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RESUMO

A exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta (UV) consiste em um dos principais fatores que
contribuem para o surgimento e desenvolvimento de melanomas e fotoenvelhecimento. O objetivo
principal deste trabalho foi obter novos filtros solares com capacidade ampliada de protecdo contra
radiacdo UVA e UVB associada a capacidade antioxidante, obtidos por meio de hibridacdo molecular
entre as subunidades farmacoforicas de filtros comerciais (avobenzona e metoxicinamato de octila) e
produtos naturais (resveratrol e acido ferGlico). Foram sintetizados, isolados e caracterizados oito
compostos inéditos (I-VI11). Os resultados obtidos na avaliagdo de estabilidade térmica indicaram que o
composto V111 foi o termoestavel, decompondo-se acima de 295°C. A excec¢do do composto VI, todos os
demais apresentaram capacidade antioxidante, sendo I, VII e VIII os compostos mais potencialmente
ativos. Os compostos I, 1V, V, VI, VII e VIII demonstraram melhor atividade protetora frente a radiacdo
UVA e, dentre estes, o composto VI apresentou melhor resultado. Os compostos Il e Il foram
classificados como potenciais filtros UVB, com resultados superiores ao padrdo t-resveratrol. Em relacdo
a capacidade inibitoria para a enzima tirosinase, os resultados obtidos pelos compostos I, 111, V e VII
foram de, respectivamente, 12,66%, 89,50%, 6,41% e 28,91%.
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INTRODUCAO

A luz solar é indispensavel em uma série de processos bioquimicos, como por exemplo, a sintese
de vitamina D e as reacdes de fotossintese®. Entretanto, a exposicao constante e excessiva a radiacdo solar
pode resultar no surgimento de diversas patologias®. Particularmente, a radiacdo ultravioleta (UV) é
responsavel direta pelos danos promovidos na pele, e pode ser dividida de acordo com seu comprimento
de onda em: UVA (320-400nm), UVB (290-320nm) e UVC (180-290nm)°.

A radiacdo UVC apresenta efeito germicida, é prejudicial ao tecido cutaneo, mas é absorvida na
estratosfera pela camada de ozénio®. A radiagio UVB apresenta baixo poder de penetracio nas camadas
da pele em relacdo a radiacdo UVA, entretanto, atua diretamente nas bases nitrogenadas induzindo dano
nas estruturas do DNA e RNA. E responsavel direta pelo aparecimento de queimaduras e bolhas, danos
oculares, eritemas (inflamagdo), edema e vesiculacdo. A radiacdo UVB encontra-se, além disso,
diretamente envolvida na mutagio do gene p53 e exacerbacdo do surgimento de radicais livres*>®. A
radiacdo UVA promove o aumento da degradacgdo e diminuicdo da sintese de coldgeno, acelerando o
fotoenvelhecimento, podendo atingir o material genético e provocar mutagdes que podem contribuir para
desenvolvimento de cancer de pele. Além disso, potencializa os efeitos biol6gicos do UVB a medida que
estimula reagdes de fotoalergia e fototoxicidade®®. A radiagdo UVA per se pode alterar a expressdo de
genes e causar a mutacdo no gene p53, responséavel pelo controle do ciclo celular e apoptose”®. Ainda, a
radiacdo UVA aumenta a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando no estresse
oxidativo®***!, As EROs sdo formadas endogenamente em consequéncia do metabolismo de O, e em
situacBes ndo fisiologicas, como é o caso da exposi¢do a radiagdo. Tais substancias estdo implicadas em
alteracdes do DNA, na ativacdo de receptores de membrana para mediadores pro-inflamatérios e da
cascata intracelular de sinalizacdo dos fatores de transcricdo dos genes que regulam inflamago, ciclo
celular, proliferacdo e apoptose, e podem ser relacionados a mutacdes e desenvolvimento de diversas
patologias, dentre elas, o cancer'?. Os radicais livres sdo neutralizados pelas moléculas antioxidantes
enddgenos e exdgenos. Neste contexto, a incidéncia das radiacfes UVs contribui de forma negativa ao
organismo, uma vez que exacerbam a formacdo de EROs e diminui a concentragdo de antioxidantes
enddgenos™®.

