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RESUMO
Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo) € uma planta nativa do Brasil,
tradicionalmente utilizada pela populagcdo na forma de cha para tratar condicdes
inflamatorias. Esta indicacdo de uso é confirmada por estudos sobre sua composicéo
quimica e atividades farmacoldgicas, incluindo patologias da pele. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a acdo fotoprotetora e antioxidante da espécie B.
dracunculifolia, utilizando métodos in vitro e in silico, correlacionando-os com o seu perfil
fitoquimico. Para isso, as condi¢cdes de extracdo do material vegetal foram estudadas
para obtencéo de extratos ricos em substancias fendlicas e sua composicao quimica foi
verificada por analises cromatograficas e espectrometria de massa. O extrato etandlico
de B. dracunculifolia otimizado foi avaliado quanto ao (i) potencial antioxidante pela
eliminacdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil; (ii) auto-oxidac&o de acido linoleico;
(iii) fator de protecéo solar (FPS) in vitro; e (iv) avaliacdo do potencial antimutagénico em
modelo de leveduras. Por fim, foram estudadas in silico as propridades estereoeletrénicas
envolvidas com a acdo antioxidante e de absorcdo UV. Foi possivel concluir que a
utilizacdo do solvente etanol associado ao refluxo a 70 °C como método extrativo permitiu
a extracao, principalmente, de flavonoides e derivados cafeoilquinicos, artepilina C e
derivados prenilados. Em sinergia, estas substancias permitiram maior acao antioxidante,
com concentragdo efetiva (CEso) igual a 12,9, e FPS 18,9 in vitro, responsavel pela
protecdo UV de amplo espectro e atividade antioxidante, observada em todos os
experimentos realizados. Em estudos in silico, a melhor capacidade doadora de elétrons
foi observada no flavonoide quercetina, enquanto a maior capacidade antioxidante, no
acido clorogénico. A andlise in vitro do extrato otimizado em modelo de cepas de
Saccharomyces cerevisiae permitiu a confirmacéo do potencial de protecéo contra lesdes
citotéxicas e mutagénicas induzidas pela radiagdo UV. Os resultados obtidos fornecem
perspectivas para as investigacdes mais detalhadas do efeito fotoprotetor e antioxidante
de B. dracunculifolia e da sua padronizacdo quantitativa, visando seu futuro uso em
formulagcbes cosmeéticas fotoprotetoras. Palavras-chave: alecrim do campo; flavonoides;

fenilpropanoides; protecao solar; antioxidante; pele.



ABSTRACT
Baccharis dracunculifolia is a plant native to Brazil, traditionally used by the population in
the form of tea to treat inflammatory conditions. This indication for use is confirmed by
studies on its chemical composition and pharmacological activities, including skin
pathologies. Thus, the objective of this study was to evaluate the photoprotective and
antioxidant action of the species B. dracunculifolia, using in vitro and in silico methods,
correlating them with its phytochemical profile. For this, the extraction conditions of the
plant material were studied to obtain extracts rich in phenolic substances and their
chemical composition was verified by chromatographic analysis and mass spectrometry.
The optimized ethanolic extract of B. dracunculifolia was evaluated for (i) antioxidant
potential by scavenging the free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; (ii) autoxidation of
linoleic acid; (i) in vitro sun protection factor (SPF); and (iv) evaluation of the
antimutagenic potential in a yeast model. Finally, the stereoelectronic properties involved
with the antioxidant action and UV absorption were studied in silico. It was possible to
conclude that the use of ethanol solvent associated with reflux at 70 °C as an extractive
method allowed the extraction, mainly, of flavonoids and caffeoylquinic derivatives,
artepilin C and prenylated derivatives. In synergy, these substances allowed greater
antioxidant action, with effective concentration (ECso) equal to 12.9, and SPF 18.9 in vitro,
responsible for broad-spectrum UV protection and antioxidant activity, observed in all
experiments carried out. In in silico studies, the best electron donating capacity was
observed in the flavonoid quercetin, while the highest antioxidant capacity was observed
in chlorogenic acid. The in vitro analysis of the optimized extract in a model of
Saccharomyces cerevisiae strains allowed confirmation of the potential for protection
against cytotoxic and mutagenic lesions induced by UV radiation. The results obtained
provide perspectives for more detailed investigations of the photoprotective and
antioxidant effect of B. dracunculifolia and its quantitative standardization, aiming at its
future use in photoprotective cosmetic formulations. Keywords: wild rosemary; flavonoids;

phenylpropanoids; solar protection; antioxidant; skin.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia, o cancer de pele
representa 33% de todos os diagndsticos de cancer realizados no Pais. A cada ano,
sao registrados 185 mil novos casos de cancer de pele, podendo ter como causas 0s
fatores genéticos hereditarios ou ainda exposi¢cado cumulativa a radiacéo solar. A forma
de prevencdo deste tipo de cancer inclui, majoritariamente, a utilizacdo de filtros
solares (SBD, 2020).

Os protetores solares se apresentam, em sua maioria, como uma
combinacdo de: filtros inorganicos, que refletem ou dispersam os fétons ultravioletas;
e organicos, que por sua vez promovem absorcao da radiacdo, evitando a reacao
diretamente com células da epiderme. Para ser considerado um fotoprotetor eficaz,
este deve apresentar amplo espectro de absorcdo, seguranca, eficacia e
concentracao de filtros otimizada (HASSAM et al., 2013; KRUTMANN et al., 2020).

Com o objetivo de reduzir a quantidade de filtros organicos utilizados em
formulacBes fotoprotetoras devido & possibilidade de estimulo de mediadores
irritantes e alergias, tem-se estudado novas opg¢des de filtros ou ingredientes ativos,
gue possam ser adicionados como alternativas para garantir seguranca e eficacia dos
fotoprotetores. A exemplo disto, pode-se citar o0s extratos vegetais e suas
biomoléculas que, além de absorver a radiacédo solar, podem ser fonte de beneficios
biol6gicos, como atividade antioxidante, anti-inflamatoéria e cicatrizante (VELASCO et
al., 2008).

A utilizacdo de matéria-prima vegetal como potencial para uso em
formulacbes fotoprotetoras é bem descrita na literatura como, por exemplo, extrato
hidroalcoodlico de Sanionia uncinata 70% v/iv (FERNANDES et al., 2015), extrato
etandlico de Nephelium lappaceum, obtido por maceracéo (MOTA et al., 2020), extrato
hidroalcodlico de Corylus avellana, obtido por ultrassom (IVANOVIC et al., 2020) e
extrato hidroalcodlico de Calea fruticosa, obtido por maceracdo (SEREGHETI et al.,
2020).

Dentre as classes de metabdlitos vegetais que demonstram caracteristicas
de interesse para producgdo de formulac¢des farmacéuticas topicas, estao os fendlicos.
Como exemplo, aqueles com esqueletos carbdnicos do tipo C6C1 e C6C3 que se

assemelham eletronicamente aos filtros organicos, que sao conhecidamente
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substancias aromaticas conjugadas com grupos caboxilicos e possuem um grupo
doador de elétrons, que pode se apresentar como uma amina ou metoxila na posicao
orto ou para do anel aromatico (VELASCO et al., 2008; MUNHOZ et al., 2013).

As espécies do género Baccharis, dentre as quais se encontra a Baccharis
dracunculifolia, compreendem arbustos que séo utilizados na medicina popular de
paises da América Latina na forma de chas para desordens do estdmago, figado e
inflamacgdes (BUDEL et al., 2005). Algumas dessas atividades ja foram confirmadas e
amplamente descritas, como a acdo anti-inflamatéria e a acdo antioxidante
(FERRONATO et al., 2006).

Os principais constituintes quimicos encontrados no género sdo as
substancias fendlicas, incluindo os flavonoides, sendo observado o acumulo de
flavonas, flavondis e os arilpropanoides, além de diterpenos e triterpenos. Os
flavonoides sédo substancias formadas por um nucleo benzopirano ou cromano
somados a um anel aroméatico (VELASCO et al.,, 2008). Os polifendis, como os
arilpropanoides e os bioflavonoides, séo biossintetizados pelas plantas como forma
de se proteger da radiacdo solar e sdo capazes de absorver radiacdo UV-A e UV-B,
com mais seguranca que os filtros organicos tradicionais, além de apresentar melhor
estabilidade da formulacdo (KOSTYUK et al., 2018). Quando dispersos em etanol,
apresentam dois picos de absorcdo sendo um em comprimento de onda entre 240-
280 nm e o outro em 300-550 nm, sinalizando um potencial para a absorcdo da
radiacao ultravioleta (UV), cujo comprimento de onda esta compreendido entre 290-
400 nm (VIOLANTE et al., 2009).

Estudos in vitro e in vivo mostram que os flavonoides possuem a
capacidade de inibir enzimas envolvidas na producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), de forma a atuar como agentes quelantes ou no sequestro de radicais livres,
reduzindo a geracédo e a quantidade de EROs, prevenindo a oxidagédo durante a
exposicdo UV-A. O efeito antioxidante, cicatrizante e anti-inflamatorio de algumas
espécies, como a Camellia sinensis, foi associado aos polifendis (SOUZA et al., 2013;
CHOWDHURY et al., 2021; KOUHIHABIBIDEHKORDI et al., 2021). Além da potencial
acao antioxidante, os flavonoides, como a rutina, apresentam beneficios de interesse

topico por ndo tender a apresentar absorcéo cutanea. Portanto, a atividade biologica
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seria exercida nas camadas superficiais da pele, acao desejada para os filtros solares
(VELASCO et al., 2008; CHOQUENET et al., 2008).

Apesar de nao haver nenhum dado robusto na literatura sobre o potencial
de composicdes fotoprotetoras ou antioxidantes enriquecidas com o extrato de B.
dracunculifolia, estudos preliminares evidenciaram sua acao antioxidante, como visto
em Guimaraes et al. (2012), que descreveram a atividade antioxidante do extrato
glicolico da espécie, por meio da avaliacdo pelo método de eliminacdo do radical
estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), quelacdo de ferro e diminuicdo basal dos
niveis de peroxido de hidrogénio (H2032), além da prevencgéo da peroxidacao lipidica
da membrana da mitocondria.

Dessa forma, considerando que a exposi¢céo solar excessiva promove 0
estimulo de vias oxidativas e inflamatérias, aparecimento de eritema e aumento da
chance de desenvolvimento de lesBes malignas de céancer de pele, o estudo da
qguimica do extrato de B. dracunculifolia e de sua atividade fotoprotetora e antioxidante
mostra-se relevante.

Por conseguinte, espera-se, com este trabalho, contribuir com a pesquisa
de plantas medicinais utilizadas topicamente para a prevencdo de danos causados

pela radiacdo solar.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 O cancer de pele

O céancer de pele é o tipo de cancer mais comumente encontrado em
individuos de pele clara no mundo, podendo-se apresentar como cancer de pele do
tipo melanoma ou cancer de pele do tipo ndo melanoma, de forma geral. Dados
recentes apontam que mais de 14 milhdes de pessoas sao diagnosticadas com cancer
todos os anos, sendo um problema de saude publica. No Brasil, o cancer de pele € a
segunda causa mais frequente de morte. Estima-se, ainda, que os casos notificados
sejam considerados como quantidade de casos minima devido a subnotificacao,
subregistro e subdiagnostico (FONTANILLAS et al.,, 2021; COSTA et al.,, 2012;
NARAYANAN et al., 2010).

O melanoma pode acometer todas as faixas etarias, apresentando
metastase em 20% dos pacientes. Apesar da patogénese dessa doenca ainda nao
estar totalmente elucidada, sabe-se que a exposicdo solar excessiva € um dos
principais fatores para o desenvolvimento de céncer de pele. Devido a isso, as
medidas preventivas, como a nao exposicdo em horarios entre 10 e 16 horas e
utilizacao de fotoprotetores, sédo adotadas pelos 6rgaos de saude. H4 recomendacéo,
ainda, sobre observacdo das caracteristicas da lesdo de forma constante, uma vez
gue o diagndstico precoce melhora o prognéstico de ambos os tipos de cancer de pele

(SAES DA SILVA et al., 2018; DIEPGEN et al., 2002; BROWN et al., 2021).
2.2 Fotoprotecao

Segundo o Consenso Brasileiro de Fotoprotecdo (2014), a populacéo
brasileira apresenta um dos maiores indices de exposi¢cdo solar anual devido a
extensa faixa territorial localizada entre a linha do Equador e o Trépico de Capricornio.
Dados epidemiologicos apontam que a incidéncia tanto do cancer de pele néo
melanoma quanto o do tipo melanoma crescem no Pais, fazendo com que a
fotoprotecdo se torne fundamental para prevencao do desenvolvimento de danos

agudos e cronicos na populagéo.

A exposicdo solar inadequada pode causar queimaduras solares,
imunossupressao, fotoenvelhecimento, eritema, insolagcdo, desordens pigmentares,

fotodermatoses e carcinogénese. As medidas de protecdo solar incluem o uso de
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protetores solares topicos, fotoeducacéo, fotoprotecdo oral e protecdo mecanica,
como o uso de vestimentas e acessorios de protecdo (KRUTMANN et al., 2018;
SCHALKA et al., 2014).

O uso de formulacdes fotoprotetoras topicas com intencdo de prevenir
gueimaduras solares foi primeiramente descrito em 1891, por Friedrich Hammer.
Somente em 1928 surgiu o primeiro produto comercial, que possuia uso restrito nos
Estados Unidos. Novas substancias foram estudadas a fim de proteger a pele dos
espectros solares, principalmente a radiacdo UV-A e UV-B, culminando em
substancias que sao utilizadas até hoje, como o diéxido de titanio (TiO2) e éxido de

zinco (ZnO), componentes dos filtros inorganicos (SCHALKA et al., 2011).

O mecanismo de acdo dos filtros inorganicos envolve a formacao de uma
camada opaca sobre a pele, refletindo ou dissipando a luz. Ja os filtros orgéanicos
atuam absorvendo a radiagao e transformando-a numa de menor energia (SEVERINO
et al., 2019).

A radiacdo solar pode ser dividida e classificada de acordo com os
comprimentos de onda. Para a finalidade de protecao solar, as radiagbes com maior
importancia sao: radiacao na regido do UV, com comprimento de onda de 100 a 400
nm, sendo de 100 a 280 nm a UV-C, 280 a 315 nm UV-B e 315 a 400 nm a radia¢éo
UV-A; Luz visivel (LV), com comprimento de onda entre 400 e 780 nm e a radiacao
na regido do infravermelho (IV), com comprimento de onda maior que 780 nm

(SCHALKA et al., 2014). Pode-se observar o espectro da radiacdo solar na Figura 1.

Figura 1 - Espectro da radiacdo solar, com demonstrativo da acao de polifenodis

nas faixas correspondentes.

Radio . Infravermelho: Luz g Aio-X
Micicondas : Uliravigleta Ralo-X
! roondas : visivel
: {780 nm 400780 1002 400rm |
E ! ‘nm :
Polifendis :

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Uma vez que a radiacdo UV-C tem o menor comprimento de onda, ela nédo
atinge a superficie terrestre, sendo completamente absorvida pela camada
atmosférica da terra. Ja a radiacdo UV-A representa mais de 90% da radiacdo solar
que atinge a terra e penetra profundamente na epiderme e na derme da pele por
apresentar comprimento de onda mais longo, podendo causar fotoenvelhecimento
prematuro, estimulo da producéo de radicais livres, e necrose das células endoteliais.
A radiacdo UV-B tem um comprimento de onda médio, porém, uma capacidade 1000
vezes maior de causar queimaduras solares do que a faixa UV-A. Atua principalmente
na camada epidérmica de células basais da pele, interrompendo o ciclo celular,
acarretando fotoenvelhecimento e aumento na producao de danos oxidativos. Além
disso, esta faixa de radiacdo UV é considerada a responsavel por induzir lesées
malignas de cancer de pele, tanto em populac¢des jovens quando idosas, como 0
carcinoma espinocelular e o carcinoma basocelular (PAULETO et al.,, 2017,
CIAZYNSKA et al., 2021; BROWN et al., 2021).

A radiacao no infravermelho (IV) representa 30% da energia solar. Os
danos causados por essa radiacdo comprometem a homeostase da matriz
extracelular, com degradacédo dos tecidos conectivos e aumento da temperatura da
pele. Sabe-se que mais de 500 genes dos fibroblastos dérmicos sé@o responsivos a
radiacdo no IV, apresentando como danos a degradacdo de metaloproteinases,
apoptose e estresse oxidativo. Logo, a protecéo efetiva contra esta radiacdo se da
com o uso de antioxidantes, como os polifendis, até mesmo antes da exposicao a IV-
A, conforme avaliado em trabalhos na area (KRUTMANN et al., 2018; SCHROEDER
et al., 2008; LIM et al., 2017). A luz visivel (LV) possui efeitos bioldgicos mais graves
gue as produzidas pela radiagdo UV-A, como a formacéo de desordens pigmentares
e eritema, além da producéo de EROs. Nesse caso, os filtros organicos ndo possuem
capacidade de ac&o. E descrito que os filtros opacos opticamente conseguem realizar
o blogueio da LV ou deve-se priorizar a utilizacdo de antioxidantes para diminuicéo do

estresse oxidativo excessivamente gerado (LIM et al., 2017).

De acordo com a agéncia reguladora norte americana US FDA (1978), o
Fator de Protecéo Solar (FPS) é definido como a razdo entre a Dose Eritematosa

Minima (DEM) da pele com uso do fotoprotetor testado, aplicada na quantidade de 2
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mg/cm?, e a Dose Eritematosa Minima da pele ndo protegida por fotoprotetor,

conforme férmula a seguir:

DEM (pele protegida)

FPS =
DEM (pele ndo protegida)

Segundo Schalka e Reis (2011), o FPS é o método mais utilizado para
avaliacdo da eficacia fotoprotetora dos filtros solares. De acordo com a RDC n°
237/2002 (BRASIL, 2002), a determina¢édo do FPS no Brasil é realizada por meio de
metodologia in vivo, com voluntarios sadios e diferentes tipos de pele. Ja para o
método in vitro, a metodologia desenvolvida por Mansur et al. (1986) é considerada
rapida e eficaz apresentando correlacdo com a metodologia in vivo (RIBEIRO, 2004;
MANSUR et al.,1986) como € percebido no estudo de DUTRA et al. (2004) que avaliou
o FPS de protetores solares comerciais e verificou que estes apresentavam FPS

dentro do valor declarado pelos fabricantes.

De acordo com a RDC n° 30/2012 (BRASIL, 2012), o valor minimo do FPS
€ de 6 para fototipos mais altos, que possuem pouca sensibilidade a queimaduras
solares, sendo a prote¢do contra os raios UV-A no minimo 1/3 do valor do FPS
declarado. Deve ser comprovada a acao contra os raios UV-B (método de avaliacao
do FPS) e também UV-A (método de fotoprotecdo UVA, FP-UVA, ou de pigmentacdo
persistente, PPD). Para a rotulagem, devera constar, de forma obrigatéria, a

informacé&o sobre a necessidade de reaplicacao do produto.

Segundo Sondenheimer e Krutmann (2018), as formulacdes fotoprotetoras
antigas tinham como principal objetivo a protecdo contra a radiacdo UV, porém 0s
altimos estudos mostram também a relevancia da radiacdo no infravermelho (1V), e
principalmente a IV-A, que € capaz de gerar danos que sao similares a radiacdo no
UV. O mesmo acontece com o espectro visivel, encontrado tanto na luz solar quanto
em aparelhos celulares e computadores, que ganhou alta relevancia nesta area,
sugerindo a adicdo de pigmentos inorganicos e opacos nas formulagdes a fim de

refletir a luz visivel de forma eficaz.

A composicao dos filtros solares pode apresentar alguns inconvenientes,
como afetar a conversdo da vitamina D enddgena caso o protetor tenha FPS muito

alto, apresentar potencial alergénico, como no caso dos filtros orgéanicos: cinamatos,
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derivados do PABA, benzofenonas e octocrileno. Mesmo os filtros inorganicos,
guando em particulas muito pequenas podem ser absorvidos pela pele, apresentando
impactos enddcrinos, ou ainda desconforto sensorial causado pelo residuo
esbranquicado. Além disso, as formula¢cbes destinadas a protecdo solar somente

podem ser aplicadas em peles integras (DONGLIKAR et al., 2016).

