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RESUMO
Estudo dos processos fotoinduzidos dos extratos do Brosimum gaudichaudii em creme
dermatoldgico

Brosimum gaudichaudii Trécul (B. guadichaudii), popularmente conhecida como
mamacadela, é um arbusto com propriedades medicinais, rico em furanocumarinas que
apresentam fluorescéncia e acdo fototerapéutica, pois contém fotossensibilizadores
comumente usados nas desordens dermatoldgicas como a psoriase. Os extratos das
partes da planta, folha, casca, galhos e raiz foram produzidos por extragdo com etanol
hidratado e posteriormente incorporados em lipossomos. Cada lipossoma resultante da
incorporagdo dos extratos, foi adicionado a uma emulsdo cujos componentes sdo
derivados da oliva. Uma analise dos espectros ultravioleta visivel mostrou a presenca de
bandas de absorcdo em 315 nm, em 400 nm e em 667 nm. O espectro de emisséo
fluorescente apresenta uma banda em 674 nm, atribuida a clorofila e seus derivados, que
estdo presentes em todos os extratos. Os processos redox fotoinduzidos foram
determinados por métodos diretos. Foi observado que os extratos da casca e das raizes,
além de serem supressoras de 'O,, também sdo potenciais supressores de triplete. O
creme desenvolvido foi analisado quanto ao poder foto-oxidativo, utilizando a sonda
difenilbenzofenona (DPBF) como detectora de espécies reativas. Os ensaios com o
creme foram realizados com irradiagdo em 315 nm, regido onde ocorrem fortes bandas
de absorcdo dos bergaptenos; em 400 nm, banda soret dos tetrapirrélicos, e em 667 nm,
banda Q4 de compostos clorinicos (clorofila e seus derivados). Os ensaios com
irradiacdo em 315 nm apresentam incremento na intensidade das bandas de emisséo do
DPBF para os ensaios do creme na auséncia dos extratos e, também, na presenca de
alguns deles. O extrato do galho e da raiz mostraram-se pobres em compostos
clorinicos. O extrato da folha apresenta a maior atividade de supressdo, o que foi
atribuida a presenca dos compostos clorinicos (clorofila e seus derivados). Para
irradiacdo em 400 nm, foi observado uma maior atividade por ser regido da absorcéo da
banda mais intensa dos tetrapirrolicos (banda soret). O ensaio com irradiacdo em 667
nm excita exclusivamente os compostos clorinicos e contribuicGes para 0 processo
fotoinduzido. Assim, os extratos de B. gaudichaudii apresentam processos foto-
oxidativos por 3 vias: Tipo I, por processos radicalares; Tipo Il, onde a energia de
excitacdo dos cromoforo que atuam como fotossensibilizadores resultam na formagéo
de (*Oy) e ainda, o que consideramos o Tipo IlI, onde o cromdforo é a furanocumarina,
que participa de uma reacdo periclicica (ciclo adicdo 2 +2) por acdo da luz ultravioleta,
reacdo que ainda ndo havia sido considerada para tratamentos dermatoldgicos a base de
extratos de B. gaudichaudii, que envolvem tanto a TFD como o PUVA.

Palavras-chave: Engenharia biomédica. Brosimum gaudichaudii Trécul. Fotofisica.
Lipossomas. Creme dermatologico.



ABSTRACT

Study of photoinduced processes of Brosimum gaudichaudii extracts in dermatological
cream

Brosimum gaudichaudii (B. gaudichaudii), popularly known as mamacadela, is a
medicinal bush, rich in furanocoumarins that present fluorescence and phototherapeutic
action, as they contain photosensitizers commonly used in dermatological disorders
such as psoriasis. The extracts of the plant parts, leaf, bark, branches, and root were
produced by extraction with hydrated ethanol and later incorporated into liposomes.
Each liposome resulting from the incorporation of the extracts, was added to an
emulsion whose components are derived from olive. An analysis of the visible
ultraviolet spectra showed the presence of absorption bands at 315 nm, at 400 nm and at
665 nm. The fluorescence emission spectrum shows a band at 674 nm, attributed to
chlorophyll and its derivates, which are present in all extracts. The photoinduced redox
processes were determined by direct methods. It was observed that the bark and root
extracts, in addition to being 'O, suppressors, are also potential triplet suppressors. The
developed cream was analyzed for photo-oxidative power using diphenylbenzophenone
probe (DPBF) as a reactive species detector. The assays with the cream were performed
with irradiation at 315 nm, the region where strong absorption bands of bergaptenes; at
400 nm, the soret band of tetrapyrrolics, and at 667 nm, the Q4 band of chlorinic
compounds (chlorophyll and its derivatives). The assays with irradiation at 315 nm
show an increase in the intensity of the DPBF emission bands for the cream assays in
the absence of the extracts and, also, in the presence of some of them. The branch and
root extracts were poor in chlorinic compounds. The leaf extract showed the highest
suppression activity, which was attributed to the presence of chlorinic compounds
(chlorophyll and its derivatives). For irradiation at 400 nm, a higher activity was
observed because it is the absorption region of the most intense band of tetrapyrrolics
(soret band). The assay with irradiation at 667 nm excites exclusively the chlorinic
compounds and make it possible to isolate the contributions from photoinduced
processes. Thus, the extracts of B. gaudichaudii present photo-oxidative processes by 3
ways: Type 1, by radical processes; Type Il, where the excitation energy of the
chromophores that act as photosensitizers result in the formation of (*O) and, yet, what

we consider Type 111, where the chromophore is furanocoumarin, which participates in a



pericyclic reaction (addition cycle 2 +2) by ultraviolet light action, reaction that had not
yet been considered for dermatological treatments based on B. gaudichaudii extracts,
involving both PDT and PUVA.

Keywords: Biomedical engineering. Brosimum gaudichaudii Trécul. Photophysics.
Liposomes. Dermatological cream.
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1 INTRODUCAO

A natureza possui uma gama completa e diversificada no que diz respeito a
flora, que esta a disposicao da humanidade e da ciéncia para diversos fins, incluindo os
terapéuticos (YUNES et al., 2001). O uso de plantas no tratamento e cura de
enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Sabe-se que, desde a antiguidade, o
ser humano aprendeu a tirar proveito dos recursos naturais em favor da salde,
aumentando assim, suas chances de sobrevivéncia (BRASIL, 2006).

O Brasil é considerado detentor de uma das mais ricas e importantes floras
(BRASIL, 2006; YUNES et al., 2001). Também contamos com influéncia das trés
grandes racas que constituem a nossa nacao (africana, indigena e europeia), com énfase
nas duas primeiras.

Nas Ultimas décadas, as plantas medicinais tém sido estudas de forma
sistematica, por pesquisadores interessados no conhecimento das potencialidades e
riquezas da nossa flora. O desenvolvimento da medicina parece remeter-nos ao uso da
fitoterapia, reafirmando o conhecimento dos nossos ancestrais.

H& décadas a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o uso da
fitoterapia nos programas voltados para cuidados primarios de saude (BRASIL, 2006;
TOMAZZONI et al., 2006).

Vaérias areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias derivadas de
plantas, como a fitoquimica (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A constitui¢do
quimica das espécies vegetais passa por inimeras rea¢Ges anabdlicas e catabdlicas que
compdem o metabolismo vegetal, sendo este dividido em primario e secundario
(MACIEL et al., 2002).

Brosimum guaudichaudii Técrul (B.gaudichaudii), popularmente conhecida
como “mamacadela,” ¢ um arbusto bem difundido na fitoterapia. Este arbusto possui
muitas propriedades medicinais. As raizes, por exemplo, sdo utilizadas como diuréticos,
no tratamento de hepatite, como depurativo do sangue e para desintoxicacdo; a casca da
raiz é rica em furanocumarinas (ABDEL-KADER, 2003; CESTARI; PESSATO;
CORREA, 2007; PAVANI, 2009).

As cumarinas e seus derivados, naturais e sintéticos, sdo muito explorados

devido as suas propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas. Suas propriedades
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fluorescentes também sdo amplamente exploradas (MENEZES; GALLARDO; ZUCCO,
2010).

Os psoralenos exibem atividade fotobiologica e fototerapéutica. Absorvem
energia na regido do ultravioleta (UV) na faixa de comprimento de onda entre 300 e
400nm (UVA). Apds a absorcdo do foton, as furanocumarinas formam um estado
tripleto excitado, que pode reagir com moléculas, tais como o acido desoxirribonucleico
(DNA), intercalando-se com as bases pirimidicas do DNA formando fotoadutos; pode
reagir com o oxigénio, formando radicais livres como o radical superdxido que pode,
entdo, reagir com DNA, &cido ribonucleico (RNA), proteinas e lipidios
(MONTAGNER, 2007; QUEVEDO, 2011). Tais processos, sdo desencadeados por
irradiacdo de um féton, e se propagam de forma dindmica. Quando utilizado em
beneficio da salde é denominado terapia fotodinamica (TFD) e tem sido utilizado no
tratamento de diversas doencas dermatolégicas, como a psoriase, vitiligo, micoses, acne
e eczemas (PAVANI, 2009).

Os agentes quimicos que desencadeiam estes processos sdo denominados
fotossensibilizadores (FS), geralmente exogenos, em sua maioria. Os FS possuem
origem sintética ou natural, e absorvem luz em comprimento de onda especificos. Séo
administrados por via tdpica, intralesional e sistémica antes da subsequente exposicao a
luz. A técnica de exposicdo a luz é reconhecida como TFD. A molécula do FS é capaz
de absorver luz em um comprimento de onda especifico (KWIATKOWSKI et al., 2018;
CESTARI; PESSATO; CORREA, 2007).

A TFD oferece a vantagem de ser um método eficiente (CASTANHO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; STRAKHOVSKAYA et al., 2002). O dano ao tecido
normal é minimizado pelo acumulo seletivo do fotossensibilizador no tecido-alvo e
aplicacdo da luz em um espaco confinado e de forma focada (CASTANHO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Segundo a OMS (2016), a psoriase é uma doenca cronica, inflamatéria e que
chega atingir 11,43% da populacéo, tornando-a uma doenca global de impacto na salde
publica. Embora sua origem seja desconhecida, algumas evidéncias sugerem a relacdo
da doenca com a genética e o sistema imune, impulsionada por influéncias externas
(problemas ambientais, emocionais, drogas, estresse) e internas, como as relacbes com

outras comorbidades, entre elas a artrite, doenga celiaca, a obesidade e as doencas
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cardiovasculares. Normalmente o tratamento baseia-se em terapias para o controle dos
sintomas, agregando produtos de uso topico, de uso sistémico, e a recomendacdo da
TFD.

Diante de situacdo mundial e o aumento do numero de pacientes afetados pela
doenca, no intuito de orientar o corpo medico, indmeras ferramentas classificam a
gravidade da psoriase, entre elas o indice de Area e Gravidade da Psoriase (PASI), que
leva em consideracdo o grau de descamacao, eritema, espessura da lesdo, entre outras
manifestacoes.

O desenvolvimento de formulag6es de origem natural em adi¢é@o aos extratos das
partes planta B. gaudichaudii podem potencializar a atuacdo da TFD, melhorando a
permeacdo do extrato, e evitando a perda de agua transepidermal que normalmente
ocorre nos casos de psoriase, pois 0 veiculo é composto de substancias derivadas de
oliva, tais como tensoativos primarios e secundarios, e 6leo vegetal.

Os tratamentos populares com plantas ricas em furanocumarinicos como o B.
gaudichaudii, incluem exposicéao a radiacao solar conhecida como puvaterapia (PUVA),
que levam a processos inflamatdrios graves, como queimaduras. As furanocumarinas
lineares, psoraleno e bergapteno, sdo 0s principais compostos responsaveis por esse
efeito. O mecanismo quimico de a¢do dos seus compostos, quando em exposicéo a luz,
ndo é totalmente esclarecido. O desconhecimento em relagdo a este mecanismo de acéo
leva ao comprometimento permanente da pele e exclusdo do uso dos extratos em

procedimentos dermatoldgicos pela agressividade do tratamento.

1.1 Objetivo geral

Estudar os mecanismos dos processos fotoinduzidos decorrentes da acdo dos

extratos da planta B. gaudichaudii em solucdes e em cremes dermatologicos.

1.2 Objetivos especificos

a) Obter extratos das partes da planta B. gaudichaudii, desenvolver

formulagdes cosméticas para atuacdo dermatologica;
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b) Caracterizar a fotofisica de extratos das diferentes partes da planta
Brosimum gaudichaudii e da formulacdo dermatoldgica;
c) Determinar os mecanismos de acdo dos processos fotoinduzidos dos

extratos da planta Brosimum gaudichaudii e da formula¢do dermatoldgica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre a fitoterapia, sua aplicacdo e importancia

Existe uma conex&o entre o homem e a natureza. Desde 0s tempos mais remotos
da histéria do homem, o uso de plantas supria necessidades alimentares, de cura
medicinal e de enfrentamento com o0s inimigos, atraves do uso de plantas toxicas e
mortais. Este conhecimento sempre foi transmitido de geracéo para geracao e sobrevive
até hoje gracas as descobertas e desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia (SANTIC
etal., 2017).

Relatos do uso de plantas medicinais ou mesmo da implantacdo do uso nas
civilizagBes egipcias, chinesas, indiana, grega, romana e na velha civilizagdo slava,
foram transmitidos através de invasGes que passam pelo imaginario do nosso
conhecimento, levando a planta a sofrer modificagOes para que pudesse se adaptar a este
ou aquele clima. Deste conhecimento, surgiram varios manuais e compéndios que
mostram a finalidade e o modo de usar desses fitomedicamentos (CONSELHO
REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO PAULO - CRF, 2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) definiu os medicamentos
fitoterapicos como substancias obtidas pelo uso exclusivo de matérias-primas ativas de
origem vegetal. A etnofarmacologia, assim como documentagfes tecnocientificas, além
de evidéncias clinicas, ddo suporte para a informacdo sobre eficacia e seguranca das
plantas medicinais (BRASIL, 2010a).

Para tanto o governo, através do Ministério da Saude (MS), realiza acdes para
implementacdo de programas voltados ao uso da fitoterapia. A Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos estabelecem normas para que o Sistema Unico de Sadde (SUS) possa
implantar plantas medicinais e da fitoterapia contribuindo, desta forma, para o
desenvolvimento do setor, uma vez que metabdlitos secundarios das plantas podem
atuar como farmacos e no desenvolvimento de outros farmacos (BRASIL, 2012).

Através do decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 foi, entdo, criada a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que dispde sobre a

implementacdo de acOes capazes de promover melhorias na qualidade de vida da
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populacdo brasileira através do uso de fitoterapia. Para que o objetivo do decreto fosse
atingido, a Portaria Interministerial (PI) n® 2.960/2008 instituiu o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (ANVISA, 2008).

Ao longo de alguns anos vérias outras atualizacdes e regulamentacdes foram
realizadas. A mais recente € a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n. 69 de 8 de
dezembro de 2014, revogando a RDC n. 249/2005 que atualiza as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) de insumos farmacéuticos ativos (IFAS) (BRASIL, 2014).

