area (mAU) neoclorogénico

(minutos) (ng/mL)

Média = DP Média = DP Ccv Média + DP
Lote 1 9,20 £ 0,06 2184227 + 101685 0,05 6,96 + 0,33
Lote 2 9,25+0,01 2567416 + 10013 0,00 8,20 £ 0,03
Lote 3 9,22 £ 0,02 2652553 + 52429 0,02 8,48 + 017
Lote 4 9,22 £ 0,00 2615692 + 18816 0,01 8,36 + 0,06
Lote 5 9,14 £ 0,03 2515339 + 11068 0,00 8,03+ 0,04
Lote 6 9,10 £ 0,02 2542045 + 19368 0,01 8,12 + 0,06
Média 9,18 + 0,02 2512879 + 35563 X 8,02+0,11

CcVv 0,00 0,01 X 0,01

Dados obtidos de andlise por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia — DAD. CV: Coeficiente de
variancia. DP: Desvio padréo.

Quando aplicado o teste de comparacdo Kruskall-Wallis, foi detectada
diferenca significativa entre o teor de acido neoclorogénico dos lotes 1 e lote 3,
enquanto que nao foram observadas diferengas entre os demais lotes dos extratos de
E. daphnites (Figura 22A).

Também foi calculado o quanto os teores de hiperosideo encontrados para
cada lote variaram em relacdo a média desses teores. O lote 1, que apresentou menor
teor de acido neoclorogénico variou 13,21% em relacdo & média, e o lote 3, que
apresentou maior teor de acido neoclorogénico apresentou uma variacao de 5,98%
em relacdo a média (Figura 22B).

Quando tracado o limite de variacdo de 15% em relagdo a média dos teores de
acido neoclorogénico, péde-se observar que todos os lotes de extratos de E.
daphnites mantiveram-se dentro da faixa preconizada (Figura 22B). Essa faixa aplica-

se para o limite de variacao permitido da especificacdo do teor quando o marcador for
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analitico. Sendo permitida uma variagdo total de 30%, isso com base nos 20% de
variacao permitida para a liberagéo do lote mais os 10% de variagao permitida para o
estudo de estabilidade (42).
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Figura 22 - Teores de acido neoclorogénico dos lotes de extratos de Erythroxylum

daphnites. A: *Teste Kruskal Wallis — Dunn’s mostrou diferenca significativa (p < 0,05) entre os lotes
1 e 3 frente aos teores de hiperosideo dos extratos de E. daphnites. Dados representados pela mediana
e amplitude. B: Avaliagdo do limite de variacéo a partir do teor de &cido neoclogénico dos lotes relativos
aos extratos de E. daphnites. Foi determinado + 15% como a variagdo méaxima do teor de acido
neoclorogénico entre os lotes (n=3).

Apesar da diferenca significativa determinada pelo teste aplicado, quando
observada a variacdo dos teores de acido neoclorogénico em relacdo a média obtida
desses teores, foi observado que todos os lotes estavam conformes no que refere-se
ao limite maximo de variacdo (x 15%). Outro fator importante destacado, foram os
mesmos tempos de retencdo para os picos contendo &cido neoclorogénico nos lotes
acompanhados de mesmos espectros que 0s caracterizam como Aacido
neoclorogénico. Tais fatores, em consonancia, contribuem para a afirmativa de que
0S extratos estao padronizados.

E importante salientar que uma nova andlise para exatiddo precisa ser
realizada, para que o método analitico que utiliza o CLAE — DAD seja devidamente
validado, pois o0 objetivo desta validagdo € garantir que a metodologia analitica seja
exata, reproduzivel e robusta dentro de uma faixa de aplicagcdo em que o analito foi
analisado. Quanto aos demais parametros avaliados, todos mostraram-se conformes
com o que foi preconizado previamente pelo guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos RE N.° 899, de 29 de maio de 2003 da Anvisa (87) em
consonancia com a RDC N. 166/2017 (88), com base nas exigéncias do Guia de
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orientacdo para registro de Medicamento Fitoterapico e notificacdo de Produto
Tradicional Fitoterapico, Instrugcdo Normativa N.° 4, de 18 de junho de 2014 (42).

B) Erythroxylum suberosum

Apébs as analises para a validagdo do método analitico para os extratos de E.
suberosum, foi possivel quantificar os marcadores fitoquimicos presentes nos lotes.
Em relacdo aos perfis cromatograficos, foi observado semelhanca entre todos os
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (354 nm) para todos os lotes de extratos.,
apresentando presenca de acido neoclorogénico e hiperosideo em sua composicao,

além de outros compostos polifendis (Figura 23).
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Figura 23 - Perfil cromatografico e espectros obtidos de extrato de Erythroxylum

suberosum. Cromatogramas e espectros obtidos por Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia.
Condicdes da analise: Coluna - PurospherStar RP C18e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL/min; Eluente
- acido fosfoérico 1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector - DAD; Sistema de eluicdo — gradiente
e; Cromatograma em 354 nm.

O teor de hiperosideo nos lotes de extratos de E. suberosum apresentou uma
variacao de 21,93 a 25,63 pg/mL com média de 23,77 pg/mL, sendo a média do tempo
de retencédo igual a 28,41 minutos quando analisados os dados por CLAE-DAD
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(Tabela 24). Foram utilizados os resultados para comparacdo dos teores de
hiperosideo presentes nos lotes de extratos pelo método Kruskal Wallis — Dunn’s.

Tabela 24 - Tempo de retencao, area e teor de hiperosideo nos lotes de extratos de

Erythroxylum suberosum.

Temloo de_ Area (MAU) Teor de hiperosideo
Lotes retepgao (mlr!) . . (.pg/mL) .
Média = Desvio Média = Desvio cvV Média + Desvio

padrao padréo padréo

1 28,47 £ 0,06 6779457 + 82114 0,01 25,63 +£0,31

2 28,37 £ 0,03 6349093 + 93155 0,01 24,02 £ 0,35

3 28,36 £ 0,01 6596697 + 384603 0,06 24,95+ 1,44

4 28,41 + 0,01 5792718 + 261618 0,05 21,93 +£0,98

5 28,43 £ 0,01 6251308 + 154102 0,02 23,65 + 0,58

6 28,40 + 0,01 5887236 + 249774 0,04 22,28 +0,94

7 28,43 + 0,00 6338959 + 230387 0,04 23,98 £ 0,87

Média 28,41 + 0,03 6285067 + 327404 X 23,77+ 1,23
CcvVv 0,00 0,052 X 0,052

Dados obtidos de andlise por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia — DAD. CV: Coeficiente de
variancia.

Quando aplicado o teste de comparacdo Kruskall-Wallis, foi detectado
diferenca significativa entre o hiperosideo dos lote 1 e lote 4, enquanto que nao foram
observadas diferencas entre os demais lotes dos extratos de E. suberosum (Figura 24
24A).

Também foi calculado o quanto os teores de hiperosideo encontrados para
cada lote variaram em relacédo a média desses teores. O lote 4, que apresentou menor
teor de hiperosideo variou 7,74% em relacdo a média, e o lote 1, que apresentou maior
teor de hiperosideo apresentou uma variagdo de 7,82% em relacdo a meédia (Figura
24B).