Na tentativa de minimizar os efeitos prejudiciais promovidos pela exposicdo a radiacdo UV, o
sistema fisioldgico dispde de alguns mecanismos de protecdo que incluem secre¢do sudoripara,



pigmentacdo (melanina) e camada cornea. A camada cérnea protege o individuo da radiacéo através do
um espessamento epidérmico para absorver a radiagdo incidente. A secrecdo sudoripara apresenta o acido
urocanico, substancia de alta absorcdo na regido UVB; porém € transitoria devido a sua
hidrossolubilidade e evaporacdo no suor**. A melanina é o pigmento produzido por melanossomas nos
melandcitos encontrados na epiderme, através do mecanismo denominado melanogénese. E regulada por
fatores genéticos, pela radiacdo UV e horménios, e consiste do mecanismo mais eficaz de que o
organismo dispde para proteger-se da incidéncia de radiacdo UV™>'®*". A melanogénese se inicia pela
acdo da enzima tirosinase melanocitaria, que catalisa a conversdo de tirosina em L-DOPA e esta, em
dopaquinona. Uma vez que a tirosinase é o fator limitante deste processo, pode-se inferir que esta enzima
esta diretamente relacionada a pigmentacdo cutanea. Portanto, inibidores de tirosinase sdo promissores
agentes que minimizam a pigmentacéo cutanea’®.

Como estratégia quimica de protecdo, o uso de formulagBes fotoprotetoras consiste no método
preventivo mais simples e eficaz na reducdo de um grande nimero de doencas relacionadas a exposicao
excessiva a radiacdo UV. Filtros solares sdo as moléculas constituintes destas formulagbes e sédo
responsaveis por minimizar e prevenir os danos resultantes da exposicdo da pele a esta radiagdo. Os filtros
solares podem ser classificados como quimicos ou fisicos, sendo que filtros fisicos atuam por difuséo e
reflexdo da radiacdo e filtros quimicos atuam por delocalizacdo eletronica e absorcdo da radiacdo
incidente?.

Cinamatos e resveratrol constituem moléculas potencialmente interessantes na sintese de filtros
solares derivados de produtos naturais, uma vez que varios trabalhos relatam as atividades
anticarcinogénicas, antimutagénicas e antioxidantes destes compostos'®?*?%?, Assim, o desenvolvimento
de filtros solares associados a capacidade antioxidante é uma estratégia interessante na busca de novos
fotoprotetores, pois minimizam os efeitos cutdneos resultantes da exposicdo a radiagdo UV e,
simultaneamente, reduzem os danos decorrentes da formagdo de radicais livres. Portanto, durante o
planejamento dos novos compostos, buscou-se o sinergismo de acdo para ampliar a faixa de protecdo do
espectro, conferir atividade antioxidante, prevenir o fotoenvelhecimento e minimizar o desenvolvimento
de cancer induzido por radia¢do UV.

Estudos demonstraram que compostos hidroxiestilbénicos sdo potentes inibidores de tirosinase,
podendo ser promissores na busca por agentes despigmentantes'®?. Para agregar valores aos compostos
sintetizados neste trabalho, os mesmos foram submetidos a analise da capacidade de inibir a enzima
tirosinase, na tentativa de se obter uma possivel aplicagdo destes promissores filtros solares como
compostos que minimizem a hiperpigmentacao cutanea.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural das moléculas
das séries 1 e 2 (moléculas I-VI11) planejadas como filtro solares pelo processo de hibridacdo molecular.
Estas moléculas foram avaliadas quanto a atividade fotoprotetora e antioxidante in vitro e quanto a
capacidade de inibi¢do da enzima tirosinase e estabilidade térmica.

PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

A hibridacdo é um processo de modificagdo molecular caracterizado pela conjugacdo de
caracterfsticas estruturais de dois compostos distintos em uma Gnica molécula®®. Utilizando esta
estratégia, foram planejadas oito novas estruturas quimicas (moléculas I-VI111) desenhadas como filtros
solares contendo as sub-unidades farmacoféricas das moléculas protétipos: avobenzona, resveratrol e
metoxicinamato de octila (Esquema 1).

A avobenzona é um derivado dibenzoilmetano, de largo emprego como filtro UVA, geralmente,
em associacdo a outros filtros solares®. Entretanto, a molécula apresenta uma série de inconvenientes tais
como: fotoinstabilidade — isolado ou associado a outros filtros; tingimento de tecidos; incompatibilidade
com outros filtros®; e fotoalergenicidade devido aos metabélitos imunogénicos decorrentes da
fotodegradacdo®®. Considerando sua grande importancia como filtro solar, a avobenzona tornou-se um
excelente candidato a modificacdo estrutural, na tentativa de se obter derivados mais estaveis e
compativeis com os demais componentes da formulagéo.