A OMS em documento nomeado “Estratégia para medicina tradicional 2014-
2023” revela a importancia da medicina baseada em conhecimento na pratica e
experiéncias de diferentes culturas, para manutencdo da salde e prevencao de doencas
através do uso da fitoterapia. Incentiva e da suporte as politicas de implantacdo, garantia
de seguranca e efetividade para promover saude nos sistemas publicos ou particulares.
Identifica um aumento significativo do uso de fitoterdpicos em todo mundo e mostra
que os dois sistemas de tratamentos médicos, oriental e ocidental, podem compensar e
complementar fraquezas que ambos possuem a partir das politicas puablicas que
incentivem o conhecimento, a divulgacdo e implantacdo destes, gerando oportunidades
e desafios (WORLD HEALTH ORGANIZATION — WHO, 2009, 2014).

Entre 70 e 90% das plantas medicinais sdo utilizadas como medicamento em
paises desenvolvidos, e este nimero cresce com as tendéncias mundiais de consumo de
fitoterapicos. Este fato deve-se ao produto fitoterapico ser de baixo custo e o desejo do
paciente em consumir produtos menos agressivos ou, ainda, que sejam compativeis com
sua identidade cultural. Mais do que isso, muitas familias rurais ou urbanas ganham seu
sustento vivendo da plantacdo, venda ou mesmo como terapéutas, mostrando ndmeros
para este mercado que ultrapassam a avaliagdo de US$ 138.350 milhdes em 2020 e que
pode chegar a US$ 218.940 milhdes até o final de 2026, especialmente na América do
Norte, Europa e Asia-Pacifico, América do Sul, Oriente Médio e Africa
(APPLEQUIST, 2019; GLOBAL..., 2021).

Apesar dos fatos apresentados, cientistas alertam sobre as questdes das
mudancas climéaticas em todo mundo afetando a viabilidade e a extin¢cdo de algumas
espécies. Enfatizam que as mudancas climaticas podem diminuir o acesso ao produto,
assim como a produtividade. Alertam que, com as mudancas climaticas, os constituintes

fitoquimicos das populacgdes sobreviventes podem mostrar modificagfes quanto as suas
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propriedades farmacolodgicas, afetando, portanto, o poder terapéutico dos fitoterapicos
(APPLEQUIST, 2019).

Sendo o Brasil, um pais de dimensdes continentais, que detém grande parte da
Amazodnia e extensas areas de cerrado, a riqueza de sua flora chega a 20% das espécies
de plantas conhecidas no mundo, representa um imenso potencial para a descoberta de
novas moléculas com potencial terapéutico (DEL-CLARO; TOREZAN-SILINGARDI,
2019).

A populagdo acredita, portanto, que os produtos vindos da natureza n&o
apresentam efeitos toxicos ou mesmo efeitos colaterais significativos. No entanto, as
fitofotodermites causadas pelas furanocumarinas manifestam-se como reacfes
especificas de hiperpigmentacdo, eritema e formacdo de vesiculas. As respostas para
esclarecer como estas fitofotodermites acontecem ndo séo claras, assim como 0 Seu

mecanismo de acéo.

2.1.1 Consideracdes sobre o cerrado brasileiro e seu bioma

O cerrado é o segundo maior bioma que o Brasil possui e estd em cerca de 22%
do territorio central com cerca de 2.036.448 Km? de extensdo. Conhecido como savana
brasileira, o cerrado possui extensa biodiversidade com 11.667 espécies de plantas
nativas e 4400 plantas endémicas, muitas apresentando grande potencial econémico e de
pesquisa (DEL-CLARO; TOREZAN-SILINGARDI, 2019).

Em 1994, Kaplan, Figueiredo e Gottlieb (1994) e Ratter e Ribeiro (1997)
afirmaram que 40% do bioma ja estava devastado (e que apenas 1,5% de sua extensdo é
protegida por lei). Afirmam que espécies do Cerrado apresentam grande numero de
compostos desconhecidos, quando comparados as espécies amazoOnicas ou as do
Pantanal. Peixoto et al. (2019) afirma que até 2050, entre 31 e 34% das regifes do
Cerrado podem desaparecer. A degradacdo ambiental n&o afeta somente a
biodiversidade, mas a heranca cultural das populacdes que habitam esta regido e que
detém o conhecimento sobre os beneficios das plantas locais de forma, muitas vezes,
empirica. O empirismo, quando malconduzido, pode levar ao extrativismo
insustentavel. Deve haver, portanto, equilibrio entre tecnologia, conhecimento e

biodiversidade. Os autores sugerem que 0s estudos de plantas desta regido devem ser
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priorizados, de forma multidisciplinar, chamando a atencdo da importancia desta flora e

a necessidade de preservacéo das riquezas do Cerrado.

Figura 1 — Fisionomias do Cerrado. (a) cerrado aberto; (b) floresta seca; (c) pequenas
arvores caracteristicas do Cerrado; (d) veredas — apresentando alta umidade e solo
argiloso, com palmeiras.

Fonte: Adaptado de Del-Claro e Torezan-Silingardi (2019).

Dentre as inUmeras plantas que podem ser estudadas originarias do Cerrado
brasileiro, B. gaudichaudii, conhecida popularmente como mama-cadela, mamica de
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cadela ou algodao, algodaozinho, inharé, manacé e ainda, manaca do campo, apresenta
caracteristicas interessantes para uso dermatoldgico, pois contém agentes
fotossensibilizantes indicados para a TFD, quando incorporados nos desenvolvimentos
de produtos para o tratamentos de vitiligo, psoriase, dermatite atOpica, acne, e em
cancer de pele, como a ceratose actinica e doenca de Bowen (MANSOORI et al., 2019;
VILEGAS; VILEGAS; POZETTI, 1994).

Somente duas espécies do género Brosimum, da regido do Cerrado, vém sendo
estudadas quanto a fitoquimica: B. rubescens e B. gaudichaudii. Estudos sugerem que a
casca, a raiz, as folhas e o galho do B. gaudichaudii apresentam propriedades
interessantes para uso em desenvolvimentos para a area dermatologica (DEL-CLARO;
TOREZAN-SILINGARDI, 2019).

Figura 2 — Folhas, caule, galhos, raiz e frutos da planta B. gaudichaudii.

Fonte: Adaptado de Del-Claro e Torezan-Silingardi (2019).

Ja existem no mercado farmacéutico alguns congéneres sintéticos dos derivados
de furocumarinicos de B. gaudichaudii como a xantiletina, o bergapteno, a luvangetina

e a gaudichaudina, para o tratamento de psoriase e vitiligo (MIRANDA, 2014).
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A populagdo utiliza a flora do Cerrado em procedimentos médicos, para
questdes inestéticas e para manutencdo da saude. No entanto, é de extrema relevancia a
necessidade de dados cientificos e avaliacbes da indicacdo das plantas a partir de
estudos que possam garantir seguranca e doses adequadas, tornando-a Util para grande
guantidade de pessoas que dela necessitem.

2.1.2 Familia Moraceae, 0 género Brosimum e a espécie Brosimum gaudichaudii

B. gaudichaudii pertence a familia Moraceae, caracterizada por dois estiletes e
ovulos apicais. Algumas de suas espécies apresentam latex entre caule e casca. No
entanto, a presenca do latex ndo determina a classificacdo, porque algumas espécies do
seu género nao apresentam este latex. A familia Moraceae também pertence a familia
Urticaceae. O limite entre as duas familias ndo € exatamente preciso. A nova
classificacdo de 2003 da Angisosperm Phylogeny Group 11/ 2003 (APG II) ou (Grupo
para a Filogenia das Angiospermas) preconiza que a Familia Moraceae e a Urticaceae,
entre outras familias, pertencem ao género Rosales. Para familia Moraceae sdo
identificados 50 géneros e 1500 espécies presentes no bioma brasileiro, em regides
tropicais ou subtropicais, seja de forma cultivada ou encontrada naturalmente (SOUZA,
LORENZI, 2005); outros autores chegam a referenciar a identificacdo de 61 géneros e
1000 espécies (BARROSO et al., 2002), distribuidos entre varios estados passando pelo
norte, nordeste, regido central e sudeste brasileiro.

Trata-se de um arbusto que pode chegar até 4 m, com frutos amarelos e
carnudos, formados a partir do receptaculo que passa a ter cor amarela, avermelhada e
marrom avermelhada, normalmente colhidos de setembro a inicio de dezembro,
consumido como goma de mascar. Sua reproducdo € monoica. Encontram-se dois tipos
de raizes no B. gaudichaudii: raiz priméria, cuja origem é o embrido da semente e,
também, raizes cuja origem sdo os nodulos do caule. A raiz do B. gaudichaudii mostra
adaptacdo que a espécie sofreu para as agressbes do meio ambiente, 0 que mostra
elevado potencial de auto-regeneracdo da espécie. Neste quesito, podemos incluir os
laticiferos presentes na planta e que promovem processos de cicatrizagdo. A

florescéncia ocorre de junho a outubro. A casca do B. gaudichaudii é rica em duas
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substancias furanocumarinicas nomeadas bergapteno e psoraleno, que apresentam

caracteristicas fotossensibilizantes, além de sesquiterpenos (SOUZA; LORENZI, 2005).

Figura 3 — Arbusto de Brosimum gaudichaudii Trécul.

Fonte: Adaptado de Del-Claro e Torezan-Silingardi (2019).

B. gaudichaudii possui particular interesse para a inddstria farmacéutica, de
desenvolvimento de dermocosméticos e de perfumaria. O cha das cascas da raiz é usado
para vitiligo; as folhas sdo usadas como depurativo; ha relatos do uso em casos de
gripes, resfriados e bronquite. A decoccdo das cascas, do caule, e raizes € usada para
psoriase. Pesquisas mostram que extratos feitos da raiz, caule, casca e frutos da
mamacadela, quando aplicados na pele exposta ao sol, provocam a repigmentagdo da
pele acometida por vitiligo. No entanto, o cortex da raiz € onde as furanocumarinas se
apresentam em maior quantidade (JACOMASSI, 2006; POZETT]I, 2005).

Na casca do tronco e nas raizes encontram-se as duas substancias
tradicionalmente usadas na puvaterapia para a psoriase: 0S compostos bergaptenos e
psoralenos, uma familia de fotoativos. Os psoralenos possuem 3 anéis que podem ser
colocados em diferentes posi¢des, resultando em diferentes compostos. Ja o triciclico é

o responsavel pelo processo fotoconversor.

7
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Constituem uma classe de metabolitos secundarios derivados do acido cindmico,
amplamente distribuidos no reino vegetal (MENEZES; GALLARDO; ZUCCO, 2010).
Podem ser classificados de acordo com as substituicdes do anel de benzeno e do anel
pirano em cumarinas simples (MONTAGNER, 2007; QUEVEDO, 2011). Segundo
Monteiro et al. (2002), o género Brosimum produz cumarinas prénilatadas, o que inclui
as furanocumarinas lineares, conhecidas como psoralenos, ricamente distribuidas pela
planta e que sdo usadas nos tratamentos de pigmentacdo da pele e outras lesdes
dermatoldgicas.

Os psoralenos apresentam uma vasta variedade de aplicacbes na medicina, seja
de origem vegetal ou de origem sintética. A simples mudanca em determinadas pontas
da estrutura quimica da molécula pode determinar uma mudanca em sua funcionalidade
bioldgica: acdo citotoxica, fotossensibilizante, antibacteriana, antifingica e inseticida.
Basicamente compostos heterociclicos sdo adicionados aos nucleos cuja origem sdo
substancias cumarinicas. No plano da fotoquimioterapia, a puvaterapia € reconhecida no
meio médico para o tratamento de varias doencas da pele, e aprovada pelas agéncias
reguladoras, apesar de apresentar alguns efeitos colaterais como eritema, fototoxicidade
e até a possibilidade de desenvolvimento de cancer. Substancias psoralénicas como 5-
metoxipsoraleno  (5-MOP) E 8-  metoxipsoraleno  (8-MOP),  derivados
furanocumarinicos lineares, sdo usados nos tratamentos de psoriase, vitiligo, dermatite

atopica e varias outras doencas da pele (JAMALIS et al., 2020).

Esquema 1 — Estrutura quimica do bergapteno.

Fonte: a autora.

A estrutura quimica dos bergaptenos mostra que apresenta duplas conjugadas ao
anel benzénicos, o que lhe confere uma grande estabilidade. No entanto, estas duplas
quando irradiadas no UV, sdo susceptiveis a reacdes periciclicas de ciclo adi¢do [2 + 2],

onde a timina é a molécula mais frequente. Nas cicloadi¢bes ocorre a quebra de duas
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ligagOes m e a formacdo de duas novas ligagGes s, mostrando transformagéo estrutural,
pois seus elétrons se reorganizam, envolvem energia sob a forma de radiacdo e a
formacdo de um aduto. Esta configuracdo pode levar a formagdo de um fotoproduto,
caso esta irradiacdo ocorra frente a um reagente tal como as bases pirimidinas
constituintes do DNA (PEREIRA, 2014).

Esta importante reacdo implica na fotoligacdo entre o fotossensibilizador, 0s
mondmeros de DNA e a formacéo de furanocumarinas — nucleobase, o que impede que
as células lesadas se multipliquem. Como descrito, 0 mecanismo é conhecido como
fotoreacdo de cicloadi¢do [2+2]. Segundo Woodward-Hoffmann, as condicgdes ciclicas
sdo reacdes periciclicas que termicamente ndo acontecem, mas permitidas quando em
fotoexposicio (SERRANO-PEREZ; MERCHAN; SERRANO-ANDRES, 2008).

As moléculas de psoraleno formam complexos com DNA através da mistura
entre furanocumarinas e pares de bases de acido nucleico. Ao serem irradiadas por UVA
[2+2] ocorre fotocicloadicdo com as bases pirimidinas, especialmente com a timina ja
citada, envolvendo uma ou as duas fitas de DNA. Podem ocorrer lesbes de curto e longo
prazo. As angelinas, substancias psoralénicas, podem reduzir efeitos colaterais do
tratamento e até mesmo a genotoxicidade (VIOLA et al., 2004).

O Esguema 2 mostra a rota biossintética das furanocumarinas.
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Esquema 2 — Rota Biosintética das furanocumarinas
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Fonte: a autora.