2.3 Potencial dos produtos naturais utilizados com finalidade fotoprotetora

Segundo Cefali et al. (2016), fitocosméticos sao 6leos ou extratos de
plantas com propriedades cosméticas. Nos ultimos anos, substancias naturais tém
sido estudadas com o objetivo de se formular “protetores solares verdes”. A
composicdo quimica e a capacidade de absorcdo no espectro UV sdo os principais
fatores que determinam a eficAcia de um fotoprotetor natural. A capacidade de
absorcao de energia dos grupos cromoforos € proporcional ao intervalo de absorcao,
comprimento de absorcdo maxima e concentracdo dos constituintes (CEFALI et al.,
2016; VIOLANTE et al., 2009).

Os produtos naturais podem atuar em mudltiplas vias biolégicas quando
comparados as substancias sintetizadas. Os metabdlitos secundarios apresentam
absorcao naregiao ultravioleta (A 200 a 400 nm) devido as duplas ligagdes conjugadas
em cadeias lineares ou ciclicas e a ressonancia proveniente dos anéis aromaticos, em
que os elétrons sofrem excitacdo possibilitando a absor¢céo dos raios ultravioletas. Os
arilpropanoides sao produzidos nas plantas imediatamente apos a exposi¢do UV,
podendo absorver tanto a radiacdo UV-A quanto a UV-B devido a cadeia com 5 ou 6
carbonos com multiplos grupos hidroxila (OH), semelhantes aos filtros quimicos,
porém com a vantagem nao causar reacdes fotoquimicas (KOSTYUK et al., 2018;
DONGLIKAR et al., 2016). As semelhancas estruturais entre os fendlicos e filtros

organicos podem ser vistas na Figura 2.
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Figura 2 - Semelhanca estrutural entre filtros organicos tradicionalmente
utilizados em cosméticos e os fendlicos. Os arilpropanoides estao
representados pelo acido cindmico e os flavonoides estéo representados pela

crisina.

0 Metoxicinamato de octila

Acido cindmico

Benzofenona

HO
O | Flavonoide (Crisina)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A (glicosilagdo presente em alguns fendlicos n&o esta suscetivel a
destruicdo causada pela radiacdo UV-A, portanto mostra-se também como uma
vantagem para a utilizacdo de produtos naturais em fotoprotetores. Somado a isso,
essas substancias atuam contra os danos que levam a formag¢ao do anion radical
superoxido, peroxido e oxigénio singleto (KOSTYUK et al., 2018; DONGLIKAR et al.,
2016), mediante reacBes importantes a exposi¢cao UV. Por exemplo, a crisina inibe a
inducdo de EROs mediada pela radiacdo UV (STOMPOR-GORACY et al., 2021) e
modula positivamente a proteina Bax, estimulando a apoptose em células de
melanoma (CHIU et al., 2020). A naringenina demonstrou agéo antioxidante e anti-Uv

em sistemas de nanocarreadores lipidicos (BADEA et al., 2017).

Os flavonoides podem ser empregados para aumentar o FPS de forma
sinérgica aos filtros tradicionais, como visto na associacao da rutina e quercetina com
dioxido de titanio (TiO2), que apresentou FPS de aproximadamente 30. Dados
mostram que a utilizagéo da rutina 0,1% foi capaz de aumentar o FPS de 7,34 para

9,97 quando utilizado em conjunto com p-metoxicinamato e benzofenona-3 nas suas
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concentracfes minimas. Porém, ao aumentar para a maxima concentracao de filtros
organicos, o incremento da rutina 0,1% nao apresentou diferencas estatisticamente
significativas, exceto em comparacéo com a formulacao base (VELASCO et al., 2008;
Cefali et al., 2016). Cefali et al. (2019), diferentemente dos outros autores, testaram
um blend de flavonoides para a obtenc&o de um fitocosmético com acéo fotoprotetora.
A associacao de Ginkgo biloba, Dimorphandra mollis, Ruta graveolens, e Vitis vinifera
na proporcéo 1:1:1:1 resultou huma emulsdo com agéo potente antioxidante, porém
mostrou-se com baixo FPS (7,72 £ 0,4), podendo ser utilizada com a finalidade de ser
associada a outros filtros. Um estudo de Severino et al. (2019) concluiu que a adicéo
do extrato glicélico de roma comercial, rico em fendlicos, foi capaz de aumentar em
15% o FPS da formulacdo. Os extratos de café verde e de prépolis verde também
demonstraram ser potencializadores FPS em formulagdes, atuando como
coadjuvantes num aumento da fotoprotecdo (ALVAREZ et al., 2000; NASCIMENTO
et al., 2009). Em 2019, Almeida et al. concluiram que a adicéo de propolis vermelha
liofilizada a uma formulagéo foi capaz de aumentar a acao antioxidante e fotoprotetora,
com boa fotoestabilidade até o maximo de tempo medido: 80 minutos.

Um éster do acido ferulico foi testado por Choquenet et al. (2008) quanto a
sua atividade fotoprotetora na concentracdo de 10% n uma formulacdo cremosa e
demonstrou FPS similar ao filtro organico benzimidazilato, permitido na Unido
Européia. O grupo de Leite Filho (2016) prop6és a sintese de um derivado da vanilina,
aldeido fendlico encontrado no extrato de baunilha, tendo como base a molécula do
metoxicinamato de octila, filtro organico utilizado em aproximadamente 90% dos filtros
no mundo, e obteve dois derivados quimicos com acao fotoprotetora maior que a
benzofenona, quando na mesma concentragéo (5%).

Boo et al. (2019) realizaram um trabalho de revisdo sobre o acido p-
cumarico, em que mostram a agado anti melanogénica, devido a sua semelhanca com
a L-tirosina, importante na via biossintética da melanina, podendo ser utilizada com a
finalidade de tratamento para hiperpigmentacédo provocada pela radiacao UV. Além
disso, a capacidade antioxidante dos acidos hidroxicindmicos diminui o estresse
oxidativo basal de forma mais eficaz que a vitamina E, antioxidante tradicionalmente

utilizado em diversas formulacbes cosméticas.
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Pérez-Sanchez et al. (2016) realizaram testes com o acido rosmarinico,
composto majoritario do extrato de Melissa officinalis, em queratindcitos humanos
apos radiacdo UV-B e os resultados obtidos mostraram que houve diminuicédo
significativa da producgao de radicais livres e do dano induzido pela radiagdo UV ao
DNA e aumento da viabilidade celular, concluiu-se que o extrato poderia ser utilizado
tanto de forma topica quanto pela via oral. Ferrari et al. (2007) realizaram teste de FPS
in vitro e in vivo do 6leo de andiroba e apesar da utilizagdo popular, constatou que ndo
houve incremento no FPS da formulacéo, fato que pode ser explicado pela auséncia
de substancias provenientes do metabolismo da planta com reconhecida acao
fotoprotetora.

Além das acOes descritas anteriormente, algumas plantas apresentam
também propriedades hidratantes e refrescantes (polissacarideos), antimicrobiana
(6leos essenciais), anti-inflamatoria (polifendis), cicatrizante (taninos), anti-idade e
rejuvenescedora (antocianidinas, carotenos e vitaminas), tendo assim uma
possibilidade ampla de utilizacdo (DONGLIKAR et al., 2016; PAULETO et al., 2017,
NGOC et al., 2019; SEVERINO et al., 2019; CEFALI et al., 2016).

O aumento da capacidade antioxidante das células da pele por meio do uso
exdgeno de antioxidantes é uma das estratégias para prevenir os danos induzidos
pela radiacdo UV (PETRUK et al., 2018). A adicdo de antioxidantes as formulagdes
fotoprotetoras com FPS 15 e 50 diminui a formacado de EROs em 2,5 vezes (LIM et

al., 2017), sendo assim uma alternativa para prevenir os danos gerados a nivel topico.

O extrato do caule de uva (Vitis vinifera) foi aplicado em camundongos
antes do tratamento com radiacdo UV-B e mostrou-se capaz de prevenir eritema,
aumento da espessura da pele, pigmentacéo, degradacao do coldgeno e a expressao
dos genes COX-2, Nrf-2 e HO-1 (CHE et al., 2017). A acao do resveratrol, proveniente
também de Vitis vinifera, foi estudada em queratindcitos e mostrou modular citocinas
(IL-6, IL-8 e TNF-a) além de estimular fatores de reparagao e citoprotegao celulares
(DAVINELLI et al., 2018).

De Souza et al. (2013) realizaram testes de determinacéo de protecao solar
in vitro, acdo antioxidante através do método DPPH e avaliagdo microbiolégica com
10% de extrato seco do fruto de acerola (Malpighia glabra). Apesar de apresentar
absorcdo na regiao UV-B, o FPS obtido ndo estava dentro do recomendado para
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utilizacdo de forma isolada, mas foi possivel associar o extrato obtido com filtros
quimicos, tendo acéo sinérgica e estavel contra os danos da radiacado UV, conferindo
assim acgédo antioxidante ao produto.

No estudo de Violante et al. (2009) foram avaliados os extratos feitos por
maceracao em etanol 90°GL (5:1 em Hz20), pelo periodo de 15 dias, espécies de
plantas das familias: Apocynaceae (entrecasca de Hancornia speciosa; folhas de
Himatanthus obovatus; planta inteira Macrosiphonia petraea e planta inteira
Macrosiphonia velame), Lythraceae (entrecasca de Lafoensia pacari), Oxalidaceae
(planta inteira de Oxalis hirsutissima), porém nenhum extrato obteve FPS > 2, apesar
da absorbancia maxima acima de 300 nm.

Em seu artigo de revisdo, Reuter et al. (2010) reuniram informagdes a
respeito de plantas ricas em polifendis que podem proteger a pele de queimaduras
solares e fotoenvelhecimento, de forma topica ou oral. Dentre as espécies citadas
estdo: Hammamelis virginiana, com acao anti-inflamatéria e acdo na diminuicdo do
eritema causado pela radiacdo UV; Camellia sinensis, capaz de reduzir citocinas
inflamatoérias e os danos oxidativos causados pela radiacdo UV; Salvia officinalis,
capaz de reduzir o eritema comparavel a hidrocortisona e Theobroma cacao, que
também apresentou reducdo do eritema causado pela radiacdo UV-B.

Katiyar e Elmets (2001) realizaram testes com 3-galato de
epigalocatequina, substancia presente no cha verde com atividade antioxidante e
mostrou prevenir a imunossupressao induzida pela radiagdo UV-B e o estresse
oxidativo. Além disso, o tratamento com polifendis do cha verde antes da exposi¢ao
de 72 mJ/cm? indicou diminuicdo da atividade da mieloperoxidase, o nimero de
leucocitos inflamatorios infiltrados e a imunossupressao apos exposicéo UV.

O extrato de folhas da samambaia Polypodium leucotomos é o suplemento
com acédo fotoprotetora mais estudado. Estudos in vitro mostraram que o extrato
protege o0s queratindcitos dos efeitos deletérios da radiacdo UV, diminuindo a
producdo do oxido nitrico e a ativacdo do fator NFKB. O extrato é capaz, ainda, de
reduzir a formacao de dimeros de pirimidina, aumentar a apoptose de células tumorais
e reparar danos no DNA (RABINOVICH et al., 2018).

Orlanda e Vale (2014) avaliaram a atividade fotoprotetora do extrato de

Euphorbia tirucalli, espécie conhecida popularmente como Avelds, rica em compostos
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fendlicos como flavonoides e taninos. Os dados da acdo antioxidante, medida por
meio do método DPPH mostram-se superiores aos dados da quercetina (16,98 e 0,64
pug/mL respectivamente) e FPS 19 na maior concentragao testada, além de absor¢éo
na faixa UV-B.

Couteau et al. (2008) verificaram o FPS do extrato etandlico de prépolis a
20%, em comparacdo com o FPS obtido com homosalato. O extrato de propolis obteve
maior FPS, sugerindo que possui potencial fotoprotetor, porém, os autores nao
revelam qual o tipo de propolis foi utilizado. O potencial fotoprotetor de tinturas de
prépolis contendo 1% de flavonoides foi avaliado pelo grupo de MORI et al. (1997),
encontrando-se FPS de até oito. Somado a sua acdo fotoprotetora topica, foi
demonstrado que o prépolis possui acdo quimiopreventiva e pode inibir a proliferacéo

tumoral.

Apesar de, em alguns casos, ndo oferecer um alto valor de FPS, os efeitos
biologicos dos fendlicos devem ser considerados devido a acdo diretamente exercida
nos danos causados pela exposicdo UV (BELO et al., 2011). Para isso € necessario,
uma padronizacdo ou guia quando se trata dos testes de eficacia in vivo e em

humanos do potencial fotoprotetor de extratos botanicos (RABINOVICH et al., 2018).

2.4 A familia Asteraceae e a espécie B. dracunculifolia

Alocada no grupo das Angiospermas, a familia Asteraceae € a detentora
do maior nimero de espécies descritas. Estas sdo encontradas em 98% dos casos
na forma de arbustos, subarbustos ou ervas perenes em quase toda extensao do
globo, exceto Antértica, devido ao seu alto poder de adaptacdo ambiental. Na América
do Sul, chega a representar 20% da flora de regides andinas e da patagbnia
(CANCELLI et al., 2007; CECELLI et al., 2010; VERDI et al., 2005).

No Brasil, compreende 180 géneros e 1.900 espécies, que sao
encontradas, majoritariamente, nas regides Sudeste e Sul, em campos gerais ou em
areas de cerrado. Cerca de 25% das espécies estudadas do género Baccharis
apresentam estudos de atividade biolégica, o que refor¢ca o seu alto valor para estudo
e utilizacdo na medicina (ROQUE et al., 2008; VERDI et al., 2005).

O sucesso do seu alto poder de adaptacdo pode ser explicado pelo seu

sistema quimico de defesa rico em compostos do metabolismo secundario, desde
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poliacetilenos até lactonas sesquiterpénicas (ROQUE et al., 2008). Muitos trabalhos
cientificos foram realizados com espécies da familia Asteracea para isolamento de
metabolitos ou desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, cosméticos e
fragrancias (VERDI et al., 2005; ROQUE et al., 2008).

Baccharis dracunculifolia € uma espécie nativa do Brasil, encontrada em
areas de cerrado. E conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou vassourinha
(SFORCIN et al., 2009). Seu aspecto em ambiente natural pode ser observado na

Figura 3.

Figura 3 - Baccharis dracunculifolia. A. Arbusto em ambiente natural em
Caxias do Sul - RS (29°02'27.9"S 50°59'39.1"W), B. Galho de coleta realizada na
Estacao Ecoldgica da UFMG-Belo Horizonte, C e D. Detalhes das folhas.

Fontes: Arquivo pessoal (B, C e D) e (A) cedida por Marina Scopel.
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A espécie apresenta-se didica, com inflorescéncias masculinas e
femininas. O dimorfismo sexual € observado pela cor das flores. Enquanto as plantas
masculinas apresentam flores amarelo-claro, as plantas femininas apresentam flores
brancas (ESPIRITO-SANTO et al., 2004; RIGOTTI et al., 2016).

Morfologicamente, as folhas de B. dracunculifolia sdo caracterizadas pela
presenca de tricomas glandulares, que podem conter flavonoides e derivados do tipo
arilpropanoides, responsaveis pela fungdo protetora contra parasitas e agentes
predadores (SOUSA et al., 2007). Pegorini et al. (2008) afirmam que os tricomas
também possuem como funcdo aumentar a reflectancia de radiacéo luminosa e atuar
na manutencdo da temperatura foliar. O complexo estomatico do tipo anomocitico e a
presenca de marcantes estriacbes na cuticula também s&o caracteristicas
empregadas na avaliacdo da qualidade da amostra (PEGORINI et al., 2008). Em
relacdo as caracteristicas da folha (Figura 1-D), apresentam epiderme uniestratificada
com cuticula estriada, mesofilo isolateral e canais secretores associados aos feixes
colaterais (BUDEL et al., 2004; BUDEL et al., 2005).

Os compostos fendlicos identificados em B. dracunculifolia podem
apresentar variagcdo da concentracdo de acordo com a sazonalidade e se dividem
principalmente em arilpropanoides: &cido caféico (1), acido p-cumarico (2), acido
ferdlico (3), artepilina C (4); flavonoides: isosacuretina (5), pinobancsina (6), canferol
(7), apigenina (8), canferideo (9), quercetina (10), rutina (11), crisina (12) e terpenos:
a-pineno (13), limoneno (14) e germacreno D (15) (FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013;
BONIN et al., 2020; PARK et al., 2004; MAROSTICA JUNIOR et al., 2008).

H O
R
2 Xy~ “OH
H OH O
Ry
R R1=R2=R3=0H; R4=H (7)

3 R1=R4=H; R2=R3=0H (8)
R1=R2=0H; R3=H (1) R1=R3=0H; R2=0CH3; R4=H (9)
R1=0H; R2=R3=H (2) R1=R2=R3=R4=0H (10)

R1=0H; R2=0CH3; R3=H (3) R1=rutosideo; R2=R3=R4=0H (11)

R1=0H; R2=R3=CH2CH(CH3)2 (4) R1=R2=R3=H; R4=0H (12)
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De acordo com a literatura, sdo relatadas algumas propriedades para a
espécie, tais como acao antibacteriana, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomodulatéria e para o tratamento para desordens hepéticas (PAROUL et al.,
2016; BACHIEGA et al.,, 2013; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2017). O grupo de
Bachiega et al. (2013), mostrou que o extrato etandlico 90% de B. dracunculifolia é
capaz de estimular a producao de IL-18 e inibir IL-10 e IL-6, como mecanismo de acao
anti-inflamatéria. Além disso, o extrato de B. dracunculifolia esta associado a acao

analgésica e antiedematogénica em modelo animal, com inibicdo da atividade da
ciclooxigenase-2 e o fator NFKB. Sua propriedade anti-inflamatéria pode ser

evidenciada com a utilizacdo de lipossomas biocompativeis (DE FIGUEIREDO-
RINHEL et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2010).

Baccharis dracunculifolia é a principal fonte botanica do prépolis verde e
autores correlacionam as substancias encontradas no prépolis verde com aquelas
encontradas nas folhas desta espécie (PARK et al., 2004; MAROSTICA JUNIOR et
al., 2008). Pode-se justificar essa semelhanca de composi¢cdo quimica devido a
visitacdo das abelhas que ocorre na fase de crescimento da espécie, época em que
h& maior disponibilidade de metabdlitos secundarios, e ndo no periodo de floracéo.
Assim sendo, existe forte a correlacéo entre os compostos quimicos da fonte botanica
do propolis e da resina de propolis (SFORCIN et al., 2009).

Alencar et al. (2005), mostram que 0 espectro ultravioleta visivel de
absorcdo do extrato etandlico de prépolis e do extrato metandlico B. dracunculifolia
sao muito préximos, com pico de absorcdo maxima préximo a 300 nm, tendo assim
um potencial efeito fotoprotetor conferido pela acdo dos extratos. O extrato etandlico
nao possui atividade mutagénica nem apresenta genotoxicidade, sendo adequado

para uso em formulacées (ROBERTO et al., 2016).
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Os extratos ricos em fracBes polares e apolares de B. dracunculifolia
apresentaram atividade antimicrobiana, podendo ser utilizado juntamente com
antimicrobianos classicos e como enxaguatorio bucal para prevencdo da cérie
(CANTON et al., 2010; LEITE et al.,, 2009). J& o extrato hexanico mostrou agéo
antimicrobiana contra cepas de S. aureus resistentes e sensiveis a meticilina, essa
acao estaria relacionada com a acao da artepilina C (VEIGA et al., 2016).

O extrato hidroetandlico 90% (v/v) mostrou ativar macrofagos in vitro, com
liberacdo de peroxido de hidrogénio (H202) enquanto que o extrato hidroetandlico 70%
(v/v) mostrou-se capaz de reduzir Ulceras gastricas e promover cicatrizacao do tecido,
com participacao bioldgica relacionada a acéo do acido p-cumarico (MISSIMA et al.,
2007; COSTA et al., 2019). O extrato etandlico da espécie estudada foi capaz de
minimizar o processo inflamatério de colite em modelo animal (LIMA et al., 2019).