Os produtos naturais sempre foram inspiracdo para o planejamento de novas moléculas bioativas.
Muitos estudos tém destacado a importancia do produto natural atuar de maneira dual, a saber:
antioxidante e filtro solar. Entre os objetivos para a utilizagdo de produtos naturais podemos citar: a)
absorcdo da radiacdo na regido UV espectral; b) melhor aceitacdo pelo usuério devido ao aspecto
mercadologico apelativo associado ao uso de um “fotoprotetor natural”; e c) possibilidade de combinagio
de efeito fotoprotetor associado & capacidade antioxidante?”. Diversos trabalhos tém demonstrado o efeito



do resveratrol como filtro UVB®?°. Além disso, estudos demonstraram que a aplicagdo topica de
resveratrol inibe a inducdo de melanomas em camundongos CD-1 sem observacdo de efeitos toxicos
associados®. O resveratrol, ainda, é considerado o responsavel pela protecéo contra a indugdo de tumor
por radiagdo UVB, contribuindo, adicionalmente, como antioxidante®.

Os metoxicinamatos sdo filtros quimicos UVB, contendo ligacbes duplas conjugadas que
permitem maior deslocamento eletrénico, e maximo de absorcdo préximo a 308 nm. O p-metoxicinamato
de octila, porém, sofre fotoisomerizagdo e seu maximo de absorcdo atinge 265 nm, contribuindo para a
diminuicéo de sua eficacia como filtro UVB®. Estruturalmente, os metoxicinamatos sdo anélogos ao
aldeido cinamico, presente na canela, e acido fertlico, presente no farelo de arroz e milho. O aldeido
cinamico apresenta capacidade fotoprotetora UVB; entretanto a instabilidade e reatividade aldeidica
inviabiliza seu emprego como filtro solar. O &cido ferdlico, por sua vez, € um potente antioxidante com
capacidade de proteger lipossomas de fosfatidilcolina da peroxidacéo induzida pela radiacdo UV in vitro
e inibicao da formacao de eritema in vivo®.

Esquema 1: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (moléculas I-VI11) derivados da
avobenzona, resveratrol e metoxicinamato de octila.
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Nesse contexto, o planejamento dos compostos hibridos teve como objetivos: ampliar o espectro
de protecdo & acdo UV, por hibridagdo molecular entre os farmact6foros da avobenzona, resveratrol e
metoxicinamato de octila; associar, em uma mesma estrutura, propriedades antioxidantes e de filtro solar
Uteis & prevencdo do cancer de pele; e minimizar a instabilidade e reatividade da avobenzona e do
cinamato.



MATERIAIS E METODOS

O planejamento sintético para obtencdo dos compostos hibridos hidrazénicos | a VIII foi
baseado na metodologia que emprega condensacdo de compostos aldeidicos e hidrazidicos em meio
etandlico catalisada por &cido®**®. As hidrazidas e os aldeidos correspondentes foram adquiridos
comercialmente para a obtencéo e subsequente funcionalizacdo destes compostos.
Figura 1: Método sintético utilizado para obtencgdo dos compostos hibridos finais.
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Para a obtencdo das moléculas | a VIII, 1,64 mmols do aldeido em 20 mL de etanol foram
adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL, ao abrigo de luz e sob agitacdo constante. O pH foi
ajustado para a faixa de 4-5 com emprego de acido acético glacial. Em seguida, foram adicionados 1,64
mmols da respectiva hidrazida e a reacdo foi monitorada por analise cromatografica em camada delgada
(C.C.D., fase movel composta por uma mistura de acetato de etila e hexano nas proporcdes 4:6), e as
placas cromatograficas foram visualizadas utilizando lampada ultravioleta. Ao término reacional, foi
realizada a recristalizacdo em gelo. Apds a filtracdo e sucessivas lavagens com etanol gelado, o
precipitado foi seco e armazenado sob temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os reagentes
empregados, as temperaturas durante as analises e os tempos de reacionais necessarios a obtencdo dos
hibridos finais sdo descritos a seguir:

- composto | 4-hidroxibenzaldeido (aldeido) e 4-hidroxibenzidrazida (hidrazida), 24 horas,
temperatura ambiente.