Quando tracado o limite de variacdo de 15% em relagdo a média dos teores de
hiperosideo encontrados, pbde-se observar que todos os lotes de extratos de E.

suberosum mantiveram-se dentro da faixa preconizada (Figura 24B).
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Figura 24 -.Teores de hiperosideo dos lotes de extratos de Erythroxylum suberosum.
A: Teste Kruskal Wallis — Dunnes *Diferenca significativa (p <0,05) entre os lotes 1 e 4 frente aos teores
de hiperosideo dos extratos de E. suberosum. Dados representados por mediana e amplitiude. B:
Avaliacdo do limite de variag&o a partir do teor de hiperosideo dos lotes relativos aos extratos de E.

suberosum. Foi determinado + 15% como a variagdo méaxima do teor de hiperosideo entre os lotes
(n=3).

Essa faixa aplica-se para o limite de variacdo permitido da especificacdo do
teor quando o marcador for analitico, sendo permitida uma variacédo total de 30%, isso
com base no 20% de variacdo permitida para a liberacdo do lote mais os 10% de
variacdo permitida para o estudo de estabilidade (42).

O teor de acido neoclorogénico nos lotes de extratos de E. suberosum
apresentaram uma variacao de 10,51 a 13,05 pg/mL com média de 11,62 pg/mL, com
média do tempo de retencédo igual a 9,06 minutos quando analisado os dados por
CLAE-DAD (Tabela 25). Utilizou-se os resultados para comparacdo dos teores de

hiperosideo presentes nos lotes de extratos pelo método Kruskal Wallis — Dunn’s.
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Tabela 25 - Tempo de retencdo, area e teor de acido neoclorogénico nos lotes de
extratos de Erythroxylum suberosum.

Tempo de_ Area (mAU) TeorAdeT acido

Lotes retengdo (min) neoclorogénico (ug/mL)
Média Média + DP CV Média + DP

Lote 1 9,08 +0,05 1377714 + 15779 0,01 11,47 £ 0,13
Lote 2 9,05 +0,01 1428073 + 21216 0,01 11,88 + 0,17
Lote 3 9,02 +£0,03 1572707 £ 84314 0,05 13,05+ 0,68
Lote 4 9,07 +0,02 1431361 + 115707 0,08 11,91+ 0,94
Lote 5 9,07 £0,01 1316812 + 44262 0,03 10,98 + 0,36
Lote 6 9,04 +£0,04 1259024 + 49075 0,04 10,51 + 0,40
Lote 7 9,08 +0,03 1385024 + 27563 0,02 11,53+ 0,22
Média 9,06 +0,03 1395816 + 51131 X 11,62 £ 0,41
C. Var 0,00 0,660 X 0,660

Dados obtidos de andlise por Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia — DAD. CV: Coeficiente de
variancia.

Quando aplicado o teste de comparacédo por Kruskall-Wallis, foi detectado
diferenca significativa entre o teor de acido neoclorogénico do lote 1 e lote 3, enquanto
que nao foram observadas diferencas entre os demais lotes dos extratos de E.
suberosum (Figura 25A).

Também foi calculado o quanto os teores de acido neoclorogénico encontrados
para cada lote variaram em relacdo a média desses teores. O lote 6, que apresentou
menor teor de hiperosideo variou 9,55% em relacdo a média, e o lote 3, que
apresentou maior teor de acido neoclorogénico apresentou uma variacao de 12,30%
em relacdo a média (Figura 25B).

Quando tracado limites de variacdo de 15% em relacdo a média dos teores de
acido neoclorogénico encontrados, pode-se observar que todos os lotes de extratos
de E. suberosum mantiveram-se dentro da faixa preconizada (Figura 25B).

Essa faixa aplica-se para o limite de variacdo permitido para o teor quando o
marcador for analitico. Sendo permito uma variacao total de 30%, isso com base no
20% de variacdo permitida para a liberacéo do lote mais os 10% de variagéo permitida

para o estudo de estabilidade (42).
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Figura 25 - Teores de acido neoclorogénico dos lotes de extratos de Erythroxylum

suberosum. A: Teste Kruskal Wallis — Dunnes (p <0,05). *Diferenca significativa entre os lotes 1 e 3.

Dados representados por mediana e amplitude. B: Avaliagédo do limite de variacdo a partir do teor de
acido neoclorogénico dos lotes relativos aos extratos de E. suberosum. Foi determinado = 15% com a

variagdo maxima do teor de &cido neoclorogénico entre os lotes.

Mesmo com a diferenca significativa determinada pelo teste estatistico
aplicado, quando observada a variacdo dos teores de acido neoclorogénico em
relacdo a média obtida desses teores, foi observado que todos os lotes mostraram-se
dentro do limite maximo de variacdo (+ 15%). Outro fator importante destacado foram
0S mesmos tempos de retencdo para 0s picos contendo &cido neoclorogénico
presentes nos lotes, acompanhados de mesmos espectros, que 0s caracterizam como
acido neoclorogénico. Tais fatores contribuem para a afirmacao de que os extratos
estdo padronizados.

Todos os parametros avaliados nessa validacéo (no que refere-se ao marcador
hiperosideo) foram alcancados, mostrando-se conformes com o que foi preconizado
previamente pelo guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos RE N.°
899, de 29 de maio de 2003 da Anvisa (87) em consonancia com a RDC N. 166/2017
(88), e com base nas exigéncias do Guia de orientacao para registro de Medicamento
Fitoterapico e notificacdo de Produto Tradicional Fitoterapico, Instru¢do Normativa N.°
4, de 18 de junho de 2014 (42).

Em relacdo ao marcador acido neoclorogénico é importante destacar que uma
nova analise para exatiddo precisa ser realizada, para que o método analitico que
utiliza o CLAE — DAD seja devidamente validado, pois 0 objetivo desta validagédo é
garantir que a metodologia analitica seja exata, reproduzivel e robusta dentro da faixa

de aplicacdo em que o analito foi analisado.
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4.1.7 Avaliagao da atividade antioxidante

4.1.7.1 Atividade redutora do radical DPPH *

A avaliacdo da atividade redutora do radical DPPH® & uma técnica
espectrofotométrica que se baseia na capacidade descorante da amostra, utilizada
para a determinacdo indireta da atividade antioxidante e determinante para a
qguantificacdo do potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados, alimentos ou
amostras bioldgicas relevantes. O radical DPPH* possui uma coloragdo roxa e com a
acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R) o DPPH" € reduzido,
formando o difenil-picril-hidrazina, passando a ser visualizada a coloracdo amarela
(120).

Os lotes de extratos de E. daphnites e E. suberosum foram analisados para
avaliar a capacidade de reducéo do radical livre DPPH®, sendo que quanto maior a
reducado, maior foi a atividade antioxidante.

Entre os lotes de extratos de E. daphnites a variacao da atividade antioxidante
por reducdo do DPPH’ variou de 5,15 a 7,97 pg/mL. Quando aplicado o teste de
comparacao dos lotes por Kruskall Wallis — Dunn’s, ndo foram observadas diferenca
significativa entre os lotes. Como controle positivo para a atividade redutora do radical
DPPH" utilizou-se o padréo acido ascérbico (vitamina C) que apresentou ICso de 3,05
pug/mL, ndo mostrando diferenca significativa quando comparado com 0s outros lotes
(Figura 26A).