A reducdo dos niveis glicémicos foi reportada com a administracdo do
extrato metandlico de B. dracunculifolia em modelo animal (PATEL et al., 2018). O
extrato aquoso mostrou-se mutagénico e genotdxico apenas em doses altas (2 g/kg
em modelo animal) (RODRIGUES et al., 2009) sendo adequado para uso. Além disso,
mostrou possuir 100 vezes mais acao antioxidante que o 6leo essencial. A acao
bactericida ndo foi relatada no estudo realizado (PAROUL et al., 2016; DE LIMA et al.,
2019).

Além dos extratos obtidos com as folhas, o 6leo essencial da espécie
estudada também apresenta atividade antioxidante. Em estudo de Marchesan et al.
(2008), o Oleo essencial mostrou-se capaz de neutralizar em 77,86% a acdo da
hialuronidase celular, enzima que degrada o &cido hialurénico, componente da matriz
extracelular importante para a manutencéo da hidratacéo da pele, que pode aparecer

em baixos niveis em condi¢des patoldgicas.

O 6leo essencial de B. dracunculifolia foi aplicado topicamente em modelo
de inflamacéo de pele aguda e cronica de camundongos e o resultado do estudo
mostrou que além da reducéo da inflamacao, os compostos terpénicos da espécie sao
capazes de reduzir o edema, a hiperproliferagcdo de queratinécitos e o influxo de
leucécitos para a regido inflamada. O estudo sugeriu uma acdo anti-inflamatoria
também para o 6leo essencial sem apresentacdo de efeitos adversos locais ou

sistémicos. Ainda, o 0leo essencial mostrou-se promissor antimicrobiano frente a
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cepas de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e apresentou efeito
sinérgico com antibidticos utilizados tradicionalmente na clinica (BRANDENBURG et
al., 2020; SALAZAR et al., 2018; FERRONATO et al., 2006; FERRONATO et al.,
2007).

Um resumo das acles biologicas descritas para a espécie em estudo

encontra-se na Tabela 1 e na Figura 4.

Tabela 1 - Atividades bioldgicas descritas para a espécie B. dracunculifolia.
TIPO DE EXTRATO  ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIA

. Atividade redutora da glicemia em modelo PATEL et al.,
Extrato metandlico ) ) _
animal de diabetes tipo | 2018

RODRIGUES et

Extrato aquoso Ac¢éo genotoxica e mutagénica in vivo
al., 2009
. ] o FIGUEIREDO-
. . Acdo moduladora do metabolismo oxidativo de
Extrato hidroalcodlico o RINHEL et al.,
neutrofilos
2017
. Acdo antioxidante e antimicrobiana (contra VEIGA et al.,
Extrato hexanico o
Staphylococcus aureus) in vitro 2016
Extrato etanolico 90% em  Ag¢do imunomodulatdria. Determinagéo da MISSIMA et al.,
temperatura ambiente producéo de perdxido de hidrogénio in vivo. 2007
Extrato etanolico 90% a . o L BACHIEGA et al.,
] Acao anti-inflamatéria in vitro
temperatura ambiente 2013
. Acéo anti-inflamatdria em modelo animal com
Extrato etandlico ] LIMA et al.,2019
colite
o Atividade antimicrobiana contra Streptococcus
Extrato etandlico LEITE et al., 2009

mutans

_ Atividade anti-inflamatoria e antinoceptiva em DOS SANTOS et
Extrato etanolico 70% o
modelo in vivo al., 2010

ROBERTO et al.,

Extrato etanolico 70% Acdo antimutagénica e antigenotoxica in vitro 2016



Extrato etandlico 70% Acdo cicatrizante

Acdo moduladora de antibidticos utilizados na

Extrato etandlico 70% .
clinica

Protec&o contra os danos causados no DNA

Extrato etandlico 70% )
em linhagem celular HTC

Atividade antimicrobiana contra Staphylococcus

Extrato etandlico 70% ) -
aureus e Bacillus subtillis

COSTA et al.,
2019

CANTON et al.,
2010

ROBERTO et al.,
2016

BONIN et al.,
2020
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Figura 4 - Mecanismos de agédo descritos para B. dracunculifolia.
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Baccharis dracunculifolia

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

2.5 A levedura Saccharomyces cerevisae

Absor¢éo da Radlagdo UV

Acdo antimicroblana

l Radicals livres 4 Hialyronidase

l Inflamagao

As cepas de S. cerevisiae tem se mostrado promissores biomodelos, in

vitro, para aplicacdo em estudos fotobiolégicos (PAIVA et al., 2020). Além de ser um

microorganismo de facil manipulacéo e baixo custo, cujo genoma € completamente

sequenciado e conhecido, S. cerevisiae € um eucarioto inferior que apresenta genes

de reparo de lesbes ortélogos aos das células de mamiferos. Essa similaridade

possibilita que estudos fotobiologicos sejam conduzidos sob um background genético

mais aproximado ao humano, aumentando a correlagdo desse biomodelo.

Adicionalmente, as cepas de S. cerevisiae suportam protocolos de irradiacdo com

tempos de exposicdo e taxas de dose UV-A e UV-B equivalentes as ambientais

(PAIVA et al., 2020).
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De fato, diferentes cepas de S. cerevisiae ja foram utilizadas como modelo
in vitro para a avaliacdo do potencial fotoprotetor e foto/antifotomutagénico de filtros
UV e ativos antioxidantes (PINTO et al., 2010; PAIVA et al., 2014; HOSSY et al., 2017,
SILVA et al., 2019; DINIZ et al., 2019). A cepa AWP001 (ynol) de S. cerevisiae €
deficiente no gene YNOL1 que codifica a enzima Yeast NADPH-oxidase (Ynol),
ortéloga as NADPH-oxidases (NOXs) humanas, responsavel, entre outros fatores,
pela sinalizacdo geral de reparo e defesa celular contra o estresse oxidativo
(RINNERTHALER et al., 2012). Em virtude de seu potencial bioindicador de lesdes
fotoinduzidas de carater oxidativo, a cepa AWPO001 (ynol) se apresenta como um
promissor biomodelo para avaliagéo de ativos fotoprotetores, ndo somente em termos
de eficacia fotoprotetora e seguranca foto/antifotomutagénica, mas também para a

avaliacé@o de ativos antioxidantes com o mesmo propaosito.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicao quimica, a atividade fotoprotetora e antioxidante de

extratos de B. dracunculifolia in vitro e in silico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter extratos das folhas de B. dracunculifolia,;

Avaliar o Fator de Protecao Solar (FPS) e o potencial antioxidante in vitro de
extrato de B. dracunculifolia;

Selecionar o extrato com melhor Fator de Protecdo Solar e atividade
antioxidante por meio de anélise de componente principal (PCA);

Avaliar quantitativamente o contetdo de fenolicos totais do extrato selecionado;
Obter e avaliar o perfil cromatografico por CLAE e ESI-QTOF-LC-MS do extrato
de B. dracunculifolia selecionado;

Avaliar os parametros de fotoprotecdo dos marcadores de B. dracunculifolia
presentes in silico;

Avaliar o potencial foto/antimutagénico do extrato na cepa AWPO0OO01 (ynol) de

S. cerevisiae.



42

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos e instrumentos

- Banho ultrassom com aquecimento Unique, modelo USC 1400.

- Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia CLAE Waters Alliance®2695
(Massachusetts, Estados Unidos), coluna LiChrospher 100 RP-18 (5 pum, 250 x 4 mm,
d.i.), detector ultravioleta por arranjo de diodos Waters® 2998

- Cromatdgrafo Shimadzu CBM-20A (Tokyo, Japéo), coluna Supelco Ascentis C18 (5
pum, 250 x 4 mm, d.i.), detector ultravioleta Shimadzu SPD-20A acoplado a analisador
de massa g-ToF MaXis 3G Bruker Daltonics (Massachusetts, Estados Unidos), com
fonte de ionizacao por electronspray (ESI) em modo negativo de leitura.

—-Sistema de osmose reversa RO0410- 127V

—-Espectrofotbmetro leitor de microplacas TECAN Infinite 200 PRO

—Micropipeta Transferpette, volume ajustavel de 10-100 M

—Micropipeta Kasvi basic, volume ajustavel de 100-1000uL

—-Equipamento liofilizador Liotop, modelo L101.

—-Geladeira Eletrolux frostfree, modelo DF47

—-Balanca analitica Metler, modelo AB 204.

—-Balanca semi-analitica, Shimadzu, modelo CT-5000R

—-Espectrofotébmetro HITACHI 2900

—-Fonte de irradiacdo solar ORIEL/ NEUROT modelo 91192 (Newport. Corp., USA)
-Lampada de Xenénio

4.2 Materiais de consumo

4.2.1 Solventes e reagentes

- Etanol Absoluto PA, Exodo cientifica
- Acetato de etila, PA, Exodo cientifica
- Diclorometano PA, Dinamica

— Metanol grau CLAE, Tedia e Merck.
- Metenamina, Exodo cientifica

- Agua Ultra Pura, sistema MiliQ

- Tolueno PA, Dinamica

- Acido férmico P.A. 88%

- Acido fosférico, Exodo cientifica
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- Acetonitrila Grau CLAE, Dinamica
4.2.2 Substancias Quimicas de Referéncia (SQR)

—Acido p-cumarico cristalino 98%, Sigma-Aldrich
- Acido caféico 98%, Sigma-Aldrich
- Acido trans-cinamico 99%, Sigma-Aldrich
- Vanilina USP, Racine
- Acido clorogénico 95%, Aldrich
- Canferol 97%, Sigma-Aldrich
- Rutina 94%, Sigma-Aldrich
- Quercetina 95%, Sigma-Aldrich
- Apigenina 95%, Sigma-Aldrich
- Acido galico, Neon
4.2.3 Materiais para cultivo celular
- Meio Yeast Peptone Dextrose
- Extrato de leveduta (BactoTM)
- Bacto de peptona (BactoTM)
- Glicose, Merck
- Agar (BactoTM)
- Meio Yeast nitrogen base dextrose
- Meio Yeast nitrogen base sem aminodacixos (Difeo TM)
- Canavanina, Sigma Aldrich
- Cepa Saccharomyces cereavisae AWP001
4.3 Coleta, identificacdo botanica e perda por dessecacéo.

A coleta da espécie B. dracunculifolia foi realizada em Junho de 2019, na
Estacdo Ecoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais, na cidade de Belo
Horizonte-MG. A exsicata foi depositada no herbario BHCB, no Centro de Colecdes
taxondmicas da UFMG, sob o nimero 198158. As disposi¢es do SisGen para acesso
ao material bioldgico encontram-se sob o numero A2E405F. Apds a coleta, as folhas
foram separadas dos galhos, selecionadas e secas em estufa ventilada (T< 40 °C),

sendo posteriormente pulverizadas em moinho de facas.
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O teor de umidade da amostra foi verificado por meio da avaliacdo da perda
por dessecacéao pelo método gravimétrico. Foram pesados cerca de 1 g das amostras
em pesa-filtro previamente dessecados por 30 minutos. As amostras foram
submetidas ao processo de dessecacdo em estufa a 105 °C + 2 °C pelo periodo
suficiente até que duas pesagens consecutivas nao diferissem em mais de 0,50 mg
por grama de substancia pesada (FARMACOPEIA, 2019a). O experimento foi

realizado em triplicata e o desvio padréo relativo foi calculado.

4.4 Selecdo do método extrativo

4.4.1 Planejamento experimental 23 para obtencdo dos extratos

Para otimizacdo do método extrativo utilizou-se o planejamento
experimental 23, com 3 fatores e 3 niveis. As condicfes experimentais foram: (1)
Temperatura de extracéo: 60 °C, 70 °C e 80 °C, (2) Solventes: etanol absoluto e agua,
nas proporc¢des de 50:50, 75:25 (v/v), e 100% etanol, e (3) Métodos de extracéo:
refluxo e banho ultrassénico (sonicagéo). Para obtencéao dos extratos, foram utilizados
1 g do material vegetal e 20 mL dos solventes, em trés repeticbes de extracao
(Esquema 1). O procedimento foi realizado com ponto central, demonstrado na
Tabela 2. As andlises quimiométricas foram realizadas com utilizacdo do software

Design Expert 12.

Esquema 1 - Procedimento de extracdo da droga vegetal

1% Extracao Droga vegetal + 20mL solvente
pulverizada + Método
+ 20mL solvente
+ Método extrativo
223 Extragao |

Solucgéo 2 +20mL solvente
+ Método

32 Extracao |
Solucéo 3
SUEUD SEE Solugao + Eliminac&o do solvente por
1+2+3 evaporacao e liofilizacdo
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O solvente dos extratos resultantes foi eliminado em capela de exaustéo a
temperatura ambiente, ou com a utilizacdo de evaporador rotatorio, protegidos da luz
e, quando necessario, foram liofilizados. Os extratos obtidos foram mantidos em
dessecador até a completa secagem do solvente e, posteriormente, foram
armazenados em freezer. Os extratos secos foram submetidos aos ensaios de
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), avaliacao da atividade fotoprotetora pelo método de FPS por Mansur et al.
(1986), avaliacéo de atividade antioxidante pelo método DPPH (PAROUL et al., 2016),
quantificacdo de fendlicos totais (HENRIQUES et al., 2016).

Tabela 2 - Niveis estudados no planejamento experimental 23 para a selecédo de
condi¢cBes do método extrativo para Baccharis dracunculifolia, com realizacéo

de 2 replicatas.

Temperatu Solvente
Amostras Método
ra (EtOH: H20)
A Be Refluxo 70°C 75%
(ponto central)
C Refluxo 60 °C 50%
Refluxo 80 °C 50%
F Refluxo 80 °C Etanol puro
G Refluxo 60 °C Etanol puro
H Ultrassom 80 °C 50%
I Ultrassom 60 °C Etanol puro
J,KeN Ultrassom 70 °C 75%
(ponto central)
L Ultrassom 80°C Etanol puro
M Ultrassom 60 °C 50%

4.5 Avaliacao da atividade fotoprotetora (FPS)
4.5.1 Avaliacao de fator de protecédo solar (FPS) por método espectrofotométrico

A avaliacdo da atividade fotoprotetora in vitro foi realizada por meio do

meétodo espectrofométrico de Mansur (MANSUR, 1986), em que a absorvancia das
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amostras foi medida no intervalo de comprimento de onda de 290 a 320 nm, de 5 em
5 nm. As amostras foram suspensas em etanol 80% (v/v) e foram mensuradas em
triplicata na concentragdo de 130 pg/mL. O FPS foi calculado de acordo com a formula

a sequir:
FPS = FC.Z EE ().1 (1).abs (1)

Sendo:

FC = fator de correcdo (=10), determinado de acordo com a metodologia de
MANSUR; EE(A) = Efeito eritemogénico da radiagao de comprimento de onda (A); | (A)
= Intensidade do sol no comprimento de onda (A); Abs (A) = Leitura espectrofométrica

da absorbancia da solucéo do filtro solar no comprimento de onda (A).
4.6 Avaliacao da atividade antioxidante
4.6.1 Método por sequestro de radicais livres (DPPH)

A solucdo de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi preparada na
concentracdo de 0,12 mg/mL em etanol puro. As solugcbes dos extratos de B.
dracunculifolia foram preparadas nas concentrac¢des de 10, 40, 60, 80, 100, 120 e 160
pg/mL utilizando etanol 80% como solvente, tendo como controle positivo a quercetina
(1 mg/mL em etanol 80%). A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 515
nm e a capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi

calculada utilizando a seguinte equagao:

(Acontrole — Aamostra)

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%) = ( ) * 100

A controle
Em que:

A controle = absorvancia da solugdo de DPPH sem a amostra, ja descontado o

branco; A amostra = absorvancia da amostra com o DPPH, ja descontado o branco.

Os percentuais de atividade antioxidante (AA%) das amostras foram

calculados e o gréfico resultante da concentracéo versus AA% foram construidos para
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se obter a concentracdo efetiva em 50% de atividade (CEso) por meio da regressao
linear (FARIAS et al., 2013; GUSMAN et al., 2015).

4.6.2 Método de auto-oxidagao com &cido linoléico

A capacidade antioxidante do extrato foi observada por meio do método de
inibicdo de oxidacdo em 2 horas (WETTASINGHE et al., 1999; DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). Preparou-se uma solugao de [3-caroteno na concentracdo de 0,2 mg/mL,
em cloroférmio, que foi mantida ao abrigo de luz. O cloroférmio foi eliminado com
auxilio de evaporador rotatério, e o 3-caroteno foi ressolubilizado em 100 mL de agua
destilada saturada de oxigénio. A solucdo obtida foi agitada vigorosamente até tornar-
se limpida. Em tubos de ensaio, colocou-se aliquotas de 4,8 mL da solucao obtida. A
amostra G (Tabela 2) (0,01 mg/uL) foi solubilizada em etanol e posteriormente
adicionada aos tubos de ensaio contendo o B-caroteno. Como controle negativo foram
utilizados 0,2 mL de etanol puro e como controle positivo, BHT foi utilizado (01 mg/pL
em etanol). As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 470 nm e em
intervalos de 20 minutos. As amostras foram mantidas em banho maria a 50 °C entre

as leituras. A atividade antioxidante foi expressa como:

(1— (4o — At) .