Desta forma, evidencia-se a necessidade de tornar possivel o desenvolvimento
de produtos de uso tépico com o extrato do B. Gaudichaudii enquanto
fotossensibilizante, de forma a tornar o tratamento mais efetivo e vantajoso para o
paciente, uma vez que a via topica evita efeito de primeira passagem pelo figado, o que
pode alterar ou modificar a acdo desejada do FS. Assim, torna-se importante o
reconhecimento das questGes anatomofisiologicas da pele e o seu mecanismo de

permeagéo.
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3 PELE

A pele é o 6rgdo mais extenso do corpo humano com superficie média de 2 m?,
perfazendo 15% do peso corporal. Recobre uma complexa rede de vasos, artérias,
ligamentos, proteinas de sustentacdo e nervos. Comunica-se com o exterior sem deixar
de mostrar as manifestacdes de 6rgdos interno, tais como figado, intestino, rins, entre
outros, além de manifestar doencas, relacionadas ao hipotireoidismo e doenca de
Cushing, por exemplo (WONG et al., 2016). Apresenta uma estrutura que possui uma
microbiota e bioquimica prdprias. Possui capacidade antioxidante contra a radia¢do UV,
através da sintese de melanina; sintetiza vitamina; protege o organismo de traumas,
toxinas, bactéria e, também, de extremos de temperatura que podem causar
desequilibrios pela perda significante de fluidos corporais, de forma a manter a
homeostase, inclusive imunolégica. Pela riqueza de receptores cutaneos, podemos
manifestar sensacdes de dor (terminagfes nervosas livres); calor (corpusculo de
Ruffini); frio (Corpusculo de Krause); tato leve (Corpusculo de Messner), e pressao
profunda (Corpusculo de Vater-Paccini) (GOULD, 2018).

Possui um ritmo circadiano proprio e individual relacionado e que influi na
pigmentacdo cutdnea, no crescimento dos cabelos e na qualidade das células
progenitoras da epiderme (stem cells). Da mesma forma, a farmacocinética e a
toxicologia sdo temas importantes que estdo relacionados as questdes que envolvem
produtos aplicados na pele, auxiliando em diagndsticos e tratamentos (MATSUI et al.,
2016; SOUZA; ANTUNES JUNIOR, 2020).

A epiderme, camada mais externa, apoia-se na derme. Composta por um tecido
escamoso estratificado, promove a barreira entre 0 meio externo e o0 meio interno.
Encontram-se células em constante diferenciagfo. E através da camada ou estrato mais
profundo, estrato basal, que as células sdo encaminhadas para a camada mais externa, o
estrato corneo, onde percebemos a descamacdo. Neste percurso, logo ap6s o estrato
basal, encontra-se o estrato espinhoso, granuloso, lucido (encontrado na regido palmar e
plantar) e, finalmente, o cérneo. Estudos mostram que existe, ainda, uma populacédo
biotica, considerada uma sexta camada na epiderme. A microbiota local, rica em varios

tipos de microrganismos (ZEEUWEN et al., 2013), esta associada ao sistema imune,
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cuja alteragdo pode causar varias doengas inflamatorias, entre elas a psoriase (CHANG
et al., 2018).

O estrato basal esta em contato com a jungdo dermo-epidérmica; rico em células
com intensa atividade mitotica e que promovem a renovacao celular, entre 21 a 35 dias.
Em doengas descamativas, como a psoriase, esta renovagdo celular pode chegar a ser
efetivada entre 4 a 7 dias, promovendo lesbes caracteristicas, como uma casca
esbranquicada. Encontram-se, na regido basal, melandcitos que produzem melanina
relacionada a protecgdo antioxidante natural da pele e a ao fototipo cutaneo. Neste estrato
também sdo encontradas as células de Merkel (percepcdo de toque). Acima do estrato
basal esta o estrato espinhoso que produz queratina e da sustentacdo ao tecido. Seus
principais tipos celulares sdo as células de Langerhans (células imunologicas) e as
células de Malpighi. Posteriormente ao estrato espinhoso temos o estrato granuloso,
onde observa-se auséncia de nacleo na célula e citoplasma granular, basicamente pelo
aumento de queratina local, mas onde ha significativa quantidade de agua e nutrientes,
situacdo ausente em casos de psoriase. Finalmente, o estrato corneo se apresenta rico em
corneocitos, células que fazem a protecdo contra a perda de agua transepidermal por
camadas, usando o manto hidrolipidico como recurso, e onde visualizamos a
descamacdo natural da pele. Na psoriase, 0 estrato corneo se apresenta sem a fungéo
barreira, a camada cOrnea mostra-se dilatada de forma a perder significativamente a
agua endogena, dando aparéncia esbranquicada na regido da pele onde a psoriase se
manifesta (GOULD, 2018; SOUZA; ANTUNES JUNIOR, 2020).
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Figura 4 — Camadas celulares da epiderme.
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Fonte: a autora.

Sdo justamente as celulas da camada cornea que com o material lipidico e
hidrico das glandulas sebaceas e sudoriparas compdem a barreira da pele, apresentando
microbiota propria. Este material hidrolipidico esta organizado em estruturas lamelares
como mostra a Figura 5. Esta barreira cutanea, normalmente muito eficaz, pode ser
influenciada por agentes poluentes, excesso de radiacdo ultravioleta, uso de cosméticos
ou produtos domissaniantes, medicamentos, alem de varias doencas, muitas causadas
pela questdo da mudanca da biota da pele. A desestabilizacdo das bactérias que sdo
imunoreguladoras, tais como Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes,
promovem o0 aumento de patégenos como o Staphylococcus aureus que podem
promover acOes inflamatdrias ao tecido cutdneo e, em algumas doengas como a
psoriase, exacerbar linfocitos Th 17 e as citocinas pré-inflamatérias 1L-17 (CHANG et
al., 2018).
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Figura 5 — Estrutura lamelar normal e interrompida do estrato cérneo
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Fonte: a autora.

Dando continuidade as relacGes anatdmicas da pele temos a derme, que esta
dividida em derme papilar, proxima a camada basal da epiderme, e a derme reticular,
proxima a hipoderme. Sua riqueza celular sdo os fibroblastos, produtores de fibras
coldgeno e elastinas, &cido hialurénico, que dao estrutura e flexibilidade, resisténcia,
elasticidade a pele. No meio das fibras estd a Matriz Extra Celular (MEC), substancia
gelatinosa rica em glucosaminoglicanas, acido hialurénico, sulfato de condroitina, entre
outras substancias e que garantem a hidratagdo da pele, fundamental para evitar
inimeras doencas da pele que se manifestam por ressecamento, como a psoriase
(LANE, 2013).

E na derme que encontramos 0s anexos cutaneos, glandulas sebaceas e
sudoriparas (apocrinas e écrinas) foliculo piloso e as unhas. O foliculo piloso, musculo
eretor do pelo e as terminacGes nervosas, juntos, formam a unidade pilosebacea
envolvida na manutencéo e regulacdo da temperatura da pele (LOSQUADRO, 2017).

Apesar de emergirem da derme, como mostra a Figura 6, os foliculos pilosos
atravessam a epiderme até a superficie. Estdo intimamente relacionados ao musculo
eretor e as glandulas sebaceas que, através de um ducto, liberam uma mistura de

colesterol e triglicerideos denominado sebo cutaneo, cuja finalidade é proteger a pele,
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além de proteger contra danos bacterianos. E regulada por estimulos hormonais
androgénicos. Em associacdo as glandulas sudoriparas que liberam o suor, constroem o
manto hidrolipidico, agente que mantém a epiderme protegida contra agressdes externas
e a perda de agua transepidermal (no inglés, TEWL — transepidermal water lose).
Glandulas sudoriparas écrinas estdo espalhadas por todo o organismo, e as apocrinas
espalhadas na regido axilar, genital e mamaria. As glandulas apocrinas possuem
estimulacdo hormonal. Porém, ndo estdo associados somente a constru¢cdo do manto
hidrolipidico, mas a manutencdo da temperatura (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Finalmente, a hipoderme, considerada anexo subcutaneo da pele. Nesta camada,
assentam-se a epiderme e a derme. Aqui os adipécitos sdo formados para armazenar
energia e proteger o organismo de choques e traumas, além da questdo do isolamento

térmico que a camada promove (WONG et al., 2016).

Figura 6 — Estruturas da epiderme e derme com anexos cutaneos.
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Fonte: a autora.

3.1 Importéancia da pele como via de administracéo cuténea e as formas
farmacéuticas ideiais para incorporacao do extrato lipossomado de B.

gaudichaudii

A pele, como visto anteriormente, € a grande barreira protetora e seletiva do

organismo humano. Normalmente, 0s anexos cutaneos e a epiderme integra permitem a
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difusdo de algumas substancias ativas. S80 reconhecidas 3 vias de penetracdo de
substancias. Sdo elas:

Via intracelular, onde a substancia ativa penetra atraves das células queratinosas.
A passagem, neste caso, € dificultada pela queratinizacdo celular; via intercelular, onde
a substancia ativa passa e se difunde pela matriz lipidica; via folicular, ou seja, através
dos foliculos pilosos, das glandulas sebaceas e sudoriparas. Considerada uma via de
grande importancia para permeacdo de substancias ativas, pois € uma regido rica em
capilares sanguineos, onde estdo as células progenitoras (stem cells), além da regido ser
cercada por células dendriticas. Toda essa configuragdo pode facilitar a permeacao
sisttmica (LADEMANN, 2011).

A via de administracdo cutanea é bastante pesquisada quando se pensa no
desenvolvimento de cosmecéuticos ou medicamentos. A via topica € uma das vias mais
atrativas, mesmo que a pele seja considerada uma barreira bastante eficaz. Apresenta
algumas vantagens quando comparada com outras vias de administracdo de agentes
fotossensibilizantes: ndo ha diminuicdo da disponibilidade do agente fotossensibilizante,
pois ndo ha efeito de metabolismo de primeira passagem. Pode apresentar efeito
sistémico, caso o veiculo seja transdérmico (absor¢do percutanea) e, neste caso, a pele
ndo é o Unico 6rgdo-alvo. Para o desenvolvimento de formulages transdérmicas
usamos agentes promotores de absorcdo, como dimetilsulféxido (DMSO), etanol,
propilenoglicol, glicerina, polietilenoglicol, ureia, lecitina, terpenos e polaxamer.
(ALLEN; POPOVICH; HOWARD, 2013). Solucdes e pomadas podem nédo ser a
melhor forma farmacéutica para a disponibilizacdo de ativos para a pele (BRASIL,
2010b).

As emulsdes apresentam dispersdo de pequenos globulos de um liquido
(normalmente lipossoluvel) que estdo distribuidos em um veiculo (normalmente
hidrossoluvel), pelo qual ndo apresenta miscibilidade. Para que isso seja possivel,
utilizamos surfactantes ou tensoativos que quebram a tensdo superficial entre 0s
liquidos imisciveis de modo a reduzir a tensdao superficial entre eles. Desta forma, os
tensoativos transformam substancias em micelas, diminuindo a tendéncia a agregacéo e
a coalescéncia, o que pode favorecer a quebra da emulsdo (ALLEN; POPOVICH,;
HOWARD, 2013).
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FormulagBes emulsionadas permitem incorporagdo de substancias lipo ou
hidrossollveis e as lipossomadas. Com base em sua composi¢do de ingredientes, podem
apresentar ainda mais afinidade pelo manto hidrolipidico. Podem ser O/A (fase interna
oleosa/fase externa aquosa, que fornece sensacdo refrescante ao ser aplicada na pele
além de ser facil de remover quando desejado, ou A/O (fase interna aquosa/ fase externa
oleosa), que fornece sensacdo de untuosidade ao ser aplicada na pele, dependendo dos
agentes terapéuticos incorporados, assim como do efeito emoliente dos ingredientes
listados, e das condicBes da pele que ira receber a formulagdo. A absorcdo percutanea
pode ser aumentada com a redugdo do tamanho das micelas na formulagéo e com o uso
de lipossomas (THOMPSON; DAVIDOW, 2013).

O desenvolvimento de emulsificantes derivados de Oleo de oliva € um
movimento internacional e que atende aos conceitos de desenvolvimento de produtos
naturais ou fitocosmecéuticos. A afinidade pelas estruturas da pele (biomimeticidade) e
os beneficios adicionais como manutencdo da hidratagdo e sensorial adequado,
promovem adesdo por parte do paciente, além de atender aos conceitos de
sustentabilidade e aprovacéo regulatéria (SOUZA; ANTUNES JUNIOR, 2020).

Ativos lipossomados, quando incorporados em emulsfes cujos ingredientes sao
de origem natural, podem colaborar com o desenvolvimento de fitocosméticos ou
fitomedicamentos, pois os lipossomados evitam a degradacdo do ativo, reduzem
toxicidade, e apresentam afinidade por membranas celulares que também sdo
constituidas de camadas bilipidicas. Por outro lado, promovem aumento da solubilidade
do ativo e a sua disponibilidade na base, além de melhorar a liberacéo do ativo na pele
(SARAF et al., 2015).
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4 LIPOSSOMAS

Os ultimos 30 anos mostraram avancgos consideraveis nas ciéncias da pele.
Considerada uma barreira eficiente, hoje é percebida como uma via de aplicacdo de
medicamento elegivel para inimeras necessidades. O sistema lipossomado deve ser
considerado nos desenvolvimentos onde se pretende a permeacao de substancias para
camadas mais profundas da pele (CARITA et al., 2018).

Lipossomas sdo sistemas biomiméticos de constituicdo simples, normalmente
fosfolipidios de origem sintética ou natural. Os fosfolipidios também constituem as
membranas bioldgicas, em dupla camada bilipidica (DETANICO; TEIXEIRA; SILVA,
2010).

Grande numero de ativos dermatoldgicos, principalmente os fotossensibilizantes,
sd0 questionados quanto a sua seguranca e estabilidade e, por isso, passam pelo
processo de transformacdo em lipossomas. Lipossomas sdo vesiculas microscopicas
compostas por moléculas anfifilicas de dupla configuracdo, possuem estrutura que
apresenta cabeca polar e hidrofilica, com o outro posterior apolar, portanto, lipofilica, e
cercada por compartimentos. Possibilita a insercdo de material hidrossoluvel e

lipossoluvel no seu interior esférico, como mostra a Figura 7.
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Figura 7 — Estrutura molecular de um lipossoma.
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Foi somente nos anos 80 que os lipossomas foram usados como drug delivery
para aplicacdo topica, no tratamento de disfuncGes da pele, concluindo que a
lipossomagem dos ativos modifica a absor¢do percutanea, diminuindo a concentragao
do ativo na epiderme e na derme, onde a atividade € desejada, 0 que pode significar
mais seguranca ao uso (MEZEI, GULASEKHARAN, 1980). Ndo sdo toxicos, sdo
biodegradaveis, compativeis com a pele, além de reduzir possiveis irritacbes. Podem
carregar em suas vesiculas substancias hidrossollveis no seu interior e lipossoliveis em
sua bicamada, promovendo estabilidade ao ativo, mostrando eficacia na permeacdo
cutanea (MERTINS et al., 2008; WANG et al., 2019).