- composto I1: 3,5-diidroxibenzaldeido (aldeido) e 4-hidroxibenzidrazida (hidrazida), 48 horas,
temperatura ambiente.

- composto I11: 3,5-diidroxibenzaldeido (aldeido) e hidrazida 4-terc-butilbenzoéica (hidrazida), 24
horas, 50°C.

- composto 1V: 4-diidroxibenzaldeido (aldeido) e hidrazida 4-terc-butilbenzoéica (hidrazida), 30
horas, temperatura ambiente.

- composto V: t-p-metoxicinamaldeido (aldeido) e 4-hidroxibenzidrazida (hidrazida), 48 horas,
50°C.

- composto VI: t-p-metoxicinamaldeido (aldeido) e hidrazida 4-terc-butilbenzoéica (hidrazida), 24
horas, temperatura ambiente.

- composto VII: 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido (aldeido) e 4-hidroxibenzidrazida (hidrazida),
48 horas, temperatura ambiente.

- composto VIII: 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido (aldeido) e hidrazida 4-terc-butilbenzéica
(hidrazida), 24 horas, temperatura ambiente.

Identificacé@o: O progresso das reagdes foi monitorada por andlise cromatografica em camada
delgada (cromatofolhas de aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de espessura). A visualiza¢do
das substéncias foi realizada utilizando lIampada ultravioleta (254 ou 365 nm). Os espectros de absorcdo
no infravermelho, na regi&o de 4.000 a 400 cm™, foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotémetro
de infravermelho (FTIR-8300). Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) *H e *3C foram
obtidos no Espectrometro de 300 MHz (Fourier, Dual probe *C/*H) empregando DMSQOg como
solvente.

Estabilidade térmica: foi determinada pelas andlises termogravimétrica (TGA) e de
calorimetria diferencial de varredura (DSC). TGA: 2,0 + 0,5 mg de cada composto (moléculas I-VI11) foi
analisado sob atmosfera de nitrogénio, taxa de fluxo de 100 mL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min,
sendo as curvas registradas a partir da temperatura ambiente até 600°C. DSC: 2,0 + 0,5 mg de cada
composto (moléculas I-VIII) foi analisado sob purga de nitrogénio (50 mL/min), sendo as curvas



registradas na faixa de aquecimento compreendida entre 0°C e 350°C a uma velocidade de aquecimento
de 10°C/min. Um recipiente DSC de aluminio vazio (40 mL) foi utilizado como referéncia.

Atividade antioxidante: acido ascorbico, acido fertlico, t-resveratrol (controles positivos) e 0s
compostos hibridos (1-VI11) foram avaliados empregando-se a metodologia adaptada de DPPHe em
microplaca®3"*%. Uma solucéo-estoque do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) foi preparada em
metanol na concentracgdo de 105,3 uM. O controle negativo foi preparado utilizando 150 uL. de DMSO e
1350 pL. em metanol. Os compostos (I-VII1) e os controles positivos foram diluidos em DMSO na
concentracdo de 10 mM e, em seguida, diluidos em metanol na concentragdo de 1 mM. As amostras € 0s
padrdes foram preparados nas concentrages de 400, 200, 100 e 50 uM, em triplicata. Em seguida, 50 uL
de cada solucdo e 100 pL da solucdo estoque de DPPHe foram dispensados, em triplicata, em cada
cavidade de uma microplaca de 96 pocos, incluindo o controle negativo. A microplaca foi incubada na
estufa a 37°C por 30 minutos e as absorvancias foram obtidas em espectrofotdmetro a 519 nm. A
concentracdo de inibigcdo foi calculada de acordo com a equagdo {[(Abs, — Abs,) / Absy] x 100}, onde
Abs, corresponde a absorvancia do controle negativo (sem antioxidante) e Abs, corresponde a
absorvancia da solucdo contendo compostos antioxidantes (controles positivos e amostras). Os resultados
foram obtidos em médias + desvio-padrao e, a partir destes, foi aplicado um teste de Analise de Variancia
(ANOVA). Nos casos em que p<0,05, as médias de concentracdes foram comparadas pelo método de
Tukey, para a=0,05.