AA% =
/o (Aoo — Aot)

100

Sendo:

Ao= Absorbancia no inicio do experimento com a amostra a se testar; At= Absorbancia
no tempo t com a amostra a se testar; Aoo= Absorbancia no comego do experimento

sem a amostra a se testar; Aot= Absorbancia no tempo t sem a amostra a se testar

O resultado foi expresso como indice de Atividade Antioxidante (IA=
(conteudo de B-caroteno depois de 1 ou 2 h/ conteudo inicial de (3-caroteno t=0) x
100

4.7 Andlise Quimiométrica

Utilizou-se o método multivariado de Analise de Componente Principal

(PCA), que possui como objetivo identificar a relagao entre os parametros analisados
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de forma exploratéria (FERREIRA et al., 2015). Foram incluidos na analise os dados
preliminares de FPS, acdo antioxidante e a area dos picos com espectro UV
correspondentes aos compostos arilpropanoides e flavonoides para analise mais
ampla. Os graficos gerados apresentam o score plot, que representa os dados
originais visualizados nas coordenadas e loading plot, que significa o peso de cada
variavel original no calculo do componente principal. As analises quimiométricas
desta etapa foram realizadas com utilizagéo do software Chemoface 1.6. O conjunto
destas analises foi utilizado como critério para escolha do extrato final e entdo

proceder aos testes in vitro.
4.8 Doseamento de fendis totais

Para realizacdo da dosagem de fendis totais, foi utilizada adaptacdo da
monografia do Barbatimdo da Farmacopéia Brasileira 6%d (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 6 ED, 2019b). O doseamento do conteudo total de polifendis foi
realizado a partir de uma solugéo aquosa de concentracao de 2,0 mg/mL do extrato
etandlico de B. dracunculifolia (amostra G). Uma aliquota de 5 mL foi diluida em um
balédo volumétrico de 100 mL com agua. Por fim, uma aliquota de 2 mL de uma solugéo
amostra foi adicionada a 10 mL de agua destilada, 1 mL de reagente de Folin-Denis
em um baldo volumétrico de 25 mL com solucao saturada de Na2COs. A solucao de
pirogalol foi preparada na concentracdo de 0,5 mg/mL, em agua destilada. O branco
refere-se a mesma solucao sem o reagente de Folin-Denis. Os testes foram realizados
em triplicata. Ap6s 30 min, a absorbancia foi lida no comprimento de onda de 760 nm.
O teor total de polifendis foi calculado a partir da curva de calibracdo das soluctes
padrdo de pirogalol (0,002mg/mL) e os resultados foram expressos em g de pirogalol

por 100 g de amostra (% p/p), calculado de acordo com a equacao abaixo:

AA * CP * 100
AP +m (g)

Fenois totais (%) =

Em que: AA: Absorbéancia da amostra; CP: Concentracdo do padréao; AP:

Absorbancia do padrdo; M(g): Massa em gramas.
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4.9 Determinacao do perfil fitoquimico por analises cromatograficas

4.9.1 Perfil fitoquimico dos extratos de B. dracunculifolia por cromatografia em
camada delgada (CCD)

Os perfis fitoquimicos foram analisados em CCD utilizando os extratos de
B. dracunculifolia. Para avaliacao do perfil fitoquimico das amostras, foram preparadas
placas de CCD manualmente, utilizando-se 8 g de gel de silica 60 GF254 (0,04-0,063
mm/ 230-400 mesh) dispersos em 20 mL de agua ultrapura, com posterior secagem
das placas em estufa a 100 °C. Foram preparadas solu¢cées com os extratos e padrbes
das amostras a 1% (m/v), utilizando como solvente etanol 80% (v/v). Para a completa
solubilizag&o utilizou-se banho ultrassénico por 20 min. O eluente empregado para
avaliacao dos constituintes mais apolares da amostra foi uma mistura de acetato de
etila: tolueno: acido férmico: agua (20: 60: 10: 10; v/v/viv). Para os componentes mais
polares, a solucdo eluente foi composta por acetato de etila: metanol: agua (7,7: 1,3:
1, vivlv). Apos a eluicdo das amostras, a placa foi revelada com difenilborato de
aminoetanol (Reagente Natural), seguida de macrogol 4000 e luz ultravioleta no

comprimento de onda de 365 nm.
4.9.2. Identificacéo de flavonoides

Foram solubilizados 0,0101 g do extrato de B. dracunculifolia (amostra G)
em 1 mL de etanol 80%, com auxilio de banho ultrassdénico por 20 minutos. Foi
utilizado como eluente uma mistura de acetato de etila: tolueno: acido formico: agua
(60:20:20:15, v/iviviv). Ap6s a eluicdo das amostras, a placa foi revelada com
difenilborato de aminoetanol (Reagente Natural), seguida de macrogol 4000 em luz

ultravioleta em A 365 nm. O flavonoide de referéncia utilizado foi quercetina.
4.9.3 Identificacdo de fendis

A mesma solucéo do extrato preparado para a identificacao de flavonoides
foi utilizada para a identificagédo de fendis. Foi utilizado como eluente uma mistura de
cloroférmio: acetona: acido férmico (50: 40: 10, v/v/v), com solucdo de cloreto férrico
a 2% (m/v) como agente revelador e como substancia de referéncia o acido galico na

concentracdo de 1 mg/mL em etanol.
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4.9.4 Perfil fitoquimico dos extratos de B. dracunculifolia por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE)
Preparo das amostras

As amostras de B. dracunculifolia foram preparadas de acordo com o item
4.3. Para avaliacao do perfil fitoquimico, foram preparadas solu¢des na concentracao
de 5 mg/mL utilizando como solvente metanol grau CLAE. Em seguida, as amostras
foram filtradas com membrana de 0, 22 um. Foram utilizadas as substancias de
referéncia: acido cafeico, acido ferulico, quercetina, canferol, rutina e apigenina para
comparacao com os extratos (tempo de retencdo, perfil espectral e coinjecao). As
solugbes com as substéancias referéncia foram preparadas na concentragéo de 1,0
mg/mL, sendo solubilizadas com uma solucdo de metanol grau CLAE. Para o0s
experimentos de coinjecdo, foram adicionados 100 pL de solucédo de 1 mg/mL de cada
padrdo. Para aquisicdo dos cromatogramas, foram injetados 10 pl de forma
automética no equipamento de CLAE.

Condi¢cbes cromatogréaficas para CLAE-DAD

As condicGes cromatograficas estabelecidas para as andlises qualitativas
dos extratos de B. dracunculifolia e substancias referéncia foram: cromatégrafo
Waters Alliance®2695 (Massachusetts, Estados Unidos), coluna LiChrospher 100 RP-
18 (5 um, 250 x 4 mm, d.i.), detector ultravioleta por arranjo de diodos Waters® DAD
2998, observando o comprimento de onda de 270 nm, fluxo de 1 mL/min e temperatura
do forno de 30 °C. Utilizou-se a eluicdo em sistema de gradiente linear de acetonitrila
grau CLAE e agua ultrapurificada, acidificados com 0,1% de acido fosférico (Tabela
3). Foi aguardado um intervalo de 15 minutos entre cada injecdo, para reequilibrar a
coluna. Os cromatogramas foram monitorados e os dados foram adquiridos com

auxilio do Software Empower Waters.
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Tabela 3 - Sistema em gradiente de eluicdo linear empregado para obtencéo

dos perfis cromatograficos.

_ HsPO4 0,1% em &gua H3POa4 0,1% em acetonitrila
Tempo (min.)
(%) (%)

0,0 95 5

37,0 5 95

39,0 5 95

40,0 95

45,0 95

Condi¢cbes cromatogréficas para ESI-QTOF-LC-MS

Para avaliagcdo da composicdo quimica do extrato de B. dracunculifolia
(amostra G), utilizou-se cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa. O experimento foi realizado na Central Analitica do Instituto
de Quimica da Universidade de S&o Paulo. As condicdes de andlise foram:
cromatografo Shimadzu CBM-20A (Tokyo, Japao), coluna Supelco Ascentis C18 (5
pum, 250 x 4 mm, d.i.), detector ultravioleta Shimadzu SPD-20A, observando os
comprimentos de onda de 270 nm e 350 nm, fluxo de 1 mL/min e temperatura do forno
de 30 °C. Utilizou-se 0 mesmo esquema de eluicdo em gradiente linear e a mesma
composicao de solventes (grau MS) para a fase movel (substituindo o acido fosférico
por acido férmico) contido na Tabela 3. O volume de injecao foi de 15 puL e a amostra
foi filtrada em membrana com porosidade de 0,22 um. O analisador de massa
acoplado ao cromatografo foi o equipamento MaXis 3G Bruker Daltonics
(Massachusetts, Estados Unidos). A ionizagao por electrospray (ESI) foi realizada
operando no modo negativo de leitura. As condi¢des de ionizag&o foram: voltagem do
capilar 4.5kV, temperatura do gas de secagem 250 °C, fluxo do gas de secagem 8
L/min, end plate 500V, pressao do nebulizador 2 Bar, energia de colisdo no intervalo
entre 25-75eV. O intervalo de massa foi avaliado no modo AutoMD na relagao
massa/carga (m/z) de 100 a 1000 kDa. O conjunto de dados foi adquirido, processado

e analisado utilizando o software Bruker Compass DataAnalysis (versao 4.3).
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ApoOs extracdo dos dados da massa (MS) e fragmentacdo (MS/MS) dos
constituintes quimicos da amostra, estes foram tabulados. Para identificacdo das
substéancias, os espectros de MS e MS/MS foram comparados com dados retirados
da literatura (KUMAZAWA et al., 2003; TOMAZZOLI et al., 2020) e dados presentes
em base de dados como MASST do Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS, https://gnps.ucsd.edu/; Wang et al., 2020) MoNA (HORAI et al.,
2010), ReSpect for phytochemicals (SAWADA et al., 2012) e PubChem (Kim et al.,
2019).

4.10 Avaliacéao in silico

Com a finalidade de avaliar as propriedades estereoeletrbnicas
relacionadas ao mecanismo de acdo das substancias bioativas do extrato etandlico
de B. dracunculifolia, foi realizada a analise in silico. Esta analise foi realizada em
colaboragdo com a Prof2. Dr2. Bianca Aloise Corréa Santos, com a aluna de poés-
graduacdo Caroline de Almeida Freitas Accioli e Anne C. P. da Silva, do Laboratério
de Planejamento Farmacéutico e Simulacdo Computacional (LaPFarSC), Faculdade

de Farmécia, CCS, Universidade Federal do Rio de Janeiro.
4.10.1 Analise conformacional e otimizacdo geométrica

Para determinar a geometria inicial com energia minima, foi realizada uma
analise conformacional utilizando o programa SPARTAN 10. As estruturas
tridimensionais dos marcadores quimicos descritos na literatura de B. dracunculifolia:
Quercetina, rutina, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido ferdlico, canferol, 3-
prenilcinamato de alila, acido cinamico, artepilina C e acido caféico, foram submetidas
ao método de busca conformacional sistematica SPARSE e Merck Molecular Force
Field (MMFF). Posteriormente, uma otimizacdo geométrica adicional foi realizada
usando a abordagem semi-empirica Método Paramétrico 6 (PM6). Os calculos
qguanticos foram realizados no programa GAMESS US, aplicando a Teoria Funcional
da Densidade (DFT), com B3LYP funcional com calculos de conjunto de base 6-31G
(d). Os efeitos do solvente foram considerados usando um Polarized Continuum Model
(PCM) no nivel B3LYP / 6-31G (d). Calculos de solvatagéo foram realizados para agua
(¢ = 78,39) e benzeno (¢ = 2,27) para simular o ambiente de 4gua e 06leo em

comparacéo com a fase gasosa.
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4.10.2 Estudos de absorcéao ultravioleta tedrico

Os marcadores quimicos de B. dracunculifolia selecionados para o estudo
e citados no item 4.7.2.1 foram utilizadas para estudos teéricos do espectro de
absorcdo por meio da Teoria Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-
DFT) no mesmo nivel tedrico dos calculos DFT, utilizando o programa GAMESS US.
As 10 excitagcbes de singleto-singlete mais baixas foram calculadas com seus
respectivos comprimentos de onda, energias de transi¢éo, configuragdes de transicao
principais e intensidades de oscilador. Os orbitais de fronteira envolvidos na absor¢ao
de UV foram obtidos usando o programa SPARTAN 10 para determinar as relacdes
estrutura-propriedade de absorcdo UV. Os efeitos do solvente também foram
considerados nestes célculos.

4.10.3 Avaliacédo de parametros antioxidante in silico

As propriedades eletrdnicas foram obtidas a partir das estruturas
otimizadas utilizando o software MacMolPIt 7.7 (BODE; GORDON, 1998). O Orbital
Molecular Mais Alto Ocupado (HOMO) e o Orbital Molecular Mais Baixo Nao Ocupado
(LUMO) foram identificados e parametros de energia como HOMO-LUMO gap energy
(Ebg), Potencial quimico (i) e potencial de ionizacao (IP) e dureza quimica (n) foram
calculados com o objetivo de estabelecer a relacdo entre a estrutura e o potencial

antioxidante.

4.11 Ensaio de potencial fotoprotetor e antimutagénico com Saccharomyces
cerevisiae

Com a finalidade de avaliar o potencial fotoprotetor e antimutagénico do
extrato etanodlico de B. dracunculifolia sob luz solar simulada, foi realizada a analise in
vitro com Saccharomyces cerevisiae. Esta andlise foi realizada em colabora¢cdo com
o Prof. Dr. Marcedo de Padula e a pés graduanda Msc. Raiane Diniz, do Laboratério
de Microbiologia e Avaliacdo Genotoxica (LAMIAG), Faculdade de Farméacia, CCS,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.

4.11.1 Cepa de S. cerevisiae, meio de cultivo e condi¢cdes de crescimento
As culturas celulares da levedura S. cerevisiae (Quadro 1) foram crescidas

a partir do estoque original a 28 °C em meio YPD (yeast peptone dextrose) liquido
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composto por 1% de extrato de levedura (Bacto™), 1% de bacto de peptona (Bacto™)
e 2% de glicose (Merck). Para a avaliagdo da fotoprotecdo em termos de
fotocitotoxicidade, foi utilizado o meio YPD (yeast peptone dextrose) solido, com a
mesma composicado anteriormente descrita, acrescentando-se 2% de agar (Bacto™).
Para a avaliacdo da foto/antifotomutagénese foi utilizado o sistema de resisténcia a
canavanina a partir do meio YNBD (yeast nitrogen base - dextrose) solido, composto
de 2% de glicose (Merck), 0,7% de YNB (yeast nitrogen base without amino acids)
(Difco™), 2% de agar (Bacto™), suplementado com os aminoacidos referentes a
auxotrofia da cepa e com canavanina (Sigma—Aldrich) (60 mg/L). O meio YNBD®a"
sélido descrito € um meio seletivo que permite o crescimento de colbnias que sofreram
mutacéo induzida pelo tratamento (PADULA et al., 2004; DINIZ et al., 2019).

Quadro 1 — Dados da Cepa de Saccharomyces cerevisiae usada na avaliacdo do

potencial fotoprotetor e antimutagénico da amostra G de Baccharis dracunculifolia.

Designacéo das o n )
Genotipo relevante Fendtipo Origem
cepas
FF18733 com Aquino, Wilmart e Padula
AWP001 ynol @ )
ynol::KanMX6 (UFRJ, RJ, Brasil)

Fonte: Cedido por Raiane Rosalez Diniz (2021)

4.11.2 Protocolo de irradiacdo: luz solar simulada (LSS)

A fonte ultravioleta usada para a irradiagéo foi um simulador solar da marca
Oriel/Newport®, modelo 91192 (Newport Corp., USA) com lampada de xendnio e
poténcia de até 1000 W contendo o filtro (Newport) AMO atenuador atmosférico, que
blogueia a emisséo de infravermelho e o filtro 87066, que bloqueia parte da luz visivel.
O equipamento foi ajustado de forma a emitir 21 J/m?/s de UV-A (A 315-400 nm e 1.2
J/m?/s de UV-B (A 280-315 nm). Ao espectro emitido deu-se o nome de Luz Solar
Simulada (LSS), portanto, composta por radiacao visivel, UV-A e UV-B, os ultimos na
proporcao de aproximadamente 17:1 (UV-A:UV-B), permitindo a mimetizagcado de
condicdes equivalentes a exposicdo solar ambiental, de forma controlada, sem as
flutuacbes sazonais encontradas quando se utiliza a exposicédo direta ao sol em

diferentes periodos do ano.
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O protocolo de irradiacéo utilizado foi descrito por Diniz et al. (2019) e é
equivalente a uma exposicao de 30 minutos de duracéo ao sol do meio dia de um dia
de verdo na cidade do Rio de Janeiro, RJ.

A Tabela 4 apresenta as doses de UV-A e de UV-B contidos na LSS emitida
e o0s tempos de irradiacdo do protocolo os quais foram retiradas as aliquotas para a

analise.

Tabela 4 - Doses de UV-A e UV-B contidos na Luz Solar Simulada (LSS) e seus

respectivos tempos de irradiagéo.

Doses de UVB na LSS Doses de UVA na LSS ) )
Tempos de irradiacao
(kJ/m?) (kd/m?)
0 0 0’ 00”
2.5 41.64 34’427
3.0 49.98 41’ 39”
4.0 66.70 55 35”
5.0 83.30 1h9 25
7.5 124.98 1h44' 9
10.0 166.64 2h18 52"

UVA: radiacédo ultravioleta A; UV-B: radiacao ultravioleta B; LSS: luz solar simulada
Fonte: Adaptado de DINIZ et al., 2019

4.11.3 Preparo inicial das culturas celulares para tratamento

As cepas de S. cerevisiae foram cultivadas em 10 mL de meio YPD liquido
(28°C, sob agitacdo por 24 horas), em seguida, foram repicados 100 pL desse cultivo
em novos 10 mL de meio YPD liquido (28 °C, sob agitacdo por 48 horas) até a fase
estacionaria de crescimento. Posteriormente, as culturas foram lavadas por trés vezes
com agua estéril e centrifugadas por 10 minutos a 5,8 g em temperatura ambiente e
ressuspendidas em 10 mL de agua estéril. A densidade 6tica foi verificada em A 600
nm, em espectrofotdbmetro. As células foram diluidas a 107 células/mL (o que
corresponde a densidade 6tica igual a 1). Essa suspenséo celular de 107 células/mL
em um volume final de 10 mL foi, entdo, tratada com o extrato etandlico de B.

dracunculifolia, conforme descrito nos itens 4.3 e 4.4 a sequir.
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4.11.4 Avaliacao da citotoxicidade e da mutagenicidade do extrato etandlico de
B. dracunculifolia na auséncia de irradiacdo com LSS

A suspensdao celular (107 células/mL, volume final de 10 mL) foi tratada com
100 pg/mL do extrato etandlico de B. dracunculifolia (amostra G) na temperatura de
28°C e mantida sob agitacdo em erlenmeyer durante 3 horas na auséncia de qualquer
fonte de luz. Para a determinacdo da sobrevivéncia celular, a cada 1 hora de
tratamento foi retirada uma aliquota em duplicata de 100 yL da suspensao tratada,
que foi posteriormente diluida em 900 pL de agua estéril. Foram feitas trés ou mais
diluicbes seriadas em agua estéril a fim de viabilizar a contagem das coldnias
sobreviventes e, em seguida, procedeu-se com o plagueamento, em duplicata, em
meio YPD solido. A mutagénese foi analisada no inicio e no fim das 3 horas de
tratamento, plaqueando-se as aliquotas em meio seletivo YNBD®2" sélido. A contagem
das col6nias sobreviventes e mutantes (mutantes resistentes a canavanina - CanR) se
deu apds 72 horas de incubacédo das placas em estufa a 28 °C (DINIZ et al., 2019).

Esta etapa foi realizada para avaliar se o extrato etandlico de B.
dracunculifolia apresentava potencial citotoxico e mutagénico mesmo na auséncia de
irradiacdo UV, a fim de evitar resultados falso-positivos na avaliacdo em presenca de
irradiacdo (DINIZ et al., 2019).

4.11.5 Avaliacao do potencial fotoprotetor e foto/antifotomutagénico do extrato
etandlico de B. dracunculifolia na presencga de irradiagdo com LSS

Para avaliacdo do potencial fotoprotetor e foto/antifotomutagénico do
extrato etandlico de B. dracunculifolia (amostra G) na presenca de irradiacdo com
LSS, a suspensao celular (107 células/mL, volume final de 10 mL) foi disposta em
placas de irradiagcdo de 5 cm de diametro, tratada ou n&o (controle) com 100 pg/mL
do extrato e irradiada com LSS, conforme descrito na Tabela 4 do item 4.8.2.

O potencial fotoprotetor do extrato foi avaliado comparando-se a
sobrevivéncia celular da cepa irradiada com LSS e tratada com o extrato, com a
sobrevivéncia celular da cepa irradiada com LSS néo tratada (controle). Da mesma
forma, o potencial foto/antifotomutagénico do extrato foi avaliado comparando-se o
numero de mutantes CanR da cepa irradiada com LSS e tratada com o extrato, com o

numero de mutantes CanR da cepa irradiada com LSS néo tratada (controle).
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Para a avaliacao da sobrevivéncia celular, foram retiradas aliquotas a cada
tempo de irradiacdo (Tabela 4) e plagueadas em meio YPD solido. A avaliacdo da
mutagénese induzida se deu na dose que produz 37% de sobrevivéncia (DLs7) de
cada tratamento. A avaliacdo da mutagénese na DL37 foi padronizada em estudos
anteriores e permite uma comparacdo confiavel e padronizada do numero de
mutantes induzidos por diferentes tratamentos (HAYNES et al., 1979; ECKARDT et
al., 1979; ECKARDT et al.,1980; HAYNES et al., 1980). Para isso, foram retiradas
aliquotas no tempo de irradiacéo correspondente a DL37 de cada tratamento (controle
e teste) para plaqueamento em meio YNBD®" sélido.

As placas foram mantidas em estufa a 28 °C por 72 horas para o
crescimento das colbnias de sobreviventes e mutantes. Apds crescimento, as colonias
foram contadas e a média dos resultados foram representados em graficos de fracdo
de sobrevivéncia (N/NO) versus tempo de irradiacdo, para avaliagdo do potencial
fotoprotetor do extrato, e em grafico de frequéncia no nimero de mutantes CanR
versus tratamento, para avaliacdo do potencial foto/antifotomutagénico (DINIZ et al.,
2019).