Também foi calculado o quanto o ICso encontrado para cada lote variou em
relacdo a meédia do ICsp dos lotes. O lote 3, que apresentou menor ICso variou 26,41%
em relacdo a média, e o lote 1, que apresentou o0 maior ICso com variacao de 13,85%
em relacdo a meédia (Figura 26B). Entretanto, ndo foram observadas diferenca
significativa entre esses lotes.

Quando tracado o limite de variacado de 15% em relacdo a média do I1Cso dos
extratos, foi observado que apenas o lote 3 ndo se manteve dentro da faixa

preconizada (Figura 26B).
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Figura 26 - Atividade antioxidante por reducéo do radical DPPH" dos lotes de extratos

de Erythroxylum daphnites. A: Teste Kruskal Wallis — Dunn’s (p < 0,05). AA - Acido Ascérbico.
Dados representados pela mediana e amplitude. B: Avaliacéo do limite de variacdo da atividade dos
lotes relativos aos extratos de E. daphnites. Foi determinado + 15% com a variacdo méaxima do ICso
entre os lotes (n=3). ICso: inhibition concentration 50%.

Quando tracado o limite de variacao de 15% em relacdo a média do ICso dos
extratos, foi observado que apenas o lote 3 ndo se manteve dentro da faixa
preconizada (Figura 26B).

Com bases nesses resultados foi possivel determinar a concentracédo capaz de
inibir 50% da atividade méaxima do radical DPPH" pelos lotes de E. daphnites. Quanto
a essa atividade biologica, quando aplicado o teste estatistico foi observado que os
lotes apresentaram atividades semelhantes, sendo essa caracteristica um fator
importante para a determinacao da padronizacdo dos extratos em relacdo a atividade
antioxidante.

Entre os lotes de E. suberosum a variagao do ICs foi de 5,46 a 6,31 pg/mL.
Quando aplicado o teste de comparacao dos lotes por Kruskall Wallis — Dunn’s, nao
foi detectada diferenca significativa entre os lotes. Como controle positivo para a
atividade redutora do radical DPPH" utilizou-se o padrédo acido ascorbico (vitamina C)
gue apresentou ICso de 3,05 pg/mL, ndo apresentando diferenca significativa quando
comparado com os lotes (Figura 27A).

Também foi calculado o quanto o ICso encontrado para cada lote variou em
relacdo a média. O lote 1, que apresentou menor ICso variou 8,69% em relagdo a
meédia, e o lote 4, que apresentou o maior ICso com variacdo de 5,51% em relagcéo a
média (Figura 27B).
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Quando tracados limites de variacdo de 15% em relacdo a média do ICso dos
extratos, foi observado que nenhum dos lotes variou dentro da faixa preconizada
(Figura 27B).
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Figura 27 - Atividade antioxidante por reducéo do radical DPPH"* dos lotes de extratos

de Erythroxylum suberosum. A: Teste Kruskal Wallis — Dunn’s (p <0,05). Acido Ascérbico (AA).

Dados representados por mediana e amplitude. B: Avaliacdo do limite de variacdo da atividade dos
lotes relativos aos extratos de E. suberosum. Foi determinado + 15% como variacdo méxima do ICso
entre os lotes (n=3). ICso: Inhibition Concentration 50%.

Ao realizar a média dos valores encontrados para lotes de extrato de E.
daphnites foi encontrado um ICso de 7,51 pg/mL, e quando realizado o mesmo
procedimento para os lotes de E. suberosum foi encontrado o ICso de 5,97 pg/mL.
Assim, quando comparados os resultados obtidos para essas duas espécies com
extratos vegetais de outros estudos, os lotes obtidos de Erythroxylum mostraram ter
um ICso menor: Mentha piperita (ICso: 13,32 pg/mL), Matricaria chamomilla (ICso: 78,22
pMg/mL), Mentha spicata (ICso: 87,89 ug/mL), Aesculus hippocastanum (ICso: 165,00
pg/mL), Orthosiphon grandiflorus (ICso: 217,20 ug/mL) and Houttuynia cordata (1Cso:
341,50 yg/mL) (121-123).

Os resultados obtidos para determinar a concentragao capaz de inibir 50% da
atividade maxima do radical DPPH’ pelos lotes de E. suberosum foram determinados,
e quando aplicado o teste estatistico foi observado que os lotes apresentaram
atividades semelhantes, sendo essa caracteristica um fator importante para a
determinacdo da padronizacdo dos extratos em relagcdo a atividade antioxidante.

Também foi observado que ao analisar a variacdo dessa atividade em relacdo a
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média, tais dados mostraram-se dentro da faixa preconizada de variagdo maxima (+
15%).

Foi possivel observar que o ICso desses extratos foi semelhante ao do acido
ascorbico (Vitamina C). Esses extratos mostraram-se como potentes produtos
antioxidantes assim como a vitamina C, que possui agao contra radicais livres e
importante agéo fisiolégica. O &cido ascorbico, por sua vez, € considerado um dos
mais importantes antioxidantes naturais devido ao seu alto poder antioxidante e por
causa da sua baixa citotoxicidade (124).

Frente ao cenario apresentado sobre os protetores solares nos capitulos
introdutérios do presente estudo, foi possivel observar que os extrados padronizados
de E. daphnites e E. suberosum, mostram-se como produtos interessantes a serem
utilizados na fabricacdo de cosméticos com finalidade fotoprotetora, umas vez que,
parte desses produtos sao caracterizados como fotossintéticos, contribuindo assim
para a formacdo de EROs e/ou compostos derivados téxicos que podem inclusive
perder suas propriedades de filtros UV. Assim, ter esses extratos como componentes

de protetores solares seria interessante devido ao seu potencial antioxidante.

4.1.7.2 Atividade de inibicdo da formacdo do complexo Fosfomolibidénio

O método baseia-se na redugdo do molibdénio (VI) para (V), adquirindo assim
uma coloracdo esverdeada, sendo a sua absorbancia mensurada por
espectrofotdmetro (91).

A atividade antioxidante foi expressa em equivalentes de &cido ascorbico (AA).
Com base nos dados obtidos com padrdo de &acido ascorbico. A partir das
absorbéancias foi possivel calcular a regressdo linear da curva analitica de acido
ascorbico obtendo-se a equacao da reta (y = 0,052x - 0,0304, r = 0,9996). Assim, foi
determinado o equivalente de &cido ascoérbico para os lotes de extratos de E.
daphnites e E. suberosum.

Entre os lotes de E. daphnites a variagcdo do equivalente de AA foi de 4,87 a
5,49 pg/mL. Quando aplicado o teste de comparacgao dos lotes por Kruskall Wallis —

Dunn’s, ndo foram detectadas diferengas entre os lotes (Figura 28A).
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Quando tracado limites de variacdo de 15% em relacdo a média da atividade
antioxidante por reducéo da formagao de complexo fosfomolibdénio, todos os lotes

mantiveram-se dentro da faixa preconizada (Figura 28B).
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Figura 28 - Atividade antioxidante por inibicdo da formacdo do complexo
fosfomolibdénio dos lotes de extratos de Erythroxylum daphnites. A: *Teste Kruskal Wallis
— Dunn’s (p < 0,05). Dados representados pela mediana e amplitude. B: Avalia¢&@o do limite de variag&o
da atividade dos lotes relativos aos extratos de E. suberosum. Foi determinado + 20% com a variacao
maxima entre os equivalentes de acido ascorbico encontrados para os lotes (n=3). AA: acido ascérbico.