Os lipossomas sdo classificados em trés grupos: lipossomas multilamelares
(MLV), unilamelares (SUV) e grandes unilamelares (LUV). O MLV possui camadas
concéntricas onde ha compartimentos aquosos e que apresentam diametros variados,
entre 400 a 3500 nm. SUV possui somente uma bicamada e um espaco para substancias
hidrossoliveis bem reduzido, sendo o didmetro entre 20 e 50 nm. Finalmente, LUV
possui somente uma bicamada, grande espaco para substancias hidrossolUveis e
diametro entre 200 e 1000 nm (CHORILLI et al., 2007).
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4.1 Lipossomas feitos de lecitina de soja

Fosfolipidios constituem a maioria das membranas biologicas. Por possuir
cabeca polar, a comunicacgdo entre o liquido intracelular e extracelular € viabilizado pela
camada bilipidica. Gracgas as proteinas, a membrana celular associa-se a fracdo polar e
apolar dos fosfolipidios. Possuem estrutura semelhante aos triglicerideos. Sdo moléculas
com caracteristicas zwiterionicas, onde temos cabeca polar e cauda apolar. O grupo X,
como esta representado no Esquema 3, pode ser —H, sendo o mais comum é o &cido
fosfatidico; porém, a etanolamina, a colina, serina, inositol, glicerol ou fosfatidilglicerol
também podem estar no grupo X. Desta forma, a nomenclatura serad fosfatidil mais o
nome de outro componente. A lecitina pode se referir a varios materiais graxos como 0s
fosfolipidios derivados de inositol, colina, etanolamina, e ainda, triglicerideos e

glicolipidios.

Esquema 3 — Estrutura molecular de fosfolipidio.
R4

°\P//0
AN

X
Fonte: a autora.
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Figura 8 — Arranjo estrutural micelar dos lipidios em solu¢do aquosa. A) micela
globosa; B) bicamada lipidica; C) bicamada lipidica em forma de membrana separando
dois ambientes liquidos distintos.
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Fonte: adaptado de Nelson e Cox (2011).

Bioguimicamente falando, lecitina refere-se a fosfatidilcolina pura. Os sistemas
de administragcdo que se utilizam de lipossomas derivados da lecitina sdo promissores,
ndo sé pela compatibilidade cutanea, mas pela estabilidade que promove do ponto de

vista da producéo do lipossoma (LE et al., 2019).
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Esquema 4 — Estrutura quimica da fosfatidilcolina.

Fonte: a autora.

4.1.1 Mecanismo de permeacéo dos lipossomas na pele

Trés mecanismos podem explicar a permeagéo dos lipossomas na pele:

a)

b)

a via de difusdo lateral justifica que a estrutura dos lipossomas é muito
similar ao do estrato corneo, rico em fosfolipidios endogenos, que por
semelhanga e afinidade facilita a difusdo entre estratos da camada
epidérmica, em grandes extensdes. Pode resultar em aumento da absorcao
da droga e na diminuicdo da eliminacdo da droga, o que pode explicar que
os lipossomas agem como transporte e, também, podem ser usados como
localizadores, pois ao se fundirem com membranas celulares conseguem
colocar a droga exatamente no citoplasma celular;

a via transepidermal € explicada pelo gradiente osmotico e a forca de
hidratacdo do tecido. Desta forma, os lipossomas sdo enviados as camadas
profundas da epiderme. Em formulacdo oclusiva, onde ocorre a
concentracdo maxima de hidratacdo, a permeagdo dos lipossomas é
dificultada, o que explica a importancia do veiculo na formulacdo de
lipossomas;

a via unidade pilosebacea, considerada pela sua riqueza em capilares
sanguineos (DE LEEUW et al., 2009).
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5 PSORIASE E A TERAPIA FOTODINAMICA

Psoriase € uma doenca ainda ndo totalmente elucidada e que acomete
aproximadamente 125 milhGes de pessoas no mundo. Apresenta-se como uma doenca
imunomediada, genética e epigenética, associada a disfungdes outras como as doengas
cardiometabolicas, doencas mentais, depressdo, doenca celiaca, doencas intestinais
inflamatorias e artrite, que se caracteriza por ter queratinocitos hiperproliferados
mediados por citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-o, interleucina IL-17A, IL-
17C, IL-17F, 1L-22, interferon IFN-y, entre outras citocinas, neutrofilos e mastocitos,
células inatas que ativadas manifestam eritema e placas descamativas esbranquicadas ou
avermelhadas; descamacdo excessiva na pele, com péapulas, com manifestacdes de
pruridos e dor (BHATIA et al., 2014; WEIGLE; MCBANE; PSORIASIS, 2013). Pode
acometer qualquer parte do corpo, com predominancia nos joelhos e cotovelos, couro
cabeludo, tronco, nadegas, axilas, unhas, regido plantar dos pés e area genital. Esta
situacdo € causada pela perda de agua transepidermal excessiva, perda do manto
hidrolipidico, aumento do pH cutaneo e a ruptura na estrutura das células da camada
cérnea, que torna a pele altamente permeédvel a dgua. O aumento do pH cutaneo
promove aumento de descamacdo da pele. Lembrando que o pH ideal da pele gira em
torno de 5,0 a 6,0, portanto mais &cido. Apesar da doenca ndo ser contagiosa, influencia
0 psicoldgico do portador, seja ele criangca ou adulto (BLAUVELT; CHIRICOZZI,
2018).

Segundo a OMS, em documento nomeado “Relatério global sobre a psoriase”
(2016), a evolucdo é imprevisivel e impacta a salde publica e econémica, sugerindo a
elaboracdo de politicas publicas para elaboracdo de cuidados de salde e elaboracdo da
inclusdo social dos individuos acometidos. O ndo comprometimento das autoridades
publicas leva ndo somente as questBes acima descritas, mas ao énus sécio-econémico-
educacional. Pacientes psoriaticos perdem pelo menos 5 dias de trabalho ao ano em
virtude da doenca; pacientes em idade escolar relatam auséncia da escola quando
acometidos em fase aguda. Desta forma, percebemos a importancia destas auséncias
para os contribuintes de impostos, para educagdo, pacientes e a sociedade como um

todo. Estes fatos fazem a psoriase ser um assunto de interesse médico e cientifico
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guando falamos do desenvolvimento de novas possibilidades de tratamento
(AUGUSTIN et al., 2008).

As opcdes de tratamento sdo diferentes para os diferentes graus de psoriase,
sejam sistémicos ou tépicos. Dentre 0s de uso topico, 0s corticoides sdo considerados
padrdo ouro de tratamento. Porém, a que se observar que 0s corticoides possuem
poténcias variadas e apresentam afinamento tipico na pele, inviabilizando a
continuidade do uso ap6s curtos espacos de tempo, além de sensibilizarem o tecido
cutaneo promovendo perda de &gua transepidermal. Os medicamentos analogos da
vitamina D podem ser uma opc¢éo, desde que o paciente ndo apresente problemas renais;
acido salicilico, usado como queratolitico e a TFD também sdo opc¢bes. Substancias
psoralénicas como 5- metoxipsoraleno e 8- metoxipsoraleno séo amplamente usados em
casos de psoriase e outras manifestacdes cutaneas. Todos os tratamentos, isolados ou
combinados, apresentam limitacdes. A TFD narrowband UV-B, psoralen e UVA
(PUVA) foi bastante usada antes do surgimento desses medicamentos. O tratamento
com UV-B ¢ ainda superior ao PUVA porque, segundo Amstrong e Read (2020),
consegue diminuir a sintese de DNA e, também, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias realizada pelas células T.

A TFD baseia-se no uso topico ou sistémico de um agente atdxico,
fotossensibilizante e que, seguido por irradiacdo ndo ionizante, em determinado tempo e
cumprimento de onda, pode originar espécies reativas como oxigénio singlete (10,). O
oxigénio singlete afeta o tecido de modo a causar apoptose somente no ponto foco de
tratamento (BRUSCH; DA SILVA; ROSSETO, 2019).

Envolve a parte ultravioleta do espectro eletromagnético:

a) UVA, atua entre 320 e 400 nm;

b) UVA-1 atua entre 340 -400 nm;

c) UVA utilizado com um sensibilizador psoralénico ou ndo (PUVA)
considerada banda estreita; parece ser mais eficaz que UVB- Banda larga, e
pode ser reconsiderada quando nao houve resposta ao UVB.

d) UVB atua entre 280 - 320 nm;

e) Ultravioleta banda larga (BL) atua entre 270 — 350 nm,

f) Ultravioleta banda estreita (BE) atua entre 311 — 313 nm, recomendado para
pacientes gravidas (CAMPBELL, 2020).
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Prasad e colaboradores (2020) afirmam que a TFD é segura o bastante para
atender varios tipos de patologias, entre elas a psoriase, ndo somente pelo baixo custo,
mas pela eficacia quando comparada ao tratamento tdpico e oral tradicionalmente
usados, pelas multiplas contraindicacdes que possuem. E preciso um fotossensibilizante
para que o processo ocorra. Em UV- BE temos a acdo da luz em 313 nm, onde ocorre 0
méaximo de absorcdo do bergapteno, principal componente do B. gaudichaudii. A
associacdo de um produto natural rico em cromdéforos com a TFD pode ser benéfico
para o portador de véarias doencas de pele.

A TFD vem atraindo interesse de varias especialidades médicas. A area
dermatoldgica usa a TFD como recurso terapéutico no tratamento de cancer de pele,
queratose actinicas, vitiligo, dermatite atépica e psoriase, além de varias outras
condigdes inestéticas da pele, tais como acne, fotoenvelhecimento, rosacea e
comprometimento fangico nas unhas ou onicomicoses. Varios trabalhos mostram a
efetividade do tratamento, comparando fotossensibilizantes, técnicas e tempo de
aplicacdo nos diferentes tipos de leses. No entanto, esta ndo € uma ciéncia nova, pois
0s egipcios do Antigo Egito, ja conheciam a pratica da exposic¢do a luz do sol associada
a plantas fotossensibilizantes, ricas em psoralenos, para o tratamento de vitiligo e
psoriase. Mas, foi somente no inicio do século XX, na Alemanha, que as pesquisas
envolvendo a TFD evoluiram. Estas pesquisas, realizadas por Oscar Raab e Herman
Von Tappeiner, envolviam protozoarios (Paramecium caudatum) expostos a luz e
corados por corante acridina, um antisséptico tradicionalmente usado em farmacia. A
luz emitida acidentalmente modificou a acdo do corante, identificando-o como um
fotossensibilizante (DEPRY et al., 2015). Posteriormente, os pesquisadores descobriram
que havia a necessidade de oxigénio para gque a reacdo acontecesse, dando inicio ao que
conhecemos acao fotodinamica, que promove processo de sensibilizacdo dependente de
oxigénio. A eosina a 5% também foi testada posteriormente pelos pesquisadores,
supondo que depois de incorporada ao sistema celular, a substancia poderia reagir com
citotoxicidade a exposicdo de luz determinada, e em presenca de oxigénio (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010).

Em 1911 os efeitos fototoxicos e fotossensibilizantes da hematoporfirina foram
descritos e, dois anos mais tarde, a porfirina foi testada em humanos. Consta que

Friedrich Meyer-Betz aplicou em suas préprias maos o produto.
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Entre as décadas de 1950/1970 os derivados do fotossensibilizante
hematoporfirina foram sintetizados (acetilacéo e reducdo de hematoporfirina, duas vezes
mais fototoxicos quando comparados ao hematoporfirina (nomeada Hematoporfirina
derivada — DHp). Na sequéncia das pesquisas, foram sintetizadas duas substancias
fotossensibilizantes que vieram a ampliar o uso e o conhecimento sobre a TFD: ALA
(&cido 5-aminolevulinico) e a MAL (Metil aminolevulinato) um éster lipofilico, que ao
ciclizar enzimaticamente, ambos produzem protoporfirinas. Outras drogas surgiram,
como os derivados de benzoporfirinas, fitalocianinas, clorinas e porficenos, além das
drogas vegetais ricas em psoralenos (FERNANDES, 2007).

Do inicio do século XX até os anos 90, a TFD esteve restrita a poucos
tratamentos dermatologicos e alguns tratamentos de cancer. Foi somente no final dos
anos 90 que os beneficios da TFD alcancaram de modo exponencial as outras areas
médicas, pois apresenta uma possibilidade ndo invasiva de melhora do quadro, como é o
caso das quimioterapias e radioterapias propostas para a area oncolégica (MARRELLI
etal., 2014).

A evolugdo historica até o presente demonstra ndo somente o crescimento da

TFD mas, também, dos sensibilizantes utilizados, como mostra a Figura 9.
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6 MECANISMO DE ACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD tem como premissa a aplicacdo sisttmica ou topica de um
fotossensibilizante ndo tdxico, natural ou ndo, que ao ser sensibilizado por determinado
comprimento de onda se acumula no tecido alvo, provocando a destruigdo celular. Apos
a permeacdo a membrana celular, o FS € irradiado com determinado comprimento de
onda que correspondente a uma banda de absorcdo do FS, promovendo o estado
excitado (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Existem dois mecanismos conhecidos que evidenciam a reacao a sensibilizacéo
de biomoléculas. Sdo chamados de tipo I e tipo Il.

Tipo | — desencadeia cascata de reacfes oxidativas, por processos radicalares,
que levam a morte celular. No estado excitado triplete (T1), o FS transfere energia para
o tecido alvo de forma que um hidrogénio ou elétron leva a formacao de radicais livres e
anions que interagem com O: que ficam no estado energético inicial, levando a
formagédo de espécies reativas de O, (ROS), na forma de superdxidos, O no meio
intracelular (ZHANG, et al., 2018).

Tipo Il — O fotossensibilizador, quando irradiado, atinge o estado excitados
singlete, sofre cruzamento intersistema, por inversdao de spin, atingindo o estado
excitado triplete. O triplete apresenta maior tempo de vida, e pode transferir energia
para a molécula de oxigénio pela seccio de choque, produzindo oxigénio singlete (*0y),
espécie de alta reatividade oxidativa (KWIATKOWSKI et al., 2018).

O oxigénio singlete possui dois estados eletronicamente excitados acima do
oxigénio molecular no estado fundamental triplete, os estados ‘Ag e g * (Figura 10). O
estado fundamental triplete (*Xg") apresenta os dois elétrons desemparelhados ocupando
orbitais m de mesma energia, apresentando molécula birradical com uma ligacédo
simples, enquanto que os estados excitados singlete, apresentam os dois Gltimos elétrons
com spins opostos no mesmo orbital = (!Ag) ou em orbitais 7 diferentes (* g *) tendo
assim uma ligagdo dupla entre oxigénio, como mostra a Figura 10. O estado *Ag possui
um tempo de vida de 10, 10 s em meio aquoso e sua transicdo para o estado 3Tg - é
proibida por spin. O estado Xg * apresenta um tempo de vida entre 10° e 10 s, sendo
este desativado para o estado *Ag, ja que sua transico é permitida por spin (DE ROSA,
2002)
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Figura 10 — Curva de potencial dos trés estados eletrénicos do oxigénio
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Fonte: a autora.

Em decorréncia do processo de transicdo em que o fotossensibilizador se
encontra para o estado excitado tripleto, e por possuirem 0 mesmo spin, a energia €
enviada para a molécula de O? A molécula de oxigénio no estado excitado é
extremamente reativa. O Tipo | e o Tipo Il ocorrem de forma simultanea, ou seja,
guando um esgota o outro se inicia, sendo que o tempo de duracdo deles depende do
agente que é usado para a fotossensibilizagdo, assim como é importante a concentracdo
do oxigénio e o material celular. A meia vida das espécies reativas e sua alta reatividade
atacam somente células préximas perto de onde o ROS € gerado (ZHANG et al., 2018).