4.12 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados no programa GraphPad Prism
version 6.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, EUA). Foram adotados
os testes ndo-paramétricos Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (seguido pelo teste Dunn's
multiple comparisons) para demonstrar as diferencas estatisticas (p < 0,05) para o
teste com a cepa de S. cerevisiae. Para a apresentacdo dos dados de acéo
antioxidante e fotoprotetora foi realizada média e desvio padrdo e a andlise de
variancia (teste ANOVA) com pés-teste de Tukey. Foram consideradas significativas

as diferencas com o valor de p< 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS

5.1 Planejamento experimental 23 para obtencdo das amostras:

otimizagdo do método extrativo

A fim de obter um extrato otimizado de B. dracunculifolia para utilizagcéo
como insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) em formula¢cdes com a finalidade
fotoprotetora topica multifuncional (acdo fotoprotetora, antioxidante e anti-
inflamatoria), foi realizado um planejamento experimental com avaliagcdo de diferentes
temperaturas, métodos extrativos e solventes (Tabela 2). A quantidade de material
vegetal pulverizado e o tempo de extracdo foram padronizados para ambos 0s

métodos extrativos.

De maneira geral, os maiores rendimentos (p/p) foram observados com a
utilizacdo do método extrativo de refluxo (amostras A G). Destacaram-se com maiores
rendimentos os métodos utilizados na obtencdo dos extratos de A F, dos quais
utilizaram o refluxo, na temperatura intermediaria de 70 °C e como solvente extrator
etanol:agua na proporcao de 75:25 e na temperatura mais alta estudada (80 °C), com
etanol puro. Também se destacaram os extratos H, J, M, N. O menor rendimento
extrativo foi encontrado no método utilizado no extrato I, que utilizou como método
extrativo o ultrassom, temperatura de 60 °C e etanol puro. Esse resultado pode ser
explicado devido a associacdo do método de extracdo por maceracdo com o auxilio
de ultrassom e menor temperatura utilizada. A Figura 5 mostra os resultados dos
rendimentos (p/p) obtidos.
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Figura 5 - Rendimentos extrativos (p/p) obtidos para os extratos de B.
dracunculifolia no planejamento experimental 23 e no fracionamento para a

selecdo de condi¢des extrativas 6timas e composi¢cado quimica.
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Nota:Teste: ANOVA One-way seguido do pos-teste de Tukey (n=2). ab,c.d médias diferem entre
si (p<0,0001). Fonte: Elaborada pela autora (2021)

O estudo de Casagrande et al. (2018) evidenciou que além da influéncia da
sazonalidade, o método extrativo e a temperatura de extracdo sao fatores que podem
influenciar a concentracdo dos compostos bioativos presentes no extrato e, logo, a

atividade biolégica da espécie estudada.

Em observacao aos resultados de rendimento extrativos para os extratos
alcoolicos e hidroalcodlicos descritos para esse estudo e comparando com 0s
resultados da Tabela 1, 78% dos trabalhos cientificos que pesquisaram atividades
bioldgicas de B. dracunculifolia utilizaram como solvente extrator o etanol ou a mistura
de etanol e agua para obtencéo dos extratos. O trabalho de IURCKEVICS et al. (2019)
avaliou a producéo de particulas encapsuladas do extrato de B. dracunculifolia obtido
a 70 °C por 20 minutos em metanol 95%, segundo a otimizacao realizada previamente.
A utilizacao do etanol como solvente pode-se justificar devido a maior extracdo das
substéancias fendlicas, como flavonoides e arilpropanoides presentes na espécie. Além

disso, o etanol € um dos solventes mais utilizados para a producédo de formulacdes
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devido a sua alta pureza, baixa toxicidade, custo acessivel e disponibilidade de
grupamento hidroxila para interacdo e extracado de substancias de menor polaridade
(VISHT et al., 2012).

Os solventes extrativos descritos na literatura para obtencdo da melhor
atividade antioxidante, avaliada pelo método de DPPH, em ordem, para extratos
vegetais foram: acetona > metanol > etanol > agua (CASAGRANDE et al., 2018;
MOKRANI et al., 2016). MARTINEZ-CORREA et al. (2012) demonstraram que na
extragcdo de B. dracunculifolia, o melhor desempenho de atividade antioxidante foi
obtido com a utilizacdo do etanol como solvente, em comparacdo com a utilizacdo da

agua.

IURCKEVICZ et al. (2021) avaliaram a influéncia dos métodos extrativos
no contetdo de fendis, na acdo antioxidante e na acao antimicrobiana utilizando o
planejamento experimental 23 porém com utilizacdo do solvente metanol. Os
resultados apresentados confirmam que a melhor condi¢cdo extrativa para obtencao
de altas concentracBes de fendlicos, maior capacidade antioxidante e maior poder
redutor de ferro foram encontrados com a utilizagdo de metanol 95% (v/v) a

temperatura de 70 °C e extracdo por 20 minutos em agitador mecanico.

Apesar de haver correlacdo entre maiores temperaturas, tipos de solvente
e maior rendimento extrativo (p/p), outros parametros foram avaliados e analisados
para justificar a escolha da condicao extrativa 6tima para a sele¢cdo do melhor extrato
para dar continuidade ao estudo. Os parametros avaliados foram a atividade

antioxidante e o fator de protecédo solar, ambos in vitro.
5.2 Atividade fotoprotetora in vitro

Para avaliacdo da atividade fotoprotetora, in vitro, utilizou-se método de
Mansur et al.(1986). Este método avalia o fator de protecdo solar por
espectrofotometria na faixa de A 290 a 320 nm. Por ser considerado um método
classico, ainda é utilizado rotineiramente para realizar a triagem inicial dos extratos
vegetais e substancias com potencial para utilizacdo em formula¢gdes fotoprotetoras
(SANDOVAL et al., 2020; SEVERINO et al., 2019; CEFALI et al., 2019). Os valores
obtidos por meio desta metodologia devem ser confirmados por outros métodos,

incluindo testes in vivo, com a incorporacao dos ativos nos veiculos adequados e na
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composicao final da formulacdo (HE et al., 2020). O exemplo de célculo realizado esta
demonstrado no ANEXO A.

O experimento espectrofotométrico para avaliacdo da fotoprotecdo foi
realizado em triplicata e na concentracdo de 130 pg/mL, selecionada apos analise
preliminar da relacdo entre concentracdo e resposta. A maioria dos extratos nao
demonstrou diferencas estatisticas entre as médias dos valores de FPS obtidos,
exceto a amostra L, que apresentou o melhor resultado com FPS de 22,9 e as
amostras com FPS mais baixos: E, I, J, K, com FPS de 14, 12,5, 14,1 e 12,5,
respectivamente. Considerando que ja € descrito que os fendlicos apresentam
potencial de absorcdo na faixa do UV e pequena variacdo de fotoestabilidade, foi
realizada a analise do FPS para as amostras obtidas no presente trabalho. Os valores
obtidos estéao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores do fator de protecéo solar dos extratos etandlicos de B.

dracunculifolia

AMOSTRA/ FPS DESVIO PADRAO

EXTRATO
A 18,0 13
B 194 11
C 18,8 0,5
D 16,5 2,1
E 14,0 1,2
F 18,0 0,5
G 18,9 0,7
H 19,1 1,2
I 12,5 1,6
J 14,1 2,6
K 12,5 1,2
L 22,9 0,6
M 17,4 0,5
N 19,4 0,4

No geral, os maiores valores de FPS foram encontrados nas amostras que

utilizaram o refluxo como método extrativo (A G), ou ainda, o ultrassom em maior
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temperatura (amostra L). Os valores de FPS podem ser observados também na

Figura 6.

Figura 6 - Fator de protecdo solar dos extratos etandlicos in vitro. Método de
Mansur et al. (1986)

*
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Nota: GraphPrism 6.0 Teste ANOVA One-way, seguido do pds-teste de Tukey (n=3). As médias
diferem entre si (P< 0,0001). Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Em seu trabalho, Neto (2016) analisou o extrato etandlico de folhas e
caules de B. dracunculifolia obtido por 7 dias de maceragéo e encontrou o FPS de
25,67. Essa diferenca de resultados pode ser explicada pela utilizagcdo de caules e
folhas, para a obtencdo do extrato bruto e também pela concentracao utilizada no
teste, que ndo foi descrita no trabalho. Este fato dificulta a comparacdo entre os
valores obtidos no presente trabalho. Destaca-se também valores altos de
absorbéancia nos dados descritos neste trabalho, o que raramente € descrito para

extratos vegetais.

O estudo de Couteau et al. (2008) analisaram o fator de prote¢&o solar de
amostras de propolis in vitro, obtendo FPS préximo a 10. O autor ndo descreve 0S
constituintes quimicos da amostra e nem o tipo de propolis estudado. Ainda, Alencar
et al. (2005) observaram um perfil de absorcéo no espectro UV proximo entre o extrato
etandlico de prépolis e o extrato metandlico de B. dracunculifolia, com pico de

absorcdo maximo proximo ao comprimento de onda A 300 nm. Estudos do grupo de
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Choguenet et al. (2009) avaliaram o potencial fotoprotetor e a fotoestabilidade dos
flavonoides e polifendis: diosmina, miricetina, acido caféico, puerarina, apigenina,
luteonina, baicalina, naringerina, hesperitina e hesperidina. Para estudo da
fotoestabilidade atendeu-se o critério de obter FPS de 10. A baicalina, naringerina,
hesperitina e hesperidina ndo atenderam ao critério estabelecido na concentracéao de
10%. O acido caféico foi considerado como a substancia que possui maior potencial

de efetividade fotoprotetora, dentre as 10 substancias analisadas no trabalho.
5.3 Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos extratos etandlico e hidroetandlico da espécie
estudada foi determinada pelo método de sequestro de radicais DPPH, que pode ser
reduzido por antioxidantes pela doacdo de atomos de hidrogénio para formar o radical
estavel e no ensaio de auto-oxidacao do &cido linoléico. Os valores de CEsp no ensaio

de atividade antioxidante do DPPH estdo demonstrados na Figura 7.

Figura 7 - Valores de CEso obtidos pelo método de DPPH para analise da acéo

antioxidante in vitro de amostras do extrato de B. dracunculifolia.
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Nota: GraphPrism 6.0 Teste ANOVA One-way, seguido do po6s-teste de Tukey (n=3). As médias
diferem entre si (P< 0,05). Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Os resultados da avaliacao da atividade antioxidante evidenciaram que as

amostras G e H possuem o melhor potencial antioxidante, sendo o valor de CEs012,9

pug/mL e 7,6 pg/mL, respectivamente. O controle positivo utilizado foi a quercetina, que



64

apresentou valor de CEso de 5 pg/mL, resultado encontrado semelhante a outros
trabalhos (COSTA et al., 2017). Resultados semelhantes de atividade antioxidante de
extratos alcoolicos de B. dracunculifolia foram encontrados por Neto (2016), Piantino
et al. (2008), Paroul et al. (2016), sendo os valores de CEso de 33,76 pug/mL, 23,88
pg/mL,18,23 pug/mL, respectivamente.

5.3.1 Auto-oxidacédo do acido linoléico

Os polifenois provenientes de espécies vegetais podem exercer a sua agédo
antioxidante por mdltiplas vias, como agentes redutores, doadores de atomos de

hidrogénio e neutralizadores de oxigénio singlete (GULCIN et al., 2020).

O método de auto-oxidagdo do [B-caroteno/ &cido linoléico consiste na
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacéo do acido linolénico (DANET
et al.,, 2021). Neste sistema, os radicais livres formados promovem ataque no (-
caroteno, que € uma molécula insaturada, e estabilizam por ressonancia a deficiéncia
eletrbnica, provocando alteracdo da cor laranja, que pode ser detectada pelo
espectrofotdbmetro. Substancias com atividade antioxidante, como os fendlicos,
podem promover a neutralizacdo dos radicais livres que sdo formados na reacgéo e
consequentemente descoram menos o [(3-caroteno, 0 que determina a atividade de
uma amostra proteger um substrato lipidico da oxidacdo (WETTASINGHE et al., 1999;
GULCIN et al., 2020).

Este experimento foi realizado utilizando-se a amostra G como teste e
como controle positivo o BHT. Os resultados obtidos confirmam a agéo antioxidante
do extrato de B. dracunculifolia observado nos experimentos deste trabalho, com valor
de 45%. Enquanto o indice de acdo antioxidante observado para o BHT na

concentracdo de 20 mg/mL foi de 51%.

Duarte-Almeida et al. (2006) realizaram testes com os padrbes acido
clorogénico (900 uM), quercetina (540 uM), rutina (1.600 uM) e encontraram indice
antioxidante, pela mesma metodologia empregada no presente trabalho, de 25%,
42%, e 28%, sendo a quercetina a que apresentou maior porcentagem de inibicao,
mesmo em concentracfes menores que as utilizadas para os outros padrées. Santos
et al. (2003), encontraram valor semelhante para o BHT apés 2 horas neste mesmo

método, com indice antioxidante 64,1%.
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N&o foram encontrados outros trabalhos em que esse método foi realizado

para a espécie estudada.
5.4 Analise de componente principal (PCA)

De posse dos resultados da (i) &rea dos picos cromatogréaficos
selecionados como majoritarios, obtido apds analise por CLAE-DAD para fenolicos e
flavonoides, (ii) acdo antioxidante, (iii) acdo fotoprotetora, realizou-se a andlise de
componentes principais para tratamento dos dados multivariados com o objetivo de
selecionar o melhor método extrativo. Além dos valores de atividade antioxidante e
fotoprotetora, foi incluida na analise a éarea dos picos cromatograficos de
arilpropanoides e flavonoides majoritarios obtidos por CLAE-DAD dos extratos
estudados (A-N). O cromatograma com 0s picos majoritarios de arilpropanoides e
flavonoides encontra-se no ANEXO B.

A partir do plot do grafico PCA (FPS (1), area dos picos arilpropanoides (2) e
atividade antioxidante (DPPH) (3)), € possivel notar que os arilpropandides (2) tém a
maior contribuicdo para o primeiro componente principal (PCA1), sendo possivel
observar a separacédo dos extratos B, G e |. J4 para todas as outras amostras a maior
contribuicéo foi no segundo componente principal (PCA2), no qual o FPS e a atividade

antioxidante tém maior contribuicao (Figura 8).

Figura 8 - Analise de componentes principais do extrato etandlico de B.
dracunculifolia. Componentes avaliados no score plot: 1- FPS, 2- area dos
picos arilpropanoides majoritarios e 3- Atividade antioxidante (DPPH). A direita

(loading plot) estdo as amostras (A-N).
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A partir do plot do grafico PCA (FPS (1), area dos picos flavonoides (2) e
atividade antioxidante (DPPH) (3)), é possivel notar que os flavonoides (2) tém a maior
contribuicdo para o primeiro componente principal (PCA1), sendo possivel observar a
separacéo dos extratos B, G e |. Ja para todas as outras amostras a maior contribui¢cao
foi no segundo componente principal (PCA2), no qual o FPS e a atividade antioxidante

tém maior contribuicédo (Figura 9).

Figura 9 - Analise de componentes principais do extrato etandlico de B.
dracunculifolia. Componentes avaliados: 1- FPS, 2- area dos picos flavonoides

majoritarios e 3- Atividade antioxidante (DPPH).
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Na andlise do plot do grafico de PCA (FPS (1), acao antioxidante (DPPH) (2),
area dos picos arilpropanoides (3), area dos picos flavonoides (4)), é possivel
visualizar que os arilpropanoides (3) tém a maior contribuicdo para o primeiro
componente principal (PCAL), sendo possivel observar a separacdo dos extratos B,
G e |, sendo que o extrato | também tem contribuicdo dos flavonoides no segundo

componente principal (PCA2) (Figura 10).

Com base na analise de componente principal foi possivel concluir que a
concentragéo de arilpropanoides e flavonoides séo determinantes para as atividades
fotoprotetora e antioxidante, sendo selecionados, majoritariamente, em todas as

analises realizadas as amostras: B, G e | (Figuras 8 a 10).
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Figura 10 - Analise de componentes principais do extrato etandlico de B.
dracunculifolia. Componentes avaliados: 1- FPS, 2- acdo antioxidante (DPPH),
3-area dos picos arilpropanoides majoritérios, 4- area dos picos flavonoides

majoritérios.
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Nos ensaios in vitro de atividade antioxidante foi possivel concluir que os
melhores resultados foram apresentados para G e H, com CEso de 12,9 e 7,6 [g/ml,
respectivamente e na fotoprotecdo B e G apresentaram uma das maiores atividades:

19,4 e 18,9, respectivamente e | uma das menores atividades, 12,5 (Tabela 6).

De posse desses resultados, o extrato B e G poderiam ser selecionados
para a continuidade dos estudos. Entretanto, selecionamos para a continuidade dos
estudos a amostra G, uma vez que a mesma utilizou como método extrativo refluxo e
como solvente etanol puro, enquanto B também utilizou refluxo, mas como solvente a
solucéo etandlica a 75%, o que torna o processo de obtencdo do extrato seco mais
dificil pela necessidade de retirar a agua e com maiores possibilidades de
contaminagdo microbiologica. A selecdo de G ainda é reforcada por resultados de
trabalhos que mostram que o etanol € um bom solvente para a extracdo de
substancias antioxidantes e também sua utilizacdo na maioria dos trabalhos de

atividade farmacologica de Baccharis spp.
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Tabela 6 - Dados brutos analisados preliminarmente no planejamento
experimental. Os extratos obtidos por planejamento experimental estéo
descritos como amostras (A-N), a média do FPS e do ensaio de atividade
antioxidante e a &rea dos picos majoritarios selecionados foram avaliados.

Software Design Expert®.

Média © Area dos

Amostras Média CEw icos ©Area dos picos
FPS flavonoides
(DPPH) arilpropanoides
A 18,0 28,78 61751385 12650055
B 19,4 31,93 57191010 11518512
C 18,8 29,93 60426045 11365603
D 16,5 33,10 34750920 4498344
E 14,0 41,27 42039726 14576361
G 18,9 12,87 25561061 12209089
H 19,1 7,56 53584114 9171438
I 12,5 32,04 42942273 17423843
J 14,1 32,04 30393422 12081254
K 12,5 25,00 52078122 9437217
L 229 60,95 65647658 13793795
M 17,4 57,70 63755589 11937772
N 194 72,40 62241414 13691527

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

5.5 Doseamento de fendis totais em Baccharis dracunculifolia

Apés a selecdo da condigdo extrativa G otimizada para obtencao de extrato
com maiores concentracfes de fendlicos e maiores atividades antioxidante e
fotoprotetora, este extrato foi utilizado para as analises posteriores, incluindo fendis

totais.

O doseamento de fendis totais foi realizado por espectrofotometria

utilizando os reagentes fosfomolibdicotungstico. A amostra G analisada apresentou
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meédia de resultados de 6,30% + 0,1266 de fendis totais expresso como pirogalol. Os

resultados estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantificacdo de fendis totais segundo a monografia do Barbatiméo
adaptada (FARMACOPEIA, 2019b).

Fenois F1 F2 F3 MEDIA (%) DP
6,44 628 6,19 6,30  0,1266

DAMBROS FILHO et al. (2021), publicaram resultados de avaliacdo de
fendis totais pelo método de Folin-Denis com valores maiores, 9,7%, em seu estudo
com o extrato da mesma espécie, obtido por maceracao em solvente hidroalcodlico
60% durante 15 dias, o que pode ser justificado pela influéncia da sazonalidade e
composicao do solo na producao de substancias bioativas.

De acordo com SFORCIN (2012), as maiores concentracdes dos fendlicos
artepilina C e isosacuranetina sdo encontradas nos meses de dezembro a abril,
enquanto outros compostos estao presentes durante o ano todo, como o 4cido caféico
e aromadendrina-4-metiléter (AME), em diferentes concentra¢cfes, sendo marcadores
guimiotaxondmicos da espécie. A coleta da espécie, neste trabalho, foi realizada no
més de Janeiro, em ambiente de area verde, com caracteristicas dos biomas: Mata

Atlantica e Cerrado.

O extrato etandlico de prépolis verde in natura, com composicdo
conhecidamente proxima ao do extrato de B. dracunculifolia, apresentou uma média
de 0,89% de fendlicos totais expressos em acido galico (SALGUEIRO et al., 2016). O
efeito da sazonalidade dos compostos fendlicos artepilina C, AME e acido caféico, do
extrato etandlico de 10 populacdes da espécie foi estudado pelo grupo de DE SOUSA
et al. (2011) em trés regides diferentes: Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana. De acordo
com o estudo, a biossintese das substancias fendlicas apresentaram maiores
concentracbes nos meses de Dezembro a Abril, periodo com maior quantidade de
chuva e incidéncia solar, apresentando valor médio de 5% de fendlicos totais. Um
valor semelhante foi encontrado por Neto (2016), sendo 4,5% de fendis totais e 0,5%

de flavonoides totais, expressos em acido galico e quercetina, respectivamente.
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5.6 Analise dos extratos de B. dracunculifolia por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD)

7

B. dracunculifolia € uma espécie que apresenta em sua COMPOSIGAO

micromolecular flavonoides, arilpropanoides e terpenoides.