Ao aplicar o teste estatistico foi observado que os lotes de E. daphnites
apresentaram atividades semelhantes, sendo essa caracteristica um fator importante
para a determinacdo da padronizacdo dos extratos em relacdo a atividade
antioxidante. Também foi observado que ao analisar a variacdo dessa atividade em
relacdo a média, tais dados mostraram-se dentro da faixa preconizada de variacédo
maxima (x 15%).

Entre os lotes de E. suberosum a variagcédo do equivalente de AA foi de 4,02 a
6,17 pg/mL. Quando aplicado o teste de comparacgao dos lotes por Kruskall Wallis —
Dunn’s, foi detectada diferenca significativa entre os lotes 2 e 5. Sendo que o lote 2,
que apresentou menor atividade antioxidante variou 19,60% em relacdo a média, e o
lote 5, que apresentou maior atividade antioxidante teve uma variagao de 23,40% em
relacdo a média (Figura 26A).

Quando tracado o limite de variacdo de 15% em relacdo a média da atividade
antioxidante por reducao do fosfomolibdénio, foi observado que os lotes 2 e 5 nédo se

mantiveram dentro da faixa preconizada (Figura 25B).
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Figura 29 - Atividade antioxidante por inibicAo da formacdo do complexo
fosfomolibdénio dos lotes de extratos de Erythroxylum suberosum. A: *Teste Kruskal
Walllis — Dunn’s mostrou diferenca significativa (p < 0,05) entre a atividade antioxidante dos lotes 2 e 3
dos extratos de E. suberosum. Dados representados pela mediana e amplitude. B: Avaliacdo do limite
de variacdo da atividade dos lotes relativos aos extratos de E. suberosum. Foi determinado £ 15% com
a variacdo maxima entre os equivalentes de &cido ascorbico encontrados para os lotes (n=3). AA: acido
ascorbico.

Assim a avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos de reducédo do
radical DPPH" e por inibicdo da formacao do complexo fosfomolibdénio, mostraram-
se relevantes, pois demostram que os lotes de E. daphnites e E. suberosum
apresentam potencial para a prevencdo de ataque de radicais livres e doencas
degenerativas. Quanto ao uso dessas atividades como critérios de avaliacdo da
padronizacdo do extrato, precisa-se levar em consideracdo a faixa de variacdo da
atividade do método de determinacao.

Quando realizada busca frente a artigos cientificos com o uso dos idiomas,
portugués, inglés e espanhol, utilizandos as bases Google académico, PubMed e
Scopus frente a utilizagdo do método de antividade antioxidante por inibicdo da
formacao do complexo fosfomolibdénio, ndo foram encontrados artigos cientificos
publicados para a familia Erytrhoxylaceae e espécies Erythroxylum. Entretanto, é
importante destacar que até entdo o unico trabalho publicado com apresentacéo desta
atividade foi a dissertacdo referente ao estudo de sazonalidade aplicado para a
espécie vegetal E. suberosum, além de ter sido o trabalhao norteador para os estudos

gue foram conduzidos no presente estudo (32).
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4.2 AVALIACAO DO EFEITO FOTOQUIMIOPREVENTIVO IN VITRO

4.2.1 Inibicdo de tirosinase

O método consiste na oxidacdo da L-Dopa pela tirosinase produzindo
dopaquinona, que passa por uma rapida oxidacao, resultando na coloragdo alaranjada
posterior a reacao (125).

As porcentagens de inibicdo da enzima tirosinase foram de 58,92, 64,06 e
98,73% para o0s extratos de E. daphnites, E. suberosum e &cido kdjico
respectivamente, quando utilizadas as concentragdes maximas de 1000 pg/mL para
0s extratos e controle positivo. Nao foi possivel calcular o ICsp para 0s extratos, pois
com a utilizacao dos pontos de concentracdo usados para a criagao da curva de dose-
resposta nao foi possivel alcancar platdé maximo, préximo de 100%, com utilizacao de
concentracdo maxima de 1000 pg/mL para os extratos. O acido kdjico apresentou ICsg
de 4,26 pg/mL (Tabela 26).

Quando aplicado o teste de comparagcao dos lotes por ANOVA — Tukey, foi
detectada diferenca significativa entre os lotes de E. daphnites, E. suberosum e o

acido kéjico (Figura 30).

Tabela 26 - Percentual de inibicdo da enzima tirosinase pelos extratos aquosos de

Erythroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum.

TR
AMOStras __ |nlbl(;aO.(/0) _ , .IC50 (ug/.mL) _
Média + desvio padrao Média + desvio padrao
Erythroxylum daphnites 58,92 + 1,98 X
Erythroxylum suberosum 64,06 + 0,83 X

Acido kojico 98,85 + 0,54 4,26 + 0,69
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Figura 30 - Atividade de inibicdo da tirosinase pelos extratos padronizados de
Erythroxylum daphnites (ED) e Erythroxylum suberosum (ES) e do controle positivo

acido kdjico (AK). ANOVA - Tukey mostrou diferenca significativa (p < 0,05), dados foram
representados por média e desvio padrdo. * AK diferente de ED e ES. ** ED diferente de ES. Foram
utilizadas quatro replicadas para cada amostra.

Os lotes de Erythroxylum avaliados mostraram atividade inibitoria da enzima
tirosinase, porém mais testes devem ser realizados com o objetivo de tracar a inibicdo
méaxima de 50% da atividade maxima para estes lotes.

Buscou-se a avaliagdo da atividade de inibicdo da enzima tirosinase, pois sabe-
se que a tirosina trata-se de um aminoacido que atua no processo biossintético da
melanina. A tirosinase atua sobre a tirosina formando um complexo enzimatico
cuprico-proteico sintetizado nos ribossomos e transferido para o aparelho de Golgi,
sendo aglomerado em unidades envoltas por melanossomas (126).

Sabe-se também que a exposicao aos raios UV pode resultar no aparecimento
de manchas hiperpigmentadas, por causa do aumento de melanina. Deste modo, esse
processo de inibicdo da biossintese da tirosinase em um produto, torna-se uma
importante caracteristica como um agente clareador (127), pois a tirosinase trata-se
de uma enzima multifuncional, que catalisa as primeiras etapas da melanogénese,
podendo assim prevenir a hiperpigmentacao da pele (128).

As enzimas polifenol oxidases, também conhecidas como catecol oxidases,
tirosinases ou catecolases, sdo responsaveis por catalisar a oxidacdo de compostos
fendlicos (129). Sabe-se que processos oxidativos estdo envolvidos com a producéo
de EROs. Assim, possuir um extrato vegetal com atividade inibidora da enzima
tirosinase, pode ndo soO contribuir para acdo de clareamento da pele, como também

pode contribuir para menores producbes de EROs, mostrando potencial para a
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prevencédo de ataques de radicais livres e doencgas degenerativas envolvidas com
radiacdo UV provenientes de raios solares.