Com o desenvolvimento da TFD e o interesse de pesquisadores pelo tema,
crescem notadamente o numero de substancias fototoxicas de origem vegetal

disponiveis para uso como fotossensibilizante para a terapia.
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Figura 11 — Mecanismos da TFD.
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Fonte: adaptado de Kwiatkowski et al. (2018).

6.1 Agentes fotossensibilizantes

O agente fotossensibilizante acumula-se em células lesadas ap6s a administracdo
topica ou sistémica. Posteriormente, o tecido sensibilizado é exposto ao um
comprimento de onda que coincide exatamente com o comprimento de onda de
absorcdo do FS. Quando o estado de excitacdo € atingido, a energia se manifesta na
forma de calor ou de fluorescéncia, ou seja, forma luminosa. Pode chegar ao estado
triplete e ser desativado por fosforescéncia. O oxigénio singlete pode ser detectado por
emissdo luminosa ou por calor gerado; é citotdxico, faz falhas na membrana celular,
altera permeacdo e libera fatores inflamatérios (KWIATKOWSKI et al., 2018).

6.2 Novos fotossensibilizantes de origem natural

De 2005 até 2010 mais de 19 drogas derivadas de plantas foram aprovadas para
uso na TFD. Feoforbide A, derivado da clorofila comprimento de onda 410-668 nm,
atua em diversos tipos de cancer; curcuma (Curcuma longa), comprimento de onda 300-
500 nm, atua como anti-inflamatdrio, antioxidante e em diversos casos de céancer;

antraquinonas, familia das Rubiaceae, comprimento de onda 220-440 nm, atua em
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cancer de mama (MANSOORI et al., 2019). Outras fontes naturais de antraquinonas sdo
Poligonium cuspidatum, Heterophyllaea pustulata, H. Lycioides, Aloe vera, Rheum
palmatum, Rumex crispus, Hipericum perforatum, Fagipyrum esculentum. Tiofeno,
isolado da planta Echinops latifolius Tausch, comprimento de onda 225-400 nm, possuli
efeito citotoxico e atua em cancer cervical e de pele. Outras fontes naturais de Tiofenos
sdo Asteraceae spp, Heliopsisa, Arnica, Echinop Bidens, E. latifolius, Rhaponticum
uniflorum (IBRAHIM et al., 2015). Hipericim, classe das perilenequinonas, derivada da
naftodiantrona, possui propriedade fotossensibilizante gerada por processo oxidativo, no
comprimento de onda entre 550-593 nm (JENDZELOVSKA; KUCHAROVA;
FEDOROCKO, 2019).

Os alcaloides, que atuam em 360 nm, produzem foto-oxidacéo tipo | para TFD.
Outras fontes naturais de alcaloides estdo presentes em Guatteria blepharophylia,
Berberis vulgaris, Sanguinaria canadenses, Indigofera tinctoria. Alguns alcaloides sdo
ativados em pHs especificos. Estudos com as berberinas e seus alcaloides comprovam
efeitos poucos efeitos colaterais; efetividade na geracao de radicais livres na presenca de
luz (MUNIYANDI et al., 2020).

As furanocumarinas atuam em 212 -303 nm. Muitos tratamentos com PUVA s&o
feitos com furanocumarinas e luz UV-A. Algumas familias botanicas apresentam
componentes furanocumarinicos, tais como Umbelliferae (Cicuta virosa), Rutaceae
(Citrus aurantius bergamia, Syzygium aromaticum, Ruta graveolens), Moraceae
(Brosimum gaudichaudii, Ficus carica), entre outros (SIEWERT; STUPPNER, 2019).

O cerrado brasileiro contém uma vasta riqueza em plantas que podem contribuir
com a TFD. Além do B. gaudichaudii, razdo deste estudo, temos Tryphnodendron
adstringens (barbatimdo); Campomanesia adamantium (Guavira) e Senna velutina
(CARVALHO et al., 2019).
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7 EFICIENCIA FOTOSSINTETICA DAS PLANTAS E A FLUORESCENCIA
DA CLOROFILA

Todos os vegetais verdes possuem clorofila, relacionada ao crescimento e a
adaptacdo das plantas nos diversos habitats, e que determinam a acao fotossintética das
plantas.

Pertencentes a classe das porfirinas, sdo divididas e clorofila a e b. A clorofila a
é formada por anéis, todos ligados por pontes metilénicas, apresentando 4 anéis
pirrolicos, um anel isociclico que esta ao lado do terceiro anel pirrélico, alem de
magnésio central. Representa 75% dos pigmentos verdes presentes nos vegetais. Ja a
clorofila b possui em sua estrutura um grupo aldeido no anel pirrélico 2, e converte-se
em clorofila a através da enzima clorofila oxigenase (ENGEL; POGGIANI, 1991; XU
etal., 2001).

Esquema 5 — Estrutura quimica da clorofila a e b.
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Fonte: a autora.
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A luminescéncia ¢ um fendbmeno que ocorre quando uma substancia é submetida
a um tipo de luz, reacdo quimica ou mesmo uma radiacéo ionizante. Envolve a emissao
de fotons das radiagdes UVA, visivel ou infravermelho a partir de uma molécula
eletronicamente excitada, e a esta reacdo damos o nome de fluorescéncia ou
fosforescéncia. Quando uma molécula busca estabilidade, absorve um féton e dissipa
energia. A dissipacdo de energia pode ocorrer por decaimento radioativo. Decaimento
radiativo esta relacionado a emissdo dos fotons, que pode acontecer por fluorescéncia
(nanosegundos, sem alteracdo de spin) ou fosforescéncia (em segundos, com
multiplicidade de spin). Processos ndo radiativos ocorrem por relaxamento vibracional,
como explica o diagrama de Jablonski. Desta forma, os processos fotossintéticos da
clorofila, em especial a fluorescéncia, podem orientar estudos analiticos (QUEIROZ,
2014).

Figura 12 — Diagrama de Jablosky.
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Fonte: adaptado de Foote (1968).

O Diagrama de Jablosky explica estados energéticos de uma molécula e as
transicbes entre eles. Os estados sdo reunidos verticalmente por energia e
horizontalmente por multiplicidade de spin. Portanto, ao aplicar uma fonte de luz, o

féton é absorvido provocando excitacdo eletronica. Consequéncia do spin eletrénico, os
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estados eletrénicos sdo representados por Sy (singlete) e o estado tripleto é representado
por Tn. O estado singlete excitado tem curta duracdo (hanosegundos) e esta relacionado
ao fotossensibilizante Ts. Com a absor¢do de um simples féton de luz, a molécula ¢é
levada ao estado excitado Si. Do estado excitado inicia-se a fotoquimica a partir do FS e
do comprimento de onda ou, entdo, submete-se a voltar para um outro estado excitado,
como o Ti que tem maior duracdo que o primeiro estado singlete excitado. Outra
possibilidade é a molécula relaxar e retornar ao So por decaimento néo radioativo e
gerar aquecimento ou ainda, reemitir radiacdo fluorescente. T1 pode produzir reacdes
fotoquimicas e gera radicais livres ou transfere a energia para as moléculas de oxigénio
da fase inicial (> O2) dando origem as moléculas de * O, agente citotoxico (MARTINS;
RONCONI, 2017).
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8 MATERIAIS E METODOS

8.1 Material e reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram acetona, obtida da empresa
LabSynth; agua destilada (destilador osmose reversa marca GEHAKA disponibilizado
pela farmécia de manipulacdo Alecrim); cloroférmio da empresa LabSynth; etanol
anidro e etanol hidratado 92,8% da empresa LabSynth; metanol puro da empresa
LabSynth; fenalenona da empresa ACS Cientifica; DPFB usado como sonda da empresa
ACS Cientifica. Partes aéreas da planta Brosimum Gaudichaudii foram coletadas nas
proximidades do aeroporto de Dourados -MS. Para o preparo dos lipossomas foi
utilizado lecetina de soja marca Quimisul SC Brasil — Produtos Quimicos e de
Laboratorio; solugdo salina 0,9% Sigma-Aldrich. Para o desenvolmento da emulséo
usada como veiculo para os extratos lipossomados de B. gaudichaudii foi utilizado
EDTA dissédico da marca LabSynth na concentracdo de 0,01%; (e) copolimer de sddio
acrilato (e) poligliceril-4 olivato da empresa AQUIA, na concentracdo de uso 10%;
glicerina vegetal USP da empresa LabSynth na concentracdo de 1,0%; 6leo do fruto da
Olea Europea (Oliva) da empresa AQUIA, na concentragdo de uso 3,0%; xilitol (e)
acido caprilico (e) sorbato de potassio (e) glicerina (e) agua, da empresa AQUIA na
concentracdo de uso 1,5%. Butil hidroxi tolueno (BHT), da empresa LabSynth na
concentracdo de 0,1%; agua destilada qsp 100%. Os frascos de 30g utilizados para o
armazenamento da emulsdo sdo da empresa Vepakum. As vidrarias utilizadas foram:
cubeta de quartzo (Hellma, Brasil); tubos de ensaio de vidro; gral de cerdmica; 0s
aparelhos utilizados: moinho de 4 facas (Asteca); espectrofotometro Micronal B582
(Micronal, Brasil); espectrofotometro UV-visivel UV-240 1PC (Shimadzu Co, EUA);
microscopio Nikon Edinburgh Instruments com e sem sonda DPBF; ultrassom aparelho
Maxsonic D-409 XA da empresa CTA do Brasil; fotomultiplicadora (PMT) Hamamatsu
H01330C-75 resfriada a 60°C por sistema peltier com sistema de SHB-NIR de filtros.
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8.1.1 Material vegetal

O material vegetal — Brosimum gauduchaudii Trécul (Moraceae) — foi coletado
nas proximidades do aeroporto de Dourados -MS, Francisco de Matos Pereira,
localizado a avenida Guaicurus, inicio da rodovia Dourados-1taum, Km 12 com latitude
22°11'52 S e longitude 54° 55' 21 W. Localizado a 458 metros acima do nivel do mar,
no fuso horarios UTC -4 (-3DT). A identificacdo foi realizada pelo professor Prof. Dr.
Paulo T. Sano do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo.

O material vegetal foi fracionado em partes aéreas (folhas, cascas, galhos e raiz).
Este material foi triturado em moinho de quatro facas e as massas foram determinadas
como sendo 20g para cada fracdo. O processo de extracao foi realizado em alcool etilico
92,8% para todas as amostras. Para acelerar o processo de extracdo, as amostras imersas
no respectivo solvente e foram submetidas a agitacdo ultrassénica no aparelho
Maxsonic D-409 XA da empresa CTA do Brasil por um periodo de 30 minutos. Apds a
agitacdo ultrassonica, as imersdes permaneceram em repouso sob abrigo da luz por um
periodo de 28 dias, segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Decorrido tal
periodo, foram filtradas e o liquido foi eliminado por evaporagdo rotacional a presséo
reduzida. A massa obtida em cada extrato foi: 0,200g folhas; 0,215g cascas; 0,220g dos
galhos e 0,270 para raiz. Todos os extratos foram caracterizados por espetroscopia no
ultravioleta visivel em um espectrofotometro ultravioleta visivel UV-240 1PC
(Shimadzu Co, EUA), utilizando cubeta de quartzo com caminho éptica de 1,0 cm
(Hellma, Brasil). O espectro foi registrado no intervalo de 300-800 nm a cada 0,5 nm.
Também foi determinado os espectros de fluorescéncia de cada extrato em um
microscopio Nikon Edinburgh Instruments com e sem sonda. Os espectros de emissdo
de fluorescéncia foram determinados em solucdo etandlica pelo espectrofotometro
Micronal B582 (Micronal, Brasil).
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Figura 13 — Ultrassom aparelho Maxsonic D-409 XA da empresa CTA do Brasil.
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Fonte: a autora.

8.1.2 Obtencdo de Lipossomas

A preparacdo dos lipossomas foi obtida a partir de lecitina de soja, composto por
fosfaditilcolina que, por ser um fosfolipidio zwiterdnico, possibilita a obtencdo de
vesiculas estaveis. Possui polaridade mostrando duas cadeias hidrocarbonicas longas,
sendo uma saturada e outra insaturada. A solucdo de fosfaditilcolina e o extrato da
planta foram transformados em prolipossomas através da secagem usando um fluxo de
argonio e agitacao rotacional. Assim, cada 100 mg de cada extrato foi ressuspendido em
etanol = 1 ml e adicionado a um tubo de ensaio contendo 500 mg de lecetina de soja
dissolvida em = 5 ml de cloroférmio. O tubo de ensaio foi submetido a agitacdo
ultrassénica por um periodo de 10 minutos até obtencdo de uma solucdo/dispersao
homogénea. Na sequéncia, os solventes foram eliminados por fluxo de argénio e
agitacdo rotacional. Apds a eliminacdo total dos solventes, foi obtido um filme sobre as
paredes do tubo. Ao tubo contendo o filme foi adicionado 10 ml de solugéo salina 0,9%
e submetido a agitacdo ultrassénica por 20 ciclos de 30 segundos com intervalos de 30

segundos entre os ciclos. Apresentaram-se estaveis, secos e que formam, quando
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dispersos em fase aquosa, compositos granulares que contém o lipossomado dos
extratos da planta, tornando-se um transportador que pode conter a droga, formando
vesiculas lipossomadas (PATIL; JADHAV, 2014; HAS; SUNTHAR, 2020).

Figura 14 — Extrato de folha do B. gaudichaudii.

Fonte: a autora.

Figura 15 — Lipossoma de extrato da folha do B. gaudichaudii.

Fonte: a autora.
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8.1.3 Laboratério

Laboratério de quimica equipado com rota-evaporados, colunas e placas
cromatogréficas, espectrofotdbmetro ultravioleta visivel com varredura de 190 a 1100
nm. Sistema de deteccdo de oxigénio singlete (:O2) com resolucdo temporal. Também
contamos com o apoio da central analitica do Instituto de Quimica da Universidade de
Séo Paulo (USP).

Fonte: a autora.

8.1.4 Modo de preparo da emulsao

Os ingredientes da emulséo foram divididos em hidrossolaveis, lipossoluveis e a
fase conservante, nomeados de fase A, B e C respectivamente. As duas fases (A e B)
foram aquecidas até 80°C. A fase A foi vertida na fase B e homogeneizada até completa
incorporacéo das fases. A fase C foi incorporada a temperatura de 40°C, ap6s completo

resfriamento. Foi armazenada em embalagem opaca e longe de umidade e calor.
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Tabela 1 — Emulsdo desenvolvida para o projeto

Fase / Temperatura Ingrediente Concentracéo
Edta dissodico 0,1%
A —80°C Glicerina vegetal 1%
Agua destilada gsp 100%

Etilexil olivato (e)
copolimer de sodio acrilato 10%
(e) poligliceril-4 olivato.

B — 80°C Oleo do fruto da Olea 3%
Europea (Oliva)
BHT (butil hidroxi

0,
tolueno) 0,1%

Xilitol (e) &cido caprilico
C -40°C (e) sorbato de potassio (e) 1%
glicerina (e) agua

Fonte: a autora.