Atividade fotoprotetora: avobenzona, metoxicinamato de octila e t-resveratrol (padrdes
positivos) e os compostos hibridos (I-VII1) foram incorporados, individualmente, a um creme base na
concentracdo de 5%. O creme base apresentou a seguinte composicdo: adipato de dibutila (4%), C12-C15
alquil benzoato (8%), triglicerideo do 4acido caprico-caprilico (6%), emulsdo base adquirida
comercialmente (oleato de semente de girassol, acido poliacrilico, xilitil sesquicaprilato, gliceril-
estearato, cera de Eurphobia cerifera e hidroxido de sodio: 4%) e agua deionizada (quantidade suficiente
para 100%). O ensaio de fotoprotecdo in vitro foi realizado no espectrofotdbmetro com deteccéo via esfera
de integracdo. Uma seringa foi empregada para espalhar 0,11g de amostra (creme base — controle
negativo — e formulagBes fotoprotetoras — contendo os compostos I-VIII e os padrfes positivos,
individualmente) sob uma fita transparente médica (70,7 x 70,7 mm) na razdo de 2 pL/cm?. Os resultados
individuais obtidos correspondem a média de 25 leituras realizadas em 17 pontos diferentes da fita
transparente contendo as formulacfes. As leituras foram efetuadas no intervalo de 290 a 400 nm, em
triplicata, sendo os dados acumulados a intervalos de 2 nm. Foram obtidos resultados de fator de protecdo
solar (FPS), razdao UVA/UVB e comprimento de onda critico (A;). Os resultados foram expressos em
médias + desvio-padrdo. A partir desses resultados foi aplicado um teste de Andlise de Variancia
(ANOVA). Nos casos em que p<0,05, as médias de concentragcdes foram comparadas pelo método de
Tukey, para a=0,05.

Atividade inibitéria para a enzima tirosinase®: cada composto hibrido (1 a VIII), foi
submetido a diluicbes em tampéo fosfato 50 mM (pH 6,8) nas concentracdes 0 (branco), 199,99 ug/mL,
399,99 ug/mL, 466,66 ug/mL e 533.33 ug/mL, em triplicata. O volume final das solugdes foi de 80 pL.
Em seguida, foram adicionados 45 uL de L-DOPA (4,5 mM) e 25 pL de tirosinase (80 U/mL) a cada uma
das solugdes, ao abrigo de luz. Ap6s incubagdo a temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo de luz,
as absorvancias foram obtidas a 492 nm em espectrofotdbmetro. Como padrdes positivos, foram
empregados &cido kéjico e t-resveratrol*®**?, A concentragéo de inibicéo foi calculada de acordo com a
equacdo {[(Abs, — Abs,) / Absy] x 100}, onde Abs, corresponde & absorvancia do controle negativo
(absorvancia referente & concentracdo méxima de dopaquinona formada) e Abs, corresponde a
absorvancia das amostras e padrbes positivos (inibi¢do da formacdo de dopaquinona). Os resultados
foram expressos em médias + desvio-padrdo. A partir desses resultados foi aplicado um teste de Anélise
de Variancia (ANOVA). Nos casos em que p<0,05, as médias de concentracdes foram comparadas pelo
método de Tukey, para 0=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os compostos propostos (hidrazonas I-VIII) foram obtidos a partir de reagdes de
hibridizacdo entre compostos aldeidicos e hidrazidicos* contendo as subunidades farmacoféricas de t-
resveratrol, avobenzona e metoxicinamento de octila, sendo sua obtencdo confirmada por ensaios
espectrofotométricos de infravermelho e espectrométricos de RMN de H' e C', com rendimentos
reacionais acima de 70%.

Em relacdo aos ensaios para determinagdo da estabilidade térmica, a anélise termogravimétrica
(TGA) possibilitou quantificar a desidratagdo de cada composto na forma sélida. Ja a andlise de
calorimetria diferencial de varredura (DSC) permitiu submeter cada composto na forma sélida a um
sistema linear de aquecimento, viabilizando a mensuracdo de temperatura e a energia a fim de associé-las



a uma variedade de eventos térmicos, como as reacdes de decomposicio®. As temperaturas de fusdo e
decomposicdo encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de temperaturas de fuséo e decomposi¢do dos compostos | a VIII.