4.2.2 Citotoxicidade celular

4.2.2.1 Avaliacao da influéncia dos extratos frente ao reagente MTT

Peng et. al. (2015) relatam que flavonoides possuem a capacidade de
reduzirem o MTT, sendo que este acontecimento independe da presenca de células
vidveis na amostra (130). Assim, para investigar o efeito citotoxico dos extratos de E.
daphnites e E. suberosum na viabilidade celular da linhagem 3T3-L1, foi realizado
previamente ensaio para analisar possivel interferéncia dos lotes de extratos
padronizados e MTT.

Utilizou-se onze pontos de concentracfes que variaram de 20 a 1000 pg/mL
para cada um dos extratos. Desde modo foi observado uma sutil interferéncia entre
0s extratos aquosos de E. daphnites (Figura 31), e E. suberosum (Figura 32) com o
MTT. Foi observado que quanto mais eleva-se as concentracoes do extrato maior
tornam-se as absorbéancias, porém nao foram observadas em microscopio formacéo
de cristais, aspecto bem caracteristico do teste. Assim, optou-se por manter as
analises, realizando desconto do branco dos extratos em relacdo aos po¢os onde

ocorrem as reacdes do extrato, células e MTT.
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Figura 31 - Efeito das concentracbes obtidas a partir do extrato padronizado de
Erythroxylum daphnites submetidos ao tetrazélico brometo azul de tetrazolio (MTT) a

37° C por 4 horas. As absorbancias foram analisadas a 570 nm. Os resultados foram expressos
como média das absorbéncias + desvio padréo, com uso de quatro replicatas.
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Figura 32 - Efeito das concentracbes obtidas a partir do extrato padronizado de
Erythroxylum suberosum submetidos ao tetrazolico brometo azul de tetrazolio (MTT)

a 37° C por 4 horas. As absorbancias foram analisadas a 570 nm. Os resultados foram expressos
como média das absorbancias + desvio padrdo, com uso de quatro replicatas.
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4.2.2.2 Curva de densidade celular da linhagem 3T3-L1

Para determinar a quantidade de células da linhagem 3T3-L1 a ser utilizada no
ensaio de viabilidade celular com MTT, conduziu-se o ensaio com diferentes
densidades celulares (3.10* a 10°). Foi observado um efeito dose resposta dentro
desta faixa de densidade celular testada como pode ser observado na Figura 33,
sendo a densidade, 3.10% células por poco escolhida para conducédo dos ensaios de
viabilidade celular.
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Figura 33 - Curva de densidade celular para linhagem 3T3-L1 em placa de 48 pocos
para determinacgdo do ensaio de viabilidade celular com MTT.

4.2.2.3 Determinacédo da porcentagem de viabilidade celular

O percentual de células viaveis foi aferido pelo teste colorimétrico de
citotoxicidade que consiste na conversao do sal tetrazélico brometo azul de tetrazélio
(MTT) em cristais de formazan quando em contato com a linhagem celular 3T3-L1.

N&o foi possivel tracar o perfil de ICso para os extratos padronizados de E.
daphnites e E. suberosum, pois quando utilizados as concentractes de 20 a 1000

png/mL ndo foram observadas mortes celulares significativas. A viabilidade celular
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observada para o extrato de E. daphnites variou de 86,11 a 106,51%, sendo que para
o extrato de E. suberosum a variacao foi de 87,58 a 123,04%.

Quando aplicado o teste de comparacdo com o controle (refere-se aos po¢os
contendo as células com meio DMEM, porém sem os tratamentos contendo os
extratos padronizados) néo foi observada diferenca significativa com a utilizacao do
método de Kruskal Wallis — Dunn’s. Assim, as porcentagens de viabilidade celular
para as concentragdes que variaram de 20 a 1000 pg/mL do lote de E. daphnites
apresentaram suas porcentagens de viabilidade semelhantes (Figura 34). Quanto ao
extrato de E. suberosum também nao foi observada diferenca significativa entre as
porcentagens de viabilidade celular para as concentragcdes de 20 a 1000 pg/mL
(Figura 35).
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Figura 34 - Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 versus lote de extrato padronizado

de Erythroxylum daphnites por MTT - tetrazélico brometo azul de tetrazolio. Densidade
de 3x10* células/poco com incubacéo pelo periodo de 4 horas, a 37 C e CO2 (5%). Considerou-se as
células que ndo foram expostas aos extratos como sendo controles com 100% de viabilidade. Kruskal
Walllis — Dunn’s, (p < 0,05). Dados representados pela mediana e amplitude de quatro replicatas de
amostras com trés replicatas do ensaio.
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Figura 35 - Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 versus lote de extrato padronizado

de Erythroxylum suberosum por MTT - tetrazélico brometo azul de tetrazolio. Densidade
de 3x10* células/poco com incubacéo pelo periodo de 4 horas, a 37 C e CO2 (5%). Considerou-se as
células que ndo foram expostas aos extratos como sendo controles com 100% de viabilidade. Kruskal
Wallis — Dunn’s, (p < 0,05). Dados representados pela mediana e amplitude inter-quartis de quatro
replicatas de amostras com trés replicatas do ensaio.

Observou-se que os lotes de extratos padronizados das espécies de
Erythroxylum avaliados ndo apresentaram atividade citotoxica frente a essa linhagem
celular quando utilizado a técnica por MTT, sendo esse ponto um fator importante,
pois um dos principais objetivos desse estudo consistiu na avaliagéo do potencial para
a obtencdo de um fitoterapico com propriedades fotoquimioprotetoras, esperando-se

0 menor ou nenhum dano a pele.

4.2.2.4 Caracterizacdo da fonte ultravioleta

A fonte ultravioleta foi avaliada em relagéo a emisséo de radiacao UVA, UVB e
UVC (UV/s/m?) por tempo de exposi¢cdo, além de verificar o quanto a temperatura
poderia aumentar durante a exposic¢ao.

Inicialmente trabalhou-se com o tempo de exposi¢cdo UV dentro da faixa de 0 a

60 minutos, porém foi observado que com 6 minutos de irradiacdo a temperatura
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interna do equipamento passou a ficar acima de 37 °C, podendo chegar até 48 °C, em
60 minutos. Sabendo-se que a temperatura na qual a linhagem celular fica
armazenada em incubadora de CO:2 é de 37 °C, optou-se por trabalhar com uma curva
que fosse até 37 °C, que corresponde a aproximadamente 6 minutos (36). Além disso,
altas temperaturas (> 37 °C) poderiam desencadear reacdes nas células néo

relacionadas a exposi¢cao a UV e sim devido ao aumento de temperatura.
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Figura 36 - Caracterizagdo da fonte ultravioleta com a avaliagdo das variaveis radiacédo
(UVA, UVB e UVC), temperatura (°C) e tempo de irradiacdo (minutos). A: Tempo de

irradiacéo de 0 a 60 minutos. B: Tempo de irradiacéo de 0 a 7 minutos.