8.1.5 Preparacéo de creme fitodermatoldgico

O creme fitodermatologico foi preparado por incorporacao simples, juntando o
creme com o0s extratos lipossomados das partes do B. gaudichaudii a temperatura
ambiente para ndo haver perda de efetividade dos extratos. Foi adicionado 1ml da
disperséo lipossomal das partes da planta (folhas, cascas, galhos e raiz) em 25 ml da
emulsdo base. As amostras foram perfeitamente homogeneizadas e estocadas em um
recipiente tipo bisnaga a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os lipossomos
permitiram a incorporagdo de moléculas de maior polaridade em uma emulsdo. Desta
forma, a forma lipossomada viabiliza a permeabilidade cutanea de fotossensibilizante de
origem natural, como o B. gaudichaudii, para os varios tipos de tratamentos

fotodermatolégicos.
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8.1.6 Determinagdo da atividade pré-oxidativa do B. gaudichaudii

A atividade pro-oxidativa, foi determinada por método direto, atraves do
espectro de emissdo no infravermelho proximo, na regido de 1200 a 1350 nm, e por
método indireto, utilizando a difenilbenzofurano (DPBF) como sonda detectora de

espécies reativas de oxigénio (ROs).

8.1.7 Determinagdo da emissdo de oxigénio singlete - método direto.

A determinagdo de oxigénio singlete (*O,) foi realizada por método direto em
solucdes de cloroférmio e etanol, em um sistema composto por fotomultiplicadora
(PMT) Hamamatsu H01330C-75, resfriada a -60°C por um sistema peltier. O
equipamento é composto por um sistema SHB-NIR de filtros, o qual impede a passagem
de outros comprimentos de onda, permitindo apenas a transmissdo de 1270 nm entre a
amostra e a PMT. Este sistema foi testado e padronizado utilizando-se a fenalenona, que
foi excitada em 400 nm. Foi determinado com precisdo a emissdo de 102 em 1270 nm.
As excitacbes foram realizadas de forma ortogonal em tubos cilindricos de quartzo
contendo 500 pl de solucdo (KRASNOVSKY, 2004). A caracterizacdo da espécie foi
determinada tanto pelo seu espectro de emissdo como maximo caracteristico em 1270
nm, como pelo decaimento temporal, onde determinou-se os tempos de vida (meia vida)
caracteristicos da espécie nos respectivos solventes. Os transientes de emissdo das
amostras foram obtidos por excitacdo do composto em condigdes previamente
estabelecidas (laser, densidade Optica, solvente e aberturas de fendas) (SCHWEITZER,;
SCHMIDT, 2003).

8.1.8 Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ROs)

A anélise foi realizada em um Microscopio Nikon Edinburgh Instruments com
fendas de 5nm, onde a fonte de luz do equipamento foi utilizada também como fonte de
irradiacdo em 315 nm, 400 nm e 660 nm, com fendas de 20 nm. As amostras (creme,

creme + DPBF e creme + DPBF + extrato) foram irradiadas por até 5 ciclos de 90
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segundos. Foi determinado o espectro inicial de cada amostra, e a cada ciclo foi
monitorado o decréscimo ou incremento de cada banda.

As leituras das amostras foram realizadas em placas de 24 pocos. Foram
analisados o creme base, o fitocreme e o fitocreme com 10 ul DPBF a 35 uM. Apds a
adigdo de 10ul DPBF no creme o conjunto foi perfeitamente homogeneizado. Cada

poco de analise continha 1 grama da massa.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Material vegetal

O material vegetal da planta B. gaudichaudii foi coletado, caracterizado,
estocado ao abrigo da luz. Apos ser triturado, 20g de cada parte da planta foi submetido
a extracdo com etanol hidratado que, segundo Neves et al. (2002), é o melhor solvente
para extracdo de compostos furanocumarinicos. Apds eliminagdo do solvente, o extrato
bruto rendeu 0,200g folhas; 0,215g cascas; 0,220g dos galhos e 0,270 para raiz.

Foi observado que os extratos forneceram quantidades similares de massa, sendo
ligeiramente superior a massa do extrato das raizes. Visto que, a extracdo foi realizada
em etanol hidrato, conforme literatura (MARTINS et al., 2015), observa-se que as
raizes sdo relativamente mais ricas em compostos de maior polaridade. Apds a
determinacdo de cada massa, uma pequena quantidade foi ressuspendida em
cloroférmio e determinado o espectro ultravioleta visivel. O Gréafico 1 ilustra as curvas
espectrais, onde estdo apresentadas bandas intensas em 315 nm (bergaptenos), 400 nm
(tetrapirrolicos) e 667 nm (clorinas).
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Gréafico 1 — Espectro UV-vis de fenalenona e dos extratos de diferentes partes de B.
gaudichaudii, todos em cloroférmio, mostrando bandas intensas em 315 nm, 400 nm e

667 nm
2,0 1 " 1 " 1 M 1
Fenalenona
1,8 ~ —— Folhas B
16 1 Casca [
: ' —— Raizes B
Galhos
1,4 -
@ ] |
S, I
«O . A
Q 10 _
o i |
8 0,8 1 =
< ] I
0,6 - R
0,4 1 \ =
0’2 ] \ )
0,0 . \ : Ivﬁ/\._

300 400 500 600 700
Comprimento de onda em nm

Fonte: a autora.

Estas bandas foram tomadas como referéncia e séo relativas aos seus principais
cromaéforos, demando a excitagdo para determinacéo da emissdo de 1O,.
O Grafico 2 apresenta o espectro de emissdo fluorescente do extrato da raiz,

onde pode ser confirmado o espectro caracteristico de clorofila.
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Gréfico 2 — Espectro de emissdo fluorescente do extrato das raizes de B. gaudichaudii
em cloroférmio excitado em 400 nm.
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Fonte: a autora.

9.2 Preparacdao da formulacéo lipossomal

A formulagdo lipossomal apresentou estabilidade aparente e excelente
miscibilidade quando foram incorporados na emulsdo, ndo mostrando ao longo do uso

extemporaneo do produto, alteragdes visiveis de cor ou odor.
9.3 Desenvolvimento de emulséo
Foi desenvolvida uma emulsdo onde os extratos foram incorporados. Esta

emulsdo é compativel com o tecido cutdneo por apresentar riqueza de fosfolipideos
vegetais, como mostra a literatura (THOMPSON, 2013).
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Foi identificado visualmente que as propriedades fisicas dos extratos
lipossomados se mantiveram no creme, ndo apresentando separacdo e/ou mudanca de
cor na formulacdo, enquanto usada para este estudo. A formulacdo foi suficiente e

adequada para os propositos do estudo.

9.4 Emissao de oxigénio singlete - método direto

Os extratos foram analisados quanto sua atuacdo como agentes
fotossensibilizantes por excitacdo nos comprimentos de onda relativos aos méximos de
absorcdo no espectro ultravioleta visivel.

Os espectros apresentados no Grafico 1 mostraram bandas intensas em 315 nm,
400 nm e 660 nm. Estas bandas foram tomadas como referéncia e sdo relativas aos seus
principais cromdéforos, demando a excitagdo em tais bandas para determinacdo da
emissdo de 'O, Os estudos de produgdo de 'O, foram realizados em solugGes de
cloroférmio e etanol.

O Grafico 3 apresenta os espectros de emissao de YO, por excitacdo em 400 nm e
660 nm.
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Grafico 3 — Espectro de emissdo de O obtido por excitacdo de solugdo do extrato
etanolico das folhas de B. gauduchaudii e ressuspendidos em cloroférmio, por excitacdo
com laser em 400 nm (-) e 660 nm(-) 5 mJ/pulso, 10 pulsos/segundo.
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Fonte: a autora.

Além da caracterizacido de 'O2 pelo espectro de emissdo, a espécie reativa
também foi caracterizada pelo seu tempo de meia vida (tempo de vida). Para isto, o
sistema foi previamente calibrado utilizando fenalenona como padrdo. A fenalenona é

estabelecida como o melhor padrdo por apresentar solubilidade em varios solventes,

além de apresentar rendimento quantico de O (¢A) =1, ou seja, 100%
(WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993).
O Grafico 4 apresenta as curvas de decaimento temporal (transientes) para a

fenalenona em trés diferentes solventes (cloroférmio, etanol e agua).
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Grafico 4 — Decaimentos Transiente de 1O, em agua (-), etanol (-) e cloroférmio (-).
Gerados por fenalenona. Excitagdo com laser em 400 nm 5 mJ/pulso, 10 pulsos/segundo.
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Fonte: a autora.

Os transientes de 1O, obtidos por fotossensibilizagdo de fenalenona mostram
tempos de meia vida de 4,5 pus para agua, 10 ps para etanol e 170 us para cloroférmio.
Vale lembrar que o tempo de vida de 'O, é dependente do solvente, visto que, estes
podem ser desestabilizados por interacGes intermoleculares com a molécula do solvente
(OGILBY; FOOTE, 1983). Os tempos aqui determinados estdo condizentes com
aqueles determinados na literatura (WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993). Estas

medidas, além de serem base para os célculos de eficiéncia quéntica (¢ A), também

certificam que as condicdes experimentais sdo adequadas, e confirmam a eficiéncia do
sistema de determinacdo da espécie reativa de oxigénio.
O Gréfico 5 apresenta os transientes de decaimento para a fenalenona para os 4

extratos. Todos ressuspendidos em cloroférmio e em etanol como mostra o Gréafico 6. A

determinacdo do rendimento quéantico (¢ A) é aqui tratado como eficiéncia quantica,

visto que os extratos apresentam composicédo indefinida.
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A quantificacdo de oxigénio singlete foi realizada a partir das intensidades dos
transientes emitidos a 1270 nm (graficos 5 e 6), obtidas alguns nanosegundos apds o
pulso do laser, sempre utilizando as mesmas condicdes (laser, densidade Optica,
solvente e aberturas de fendas). A inspecdo foi aferida cuidadosamente sempre no
mesmo tempo para todos os transientes relacionados. Para a determinacdo da eficiéncia
quantica foi tomado como referéncia o maior numero de fétons nos instantes iniciais da

curva.

Gréfico 5 — Decaimento transiente de 'O, em cloroférmio. Gerados por fenalenona (-) e
para 0s extratos: Casca (-) Galho (-) Folha (-) Raiz (-). Excitacdo a 400 nm.
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Fonte: a autora.
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Grafico 6 — Decaimentos transiente de *O,em etanol. Gerados por fenalenona (-) e
extratos: Casca (-) Galho (-) Folha (-) Raiz (-). Excitado em 400 nm.
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Fonte: a autora.

Em analise preliminar podemos observar que os transientes obtidos em
cloroférmio (Gréfico 5), é onde encontram-se ressuspendidos 0os compostos de menor
polaridade, de forma majoritaria. Os transientes apresentam a seguinte ordem de
intensidade: fenalenona (-) > folha (-) > galho (-) = casca (-) > raiz (-). Ja para 0s
extratos ressuspendidos em etanol, onde foram ressuspendidos preferencialmente
aqueles metabdlitos de polaridade mais elevada (Grafico 6), foi observado um
comportamento analogo, onde as intensidades apresentam-se na seguinte ordem:
fenalenona (-) > folha
(-) > galho (-) > casca (-) = raiz (-). Esta variacao na ordem indica que a quantidade de
10, gerados devem estar relacionados com quantidade/tipo de metabdlitos presentes na
solucdo, que € diretamente proporcional a solubilidade em cada extrato.

Para estes transientes foi observado que os decaimentos referentes aos extratos

ocorrem em tempos de vida inferiores aquele decaimento registrado para o padréo
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(fenalenona). Estes resultados ficaram evidentes tanto nos ensaios em cloroférmio como
em etanol.
Para uma anélise quantitativa, os dados foram tratados segundo a equagéo 1 e

expressos de forma quantitativa nos gréficos 7 e 8.

A fenalenona foi tomada como referéncia na quantificacdo (¢ A=1)

(WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993). Os calculos foram realizados tanto para os
extratos ressuspendidos em cloroférmio, como para os ressuspendidos em etanol. Os
transientes dos extratos foram comparados com aqueles obtidos para a fenalenona no
mesmo solvente e nas mesmas condigdes experimentais. A absor¢do no comprimento de
onda de excitacdo foi determinada pelo espectro UV-Vis. As amostras foram excitadas
com pulso de laser 400 nm e em 660 nm.

A eficiéncia quantica foi determinada através de seguinte Equacéo 1:

S
I p ¢p Aa I

PA a=(laX Aplla X Ap) X dap

¢ Aa— Eficiéncia de formagéo de oxigénio singlete da amostra.

¢ Ap — Rendimento quéntico de formacéo de oxigénio singlete do padréo.

l- Intensidade de emisséo de oxigénio singlete da amostra.
lp- Intensidade de emissdo de oxigénio singlete do padréo.
Aa — Absorbancia da amostra no comprimento de onda em anélise.

Ap — Absorbancia do padrdo no comprimento de onda em anélise.

Quando comparadas as intensidades de emissdo logo ap6s o pulso, ou seja,
nanosegundos iniciais, foi observado que em ambos os solventes o extrato da folha foi o

que apresentou maior intensidade, sendo seguido pelo galho, casca e raiz.
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Gréafico 7 — Intensidade de emissdo a 1270 nm, para os extratos em cloroférmio,
excitado em 400 nm.
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Fonte: a autora.

Gréfico 8 — Intensidade de emissdo a 1270 nm, para os extratos em etanol, excitado a
400 nm.
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Fonte: a autora.

Neste sentido, o efeito de solubilidade das espécies fotossensibilizadoras nédo
apresentam maiores divergéncias. No entanto, para uma quantificacdo precisa, estes

valores necesitam ser corrigidos pela absorcdo de cada amostra no comprimento de
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onda de excitacdo (400 nm). Estabelecendo-se a razdo entre a absor¢do do padréo (Ap) e
a absorcdo da amostra (Aa), encontra-se o fator de correcdo, que quando aplicado na
Equacdo 1, é diretamente proporcional ao rendimento quantico, neste caso eficiéncia
quantica, pois trata-se de uma solucdo de composicédo indefinida. A Tabela 2 avalia 0s

parametros de ajuste na determinacéo da eficiéncia quantica do O,

Tabela 2 — Parametros de ajuste na determinacéo da eficiéncia quantica de 'Oy,

Abs 400 nm Fator de correcéo
Fenalenona 0,40 1,000
Folha 0,53 0,754
Caule 0,43 0,930
Casca 0,23 1,739
Raiz 0,38 1,0526

Fonte: a autora.

Utilizando-se da Equacao 1, podemos estabelecer a eficiéncia quantica em cada

solvente, com apresentado nos graficos 9 e 10.

Gréfico 9 — Eficiéncia quantica de produgdo de oxigénio singlete determinado em
cloroférmio. Intensidade de emisséo a 1270 nm.
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Fonte: a autora.
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Gréfico 10 — Eficiéncia quantica de producdo de oxigénio singlete determinado em
etanol. Intensidade de emissdo em 1270 nm.
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Fonte: a autora.