Os flavonoides constituem uma classe importante entre os metabolitos
secundarios de espécies vegetais. Sao substancias com estrutura quimica
polifendlica, com um ou mais grupos substituintes ricos em hidroxilas ou seus
derivados, como éteres. Ja os arilpropanoides sdo fenélicos que possuem uma cadeia
lateral de 3 atomos de carbono. Sdo encontrados amplamente nos produtos naturais
(PANCHE et al., 2016). Ja os terpenos sao substancias volateis sollveis em solventes
organicos apolares, que apresentam em sua estrutura hidrocarbonetos terpénicos, de
forma geral (HEINZMANN et al., 2016)

Com o objetivo de avaliar qualitativamente a composicdo quimica dos
extratos de B. dracunculifolia foram realizadas analises cromatograficas por CCD em
silica gel de todos os extratos preparados. Para a andlise mais completa da
constituicdo quimica utilizou-se duas fases moéveis, uma para analisar os constituintes
menos polares e outra para analisar 0os constituintes mais polares. A revelacdo das
cromatoplacas foi realizada com a utilizacao de reagentes seletivos para cada classe
de substancia analisada em luz UV A 245 nm e A 365 nm. Na identificagdo de
flavonoides e fenois foi possivel observar o aparecimento de manchas amarelas,
escuras e rosadas, demonstrando a presenca de substancias quimicas dessas
classes de compostos nos extratos de B. dracunculifolia. Essa identificacdo foi
confirmada posteriormente por CLAE-DAD e por ESI-QTOF-LC-MS. As manchas de
coloracdo amarela sao referentes a presenca de flavonoides enquanto as manchas
escuras sdo referentes as substéancias fendlicas (ANEXO C). Manchas pardas e
vermelhas ou réseas escuras (triterpenos pentaciclicos livres) e as manchas azuis que
se alteram para a cor verde foram utilizados como indicativo da presenca de esterois
livres (ANEXO C).

Apesar de haver separacdo das bandas e sugestdo da classe de
substancia pela cor gerada com o reagente seletivo, ndo foi possivel realizar a

confirmagdo das substancias contidas no extrato com a utilizacdo de padrbes de
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referéncia por essa analise, sendo necessarias outras técnicas cromatograficas.
Foram utilizadas como substancias de referéncia: acido ursélico, quercetina, acido
caféico, canferol e rutina. Essa constatacdo pode ser justificada pela consideravel
presenca de derivados das substancias de referéncia utilizadas, fato confirmado pela
analise de ESI-QTOF-LC-MS realizada.

Funari et al. (2006) descreveram os eluentes dos sistemas cromatograficos
gue promoveram melhor separacdo das substancias de B. dracunculifolia. Sao eles:
tolueno: dioxano: acido acético glacial (90: 25: 4, viv/viv), tolueno: acetato de etila:
acido férmico (36:12:5, v/v/v), tolueno:acetato de etila:acido férmico (40:10:5, v/ v/ v),
tolueno: metiletilcetona: &cido aceético glacial (18:5:1, v/v/v). As placas foram
visualizadas com o Reagente Natural seguido de macrogol 4000 em luz ultravioleta a
A 254 e 366 nm e vapor de aménia ou solugéo etandlica de cloreto de ferro 3%, ambos

na luz visivel.
5.7 Avaliacdo do extrato por CLAE-DAD e ESI-QTOF-LC-MS

A andlise com espectroscopia de massa € considerada versatil, ideal para
a avaliacdo de compostos secundarios das plantas medicinais, que podem apresentar
variacdo da concentracao das substancias marcadoras de acordo com a sazonalidade
e variabilidade entre as espécies, necessitando assim de métodos sensiveis para a
realizacdo de analises qualitativas e quantitativas (STEINMANN et al., 2011;
OKSMAN-CALDENTEY et al., 2004).

A amostra G foi analisada por CLAE-DAD e foram co-injetados os padrdes
analiticos: &cido caféico, acido cumarico, acido ferulico e apigenina. No cromatograma
total, ao ser realizada a integracdo dos picos majoritarios, foi possivel observar a
presenca de alguns grupos de substancias onde o perfil do espectro de ultravioleta
em comum foi identificado e nomeado com as letras de A a K. A letra A (picos 1, 6 a
9) correspondeu aos derivados de &cido hidroxicinamico (acido caféico/clorogénico),
com os maximos de absor¢do no UV de, aproximadamente, | 240 nm e 325 nm; a
letra B (picos 2, 3, 13, 21) indicou a presenca de flavonas tri-substituidas no anel A ou
B, com os maximos de absorcdo de | 270 nm e 330 nm. O pico 5 — letra D — UV [ 226
nm e 309 nm pode ser atribuido ao acido cumarico; a letra H (picos 16, 25) com UV |

231 nm e 314 nm podem indicar a presenca de artepilina C e derivados. A letra | (picos
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18, 19) indicou a presenca de apigenina e derivado; a letra J (picos 20, 22) sugere a
presenca de derivados de canferol, UV | 266 nm e 364 nm). Os demais picos 4, 10,
11, 12, 14, 15, 17, 23, 24 e 25 apresentaram espectros de UV pouco caracteristicos e

ainda nao foram identificados (Figura 11).

Figura 11 - Cromatograma de CLAE-DAD do extrato G visualizado em 270 nm.
Graficos do espectro de ultravioleta de A-K dos principais picos do

cromatograma.

0,30 = 7 A e C| o D avsl E F

0,25

0,20 o

0.15

AU

12 13 14

K
0.104 2,5
3 8 17-22
’ 6 101 | -
o0 | & Y | 2324 2
L e 2
0.00-] Q_IJ____ ;M‘b\uuiw.\wvwv“‘“\"M\A‘\)LN RO V‘W\,\N’\}'\«.“J“‘“ h‘w‘i\,\)'\__’ﬂ}”\\_&‘",\ ) W S e S
' [l [ [ [ | 1 [ [ [ I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 [ [ I [ [ 1 [ \ [ [ 1 1 I 1 [ [ [ I 1 1 [
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

A- picos 1, 6, 7, 8, 9; B- picos 2, 3, 13, 21; C- pico 4; D- pico 5; E- pico 10, 11; F- pico 12, 14, 17; G-
pico 15; H- pico 16, 25; |- pico 18, 19; J- pico 20, 22; K- pico 22, 24, 26.

Em um primeiro momento afirmou-se que alguns dos picos poderiam
corresponder aos padrbes analiticos que foram co-injetados. Porém, é bastante dificil
fazer esta afirmacado, uma vez que existe possibilidade de derivados quimicos destes
padrbes estarem presentes no extrato e apresentarem mesmo tempo de retencdo. O
cromatograma total de CLAE-DAD observado em | 270 nm para a amostra G, com 0s
principais picos e os cromatogramas com os padrdes co-injetados encontram-se nas
Figuras 12 a 14.
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Figura 12 - Cromatograma de CLAE-DAD da amostra G co-injetada com acido

caféico (L 270 nm) e espectro UV-vis do &cido caféico.
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Figura 13 - Cromatograma de CLAE-DAD da amostra G co-injetado com acido

fertlico (L 270 nm) e espectro UV-vis do &cido ferdlico.
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Figura 14 - Cromatograma de CLAE-DAD da amostra G co-injetado com

apigenina (L 270 nm) e espectro UV-vis da apigenina
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Para confirmacdo da identidade dos picos, foi realizada a injecdo da
amostra G em cromatdgrafo a liquido acoplado a detector de massa com ionizagcao
por electrospray (Figura 15). Este experimento foi realizado a fim de obter-se a massa
exata dos compostos (MS) e suas fragmentacdes (MS/MS) para possibilitar sua
identificacdo com auxilio de banco de dados de espectrometria de massa de livre
acesso (GNPS, MoNA, PubChem, ReSpect) e dados encontrados na literatura
(KUMAZAWA et al., 2003; TOMAZZOLI et al., 2020). Foram extraidas as informacdes
de todos os sinais aparentes no cromatograma do pico base (BPC), além de extracéo
de ions correspondentes a compostos previamente relatados para a espécie e para o
prépolis verde e que ndo haviam sido encontrados no BPC, num primeiro momento.
Assim, os compostos desreplicados encontram-se listados na Tabela 8, bem como os
seguintes dados: Tempo de retencdo TR (min), féormula molecular, m/z [M-H] e

principais fragmentos m/z (abundancia relativa).
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Figura 15 - Cromatogramas do extrato G de B. dracunculifolia obtidos no
experimento de ESI-QTOF-LC-MS/MS.
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A. Cromatograma de pico base (BPC — base peak chromatogram) B. Cromatograma observado
em 270 nm C. Cromatograma observado em 350 nm. Fonte: Elaborado pela autora (2021).

A analise da amostra G foi realizada no modo negativo devido a
composicdo quimica do extrato, rico em acidos carboxilicos e fendis, que sdo mais
facilmente desprotonados (CROTTI et al., 2006). Com isso, a andlise dos espectros
de UV, obtidos com a analise por CLAE-DAD, em conjunto com a analise dos
espectros de MS e MS/MS permitiu identificar 18 das 36 substancias quimicas que
foram encontradas. N&o foi possivel realizar o cruzamento dos dados de DAD e MS
para identificar os picos de forma inequivoca pelo fato do BPC ndo apresentar
correspondéncia exata com o cromatrograma de UV.

Entre os metabdlitos presentes da amostra G, considerando as andlises de
CLAE-DAD em conjunto com o0s espectros de massa, foram encontradas quatro
substancias com massa e perfil de fragmentacdo correspondente aos &acidos
cafeoilquinicos, derivados do &cido clorogénico, com os ions desprotonados [M-H]
m/z 515,1181, m/z 515,1199 (dois isbmeros derivados de acido di-cafeoilquinico), m/z
529,134 (4cido cafeoilferuloilquinico, 16) e m/z 677,1500 (acido 3,4,5-tricafeoilquinico,
17). A diferenciacéo dos acidos di-cafeoilquinicos utilizando espectrometria de massa
pode ser encontrada nos trabalhos de Clifford et al. (2003) e De Maria & Moreira
(2004) onde é possivel realizar a atribuicdo das moléculas por meio da presenca e

abundancia dos fragmentos disponiveis ap0s a realizacdo dos experimentos de
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fragmentacdo sequencial MS3 e MS4. Os principais fragmentos destes isémeros
foram identificados, porém, mesmo sendo a técnica de ionizagdo por eletcrospray
eficiente na identificacdo de isémeros, ndo foi possivel realizar a atribuicdo para os
acidos di-cafeoilquinicos (3,4; 3,5; 4,5) uma vez que o cromatograma de CLAE-DAD
também apresentou 5 picos com o espectro de UV correspondente a estes derivados
(Amax 325). Alguns trabalhos que descrevem a quimica de B. dracunculifolia apontam
para a existéncia dos isomeros 3,4- e 4,5- di-cafeoilquinicos, podendo entdo ser
sugerida a presenca destes isbmeros (KUMAZAWA et al., 2003; TOMAZZOLI et al.,
2020).

A presenca de derivados prenilados do acido hidroxicinamico (acido p-
cumarico) é bastante relatada para a espécie, bem como para o propolis verde
(KUMAZAWA et al., 2003; TOMAZZOLI et al., 2020; MACHADO et al., 2016; CHANG
et al., 2008; DE SOUSA et al., 2008). Entre estes derivados, foi possivel a
identificacédo, utilizando os dados de espectrometria de massa, do acido 3,4-dihidroxi-
5-prenilcindmico (m/z 247,0978; 18), &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (m/z
299,1656; artepilina C, 4), acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (m/z 231,034; drupanina,
19) e acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxicinamico (m/z 363,1601; bacarina, 20).
Levando em consideracdo o cromatograma de CLAE-DAD para a amostra G, foi
possivel identificar alguns picos com o espectro de UV (Amax 312) de derivados
prenilados (picos 16 e 25). Também foi verificada a presenca de um perfil de espectro
de UV correspondente ao acido cumarico (pico 5; UV Amax309) com a correspondéncia
do padrao co-injetado, porém, sem ion molecular identificado para tal. Isso nos leva a
crer que, de fato, existem derivados de acido p-cumarico presentes na amostra G com

caracteristicas mais polares.

O conteudo flavonoidico da amostra G, observado apos a analise dos
espectros de UV adquiridos por CLAE-DAD, foi confirmado apos a realizacdo do
experimento de espectrometria de massa. Constatou-se a presenca de possiveis
flavonas tri-substituidas (UVmax 330), derivados do canferol (UVmax 365), apigenina
(UVmax 336) e naringenina (UVmax 288). Foi possivel a identificacdo de nove ions
moleculares [M-H]- dos flavononois dihidrocanferol (m/z 287,0561, 21) e
dihidrocanferideo ou AME- aromadendrina-4’-metil éter (m/z 301,0723, 22); dos
flavondis canferideo (m/z 299,0575, 9) e velutina (m/z 313,0719, 23); das flavonas
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apigenina (m/z 269,0453, 8); diosmetina (m/z 299,0566, 24); 4’,5,7-trihidroxi-3,6-
dimetoxiflavona (m/z 329,0669, 25) e das flavanonas naringenina (m/z 271,0618, 26)
e isosacuranetina (m/z 285,0771, 27). Interessante mencionar que metade dos
compostos supramencionados sdo derivados metoxilados. Além destes flavonoides
também se percebeu a presenca de outros derivados de flavonas e flavonéis aos quais
nao foi possivel a atribuicdo da identidade final. Muitos destes flavonoides ja foram
reportados por Kumazawa et al. (2003) e Tomazzoli et al. (2020) e, além disso, outros
autores ja reportaram estes mesmos constituintes para o prépolis verde, 0 que serve
como guia no momento de atribuicAo da identidade dos compostos de B.
dracunculifolia (MACHADO et al., 2016; XU et al., 2020, TOMAZZOLI et al., 2020).

De acordo com SOUSA et al. (2011), a sazonalidade tem participacéo
importante na producdo das substancias encontradas em B. dracunculifolia. Fatores
com as condicbes de solo, temperatura e umidade, além do ataque de
microorganismos podem explicar a presenca de marcadores quimicos em menores
concentracbes e também a presenca de derivados desses marcadores em menor
abundancia, como os que foram encontrados no presente trabalho pela analise de
ESI-QTOF-LC-MS. As substancias sinalizadas na coinjecéo da analise preliminar por
CLAE- DAD néo apresentaram correspondéncia com as substancias marcadoras
descritas na literatura, apesar de serem encontradas bandas de absor¢céo no espectro
UV semelhante. Isto pode ser explicado pela presenca dos derivados dessas

substancias.

Todos os cromatogramas e espectros de massa dos compostos

encontram-se no ANEXO D.



Tabela 8 - Estruturas obtidas a partir da espectrometria de massa por desreplicacdo da amostra G de Baccharis
dracunculifolia utilizando ESI-QTOF-LC-MS.

TR m/z [M-
Composto (min) Nomenclatura proposta (Formula Molecular) H][ Principais fragmentos m/z (abundancia relativa)
min -
1 121 N 519,1718  399,1309(33); 339,1067(20); 309,0997(90); 279,0870
' . (100); 111,0442(14)
) ) o 353,0882(100); 335,0796(16); 191,0542(20);
2 13.7 Derivado di-cafeoilquinico (C2sH24012) 515,1181
179,0346(20); 173,0463(29); 135,0460(37)
3 13.7 N.I. 489,1602  369,1212(49); 309,0997(100); 279,0874(84)
) ) o 353,0887(100); 191,0556(26); 173,0345(15);
4 14.2 Derivado di-cafeoilquinico (C2sH24012) 515,1199
135,0459(9)
. 63 N 379,1759  379,1759(100); 317,1745(84); 259,1683(45);
' h 243,1789(52); 126,0314(66)
6 16.3 Dihidrocanferol (C1sH120s) (21) 287,0561 259,0617(100); 125,0239(83)
7 16.3 Acido cafeoilferuloil quinico (C2sH26012) (16) 529,1341  367,1032(90); 353,0952(100)
- . S 515,1195(100); 353,0866(15); 191,0599(17);
8 17.2 Acido 3,4,5-tricafeoilquinico (Cz4Hz001s) (17) 677,1500
179,0345(27); 173,0453; 135,0433(23)
o 87 N 361,1662 317,1758(100); 287,1642(11); 243,1762(58);
' . 126,0324(13)
10 20.1 Apigenina (C15H100s) (8) 269,0453  269,0453(100); 151,0039(75); 119,0502(56)
11 20.3 N.I. 361,1656 317,1760(100); 287,1653(75); 243,1767(70)

21
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

20.3

20.3

20.7

211

211

22.3

22.8

23.2

23.2

23.9

25.5

255

25.9

25.9

26.5

26.5

28.6

Diosmetina (C16H1406) (24)

Naringenina (C1sH120s) (26)

Derivado de isoramnetina

N.I.

Dihidrocanferideo / AME (C16H140s) (22)

Acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcinamico (C14H1604) (18)
N.I.

Drupanina (C14H1603) (19)

Derivado de acido propenoico

N.I.

Derivado de flavona

Isosacuranetina (C1sH140s) (27)

Velutina (C17H140s) (23)

Canferideo (C16H1206) (9)

4’5, 7-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (C17H1407) (25)
Derivado de flavona

Derivado de tricina

299,0566
271,0618
315,0511
345,1714
301,0723
247,0978
499,2547
231,1034
315,1605
347,1861

673,3368

285,0771

313,0719
299,0575
329,0669
299,0572

329,1764

22

284,0334(100); 117,0346(4)

151,0033(100); 119,0502(61)

300,0275; 272,0333; 165,9895
315,1625(21); 271,1729(100); 97,0288(22)
284,0309(19); 227,0703(4); 152,0121(9)
203,1087(100); 148,0508(95)

455,2672(28); 409,2612(32); 379,2486 (100)
187,1133(100); 176,0469(12); 132,0590(49)
315,1605(100); 253,1606(82)
347,1861(100); 317,1755(80)

389,1969(68); 343,3557(100); 285,0772(40);
164,0121(9); 117,0348(41)

285,0771(100); 268,0381(28); 243,0667(6);
164,0112(15)

298,0482(100); 283,0248(34); 117,0345(16)
299,0575(100); 284,0335(66)
314,0438(79); 271,0249(100)
284,0323(100)

299,1658(100); 255,1748(7)
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30

31

32

33

34

35

36

28.6

30.2

32.8

32.8

33.8

34.4

40.2

41.2

Derivado de &cido cumarico

Artepilina C (C19H2403) (4)
N.I.

N.I.

Bacarina (C23H2404) (20)
N.I.

N.I.

N.I.

267,1033

299,1656
641,3478
447,2181
363,1601
517,3540
555,4423

911,7124

163,0395(100); 145,0261(37); 119,0484(65);

117,0357(55)

255,1761(100); 232,1108(3); 200,1210(13)
329,1760(100)

297,1503(42); 149,0611(100)
187,132(100); 149,0609 (38)
471,3482(100)

277,2181(100)

501,3588(7); 455,3538(100)

N.l. — ndo identificado
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5.8 Atividade fotoprotetora in silico

5.8.1 Avaliacdo da absorcao ultravioleta de substancias de B. dracunculifoliain
silico

As substancias presentes no extrato otimizado de B. dracunculifolia
possuem acao sinérgica e também absorcéo no espectro UV de forma isolada. A fim
de se comparar o fator de protecéo solar tedrico de cada substancia encontrada na
descricdo de marcadores quimicos descrita na literatura, avaliou-se a intensidade de
absorcdo da quercetina, rutina, acido p-cumarico &cido clorogénico, acido ferdlico,
canferol, acido cinamico, artepilina C, acido caféico e 3-prenilcinamato de alila,
estabelecendo assim uma correlacdo da combinacédo das bandas com o valor obtido
de forma experimental in vitro. As estruturas das substancias descritas encontram-se

disponiveis na introdugéo do presente trabalho (estruturas quimicas 1-14).