Em relacdo a variagdo de radiacdo detectada, a faixa variou de 0 a 222,85
J/s/Im? para UVA — 365 nm, 0 a 149,31 J/s/m2 para UVB — 312 nm e 0 a 0,0092 J/s/m?

para UVC — 254 nm no tempo de zero a seis minutos (Figura 36).



127

4.2.2.5 Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 frente a radiacdo UV

Foi observado que quando a linhagem celular foi irradiada, apos 4 minutos de
exposicao (~150 J/s/m? - UVA, ~100 J/s/m? - UVB e ~0,5 J/s/m? - UVC) houve reducéo
de aproximadamente 25% da viabilidade celular. Essa média de reducao foi mantida
com demais tempos de exposicdo. Com o aumento do tempo de exposicdo a
porcentagem de morte celular ndo foi alterada, mantendo a porcentagem de
aproximadamente 25% (Figura 37).
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Figura 37 - Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 versus tempo de irradiacdo. Dados
expressos com média e desvio padrdo (n=4)

4.2.2.6 Determinacéo de depletados de glutationa reduzida

A glutationa (y-L-glutamil-L-cisteiniglicina - GSH) é importante na
biotransformacgéo e eliminagdo de xenobioticos e na defesa das células frente ao
estresse oxidativo. Diversas reagdes com GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), que
sdo altamente polarizaveis, tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com
compostos quimicos eletrofilicos. E justamente esta habilidade de doar elétrons a

outros compostos que faz da glutationa um bom redutor. A regulagcdo do estresse
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oxidativo neste caso, se fundamenta na atividade de sistemas contra espécies
oxigenadas reativas (131).

Devido a exposicao a radicdo UV, parte da glutationa reduzida € consumida por
causa do estresse oxidativo (132).

Assim, a atividade contra o estresse oxidativo causado pela radiagao UVA e UVB foi
expressa como teor de glutationa reduzida, a qual deixou de ser oxidada em fucao de
uma possivel protecédo dos extratos.

A partir dos dados obtidos com o padrdao GSH foi determinada a equacéo da
reta (y=1056,2x — 553,9 com r = 0,9986) e por meio desta equacdao foi possivel calcular
o teor de GSH nas amostras teste.

No ensaio de determinacdo de glutationa reduzida foi observado que apos 6
minutos de irradiacdo das células houve reducdo do conteddo de GSH em
comparacao ao grupo de células ndo expostas a irradiagdo. O controle contendo a
linhagem celular irradiada sem tratamento apresentou 1,05 uM de GSH, enquanto que
o controle da linhagem celular ndo irradiada apresentou 1,15 uM de GSH (Figura 38).
Mesmo sendo sultil, foi possivel observar que houve um decréscimo na quantidade da
glutationa reduzida, fato esperado pois a glutationa redutase é ativada pelo estresse
oxidativo instalado causado pela radiagcdo UV e a quantidade de glutationa reduzida
diminui (133).

O tratamento com extrato de E. suberosum na concentragdo de 1,0 e 0,5
mg/mL, ndo demostraram protecdo celular (Figura 35). Quando aplicado o teste
estatistico de Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn’s ndo foram observadas
diferencas significativas entre os controles e amostras.

Em relacdo a concentracdo de 1mg de extrato de E. suberosum foi observado
efeito pro-oxidante no grupo que recebeu o extrato e ndo recebeu irradiagcdo. Assim,
mais testes em concentragcdes menores devem ser condizidos para avaliar o efeito

protetor do extrato padronizado de E. suberosum.



129

1.5+

NS

L]

Glutationa reduzida (uM)

¢ & & & & f
C’OO%G@O%

Figura 38 - Atividade de equivalente da deplecéo de glutationa reduzida por linhagem

celular 3T3-L1 frente ao extrato padronizados de Erythroxylum suberosum.
Concentracgao de 3 x 108 células por pogo. CCR = Controle com radiacéo das células. CSR = Controle
sem radiagdo das células. ESCR = Células irradiadas contendo extrato de E. suberosum. ESSR =
Células irradiadas contendo extrato de E. suberosum. Kruskal Wallis — Dunn’s, (p < 0,05). Dados
representados pela mediana e amplitude inter-quartis (n=3).

E importante salientar que mais testes frente a deplecdo de GSH devem ser
conduzidos com os extratos de Erythroxylum suberosum e Erythroxylum daphnites,
além de realizar mesma avaliacdo frente as formulac6es contendo tais extratos.
Também recomenda-se a ampliacdo do n amostral para melhorar a robustez e

confiabilidade frente a aplicacéo de testes estatisticos.

4.2.2.7 Caracterizagao das formulacdes

Tanto o gel em que foi incorporado o extrato de E. daphnites, quanto o gel que
recebeu o extrato de E. suberosum, mostraram-se viscosos e de coloracdo caramelo
(translucido), como observado na figura abaixo (Figura 39).

Em relagéo ao pH destas formulagdes, ambas apresentaram pH 5,0, o que era

esperado em funcéo do sistema de tamponamento utilizado em seu preparo.
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Figura 39 - Aspecto geral das formulacbes tipo gel. A: Formulagdo gel contendo
Erythroxylum daphnites (0,5%). B: formulag&o gel contendo Erythroxylum suberosum
(0,5%).

Em relacdo ao gel-creme, a formulacédo que teve a incorporacdo de extrato de
E. daphnites mostrou-se viscoso e de coloracao caramelo translucido. Enquanto que
a formulacédo gel-creme contendo o extrato de E. suberosum, apresentou-se viscoso
com coloracdo caramelo opaco, como observado na Figura 40. Importante destacar

gue todas as formulagdes apresentaram pH 5,0.

Figura 40 - Aspecto geral das formulagGes tipo gel-creme. A: Formulacédo gel-creme
contendo Erythroxylum daphnites (0,5%). B: formulacdo gel-creme contendo
Erythroxylum suberosum (0,5%).
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Em relacdo aos componentes das formulacdes optou-se pelo uso do
propilenoglicol, pois é considerado fisiologicamente inativo e por ser recomendado
para dissolver compostos hidrolisaveis (134).

Dentre os silicones foram utilizados o silicone 9040 e o ciclometicone. Os
silicones sé@o polimeros quimicamente inertes, incolores, insipidos e inodoros que
permitem combinagdes com outras substancias sem perder as suas caracteristicas,
sendo as suas principais caracteristicas: estabilidade térmica, baixa variacdo das
caracteristicas fisicas em funcéo da temperatura, propriedade lubrificante e emoliente.
A combinacao destes silicones mostrou-se importante para dar ao produto um toque
seco a pele sem deixar a sensacéao pegajosa (134).

A hidroxietilcelulose foi utilizada como agente base da formulacdo e para
garantir a viscosidade de gel, enquanto que o metilparabeno foi utilizado como
conservante antimicrobiano, uma vez que preparacbes cosmeéticas mostram-se
sujeitas a contaminagdo microbioldgica, tanto por bactérias quanto por fungos (134).

O alcool cetoestearilico € uma mistura de dois alcoois graxos alifaticos
constituidos por &lcool estearilico (CisHzsO) e dlcool cetilico (CisH340). E um
importante material empregado na preparacdo de emulsdes de aplicacdo tdpica que
apresenta propriedades de espessamento e funcdes co-tensoativas. (134).