Os valores encontrados, quando utilizado cloroférmio como solvente, foram
reproduzidos em etanol. Esta mesma tendéncia foi observada para os extratos da casca e
das raizes. Ambos solventes mostraram valores analogos. Ja quando comparamos 0s
valores referentes ao galho, encontramos uma certa discrepancia, visto que, em
cloroférmio a eficiéncia quantica do extrato do galho foi de 0,23 e em etanol foi de
0,14. Analisando os espectros UV-vis, pode-se observar que os perfis espectrais séo
semelhantes. Assim, esta diferenca na eficiéncia foi atribuida a uma maior presenca de
espeécies supressoras de triplete no extrato do galho ressuspendido em etanol. Entre as
provaveis espécies supressora de triplete, podemos destacar residuos de celulose (DA
HORA MACHADO et al., 2004).

9.5 Tempo de vida

Foi observado nas curvas transientes do Grafico 11, que o oxigénio singlete
gerado pelos extratos ressuspendido em cloroférmio apresentam tempos de vida
inferiores aquele gerado pela fenalenona. Neste ensaio, 0s tempos de vida apresentam-

se na seguinte ordem: fenalenona > folha > raiz > casca > galho.
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Gréfico 11 — Tempo de vida de emissdo de oxigénio singlete em cloroférmio. Excitagdo
a 400 nm.
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Fonte: a autora.

Gréafico 12 — Tempo de vida de emissdo de oxigénio singlete em etanol. Excitacdo a 400

nm
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Fonte: a autora.

Ja para 0s ensaios onde o0s extratos foram ressuspendidos em etanol, o tempo de

vida apresenta-se na seguinte ordem: fenalenona > folha > galho > raiz > casca. Pode-se
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observar um comportamento analogo aos ressuspendidos em cloroférmio. No entanto, a
reducdo no tempo de vida mostra-se menos intensa, havendo também uma alteragcdo na
ordem de intensidade desta supresséo.

O tempo de vida é uma caracteristica da espécie (*O,) sendo dependente do meio
no qual esta solvatado, visto que a espécie excitada de oxigénio 1O, apresenta como seu
principal mecanismo de decaimento a transferéncia de energia por modos vibracionais
com a molécula do solvente (DA HORA MACHADO et al., 2004). Neste sentido é
esperado que todos 0s ensaios em um mesmo solvente, apresentem o mesmo tempo de
vida. No entanto, os ensaios mostrados nos gréaficos 11 e 12 apresentam-se de forma
diferente deste principio. E necessario lembrar que os ensaios ndo se referem a
compostos puros, mas sim, a extratos vegetais. Estamos nos referindo a solucbes
complexas, as quais apresentam simultaneamente compostos com atividade
fotossensibilizante, como é o caso da clorofila e seus derivados tetrapirrolicos, além de
metabdlitos secundarios, dos quais muitos sdo conhecidos por apresentarem atividades
supressoras (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; UCHOA et al., 2013). A atividade
supressora pode ocorrer tanto por processo fisicos, desativando o estado excitado, como
por processos quimicos, onde ocorre a formacdo de compostos oxidados. O poder de
supressdo é determinado por constante de supressdo (Ks), uma caracteristica da
molécula que é dependente do mecanismo de supressdo, seja por processo fisicos,
processos quimicos ou ambos. O esquema apresentado na Esquema 5 ilustra a
integracdo do processo fotoinduzido e a atividade supressora dos constituintes nos

extratos.
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Esquema 6 — Esquema representativo de fotossensibilizac&o e producédo de oxigénio
singlete, e supressdo por processos fisicos e quimicos.

Supressores
Fisicos Compostos
02 /\ In*satucldos
1 0, PRODUTO
)
LUZ . .
PS 1PS 3PS

Fonte: a autora.

Quando comparado os resultados dos graficos 11 e 12, pode-se observar que 0s
ensaios realizados em cloroférmio ocorrem uma supressao mais acentuada. Esta maior
supressdo em cloroférmio esté relacionada principalmente a dois fatores:

a) os tipos de metabdlitos prioritariamente ressupendidos, visto que, 0
cloroférmio apresenta menor polaridade, os compostos menos polares
devem estar solvatados em maior abundancia;

b) como o O apresenta maior tempo de vida em cloroférmio, este apresenta-
se por um maior periodo susceptivel a acdo supressora dos metabolitos

presentes.
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Figura 17 — Equilibrio das atividades pro-oxidativas e antioxidativas.
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Fonte: a autora.

Desta forma, ficou demonstrado a atividade fotossensibilizante dos extratos de
B. gauduchaudii, assim como sua acéo supressora de 1O, . Tais resultados enfatizam o
equilibrio das atividades anti e pro-oxidativa presente na natureza. Este resultado é
evidenciado tanto no reino animal (DEMASI et al., 2021; KOWALTOWSKI, 2019)
como no reino vegetal (UCHOA et al., 2013).

9.6 Deteccdo de oxigénio singlete pelo método indireto com DPBF

9.6.1 Caracterizacdo do creme base em 315 nm

A determinacdo de emissdo de oxigenio singlete por método direto ocorre por
emissdo em 1270nm. Assim, o sistema de deteccdo e quantificacdo estd restrito a
solucdes, uma vez que para sistemas coloidais a aplicacdo de método direto torna-se
inviavel devido ao espalhamento de luz. Deste modo, a producdo de oxigénio singlete
foi determinado por método indireto, onde foram utilizados DPBF como sonda, e a sua
fluorescéncia como detecgdo. O estudo foi realizado utilizando-se irradiagdo em 315nm,

400nm e 667 nm. O Grafico 13 apresenta os estudos prévios realizados com a
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formulacdo (creme) na auséncia dos extratos. Neste estudo, a amostra foi irradiada por

periodos multiplos de 90 segundos.

Grafico 13 — Espectros de emissao fluorescente do creme na auséncia de DPBF (A)
creme base; (B) referéncia escuro sem a placa; (C) referéncia escuro sem a placa com a
iris fechada; todos com 13,16 n mol DPBF. Excitacdo a 400 nm, apds cada intervalo de

irradiacdo a 315 nm (D) 0's; (E) 90 s; (F) 180 s;(G) 270 s e (H) 360 s. Irradiacdo e
analise no sistema Microscépio Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

Para uma analise fidedigna dos espectros de emissdo fluorescente, foram
realizadas medidas prévias da placa suporte (B) e da placa com o “Shutter” fechado (C).
Nestes ensaios ndo foram observadas emissfes entre a area varrida (400-700 nm). Em
ensaios subsequentes, foi depositado em um dos pocos da placa um (1) grama do creme
de incorporacdo e determinado o espectro de fluorescéncia (A), onde foi observado uma
banda discreta centrada em 540 nm. Esta emissdo € atribuida aos componentes do

creme. Na sequéncia foi adicionado DPBF e tudo foi perfeitamente homogeneizado.
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Subsequentemente a amostra foi excitada em 400 nm e realizado uma varredura de 400-
700 nm para a obtencdo do espectro (D). Para as proximas leituras, a amostra foi
irradiada em 315 nm por ciclos de 90 segundos e foi realizada a leitura nas mesmas
condigdes anteriores. Sendo determinados os espectros 90 s (E) < 180 s (F) < 270 s (G)
< 360 s (H). O espectro de emissdo apresenta a curva caracteristica do DPBF com
méaximos de em 456 nm e 484 nm, com intensidades equivalentes, além do ombro em
540 nm, que é referente a emissdo do creme base. Quando analisada a evolucdo
temporal da irradiacdo, foi observado um incremento sistematico para a banda do
DPBF. Este incremento foi atribuido a desestabilizacdo do sistema lipossomal e,
consequentemente, reducdo do espalhamento de luz. O sistema lipossomal pode, ainda,

ter sido afetado por calor.

9.6.2 Caracterizagdo do extrato da casca incorporado ao creme com irradiacdo em 315

nm

Para a caracterizacdo dos extratos de Brosimum gauduchaudii foram adotados
rigorosamente as mesmas condi¢Oes estabelecidas nos ensaios de caracterizacdo do
creme base. A cada pogo da placa foi adicionado 1 (um) grama de creme incorporado
com extratos de diferentes partes de B. gauduchaudii. Em cada pogo com o creme foi
adicionado DPBF e foi perfeitamente homogeneizado. Na sequéncia foram
determinados os espectros de emissdo fluorescéncia, 0s quais estdo apresentados nos
gréficos 14, 15, 16 e 17.

No ensaio para a caracterizagdo do creme com extrato da casca foi tomado como
referéncia o espectro de emissdo fluorescente do creme base (A), onde foi observado
que a curva espectral ndo sofreu alteracdes que venham a diferir daquela obtida
inicialmente no Gréafico 13. Para os demais espectros do creme com extrato da casca, foi
observado uma emissdo propria do DPBF, o qual é perfeitamente identificada por suas
duas bandas caracteristicas em 456 nm e 484 nm. A intensidade de emisséo, foi
determinada na seguinte ordem: 90 s (C) < 180 s (D) < 270 s (E) = 360 s (F). Todas as
curvas espectrais estdo apresentadas no Gréafico 14. Neste ensaio também foi observado
que ocorre um incremento da intensidade de emissédo com o tempo, confirmando assim,

o resultado ja obtido na carcterizacao do creme base na presenca de DPBF. No entanto,
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aqui foi observado que o incremento temporal foi reduzido ao se prolongar o periodo de

irradiacdo. Isto mostra que ndo ocorre linearidade temporal, fato que parece estar

presente nos ensaios de caracterizagdo do creme na auséncia do extrato.

Gréfico 14 — Espectros de emissdo fluorescéncia do creme com extrato da casca na
auséncia de DPBF (A) e com DPBF na presenca de extrato da casca do B. gaudichaudii.
Excitacdo a 400 nm ap06s cada intervalo de irradiacdo a 315 nm (B) 0's; (C) 90 s; (D)
180s; (E) 270 s e (F) 360 s. Irradiacao e analise no sistema Microscopio_Edinburgh

Instruments.
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Fonte: a autora.

9.6.3 Caracterizagdo do extrato do galho incorporado ao creme em 315 nm

— .
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Os estudos de caracterizacdo de atividade pro-oxidativa/antioxidante do creme

com extrato do galho foram realizados tomando-se como referéncia o espectro de

emissao fluorescente do creme base (A). Nestes ensaios, foi observado a manutencéo da

curva espectral de emissdo fluorescente. Os demais ensaios onde o DPBF esta presente
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foi perfeitamente caracterizado pelo perfil espectral destas curvas, ja bem definida neste
estudo. Todas as curvas estdo apresentadas no Grafico 15. As intensidades de emissédo
séo apresentadas na seguinte ordem: 90 s (C) < 180 s (D) < 270 s (E) < 360 s (F). Esta
ordem de intensidade do sinal é similar aquelas apresentada para o creme base na
auséncia dos extratos. Neste sentido, a presenca do extrato do galho de B. gauduchaudii
parece ndo apresentar atividades pré-oxidante e/ou antioxidantes frente ao DPBF

quando irradiado em 315 nm.

Grafico 15 — Espectros de emissdo de fluorescéncia do creme com extrato do galho e
auséncia de DPBF (A) e com DPBF na presenca de extrato do galho de B. gaudichaudii.
Excitacdo a 400 nm apos cada intervalo de irradiagdo a 315 nm. (B) 0's; (C) 90 s; (D)
180s; (E) 270 s e (F) 360 s. Irradiacao e analise no sistema Microscopio Edinburgh
Instruments.
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Fonte: a autora.

9.6.4 Caracterizagdo do extrato da folha incorporado ao Creme em 315 nm

De forma analoga foram realizados 0s ensaios para 0 creme com extrato da

folha. Estes ensaios estdo apresentados no Grafico 16. Quando as curvas de emisséo
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fluorescente foram analisadas, foi observado que a curva de emissao do creme base se
manteve inalterada. J& quando analisada a intensidade da curva de emissao referente a
DPBF em 484 nm, foi observado a seguinte ordem: 0s <90 s (C) > 180 s (D) > 270 s
(E)> 360 s (F). Assim, foi verificado que a evolugdo temporal da intensidade em 484
nm diverge daquela do Gréfico 13, onde foi observado a emisséo fluorescente da sonda
(DPBF) na auséncia de extratos da planta. Para os primeiros 90s de irradiacdo foi
observado um incremento na intensidade de emissdo, do mesmo modo que para oS
ensaios referentes ao creme base. Ja para as curvas espectrais subsequentes 180 s, 270 s
e 360 s, observou-se um decréscimo ndo linear na intensidade de emissdo. Visto que a
intensidade de emissdo € diretamente proporcional a quantidade de matéria
(concentracdo de DPBF), equacdo 1, foi determinado que quando excitado em 315 nm o
extrato da folha de B. gauduchaudii produz espécies reativas de oxigénio que atacam o
DPBF.
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Gréfico 16 — Espectros de emissdo fluorescéncia do creme com extrato da folha de B.
guaudichaudii e auséncia de DPBF (A) e com DPBF na presenca de extrato do folha do
B. guaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap6s cada intervalo de irradia¢do a 315 nm (B) 0

s; (C) 90 s; (D) 180 s; (E) 270 s e (F) 360 s. Irradiacéo e analise no sistema
Microscopio_Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

9.6.5 Caracterizagdo do extrato da raiz incorporado ao Creme em 315 nm

O Gréfico 17 apresenta as curvas espectrais referentes a emissdo fluorescente do
creme com extrato da raiz. Mostra uma evolucao temporal do espectro analogo aquela
apresentada para a curva no Grafico 13 para o creme. Desta forma, ficou demonstrado
que o0s extratos da raiz, quando irradiado a 315 nm, ndo apresentam atividades
relevantes frente ao DPBF.
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Gréfico 17 — Espectros de emissao de fluorescéncia do creme com extrato da raiz.
guaudichaudii e auséncia de DPBF (A) e com DPBF na presenca de extrato da raiz do
B. guaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap6s cada intervalo de irradiagdo a 315 nm (B) 0

s; (C)90s; (D) 180s; (E) 270 s e (F) 360 s. Irradiagéo e analise no sistema Microscopio
Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

9.6.6 Cinética de supressao fluorescente de DPBF de intensidade de emisséo

fluorescente em 315 nm

Quando comparadas as curvas temporais de intensidade de emissdo fluorescente
(cinética), Gréafico 18, foi observado que as curvas referentes ao creme do galho e da
raiz apresentam perfis semelhantes ao creme base, onde foram observados incrementos
temporais de intensidade com tendéncia a linearidade. Estes incrementos foram
atribuidos a desestabilizacdo do creme e, consequentemente, reducdo no espalhamento
da luz, potencializando a intensidade de emissdo. Ja para a curva cinética referente ao

creme com extrato do galho, foi observado que a cinética distancia da linearidade. Para
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0 creme com o0 extrato da folha foi observado reducdo da intensidade de emisséo,
mostrando o consumo da sonda quando o extrato da folha foi irradiado em 315 nm. Este
fato indica que a irradiacdo, neste comprimento de onda, conduziu a formacgédo de

espécies reativas e houve consumo da sonda por ataque destas espécies.