Composto Temperatura de Decomposicéo (°C) Temperatura de Fuséo (°C)

| 274.62 270.72
I 261.31 -

11| 239.59 237.56

v 279.89 268.96

\ 282.75 270.26

VI 290.24 189.62

VII 268.83 231.77

VIII 295.86 245.17

Os resultados de TGA obtidos para os compostos I, 11 e 111 evidenciaram um evento de perda de
massa até 100°C, podendo ser atribuido & desidratacio destas amostras. A excec¢do do composto 11 e VI,
todas as curvas de DSC apresentaram temperatura de fusdo acima de 200°C, sendo que o composto 11
apresenta apenas um evento de cristalizacdo a frio, sugerindo uma possivel transicédo sdlido-sélido em sua
rede cristalina. Todos os compostos se decompuseram em temperaturas acima de 230°C, sendo 11l o
composto mais termolabil e VIII o composto mais termoestavel, com temperaturas de decomposicao de
239,59°C e 295,86°C, respectivamente. Apenas o composto VI apresentou temperatura de fuséo inferior a
200°C (189,62°C), fato que pode ser explicado pela auséncia de hidroxilas intramoleculares (confirmado
pela baixa energia de entalpia resultante na analise deste composto: 75,58 J/g), inviabilizando o
surgimento de ligacOes de hidrogénio intermoleculares.

A andlise da capacidade antioxidante foi baseada na reducdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil pelo agente antioxidante (representado pelos compostos I-VIII e controles positivos),
através do método de DPPHe adaptado para microplaca®*"*®. O efeito eletronico resultante da reducéo do
DPPH em solucdo alcoolica na presenca de um doador de hidrogénio (antioxidante) é observado pela
mudanca de coloracdo do meio (DPPH radicalar apresenta a coloracdo violeta, sendo convertido em um
derivado amarelo apés a reacdo com o agente antioxidante)*. Os resultados encontram-se descritos na
Tabela 2.

Tabela 2: Porcentagem de reducéo do DPPH e desvios padrdo em relacdo aos compostos 1 a V111 para 30
minutos de anélise.

Porcentagem de reducdo do DPPH (em %) - 30 minutos de analise

Compostos 400 (UM) 200 (UM) 100(uM) 50 (M)
I 49,9 + 8,6 43,3+ 10,5° 32,5+9,2° 19,7 £5,8°
I 16,6 + 6,4 12,7+9,2 56+7,7 47+52
i 155+ 1,6 11,3+1,0 6,5+1,3 46+0,8
\Y; 22,8+1,2 155+1,2 9,5+2,3 85+1,1
Vv 1,9+ 0,6 1,4+25 0 0
VI 0 0 0 0
VIl 79,0 + 4,82P¢ 74,8 +2,5%°¢ 51,7 +0,6%"¢ 31,7 £5,3%°¢
VIl 77,0 + 2,44%P¢ 69,4 + 3,54%°¢ 42,6 + 1,54%°¢ 25,2 + 4,64%"°
AC FER 80,3+1,3 76,6 +1,6 56,0 + 4,2 32,7+0,8
AC ASC 83,0+2,6 82,1+1,8 79,4+ 2.6 37,7+7.8
RESV 73,1+0,5 61,6 +1,7 40,2 +0,9 20,9+0,7

AC FER corresponde ao acido ferulico; AC ASC corresponde ao acido ascorbico; RESV corresponde ao t-resveratrol. #p<0,05 em
relacio ao padréo &cido fertlico. °p<0,05 em relagio ao padréo acido ascérbico. p<0,05 em relacéo ao padréo t-resveratrol.

A excecdo do composto VI, todos os hibridos apresentaram capacidade antioxidante, sendo |
(ICso = 153,8 uM), VII (ICso = 96,7 uM) e VIl (ICs = 117,4 uM) os compostos mais ativos. Os
compostos VII e VIII apresentaram-se mais potentes que o t-resveratrol (ICso = 124,4 uM), porém
apresentaram atividade reduzida em relagdo ao &cido ascérbico (ICsy = 63,0 uM) e ao acido ferdlico (1Cs
= 89,3 uM). A hipotese que corrobora com os resultados obtidos reside na presenca de anéis aromaticos
cuja hidroxila apresenta-se na posicdo para, responsavel pelo aumento na capacidade antioxidante das
substancias; além disso, o efeito de conjugacdo eletronica dado pelo espagador entre os anéis aromaticos
(compostos VII e VII1), contribui para a delocalizacdo eletronica, facilitando a reacdo com EROs e
conferindo maior atividade antioxidante.