A investigacdo in silico € capaz de realizar a previsdo qualitativa das
caracteristicas do estado excitado das estruturas otimizadas para determinar o0s
espectros tedricos de absorcdo de UV das substancias. Para determinar a capacidade
de prever os espectros de absor¢céo de UV dos fendélicos em estudo, os célculos foram
realizados no estado excitado usando suas estruturas otimizadas. A fim de se
comparar 0s espectros teoricos calculados na fase gasosa (sem influéncia do
solvente) com os experimentais, foram obtidos graficos de correlacdo teodrica
experimental para as moléculas em estudo (Figura 16), com excecdo do 3-
prenilcinamato de alila, que n&do apresentam valores experimentais descritos na

literatura.
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Figura 16 - Comparacao da absorcéo UV experimental
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Dados exportados da Monitoba University

http://home.cc.umanitoba.ca/~adam/lab/hplc/index.shtml) e tedrico (vacuum, TDDFT/B3LYP/6-

31G(d) method) das substéncias de acido p-cumaérico, acido clorogénico, acido caféico, acido
cinamico, 3-prenilcinamato de alila, acido feralico, artepilina C, canferol, rutina e quercetina. Os

dados foram normalizados de acordo com a intensidade maxima de cada espectro.

Com os resultados da anélise, foi possivel observar a correlacdo dos resultados
uma vez que a banda global (combinacdo das bandas) € observada
experimentalmente. Os resultados sdo relevantes considerando que os célculos sdo
realizados em fase gasosa, ao contrario dos ensaios experimentais que utilizam
solventes. Os resultados obtidos demonstram um bom coeficiente de correlagdo (R?
= 0,9666), conforme mostrado na Figura 17. Essa comparacao permite identificar os
desvios entre os calculos no vacuo e a absorcao experimental no solvente. O desvio
obtido pode ser considerado preciso de acordo com 0s erros usualmente aceitos de
calculos TD-DFT em fase gasosa (< 0,3 eV) (SANTOS et al., 2018).

A Tabela 9 lista os comprimentos de onda (A), energias de transi¢ao, forga do
oscilador (f), orbitais moleculares de fronteira (FMO) envolvidos e intervalo para os
compostos em estudo. O gap de energia (Ebg) indica baixa estabilidade e alta
reatividade, enquanto que alto Ebg esta relacionado a uma molécula altamente
estavel e consequentemente baixa reativa (HASSANZADEH et al., 2014, SANTOS et
al., 2018).


http://home.cc.umanitoba.ca/~adam/lab/hplc/index.shtml
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Figura 17 - Comparacao entre o comprimento de absorcao maximo (nm)
tedrico e experimental de artepilina C, acido caféico, acido cinamico, 3-
prenilcinamato de alila, acido feralico, canferol, &cido p-cumarico, acido

clorogénico, rutina e quercetina.
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Em relacdo aos arilpropanoides, o acido cumarico e o acido cinamico diferem
por uma hidroxila na posicdo para. A partir dos calculos tedricos, foi possivel obter
suas propriedades de estado excitado e, a partir disso, pode-se observar que ambos
apresentam absorcdo na faixa de UV-B e valores préximos de intensidade de
absorcdo, mas diferentes picos de absor¢cdo maximos.

O &cido cinamico exibe uma absorcdo mais energética e mais proxima da
faixa de UV-C, enquanto o acido cumarico tem uma absor¢do menos energética e
mais proxima da faixa de UV-A. Assim, € possivel sugerir que a substituicdo em para
do esqueleto do acido cumarico aumenta o efeito mesomérico, estendendo a
conjugacao 1T ha molécula.
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Tabela 9 - Comprimento de onda (A),energia de transicao, forga do oscilador
(f), orbitais de fronteira molecular (FMO) envolvidos (HOMO e LUMO) e faixa
obtida com TD-DFT/B3LYP/6-31G(d) para a artepilina C, &cido caféico, acido

cindmico, 3-prenilcinamato de alila, acido ferualico, canferol, acido p-cumarico,

acido clorogénico, rutina e quercetina.

Substancias Estado E (ev) A f MO A Exp

(nm) (nm)2
Arilpropanoides

3-prenilcinnamato 1 3,903 317 0,5765  H-L (93%) -

de alila

Artepilina C 1 3,893 318 0,4118 H-L (90%) 313

Acido p-cumarico 1 4,098 302 0,6607  H-L (98%) 310

Acido cinamico 1 4,418 280 0,5447  H-L (92%) 276

Acido caféico 1 3,865 320 0,4528 H-L (97%) 324

Acido ferulico 1 3,814 325 0,4609 H-L(97%) 323

Acido clorogénico 1 3,807 318 0,578 H-L (94%) 326

Flavonoides

Quercetina 1 3,301 375 0,4638  H-L (96%) 369

Rutina 1 3,519 352 0,3103  H-L (95%) 355

Canferol 1 3,345 370 0,4172  H-L (96%) 364

20btido da base da University of Manitoba

(http://home.cc.umanitoba.ca/~adam/lab/hplc/index.shtml).

HOMO: Orbital molecular mais alto ocupado; LUMO:Orbital molecular mais baixo ndo ocupado

Consequentemente, isso induz um aumento discreto na for¢ga do oscilador da

banda de absorcdo principal (GIERSCHNER et al., 2012) e um deslocamento
batocrémico (ou vermelho) (HARBORNE et al., 2013; MABRY et al., 2013). O aumento
dos efeitos de substituicAo mesomeérica do doador de elétrons diminuiu o Ebg, 0 que


http://home.cc.umanitoba.ca/~adam/lab/hplc/index.shtml
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justificou o desvio para o vermelho da absorcéo eletronica (CISSE et al., 2020). O
acido cumarico, logo, apresenta um Ebg menor quando comparado ao acido cinamico.

O é&cido caféico apresenta hidroxilagdo em orto no ndcleo cindmico, nas
posicdes meta e para. Em relacdo ao &cido cuméarico, é possivel observar uma
hidroxila adicional. Portanto, pelas propriedades obtidas, é possivel observar um
deslocamento ainda maior proximo a regiao UV-A (A 320 nm). Esse dado corrobora
com a afirmacao anterior de que o deslocamento de absor¢cdo em direcao a regido
UV-A com a adi¢édo de grupos hidroxila pode ser explicado pelo aumento de elétrons
T no sistema conjugado, bem como de elétrons néo ligados, que sdo mais facilmente
excitados por fétons de menor energia (GOMES et al., 2019). No entanto, o acido
caféico, apesar de apresentar duas hidroxilas, ndo demonstrou uma intensidade de
absorcdo maior em relagcdo ao &cido cumarico. Isso pode ser devido a perda de
aromaticidade dos benzenos dissubstituidos quando comparados aos respectivos
monossubstituidos. Dessa forma, a primeira substituicdo perturba a distribuicdo de
elétrons, diminuindo a simetria do sistema. Consequentemente, pode diminuir a
deslocalizacéo eletronica e, portanto, a aromaticidade. As posi¢cdes meta e para nédo
tém a mesma simetria. Enquanto a substituicdo na posicdo meta cria um angulo de
aproximadamente 120 graus, a substituicdo em para forma um angulo de 180 graus,
dando origem a diferentes sistemas. Nesse sentido, a dissubstituicdo tem a
capacidade de diminuir ainda mais a aromaticidade (DEY et al., 2019).

O &cido clorogénico é um éster formado a partir de uma reacao de esterificacao
entre o acido transcinamico (ou p-cumarico, feralico e caféico) com o acido quinico e,
portanto, difere do acido caféico na presenca do grupo quinico. E possivel observar
que a presenca do acido quinico nao interfere significativamente na faixa de absorcao
do acido clorogénico, em comparacédo ao acido caféico, uma vez que apresentam
picos de absorgéo proximos. Porém, percebeu-se uma grande diferenca entre a forca
do oscilador, que é um pouco maior que 0,15 no &cido clorogénico e um pouco mais
que 0,45 no acido caféico. Entdo, com base nos resultados, é possivel afirmar que a
presenca de acido quinico diminui significativamente a intensidade de absorcdo. O
acido quinico € uma estrutura ciclica sem ligag6es duplas conjugadas e isso afeta 0
efeito mesomérico da molécula, aumentando a energia necessaria para a excitacao,

devido ao aumento do Ebg. Isso pode ser confirmado pela anédlise dos valores de Ebg
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entre o acido caféico e o acido clorogénico que séo 4,137 e 4,381, respectivamente.
Além disso, a partir da analise dos orbitais moleculares envolvidos na absorcédo do
acido clorogénico € possivel perceber a auséncia ou menor participacdo de densidade
eletrdnica do &cido quinico, o que indica a falta de participacdo desse grupo na
absorcéo de UV. Isso explica o fato de o acido clorogénico ser o composto com menor
forca do oscilador entre os acidos fendlicos estudados.

O acido ferdlico possui um grupo metoxi (alcoxi) na posicdo meta do anel
fendlico. Quando as propriedades do acido ferulico sdo comparadas as do acido
cumarico, que possui este grupo ausente, pode-se observar uma diminuicdo
significativa na for¢ca do oscilador. Porém, ha um deslocamento do pico maximo de
absorcao para a faixa UV-A (A 325 nm), ou seja, a adicdo de um grupo doador de
elétrons facilita a transigcéo eletrénica da molécula. O acido ferulico apresenta o menor
Ebg entre os acidos fendlicos estudados, com valor de 4,109, consequentemente,
apresenta o maior desvio para o vermelho. O grupo alcoxi exibe um efeito indutivo de
retirada de elétrons (EXNER et al, 2006; BOHM et al., 2006) devido a
eletronegatividade mais forte do oxigénio do que do carbono, bem como um efeito de
doacédo de elétrons de ressonancia (JAMES et al., 2006) devido aos elétrons do par
solitario de oxigénio. No entanto, o grupo alcéxi atua como um grupo doador de
elétrons, uma vez que o efeito doador de elétrons é majoritario (HUANG et al., 2012).

A artepilina C, considerada o marcador quimico da espécie, apresenta
dissubstituicbes nas posi¢cdes meta do anel fendlico e uma hidroxilacdo na posicéao
para. Este composto possui dois grupos alquil, que pouco participam da absorcéo de
UV, como pode ser visto nos orbitais moleculares envolvidos na absor¢cdo deste
composto (Tabela 10). Isso pode acontecer porque esses grupos ndo contribuem
significativamente para o efeito mesomérico. Existem poucas densidades eletrénicas
nessas cadeias carbdnicas, portanto, espera-se que a forca do oscilador da artepilina
C seja menor em comparagdo com 0s outros compostos, com excecdo do &cido
clorogénico. Essa dissubstituicdo também resultou em deslocamento hipsocréomico e
diminuicao da for¢a do oscilador, conforme observado em qualquer substituicdo para.
No entanto, a metoxilacdo, no caso do &cido ferulico, apresentou a maior influéncia
no desvio para o vermelho e diminuicdo do Ebg. A monossubstituicdo em para

demonstrou aumentar a intensidade de absorcéo, como no caso do acido cumarico.



29

Pela primeira vez, foram obtidas as propriedades do estado de excita¢do do 3-
prenilcinamato de alila. Este acido fendlico possui um grupo prenil na posicdo meta
do anel e um grupo éster ligado a um radical alila. Pelos orbitais moleculares, é
possivel observar que o grupo alila ndo participa da absorcdo principal dessa
molécula. No entanto, o restante da molécula participa e da a ela absorcdo na faixa
de UV-B em aproximadamente A 317 nm. Além disso, o 3-prenilcinamato de alila tem
a segunda maior forga oscilante, atrds apenas do 4cido cumarico. Isso pode ser devido
a presenca do radical alila, uma vez que o &acido clorogénico também é esterificado,
mas como o0 acido quinico ndo participa da absorcdo, esse composto apresentou a
menor intensidade de absorcéo entre os acidos estudados.

A substituicdo em meta diminui a forca do oscilador e desloca a absorcéo
principal para a regido vermelha. Enquanto isso, a substituicAo em para aumenta a
conjugacéo efetiva, levando a um grande deslocamento de elétrons e a um Ebg mais
estreito. Essa posicdo aumenta a capacidade de doacéo de elétrons (LIU et al., 2015;
JIAO et al., 2018). N&o ha diferencas entre a hidroxilacéo e a metoxilagdo na posicéo
meta, uma vez que as propriedades dos acidos ferulico e caféico sdo semelhantes,

incluindo seus valores de Ebg.

Tabela 10 - Energia de fronteira do orbital molecular e mapa de isodensidade
de &cidos fendlicos: 3-prenilcinamato de alila, artepilina C, acido p-cumarico,
acido cinamico, acido caféico, acido ferulico e acido clorogénico.

Acidos fendlicos

3-prenilcinamato

de alila

Artepilina C
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Acido p-cumarico

Acido cinamico

Acido caféico

Acido ferulico

Acido clorogénico
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Em relacdo aos flavondis, a quercetina e o canferol diferem pela quantidade de
grupos hidroxila no anel B. A quercetina exibe um catecol no anel B, enquanto o
canferol ndo. Ao aumentar o numero de grupos OH no anel B dos flavonais, o pico de
absorcdo é sistematicamente desviado para o vermelho (HARBORNE et al, 1975;
ANOUAR et al., 2009), como também observado nos resultados, o pico maximo de
absorgado obtido para quercetina foi em A 375 nm e 370 nm para canferol. E possivel
observar um aumento na intensidade de absorcdo na presenca do grupo catecol. Isso
sugere que o efeito mesomérico do grupo hidroxila estende a p-conjugacdo nos
orbitais de fronteira e induz um deslocamento batocrémico, bem como um aumento
da intensidade da banda de absorcao principal e uma diminuicdo no Ebg (ANOUAR
et al., 2009)
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A rutina tem um grupo rutinasideo no grupo 3-OH do anel C. A glicosilacéo
induz um deslocamento hipsocrdomico do pico de absorcéo principal. Isso pode ser
atribuido a uma diminuicao do efeito mesomérico e, consequentemente, do Ebg, uma
vez que a rutina apresenta um valor de 4.000 e a quercetina, 3.646. Os resultados
evidenciam a auséncia de participacao do grupo glicosilado na absorcéo UV da rutina,
0 que pode ser observado por meio da analise dos orbitais moleculares desta
molécula. Em comparacdo com o canferol, a rutina apresentou uma diminui¢cdo na
forga do oscilador, o que sugere que a glicosilacao influenciou a absor¢cdo mais do
gue o grupo catecol (Tabela 10 e 11).

Tabela 11 - Energia do orbital de fronteira molecular e mapa de isodensidade

de flavonoides quercetina, rutina, canferol.

Flavonoides HOMO LUMO

Quercetina

Rutina

Canferol

A Tabela 11 resume o0 espectro de absorcdo de UV teorico de alguns

flavonoides presentes em B. dracunculifolia segundo a literatura e que foram usados
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para calculos. A partir da analise in silico, 0s compostos apresentaram absorcao de
UV nas faixas desejadas para fotoprotecédo. E possivel observar que os acidos
hidroxicinamicos (acidos cinamico, ferulico e caféico, alila 3-prenilcinamato, artepilina
C e p-cumérico) exibem uma absor¢cdo méxima na faixa de UV-B ou UV-A |, enquanto
os flavonoides (canferol, quercetina e rutina) apresentam dois picos, um na banda de
UV-B e outro, mais intenso, em UV-A Il. A combinacdo de &cidos fendlicos e

flavonoides fornece uma absorcao de amplo espectro.

Figura 18 - Superposicao do espectro de absorcdo UV das substancias
presentes em B. dracunculifolia, mostrando um amplo espectro de protecdo na
faixa ultravioleta (UV-B, UV-A | e UV-A lI).
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Fonte: Imagem cedida por Caroline Almeida Accioli.



5.9 Avaliacdo da atividade antioxidante in silico

5.9.1 Calculo dos parametros antioxidantes in silico

Com o objetivo de confirmar a atividade antioxidante demonstrada pelos
meétodos in vitro, realizou-se a analise in silico de alguns constituintes relatados na
literatura como marcadores quimicos da B. dracunculifolia, para se elucidar o
mecanismo de acdo. As estruturas otimizadas (Tabela 10 e 11) dos acidos fendlicos
e flavonoides foram usadas para calcular os parametros antioxidantes com base na

reatividade global e parametros orbitais moleculares de fronteira calculados no nivel

B3LYP / 6-31G * na fase gasosa. Os dados foram resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 - Parametros antioxidantes dos acidos fenolicos e flavonoides de

B. dracunculifolia obtidos por calculos teéricos (eV).

Composto -€ -€ Ebg M n S IP
HOMO LUMO
Acidos fenélicos
3-prenilcinamato  -6,040 -1,659 4,381 -3,850 2,191 0,457 6,040
de alila
Artepilina C -5,678 -1,360 4,218 -3,469 2,109 0,474 5,578
Acido p- -5,877 -1,523 4,354 -3,700 2,177 0,459 5,877
cumarico
Acido cinamico -6,421 -1,714 4,707 -4,068 2,354 0,425 6,421
Acido caféico -5,796  -1,659 4,137 -3,728 2,069 0,483 5,796
Acido ferulico -5,605 -1,496 4,109 -3,551 2,055 0,487 5,605
Acido -5,115 -0,734 4,381 -2,925 2,191 0,457 5,115
clorogénico
Flavonoides
Canferol -5,442  -1,714 3,728 -3,578 1,864 0,536 5,442
Quercetina -5,387 -1,741 3,646 -3,564 1,823 0,549 5,387
Rutina -5,678 -1,578 4,000 -3,578 2,000 0,500 5,578
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O écido ferulico e a quercetina apresentaram os menores gaps (Ebg = 4,109 e
3,646 eV, respectivamente), sugerindo maior atividade antioxidante, entre os
compostos estudados. Por outro lado, as moléculas com os maiores valores de Ebg,
3-prenilcinamato de alila e 4cido clorogénico (4,381 eV) e apigenina (4,272 eV), teriam
a menor atividade antioxidante.

Artepillina C apresenta dissubstituicdes nas posi¢coes meta do anel fendlico e
uma hidroxilagéo na posigéo para. Este composto possui dois grupos alquil, que pouco
participam da absorgdo de UV, como pode ser visto nos orbitais moleculares
envolvidos na absorcdo deste composto (Tabela 10). Isso pode acontecer porque
esses grupos nao contribuem significativamente para o efeito mesomérico. Existe
pouca densidade eletronica nessas cadeias carbonicas, portanto, espera-se que a
forca do oscilador da artepilina C seja menor em comparacdo com 0S outros
compostos, com excecado do acido clorogénico. Essa dissubstituicdo também resultou
em deslocamento hipsocrdmico e diminuicdo da forca do oscilador, conforme
observado em qualquer substituicdo para. No entanto, a metoxilagdo, no caso do
acido ferulico, apresentou a maior influéncia no desvio para o vermelho e diminuicéo
do Ebg. A monossubstituicdo em para demonstrou aumentar a intensidade de
absorcédo, como no caso do acido cumarico.

De acordo com o teorema de Koopman (1934), o potencial de ionizacéo (IP) é
obtido multiplicando a energia orbital molecular de mais alta energia(-eHOMO) por -1.
O IP reflete a energia necessaria para remover um elétron de um atomo, e a abstracao
eletrbnica € um dos principais mecanismos antioxidantes. Assim, um baixo valor de
IP indica uma molécula antioxidante boa (BARZEGAR et al., 2012). O &cido
clorogénico exibe o menor IP (5,115 eV) entre os arilpropanoides, enquanto a
guercetina apresenta o0 menor entre os flavonoides (5,387 eV). Isso significa que
essas duas moléculas tém maior capacidade doadora de elétrons entre 0s compostos

analisados do extrato de B. dracunculifolia.