A formulacéo gel foi escolhida para dar continuidade ao estudo de atividade in
vitro, em funcéo de sua solubilidade facilitada em meio aquoso e a homogeneidade
das formulac¢des contendo os extratos e por ndo apresentar citotoxicidade significativa
(p < 0,5) quando aplicado o método de MTT (Figura 41). A formulacdo gel-creme
apresentou citotoxicidade frente a linhagem 3T3-L1, 0 que inviabilizou os demais
ensaios in vitro a serem realizados com esta formulag&o (Figura 41).

Quando aplicado teste estatistico de Kruskall-Walls seguido de Dunn’s para a
formulacdo gel sem extrato foi observado que a concentragéo final de 11,54 pg/mL
mostrou-se significativamente diferente do controle de células viaveis (representando
~25% de morte celular) (Figura 41). Em relacdo a formulagdo gel-creme quando
aplicado mesmo teste estatistico, foi observado diferenca significativa para todas as

concetragdbes em relagéo ao controle (Figura 41).
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Figura 41 - Viabilidade celular por MTT da linhagem 3T3-L1 versus formulacdo gel e

gel-creme sem a incorporacdo de extrato padronizado. Densidade de 3x10* células/pogo
com incubacéo pelo periodo de 4 horas, a 37 C e CO2 (5%). Considerou-se as células que ndo foram
expostas aos extratos como sendo controles com 100% de viabilidade. Kruskal Wallis — Dunn’s, (p <
0,05). Dados representados pela mediana e amplitude de trés replicatas de amostras com trés
replicatas do ensaio. * Diferenga com a concentragdo de 11,54 ug/mL da formulacdo gel. ** Diferenga
contra todas as concentra¢des de gel-creme.

Sobre a incompatibilidade da formumulagcédo gel-creme, € importante salientar
que, os tensoativos possuem diversos usos, como por exemplo, acdo umectante,
emulsificante e até mesmo como detergentes. Outra aplicacdo dos tensoativos esta
relacionada frente a extracdo de proteinas de membranas celulares, cristalizacao de
proteinas, estabilizantes, desnaturantes e como agente de permeabilizacdo de
membranas (135) (136).

O alcool cetoestearilico etoxilado € um agente emulsionante ndo idnico
amplamente utilizado nas formulacdes de cremes e lo¢bes O/A (6leo em agua) e por
ter acdo de tensoativo com acdo detergente € possivel que tenha causado a
inviabilidade nas linhagens 3T3-L1, pois devido ao teor de &lcool cetoestearilico, é
possivel tem tenha desencadeado a acdo de quebra do grupo polar frente as ligaces
de hidrogénio, levando a uma destruicdo da capacidade de integridade da membrana.
E importante destacar que a insercdo do mondmero de detergente na membrana
lipidica pode contribuir para uma ruptura da estrutura celular sobre a permeabilizacdo
da membrana celular quando acima da concentragao micelar critica (137, 138).

Assim, seria interessante o desenvolvimento desta formulacédo gel com a
utilizacdo de menores teores e alcool cetoestearilico etoxilado como componente

estabilizante da fase O/A detes produto. Outra forma de solucionar a inviabilidade da



133

formulacg&o seria a troca do alcool cetoestearilico por outro agente emulsificante com

menor citotoxicidade.

4.2.2.8 Determinacéo de FPS

Para a determinacado de FPS das formulacdes foi seguido o que € proposto no
método COLIPA (99). Frente as formulacdes gel com presenca do extrato de E.
daphnites e E. suberosum, foi observado um FPS de 1,11 + 0,05 e 1,05 £ 0,04,
respectivamente (Figura 42).
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Figura 42 - Perfil de transmitancia observada de 320 nm a 400 nm para as formulacdes
gel contendo extrato de Erythroxylum suberosum em comparacdo a formulacdes

comerciais.

Foi feita analise somente da formulacdo sem a incorporacéo do extrato vegetal
nas mesmas condi¢cdes predeterminadas. Para esta andlise ndo foi observada
atividade de FPS aparente, pois praticamente ndo houve filtragdo da luz transmitida
sobre a amostra sob a placa utilizada na analise.

Também foi realizada a leitura de protetores solares que ja existem no

mercado, estes foram denominados de marca A (FPS rotulado 30) e marca B (FPS
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rotulado 50). Apés andlise pelo ensaio de determinacdo de FPS com reflectancia
difusa foi observado um FPS de 14,92 + 2,55 para a marca A e 31,8 + 6,00 para marca
B. Em relacdo ao protetor de FPS 50 foi observado que houve uma filtracdo
correspondente a 100% entre a faixa de 290 a 320 nm, apresentando assim uma
excelente filtragdo de radiacdo UVB, enquanto que a UVA apresentou uma filtracdo
de 100% entre a faixa de 320 a 380, apresentando boa filtracdo também para UVA,
cuja sua faixa de absorcéo se enquadra entre 320 e 400 nm (Figura 42).

Sobre os protetores solares rotulados, a RDC N° 30 de 1° de Junho de 2012
(139) em consonéancia com a Resolugcédo n°® 79 de 28 de Agosto de 2000 (140),
abordam aspectos de controle desses tipo de produto, que deve ser avaliado de
acordo com o FPS indicado no rotulo, pela indicacdo para o tipo de pele e por conta
da composicdo da sua formulacao.

Os protetores rotulados A e B avaliados mostram-se dentro do que é
preconizado pois, o fator minimo que estes devem apresentar em relacao a protecao
UVA deve corresponder a 1 ter¢o do fator de protecdo indicada em rotulagem, assim,
tanto o protetor de marca A quanto o de marca B, estdo dentro do limite de
aceitabilidade.

E importante destacar que o método avaliado frente a determinacdo de FPS com
a utilizacao do guia COLIPA (99) que se trata de um método fisico para determinacao
do FPS, onde pode-se observar o quanto a amostra consegue bloquear fisicamente a
passagem da luz ultravioleta de tipo A e B.

As formulacdes contendo os extratos padronizados das espécies de
Erythroxylum deste estudo ndo apresentaram o FPS minimo exigido para serem
utilizados como bloqueadores de radiagcdo UVA, néo atingindo o que é necessario
para que tais produtos apresentem efeitos de protecdo a queimaduras solares por
bloqueio fisico (140).

O fato de esta formulacdo n&do apresentar acao fisica, ndo significa que as
amostras nao venham a apresentar efeitos protetores aos danos da radiagcao UV. Os
danos causados pela radiacdo solar estdo relacionados a producao de radicais livres.
Assim, substancias com habilidades de inibir a acdo ou producdo destes radicais
podem ser importantes para evitar ou minimizar danos.

Em outra vertente, sabe-se que os extratos de Erythroxylum demostraram

mecanismos antioxidantes, como por exemplo o sequestro de radical livre estavel
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DPPH’, reduzindo-o a difenil-picril-hidrazina e inibicdo do complexo fosfomolibdénio.
O teor de compostos fendlicos sdo considerados importantes para protecdo das
plantas frente aos raios UV, pois eles atuam dissipando esta radiacdo absorvida de
maneira inofensiva (141). Assim, produtos naturais que apresentem atividade
antioxidante podem contribuir para prevencao ou retardo de danos a pele induzidos
por radiagéo UV, proporcionando efeitos fotoquimioprotetores e de fortalecimento do
sistema de protecdo enddgeno além de corroborar para a reducdo do dano oxidativo
na pele (72).