Para avaliar a capacidade fotoprotetora in vitro dos compostos I-VI11 incorporados, foi utilizado
0 método de transmitancia difusa com esfera integradora por apresentar boa correlagdo com resultados in
vivo, baixo custo e confiabilidade***’. Os parametros analiticos considerados para comprovar a eficacia in
vitro dos fotoprotetores deste estudo compreendem: fator de protecéo solar (FPS), razdo UVA/UVB (r) e
comprimento de onda critico (A¢). Avobenzona, t-resveratrol e metoxicinamato de octila foram utilizados
como referéncia. Todos os resultados encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Média + desvio-padrdo dos resultados obtidos por espectrofotometria dos compostos I-VII|,
avobenzona, t-resveratrol e metoxicinamato de octila

COMPRIMENTO DE

COMPOSTOS FPS RAZAO UVA/UVB ONDA CRITICO % (nm)
| 30+£0,1 0,8+£0,0 377,0+1,8
I 50£0,0 0,6+0,0 364,0+£0,3
11| 4,0£0,0 0,6+0,0 366,0+£0,1
v 2,0£0,0 0,8+0,0 379,0+£0,2
\ 2,0£0,0 1,0+0,0 387,0+0,8
VI 4,0£0,0 1,1+0,0 385,0+0,2
VII 2,0£0,0 1,3+0,0 388,0+0,2
VI 2,0£0,0 1,2+0,0 387,0+£0,5
Metoxicinamato 12,005 : 332,0+0,1
de Octila

t-Resveratrol 2,0+£0,0 0,6+0,0 359,0+1,2
Avobenzona - 1,8+0,1 383,0+0,9

Na concentracdo analisada, os compostos I, 11, 111 e VI apresentaram atividade superior ao t-

resveratrol. Além disso, o composto Il (FPS = 3,0) é estruturalmente semelhante ao t-resveratrol (FPS =
2,0), apresentando a sub-unidade N-acil-hidrazdnica que favorece a delocalizac&o eletrdnica (Esquema 1).
Todos os compostos apresentaram atividade fotoprotetora inferior ao metoxicinamato de octila (FPS =
12,0), entretanto este composto ndo apresenta efeito antioxidante. Embora os compostos 1V, V, VII e
VIl tenham apresentado atividade protetora frente a radiacdo UVB semelhante ao t-resveratrol, é
importante salientar que formulagdes fotoprotetoras apresentam multiplos filtros na tentativa de ampliar o
espectro de absor¢do UV. O comprimento de onda critico (A;) constitui um pardmetro de classificacdo
proposto pela United States Food and Drug Administration“®, que divide os compostos em 5 categorias, a
saber: 0 (A, <325 nm), 1 (A entre 325 e 335 nm), 2 (A entre 335 e 350 nm), 3 (A entre 350 e 370) e 4 (A,

> 370 nm). De acordo com esta classificacdo, os composto Il e Il apresentam-se como “3”, mesma
classificacdo do t-resveratrol. Os compostos I, 1V-VIII apresentam classificagdo “4”, mesma categoria
em que se encontra a avobenzona. O metoxicinamato de octila apresentou-se na categoria “17,
confirmando seu perfil de absorcdo na regido UVB*. Uma vez que a razdo UVA/UVB é obtida pela
razdo das areas sobre a curva UVA em relacdo & UVB obtida para cada composto, este pardmetro
determina a protecéo frente a radiagio UVA®®. De acordo com a classificagdo Boot’s Star Rating*®*’, os
filtros foram subdivididos quanto ao seu nivel de protecdo UVA de acordo com a razdo UVA/UVB (r).
Empregando esta classificacdo, os compostos 11 e 111 foram categorizados como “3 estrelas” (0,6 <r <
0,8), bem como o t-resveratrol e, portanto, sua protecio UVA ¢ descrita como “superior”; do mesmo
modo, os compostos | e 1V foram categorizados como “4 estrelas” (0,8 <r < 0,9) e, por este motivo, sua
protecio UVA ¢ descrita como “maxima”. Bem como a avobenzona, os compostos V-VIII apresentaram
“ultra” protegdo frente a radiagdo UVA, uma vez que foram classificados com “5 estrelas” (r > 0,9).
Assim sendo, analise de todos os resultados indica que os compostos I, IV-VIII apresentam atividade
como filtros UVA; os compostos 11 e I11, por sua vez, apresentaram-se como promissores filtros UVB.