Em relacdo aos demais parametros eletrénicos avaliados, o potencial quimico
(n) reflete a propensdo de um elétron escapar de um determinado campo (PARR et
al.,1983; PEARSON et al.,, 1983): a dureza (n) mede a resisténcia da densidade
eletrbnica as modificacdes (PARR et al., 1978.; DONNELLY et al., 1978; PALKE et

al.,1978) e suavidade (S) é uma medida da capacidade de um atomo de receber
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elétrons e inversamente proporcional a dureza quimica (AL-MAJEDY et al., 2016;
PARR, 1980; RAJAN; MURALEEDHARAN, 2017). Assim, quanto maiores os valores
de p e S e quanto menor o valor de n, mais facil € a perda de elétrons, atribuindo maior
reatividade e melhor atividade antioxidante. O acido ferulico apresentou o menor n (-
2,925 eV), o maior S (0,487 eV), enquanto o acido clorogénico exibiu o maior pu (2,055
eV). O acido cinamico apresentou os valores mais desfavoraveis para esses dois
parametros, o menor [ (-4,068 eV) e o maior n (2,354 eV). Em relag&o aos flavonoides,
a quercetina apresentou o melhor resultado em ambos os parametros, apresentando
o menor valor de n (1,823 eV), e também os maiores y (-3,564 eV) e S (0,549 eV).
Em resumo, a analise desses resultados indica que o acido ferulico seria o
antioxidante mais eficiente entre os arilpropanoides, apresentando os menores
valores de Ebg, n e S. A substituigdo do grupo 3-hidroxila do acido caféico por um
grupo metoxi (acido ferulico) aumenta consideravelmente a eficacia antioxidante
(RICE-EVANS et al., 1996). Grupos doadores de elétrons, como hidroxila e metoxi,
podem aumentar a densidade de nuvem de elétrons do anel de benzeno, diminuir a
energia de dissociacdo da ligacdo hidroxila fendlica e, em seguida, aumentar sua

capacidade de eliminacao de radicais livres (CHEN et al., 2020).

Em relacdo aos flavonoides, a quercetina apresentou os resultados mais
promissores para uma maior atividade antioxidante: os menores valores de Ebg, n e
IP e também os maiores valores de g e S, sugerindo sua maior reatividade. A presenca
do catecol, com os dois substituintes hidroxila no anel B da quercetina, permite uma
maior deslocalizacédo dos elétrons, produzindo um radical orto-semiquinona estavel, o
que leva a uma melhor atividade antioxidante. Os compostos sem 0 grupo catecol
formam espécies relativamente instaveis, sendo antioxidantes fracos (DI MAJO et al.,
2005). No entanto, apesar de apresentar um grupo catecol, os descritores de rutina
indicaram seu menor potencial antioxidante dentro dos compostos analisados. A
glicosilacdo dos flavonoides reduz sua atividade quando comparada as agliconas
correspondentes, pois a eficAcia maxima para eliminacao de radicais aparentemente
requer o grupo 3-OH ligado a ligacdo dupla 2,3 e adjacente ao 4-carbonil no anel C
(SHAHIDI et al., 1992). Um dos motivos para isso pode estar relacionado a
planaridade do nucleo flavbnico. Como pode ser visto na Tabela 10, os anéis

benzopirona e fenil ndo sdo planos na rutina devido ao grupo acucar no anel C.
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Diferentes angulos diédricos A-B levam a perda de graus coplanares de conformacéao

de flavonoides, podendo enfraquecer a atividade antioxidante (CAl et al., 2014).

A acao antioxidante é determinada ndo apenas por sua capacidade de doar um
elétron para uma espécie oxidante, mas também pela acessibilidade a esta e aos
mecanismos de transferéncia de elétrons. Assim, como 0s testes experimentais
envolvem o uso de solventes, pode haver influéncia na atividade antioxidante,
possivelmente divergindo dos dados teoricos, calculados no vacuo (DECKER et al.,
2005).

O extrato otimizado de B. dracunculifolia apresentou acdo antioxidante in vitro, o
que pode ser explicado pela constituicdo quimica, rica em arilpropanoides e
flavonoides, que atuam em sinergia para neutralizar os radicais livres por mecanismos
multiplos. Supde-se que devido a sazonalidade, foram relatadas na analise por ESI-
QTOF-MS substancias derivadas indicadas na Tabela 8 dos marcadores quimicos
tradicionais relatados na literatura, que foram identificados na andlise preliminar por
CLAE. Isto pode ser explicado pela influéncia de fatores na producédo de metabdlitos
secundarios, como descrito pelo grupo de Gobbo-Neto et al. (2007). Neste trabalho,
0s autores relacionam a exposi¢ao a radiacdo UV, poluicdo, disponibilidade de macro
e micronutrientes, altitude, além de estimulos mecanicos e a ataque de patégenos,

como interferentes diretos.

5.10 Avaliacdo do potencial fotoprotetor e mutagénico do extrato de B.

dracunculifolia em Saccharomyces cerevisiae

A absorc¢éo da radiagdo UV-B pode ser responsavel pela formacao de danos no DNA
celular, com a formacdo de dimeros de pirimidina, gerando assim potencial
mutagénico e citotoxico (HOSSY et al.,, 2012). Assim foi avaliado o potencial
mutagénico e citotoxico do extrato de B. dracunculifolia (extrato G) na auséncia ou
nao de irradiagdo com luz solar simulada em modelo com Saccharomyces cerevisiae.
Neste modelo é possivel comparar os efeitos fotoprotetor e antimutagénico de

amostras frente a exposi¢éo a radiagdo solar.
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5.10.1 Avaliacao da citotoxicidade e da mutagenicidade do extrato etandlico de

B. dracunculifolia na auséncia de irradiacdo com LSS

O extrato etandlico de B. dracunculifolia ndo apresentou citotoxicidade e
mutagenicidade para a cepa AWPO001 (ynol) na auséncia de irradiacdo UV, ou seja,
ndo induziu a perda de viabilidade nem o aumento do nimero de mutantes CanR
guando comparado com a cepa néo tratada com o extrato (p > 0,05).

Dessa forma, os dados preliminares apontam que 0 extrato possui potencial
para aplicacao topica visto que demonstrou néo estimular reacdes quimicas danosas

ao material genético, DNA, ou ainda, morte celular.

5.10.2 Avaliacéao do potencial fotoprotetor e foto/antifotomutagénico do extrato
etandlico de B. dracunculifolia na presenca de irradiacdo com LSS

Com a finalidade de se confirmar o potencial do extrato estudado e dos
resultados obtidos pelos métodos espectrofométricos in vitro e computacionais in silico
em relagcédo ao potencial fotoprotetor e multifuncional (antifotomutagénico) do extrato
otimizado de B. dracunculifolia, foi realizado o teste com a cepa de S. cerevisiae na
presenca de irradiacdo com luz solar simulada.

O potencial fotoprotetor do extrato etandlico de B. dracunculifolia foi avaliado
em termos do perfil de sobrevivéncia produzido na cepa AWPO0O01 (ynol) irradiada com
LSS em comparacdo com a cepa nao tratada. Por sua vez, o potencial
foto/antifotomutagénico do extrato analisado foi avaliado em termos da frequéncia de
mutagénese CanR produzida na cepa AWP001 (ynol) irradiada com LSS em
comparagao com a cepa nao tratada.

A sobrevivéncia e a mutagénese Can® da cepa AWPO001 (ynol) apés irradiacéo
com LSS na presenca de 100 ug/mL do extrato etandlico de B. dracunculifolia e na
auséncia estdo representadas nas Figuras 19 e 20, respectivamente.

De acordo com o gréfico da Figura 19, é possivel observar que em tempos de
exposicao inferiores a aproximadamente 70 minutos, o tratamento com o extrato
analisado nao conferiu fotoprotecdo a cepa AWPO0O1l (ynol), uma vez que a
sobrevivéncia da cepa nao tratada e da cepa tratada ndo apresentaram diferenca
estatistica (p> 0,05). Entretanto, em doses acumuladas de UV-A e UV-B superiores,

ou seja, apos 100 minutos de exposi¢do aproximadamente, o extrato etandlico de B.
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dracunculifolia foi capaz de proteger a cepa AWP001 (ynol) de lesdes citotoxicas de
carater oxidativo induzidas pela LSS (p < 0,05), indicando seu potencial fotoprotetor
em situacdes de exposicdo de longa duracdo, nas quais, 0s sistemas de reparo

genéticos tendem a ndo serem suficientes para gerir as les6es fotoinduzidas.
Figura 19 - Sobrevivéncia da cepa AWPO001 (ynol) apos irradiacdo com Luz

Solar Simulada (LSS) na presenca e auséncia de tratamento com o extrato
etanolico de B. dracunculifolia (amostra G).

100

Fracdo de sobrevivéncia (N/NO)

0191  _e AWPOO1 (ynol)
-0~ AWPO001 (ynol) + Composto-teste (100 pg/mL)
001 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140

LSS (min)

Nota: A fragdo de sobrevivéncia (N/NO) da cepa AWPO0O01 (ynol) apos irradiagdo com luz
solar simulada (LSS) na presenca e na auséncia de 100 pg/mL do extrato etandlico de
B. dracunculifolia (amostra G). Estes resultados representam a média + erro padréo de
no minimo quatro experimentos independentes. * estatisticamente diferentes do

controle (AWP001(ynol)) (p < 0,05) — teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

Com relacdo a mutagénese induzida pela LSS na presenca e na auséncia do
extrato de B. dracunculifolia, podemos observar, de acordo com o grafico
representado na Figura 20, que o extrato protegeu a cepa AWPO001 (ynol) de lesGes
mutagénicas de carater oxidativo induzidas pela LSS, uma vez que o niamero de

mutantes CanR da cepa tratada foi menor que o da cepa néo tratada (controle) (p <
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0,05). Isso indica que o extrato etandlico de B. dracunculifolia apresentou potencial

antifotomutagénico para o modelo de S. cerevisiae.

Figura 20- Mutagénese na DL37 da cepa AWPO0O01 (ynol) apés irradiacdo com
Luz Solar Simulada (LSS) na presenca e auséncia de tratamento com o extrato

etandlico de B. dracunculifolia (amostra G).
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Nota: Mutagénese (Can®/107 células) na dose letal 37% (DL37) da cepa AWPO0O01 (ynol)
apos irradiacdo com LSS na presenca e na auséncia de 100pg/mL do extrato de B.
dracunculifolia analisado. Estes resultados representam a média + erro padrdao de no
minimo quatro experimentos independentes. Mutagénese espontanea da cepa AWP001
(ynol)foi 7 + 1. * estatisticamente diferente do controle (AWPO001 (yno1l)) (p<0,05) —teste
nao-paramétrico Mann-Whitney. Fonte: Cedido por Raiane Rosalez Diniz (2021).

O grupo de Rodrigues et al. (2009) avaliou os efeitos mutagénicos e
genotoxicos de altas concentracbes do extrato aquoso de B. dracunculifolia em
modelo animal. Os resultados confirmam que a composicdo quimica encontrada na
espécie exerce acao quimioprotetora em baixas concentracdes, protegendo assim 0s
danos aos cromossomos. A dose maxima permitida, de acordo com o protocolo foi
100upg/mL, porém esta apresentou efeitos mutagénicos, resultado semelhante ao que

€ descrito para a propolis.
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O potencial antimutagénico e antigenotoxico do extrato etandlico 70%, obtido
por maceracdo, de B. dracunculifolia foi avaliado também na linhagem celular de
carcinoma hepatocelular (HTC). O tratamento com o extrato foi capaz de reduzir o
dano ao DNA, protegendo a célula da clastogenicidade induzida pelo controle positivo
(metanossulfonato de metila) utilizado e ndo demonstrou potencial genotoxico ou
mutagénico na concentracéo avaliada (0,06 pg/mL). O efeito protetor esta relacionado
a composicao quimica, rica em flavonoides e arilpropanoides, que neutralizam os
radicais livres antes que esses possam gerar danos ao material genético (ROBERTO
et al.,, 2016). Resultados semelhantes foram encontrados na linhagem celular de
fibroblastos V79, corroborando a acdo quimioprotetora do extrato, que preveniu a
alquilacdo promovida (MUNARI et al.,, 2010) e pelo extrato de B. dracunculifolia
(TAVARES et al., 2006). Perfis fotoprotetores e antifotomutagénicos semelhantes
foram observados para a oleuropeina, ativo com propriedade antioxidante natural
extraido de folhas de oliveira (SILVA et al., 2019).
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6. CONCLUSAO

O processo de obtencao de extratos ricos em substancias fendlicas das folhas
apicais de B. dracunculifolia foi realizado a partir do planejamento experimental,
resultando em maiores rendimentos das amostras obtidas por refluxo em etanol puro

e em maiores temperaturas.

As atividades antioxidantes e fotoprotetoras, in vitro, foram analisadas em todos
0S extratos para selecdo da amostra com a melhor combinacdo das atividades
avaliadas. Para a confirmacéo desta selecao, a andlise quimiométrica de componente
principal foi empregada. A amostra G apresentou alta capacidade antioxidante, alto
FPS, sendo assim selecionada como extrato otimizado. Os resultados indicaram que
0 extrato apresentou acao potencial para a neutralizac&o de radicais livres e absorcao

no espectro UV devido a presenca principal de flavonoides e arilpropanoides.

A composicdo quimica da amostra G selecionada foi avaliado por CLAE-DAD
e ESI-QTOF-LC-MS para identificacdo das substancias presentes: apigenina,
derivados do acido cafeoilquinico, derivados do acido hidroxicinAmico, naringerina,
diosmetina, isosacuranetina, canferideo, dihidrocanferideos, dihidrocanferol,
artepilina C, bacarina e drupanina. A combinacé&o dessas substancias fendlicas possui
absorcdo conhecida no espectro solar e pode estar correlacionada com a acao

fotoprotetora, portanto, encontrada no extrato otimizado.

O estudo in silico teérico dos compostos de B. dracunculifolia mostrou que os
fendlicos analisados (arilpropanoides e flavonoides) apresentam méaxima absorcao
em diferentes faixas do espectro ultravioleta e agem em sinergia, promovendo uma
fotoprotecao de amplo espectro (UVA e UVB), em condi¢cdes de exposicao cumulativa,
semelhante ao que ocorre na pele humana em condi¢des naturais. Esses resultados

corroboram os resultados obtidos nos ensaios in vitro.

O conjunto de resultados permitiu observar que o0 extrato etandlico de B.
dracunculifolia apresentou ao mesmo tempo potencial fotoprotetor e
antifotomutagénico frente a LSS, que pode ser explicada pela ativacdo de sinais pro-
sobrevivéncia pelos &cidos fendlicos e modulacdo do sistema oxidativo realizada

pelos flavonoides. Além disso, a utilizacdo de uma cepa com potencial bioindicador
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de eventos fotobiologicos de carater oxidativo, como a cepa AWP001 (ynol) utilizada,
permitiu, ainda, corroborar a propriedade antioxidante do extrato etandlico de B.
dracunculifolia, que se mostrou particularmente relevante na protecao contra lesdes
citotdéxicas e também mutagénicas induzidas pela exposicao a radiacdo UV, indicando

seu uso promissor em formulacdes fotoprotetoras multifuncionais.

Dessa forma, conclui-se que o extrato otimizado de B. dracunculifolia possui
composicdo quimica Unica, rica em substancias fendlicas, e apresenta uso promissor,
de acordo com os estudos in vitro e in silico apresentados, para utilizacdo em
formulacdes tépicas com a finalidade fotoprotetora e antioxidante. O extrato otimizado
apresentou, ainda, acdo antimutagénica e protetora contra lesGes citotoxicas,
corroborando com o presente trabalho. Mais estudos s&o necessarios para a

avaliacao de condi¢des 6timas das formulacdes contendo o extrato analisado.
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ANEXO A — CALCULOS FPS MANSUR
Os calculos de FPS foram realizados para todas as amostras, em triplicata, de acordo
com a formula de Mansur (1986) e com o exemplo mostrado na tabela abaixo:

Exemplo de célculo do fator de protecdo solar pelo método de Mansur

EE x| absorbancia A EExIxB

0,015 290 1,713 0,025695
0,0817 295 1,742  0,1423214
0,2874 300 1,738  0,4995012
0,3278 305 1,716  0,5625048
0,1864 310 1,716  0,3198624
0,0839 315 1,747  0,1465733
0,018 320 1,81 0,03258

soma 12,182 1,7290381

FPS 17,290381

Valores de FPS obtidos na anélise de cada triplicata

MEDIA
T1 T2 T3 EPS DESVIO
A 17,2 19,4 17,3 18,0 1,3
B 18,8 20,7 18,6 19,4 1,1
C 18,6 19,3 18,4 18,8 0,5
D 14,1 17,8 17,7 16,5 2,1
E 12,7 151 14,2 14,0 1,2
F 17,6 18,0 18,6 18,0 0,5
G 19,2 19,5 18,1 18,9 0,7
H 18,1 18,8 20,4 19,1 1,2
I 10,9 14,2 12,5 12,5 1,6
J 11,1 15,0 16,0 14,1 2,6
K 111 13,2 13,2 12,5 1,2
L 22,2 23,3 23,1 22,9 0,6
M 16,8 17,8 17,6 17,4 0,5
N 19,1 19,9 19,2 19,4 0,4




ANEXO B — CROMATOGRAMA PRELIMINAR PARA SELECAO DE AREA DOS PICOS FENILPROPANOIDES E
FLAVONOIDES DE Baccharis dracunculifolia PARA ANALISE DO COMPONENTE PRINCIPAL (PCA).

6 Fenilpropancide

1.40 i /-r
. b= |
2/
2 Fendlico | 12 Flavonoide
2 9Flavona  11Flavona
:: - I",w éé? 8 % é ._f FE:lico
. O 14 | VO U PN |/ NS B
TR A B C D E F G H I K L M N
1 2366352 1676182 2099719 2188011 2671403 2712365 1465882 2474602 986788 2208217 2727386 2313768 2443236 2731977
2 572508 395098 504784 530604 668473 619389 384593 550627 338071 540719 652879 479311 593189 657794
3 288782 221173 741232 319361 347010 296609 377520 537784 408948 325018 361898 252956 713036 369953
4 195335 139368 182281 181086 223714 225203 138511 203105 119524 188857 235602 182304 202524 232275
5 933503 639737 868900 879089 1077935 1051271 643469 980725 535996 874714 1079298 920066 946761 1054050
6 8039759 6953706 7873552 7977014 8893815 8718102 7158854 8243114 6258900 8102753 8701958 8067752 8165581 8626948
7 2771612 1952362 2587312 2589166 3212158 3238559 1882293 2863097 1269016 2580958 3082704 2658993 2677935 3093908
8 552688 415027 554335 542866 726200 671525 393318 574117 242717 571421 656192 434000 528879 663515
9 524556 422593 582415 566230 760414 646731 669093 510623 937988 551708 587146 576590 507551 631251
10 146394 122596 168419 162862 209390 178550 192664 114751 284729 160307 148495 148621 127195 168912
11 538346 446051 605722 599400 778103 661788 706001 423991 956008 588307 556479 563871 456931 609013
12 144249 117617 143562 158136 179364 160493 168011 100318 257659 157294 140375 148331 111498 144692
13 240542 333443 185387 464891 289281 316777 246838 185893 610841 308239 361870 317441 343943 361808




ANEXO C - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Cromatograma obtido para identificacdo de flavonoides e fenois.

As amostras aplicadas foram: fracdo aquosa obtida com acetato de etila (AA), fracdo aquosa obtida com
diclorometano (AD), fracdo orgénica obtida com acetato de etila (OA), fracdo orgénica obtida com
diclorometano (OD), B. dracunculifolia. Eluente: acetato de etila: tolueno : acido férmico : agua (20: 60:
10: 10 viviviv). Revelador Reagente Natural seguido de macrogol 4000.

Cromatograma obtido para identificacdo de terpenos do extrato etandlico de B.

dracunculifolia.

PADRA RATO G

Visualizagdo ap0Os aspersao de Revelador Libermann-Burchard. Padrdo: acido ursdlico. CondigGes
cromatograficas no item 4.6.1.



ANEXO D - CROMATOGRAMAS ESI-QTOF-LC-MS
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COMPOSTO 4 - Acido dicafeoilquinico
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COMPOSTO 8 - Acido 3,4,5-tricafeoilquinico
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COMPOSTO 12 — Diosmetina
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COMPOSTO 16 — Dihidrocanferideo
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COMPOSTO 20 — Derivado de acido propendico
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COMPOSTO 28 — Derivado de tricina
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