Em estudo de revisédo realizada por Valko et. al. (142) é discutido que o estresse
oxidativo causado pela radiacdo UV podem desencadear uma cascata de mediadores
do processo inflamatério com a presenca de prostaglandinas e interleucinas, sendo
gue a manutencdo desse processo inflamatorio gera um maior desequilibrio dos
estados das células, contribuindo para a promocao de processos neoplasicos. Em
outras palavras, 0 estresse oxidativo resulta de reacdes metabdlicas que fazem uso
de oxigénio e contribui para uma perturbacao no estado de equilibrio das reacdes proé-

oxidantes em relacéo aos antioxidantes nos organismos Vvivos.

4.2.2.9 Determinacédo da atividade antioxidante da formulacéao gel

Quando avaliada a atividade antioxidante foi observado que as formulacdes
sem incorporacdo dos extratos vegetais ndo apresentaram atividade, enquanto que
as formulagdes gel com extratos E. daphnites e E. suberosum apresentaram ICso de
9,30 e 10,70 pg/mL, respectivamente. Ao comparar a atividade dos extratos
padronizados com as formulagdes gel contendo os extratos respectivos, foi observado
que houve baixo decaimento da atividade, porém n&o foi observado diferenca
estatistica (p < 0,05). Para tais comparacdes foi aplicado o teste estatistico de

Kruskall-Walls seguido de Dunn’s (Figura 43).
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Figura 43 - Atividade antioxidantes das formulacdes tipo gel com extrato padronizado
das espécies Erytroxylum daphnites e Erythroxylum suberosum em comparacédo com

0s os lotes de extratos padronizados e padrdo &cido ascorbico. Teste Kruskal Wallis — (p
< 0,05). * Foi observado diferenca significativa entre o controle positivo acido ascoérbico (AA) e as
formulagfes. Dados foram representados pela mediana e amplitude (n=3).

Quando feita a comparacdo das formulacbes gel contendo os extratos
padronizados de E. daphnites e E. suberosum foi observado melhores atividades
antioxidades por DPPH" expressas em ICso que: trés formulagcbes de protetores
solares a base de extrato etandlico de Sterculia populifolia (750,15; 126,49 e 79,17
pug/mL) (143), duas formulacbes contendo a combinacédo de extratos de Kaempferia
galanga e Boesenbergia pandurata (109,16 e 95,24 pg/mL) (144). E importante
destacar que para essas duas formulacdes o tempo de contato das amostras com o
DPPH" foi de 30 minuto, enquanto que no presente estudo utilizando E. daphnites e
E. suberosum utilizou-se 15 minutos (mostrando-se ainda mais efetivo). Também foi
observada boa atividade antioxidante quando comparado ao produto descrito em
literatura que utiliza corante natural para batom a base de Hylocereus polyrhizus
(76,31 pg/mL) (145).

CONCLUSAO

Este estudo contribuiu para a padronizagao de extratos obtidos das folhas de
E. daphnites e para a padronizacdo de extratos obtidos para as folhas de E.
suberosum, que apresentaram reprodutibilidade quanto aos seus teores de solidos

totais (E. daphnites — variou de 3,07 a 3,27% e E. suberosum — variou de 2,60 a 2,83%)
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rendimento (E. daphnites — variou 8,00 a 11,08% e E. suberosum — variou de 3,36 a
5,01%), teor de polifendis (E. daphnites — variou 31,45 a 38,64% e E. suberosum —
variou de 45,25 a 51,63%), teor do marcador fitoquimico acido neoclorogénico para
E. daphnites (variou de 6,96 a 8,48 ug/mL), teor de marcadores acido neoclorogénico
(variou de 10,51 a 13,05 pug/mL) e hiperosideo (variou de 21,93 a 25,63 pug/mL) para
E. suberosum, e perfil cromatografico por CCD e CLAE-DAD para as duas espécies
de Erythroxylum.

A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de reducédo do radical
DDPH e reducdo da formacédo do complexo fosfomolibdenio, sendo definidas as
médias dos ICso em relagédo ao DDPH para os lotes de E. daphnites como sendo 7,51
pg/mL, e 5,97 pg/mL para E. suberosum.

Os compostos fitoquimicos majoritarios presentes nos extratos padronizados
foram identificados como acido neoclorogénico para E. daphnites e &acido
neoclorogénico e hiperosideo para E. suberosum, sendo o primeiro estudo com
idenficacdo do acido neoclorogénico para essas espécies vegetais. A metodologia
aplicada para a deteccdo de polifendis presentes nos extratos padronizados das
folhas de E. suberosum foi validada e padronizada para hiperosideo.

Os extratos padronizados de E. daphnites e E. suberosum nédo foram
citotoxicos, quando avaliados na faixa de 0,02 a 1mg/mL. Apresentando assim,
viabilidade celular com cerca de 100% para a linhagem de fibroblasto 3T3-L1, o
mesmo foi observado para as formulagdes gel com incorporacdo dos extratos de
Eythroxylum.

Este estudo é o primeiro relato sobre a incorporacdo de extratos aquosos das
espécies de E. daphnites e E. suberosum a formulacbes como também foi a primeira
vez em que foram realizadas avaliacfes quanto ao poder de protecao solar que estes
produtos podem apresentar.

Mesmo esses extratos ndo apresentando FPS satisfatorio frente a metodologia
aplicada, foi observado potencial antioxidante e auséncia de citotoxicidade frente aos
fibroblastos da linhagem 3T3-L1 dos extratos padronizados dessas espécies de
Erythroxylum. Esses extratos apresentam potencial para a prevencéo ou retardo de
danos a pele induzidos por radiacao UV, proporcionando efeitos fotoquimioprotetores.
Estudos complementares devem ser realizados para melhor avaliar a eficiéncia da

atividade fotoprotetora desses extratos.
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Este estudo também contribuiu para a inovacéo frente ao desenvolvimento de
protetores solares a base de produtos naturais, que visou ndo somente desenvolver
um produto com eficicia e seguranca na protecao contra os raios ultravioletas solares,
mas também o desenvolvimento de um produto que nao cause danos ambientais e
ainda atenda as necessidades estéticas para o futuro do mercado de protetores

solares.
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PERSPECTIVAS

» Melhorar atividade fotoquimioprotetora das formulacdes topicas:

O

Buscar melhorar o fator de prote¢do solar FPS in vitro aumentando a
concentragéo dos extratos em formulagéo;

Desenvolver formulagdo com caracter inerte em relagdo aos estudos de
citoxicidade;

Avaliar a citotoxicidade da formulacdo com o incorporado dos extratos frente
ao método MTT,;

Avaliar o efeito de recuperacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em
cultura célular expostas a radiacédo UV;

Determinar a seguranca biolégica por fototoxicidade;

Avaliar o efeito inibidor da morte celular induzida pela irradiagéo UV;

Avaliar a estabilidade da formulacao.
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