A principal limitacdo na avaliagdo do potencial inibidor da enzima tirosinase consiste na
solubilizacdo das amostras de carater lipofilico, uma vez que a enzima tirosinase é sensivel aos solventes
organicos empregados na solubilizacdo de compostos com este perfil. A fim de maximizar a
solubilizacdo, sem desnaturar a enzima, o ensaio proposto recomenda a utilizagdo de tampdo fosfato pH
6,8 e baixas concentracdes de DMSO, se necessario®™“*. Acido kéjico e t-resveratrol foram utilizados
como controles positivos'®?“2, Os resultados encontram-se descritos na Tabela 4.



Tabela 4: Resultados de média + desvio padrdo de inibi¢do da enzima tirosinase frente aos compostos | a
V111 em diferentes concentrag@es (%).

CONCENTR. MOLECULAS

(Hg/mL) [ I " v V VI VI VIl
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Devido a dificuldade de solubilizacdo, os compostos VII e VIII ndo puderam ser avaliados uma
vez que a concentragdo de solvente utilizada no ensaio promoveu inibicdo enzimatica por si s, ndo sendo
possivel afirmar se a inibicdo enzimatica foi promovida pela alta concentracédo de solvente empregado
(DMSO) ou pelos compostos analisados. Os compostos I, 111, V e VII apresentaram capacidade inibitoria
enzimatica, sendo o composto 111 o despigmentante mais promissor, com capacidade inibitoria de 89,5%
na concentracdo de 533,33 pg/mL. Todos os compostos com capacidade inibitéria para a tirosinase
apresentaram resultados inferiores ao acido koéjico. Os compostos Il e 1V ndo exibiram capacidade
inibitéria frente a enzima tirosinase nas concentracoes avaliadas.

CONCLUSAO

Oito compostos finais inéditos foram obtidos pela técnica de hibridizagdo molecular,
empregando como protétipos avobenzona, t-resveratrol e metoxicinamato de octila. As sinteses
apresentaram rendimentos acima de 70%. Todos os produtos sintetizados foram isolados e caracterizados
usando métodos analiticos (espectrometria de RMN de H* e C'* e espectrofotometria na regido do
infravermelho).

Em relacdo a estabilidade térmica, os resultados evidenciaram que os compostos I, 11 e 111
perderam massa até 100°C, possivelmente em virtude de desidratacdo das amostras. Os compostos 111 e
VI apresentaram-se, respectivamente, como 0 mais termolabil e 0 mais termoestavel. O composto VI
foi o Unico que apresentou temperaturas inferiores a 200°C possivelmente devido a auséncia de hidroxilas
em sua estrutura molecular.

Todos os compostos, exceto VI, apresentaram capacidade antioxidante. Os compostos VII e
V111 apresentaram-se como 0s mais potentes devido & conjugacéo existente entre os anéis aromaticos e as
hidroxilas na posicdo para. Embora menos ativo que estes, o composto | também apresentou efeito
antioxidante devido as hidroxilas na posi¢ao para.

Considerando os resultados de FPS obtidos no ensaio de fotoprotecdo, foi possivel observar que
os compostos I, 11, 11l e VI apresentaram atividade superior ao t-resveratrol (FPS = 2) e os demais
compostos ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao pardmetro analisado, sendo os
compostos Il (FPS = 5) e Il (FPS = 4) os mais promissores filtros UVB. Além disso, ap6s a analise
detalhada dos pardmetros que classificam o filtro como protetor frente a radiagdo UVA (razdo UVA/UVB
e comprimento de onda critico), foi possivel determinar que os filtros I, IV-VIII apresentaram capacidade
de absorver a radiagdo UVA (méxima e ultra protecdo UVA), sendo os compostos V-VIII (descritos
como “ultra” protegdo UVA) 0s mais potentes.

No que se refere a capacidade inibitéria frente a enzima tirosinase, os compostos VI e VIII ndo
puderam ser avaliados por este método, devido a limitacdo de solubilidade destes compostos no ensaio
proposto. Os compostos |, 111, V e VII inibiram a enzima tirosinase, sendo o composto I11 o mais potente
despigmentante dentre todos os compostos sintetizados, apresentando inibicdo enzimética de 89,50% na
concentracdo de 533.33 pM. Os compostos Il e IV ndo foram capazes de inibir a enzima nas
concentracdes avaliadas.
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