Gréafico 18 — Variacdo da intensidade de fluorescéncia de DPBF (sonda de oxigénio
singlete, excitacdo a 315 nm, emissao a 484 nm) com o tempo de irradiacdo do creme a
315 nm na presenca dos extratos de B. gaudichaudii.
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9.6.7 Estudos por irradiagdo em 400 nm.

Para a analises das atividades pro e antioxidantes, os extratos foram estudados
conforme o perfil espectral de absorcdo, onde foi observado a presenca de bandas
intensas em 400 nm e 660 nm, o que indicou a possibilidade de estudos nestes
comprimentos de onda. Nesta etapa foram analisados os cremes incorporados com 0s

diferentes extratos de B. gauduchaudii.

9.6.8 Estudo do creme sem extratos da planta B. gaudichaudii irradiado em 400 nm

O estudo com o creme sem 0s extratos da planta B.gaudichaudii com a sonda
DPBF, irradiado em 400 nm foi realizado e observa-se, pelo Grafico 19, que o creme
ndo apresenta nenhuma atividade relacionada a clorofila. Porém, percebe-se aumento e
queda de intensidade de emissdo com o tempo de irradiacdo, porque a sonda tem

espécies reativas que promovem a autodestruicdo.
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Gréafico 19 — Espectros de emissao de fluorescéncia do creme sem extratos do B.
guaudichaudii e com a sonda DPBF. Excitagdo a 400 nm apdés cada intervalo de
irradiacdo a 400 nm (A) 0's; (B) 90 s; (C) 180 s; (D) 270 s e (E) 360 s. Irradiacéo e
analise no sistema Microscopio Edinburgh Instruments
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Fonte: a autora.

9.6.9 Estudo do creme incorporado ao extrato da casca irradiado em 400 nm

O Gréfico 20 mostra o espectro do creme com extrato da casca do B.
gaudichaudii. As curvas de emisséo fluorescente apresentam o perfil espectral da sonda
com maximos em 456 nm e 482 nm. Ja em 676 nm foi observado uma pequena banda,

atribuida a clorofila e seu derivados, assim como nos ensaios anteriores.
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Gréafico 20 — Espectros de emissao de fluorescéncia do creme com extrato da casca.
guaudichaudii com DPBF na presenca de extrato da casca do B. guaudichaudii.
Excitacdo a 400 nm ap0s cada intervalo de irradiagdo a 400 nm (A) 0's; (B) 90 s; (C)
180s; (D) 270 s e (E) 360 s. Irradiacdo e analise no sistema Microscopio Edinburgh

Instruments.
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Fonte: a autora.

De forma analoga ao demais ensaios com irradiacdo em 400 nm, foi observado
um decréscimo temporal com a irradiacdo. Este decréscimo mostra que a sonda esta

sendo consumida, sendo proporcional ao tempo de irradiacao.
9.6.10 Estudo do creme incorporado ao extrato do galho irradiado em 400 nm
Este mesmo estudo foi realizado com o creme contendo os demais extratos. O

Gréafico 21 apresenta os resultados para o creme contendo o extrato do galho. Tais

resultados sdo semelhantes aqueles obtidos com o creme do extrato da folha.
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Gréfico 21 — Espectros de emissdo de fluorescéncia do creme com extrato do galho do
B. guaudichaudii com DPBF. Excitacdo a 400 nm ap0s cada intervalo de irradiacdo a
400 nm (A) 0s; (B) 90 s; (C) 180s; (D) 270 s e (E) 360 s. Irradiacdo e anélise no
sistema Microscopio Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

No creme com o extrato do galho foi observado um decréscimo das bandas
referentes ao DPBF da mesma forma que no creme com extrato da folha (Grafico 22).
J4& em 676 nm encontra-se uma banda de baixa intensidade atribuida a emisséo
fluorescente de clorofila e seus derivados tetrapirrolicos. A baixa intensidade desta
banda indica quantidades reduzidas de clorofila, o que impossibilitou uma diferenciagédo
nas intensidades das curvas de emissdo fluorescente em 676 nm. No entanto, foi
verificado que ocorre uma reducdo temporal nas intensidades das bandas em 456 nm e

482 nm, o que indica um consumo temporal da sonda.
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Ao analisar o espectro de absor¢do da sonda DPBF verifica-se uma banda de
forte absorcdo em 400 nm, regido de sobreposi¢cdo com a banda soret dos tetrapirrolicos.
Também € conhecido que, quando irradiada nesta regido, o DPBF apresenta acéo
fotossensibilizante e, consequentemente, producdo de 'Oz, o que causa danos foto-
oxidativos & prépria sonda. Assim, deve-se admitir que, quando 0s ensaios S&o

irradiados em 400 nm ocorre uma multipla fotossensibilizacdo (ZHANG; LI, 2011).

9.6.11 Estudo do creme incorporado ao extrato da folha irradiado em 400 nm

O Graéfico 22 apresenta as curvas de emissdo fluorescente para o extrato da folha
incorporado ao creme. Foi observado que o espectro de fluorescéncia do creme (A) nédo
difere da curva espectral obtida em experimento analogo, quando os estudos foram
realizados com irradiacdo em 315 nm. Para os estudos das atividades pro-oxidativas e
antioxidantes por irradiagdo em 400 nm, foi adicionado ao creme base a sonda
fluorescente DPBF, perfeitamente caracterizada na literatura por sua curva espectral,
caracteristica com duas bandas de emisséo fluorescentes centrada em 456 nm e 482 nm
(ZHANG; LI, 2011). Os demais espectros foram determinados em funcdo do tempo de

irradiacdo e estdo apresentados no Grafico 22.
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Gréafico 22 — Espectros de emissao de fluorescéncia do creme com extrato da folha.
guaudichaudii e auséncia de DPBF (A) com DPBF na presenca de extrato da folha do
B. guaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap6s cada intervalo de irradiagdo a 400 nm (B) 0
s; (C)90s; (D) 180s; (E) 270 s e (F) 360 s. Irradiagéo e analise no sistema Microscopio
Edinburgh Instruments
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Fonte: a autora.

Inicialmente foi determinado o espectro de emissdo fluorescente do creme
incorporado com extrato da folha de B. gauduchaudi por irradiacdo em 400 nm (A).
Para esta curva espectral foram observadas duas pequenas bandas de emissdo centradas
em 545 nm e em 623 nm. J4 em 676 nm foi observado uma banda intensa caracteristica
da clorofila e seus derivados tetrapirrolicos, ja referenciados em literatura (PUCCI et
al., 2021), confirmando a presenca destes derivados na formulagéo.

Apos a adicdo de DPBF e uma perfeita homogeneizagdo, foi obtido um novo
espectro (B) que também esta apresentado no Grafico 22. A curva espectral do DPBF ¢
perfeitamente caracterizada pelas bandas em 456 nm e 482 nm. Ja banda em 676 nm é
caracteristica da clorofila e seus derivados. Também foram observados que a banda em
676 nm apresenta intensidade inferior aquela obtida inicialmente para o creme contendo

apenas o extrato da folha. A reducédo na intensidade da banda em 676 nm foi a tribuida
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ao fato de que, apos adicdo da sonda (DPBF), o creme passa a ser plural quanto aos
cromaforos que absorvem em 400 nm (DPBF e os tetrapirrolicos). Assim, sabe-se que a
emissdo é diretamentente proporcional aos fotdns absorvidos. Como ocorre mais de um
cromdforo com absorcdo em em 400 nm, foi verificado que a intensidade de emisséo
em 676 nm foi afetada negativamente, uma vez que que os fétons incidentes na amostra
sdo distribuidos aos diferentes cromoforos presentes na amostra (BALZANI;
SCANDOLA, 1991). Apos os primeiros 90s de irradiacdo, foi observado uma nova
curva de emissdo (D). Nesta curva o perfil espectral foi mantido. No entanto, foi
observado um decréscimo nas bandas referentes a DPBF e um incremento na banda
referente aos derivados tetrapirrolicos em 676 nm. Esta mesma tendéncia, incremento
da banda em 676 nm, e decréscimo das bandas em 456 nm e 482 nm, foi observada para
o0s espectros onde a amostra foi irradiada por periodos superiores. Assim, a ordem de
emissdo em 482 nm, foi a seguinte: 0s >90 s (C) > 180 s (D) > 270 s (E) > 360 s (F),
sendo o inverso para a banda em 676 nm. Este mesmo estudo foi realizado com o creme

contendo os demais extratos.

9.6.12 Estudo do creme incorporado ao extrato da raiz irradiado em 400 nm

O Grafico 23 corresponde ao espectro de emissdo fluorescente da emulsdo com

extrato da raiz do B. gaudichaudii.
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Gréfico 23 — Espectros de emissao de fluorescéncia do creme com extrato da raiz.
guaudichaudii e auséncia de DPBF (A) com DPBF na presenca de extrato do raiz do B.
guaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap06s cada intervalo de irradiagdo a 400 nm (B) O s;
(C)90ss; (D) 180 s e (E) 270 s. Irradiacéo e analise no sistema Microscopio Edinburgh

Instruments.
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Fonte: a autora.

A curva espectral é referente a emissdo do extrato da raiz incorporado a
emulsdo. Apresenta-se inalterada. Uma banda em 676 nm de baixa intensidade pode ser
percebida, a qual apenas permite ser diferenciada pelo ruido. Esta banda indica a
presenca de compostos tetrapirrolicos, precursores e/ou derivados de clorofila. Apos a
adicdo do DPBF e excitacdo em 400 nm, foi observado espectro caracteristico com
bandas centradas em 456 nm e 482 nm. Apos a irradiacdo em 400 nm, por um periodo
de 90 s, foi determinado um novo espectro de emissdo, no qual foi observado um
decréscimo na intensidade das respectivas bandas. Para os préximos ciclos de
irradiacdo, ficou determinado que a intensidade das bandas de emissdo sao inversamente

proporcionais ao periodo de irradiacao.
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9.6.13 Cinética de supressdo fluorescente de DPBF

O Grafico 24 apresenta as curvas cineticas de decaimento da intensidade de
fluorescencia do DPBF em 482 nm referentes aos quatro diferentes extratos, sendo
apresentada em valores absolutos (unidade adimensional) no Gréafico 25. Para uma
melhor interpretacdo dos resultados, os valores foram normalizados no tempo zero, e

estdo apresentados no Frafico 25.

Gréfico 24 — Curvas cinéticas de decaimento da intensidade de fluorescéncia do DPBF
referentes aos extratos do galho, raiz, folha e caule do B. gaudichaudii.
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Fonte: a autora.
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Gréafico 25 — Curvas cinéticas de decaimento da intensidade de fluorescéncia do DPBF
normalizada, referentes aos extratos do galho, raiz, folha e caule do B. gaudichaudii.
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Fonte: a autora.

Intesidade Emissao 482 nm (N)

Analisando o Grafico 25 normalizado (-), foi observado que ocorre uma reducao
na intensidade de emissdo fluorescente do DPBF com o tempo de irradiacdo. Este
decréscimo na intensidade, quando irradiada em 400 nm, esta relacionado a acao
fotossensibilizante do DPBF, que leva a producdo de espécies reativas de oxigénio,
responsavéis pela degradacdo do fluoréforo (WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993;
ZHANG; LI, 2011). Tendéncias superiores de supressdao da fluorescéncia foram
obsevadas para 0s demais ensaios com o0s extratos de B. gaudichaudii, na seguinte
ordem: casca (-) = raiz (-) < galho (-) < folha (-). Foi observado que esta ordem confere
com a intensidade das bandas em 400 nm e 666 nm no espectro de absorcdo dos
extratos que, por sua vez, também é a mesma na 676 nm no espectro de emissdo. Estas
bandas sdo caracteristicas da clorofila e seus derivados tetrapirrolicos. Sendo assim, a
acao foto-oxidativa, responsavel pela degradacdo do DPBF, foi atribuida a clorofila e
seus derivados, além da auto-supressdo da sonda DPBF que, quando irradiada na regido
de 350 nm a 450 nm também pode produzir espécies reativas por fotossensibilizacdo
(WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993; ZHANG,; LI, 2011).
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A grande agdo acontece nos primeiros 90 segundos visto que, nos instantes
iniciais ocorre concentracdo maxima das espécies fotossensibilizantes e, devido a auto

oxidacéo, estas espécies sdo consumidas com o periodo de irradiacéo.

9.6.14 Comparativo entre os extratos da planta B. gaudichaudii

Os extratos foram analisados quanto a seu poder foto-oxidativo durante o

periodo de irradiacdo (360 s).

Gréafico 26 — Poder foto-oxidativo em porcentagem referente a autosupressdo e a
autossupressao + extratos de B. gaudichaudii
0.8-

0.7

0.6 1

0.5 1

0.4 1

0.3 1

Emiss. Tfinal / Emiss. Tinicial

0.2

0.1+

0.0

Casca Folha Raiz Caule DPBF
Fonte: a autora.
Esta analise foi determinada tomando como referéncia a auto-supressao da sonda
(=28%). Na sequéncia foi realizado um estudo quantitativo/comparativo, onde foi
observado que o extrato da raiz apresentou uma supressdo de = 35%; casca = 45%;

galho = 48%; folha 71%. Sendo determinado, assim, um maior poder foto-oxidativo dos

extratos da folha que, por sua vez, também € o extrato mais rico em clorofila.

9.6.15 Estudo da deteccdo de oxigénio singlete pelo método quimico do DPBF com

irradiacdo em 667 nm.

Uma breve analise do espectro UV-vis (Grafico 27) mostra uma banda intensa

em 667 nm, demandando a presenca de cromoforos nesta regido e, consequentemente,
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demandando estudos por irradiagdo neste comprimento de onda, para mais uma
avaliacdo da atividade prd/antioxidantes dos extratos. Para tal avaliacdo foi adotado a
mesma sistematica, realizandos estudos do creme na auséncia e presenca dos extratos.
No Gréfico 27 estdo apresentados 0s espectros de emissao para 0 creme na presenga de
DPBF e auséncia dos extratos. Mostra os espectros obtidos para o creme em funcéo do

tempo.

Grafico 27 — Espectros de emissdo fluorescente do creme na presenca de DPBF.
Excitacdo a 400 nm, apds cada intervalo de irradiacdo a 667 nm (A) 0's; (B) 60 s; (C)
120 s;(D) 180 's; (E) 240 s (F) 300 s. Irradiacao e analise no sistema Microscopio
Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

Foi observado que a intensidade da banda em 482 nm, determinado
experimentalmente, apresenta a seguinte ordem: 0 segundos (A) < 60 segundos (B) <
120 segundos (C) < 180 segundos (D) < 240 segundos (E) = 300 segundos (F). Esta
sequéncia apresenta uma evolucdo positiva na intensidade do sinal com o tempo de
irradiacdo. O incremento temporal da intensidade de emissdo fluorescente, ja observado
para irradiacdo em 315 nm, foi atribuido a desestabilizacdo do sistema lipossomal e

consequentemente reducdo do espalhamento de luz. E importante lembrar que a
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estabilidade deste sistema esta sujeita a paramentros fisico-quimicos tais como calor e
luz.
O Grafico 28 mostra o espectro de emissao fluorescéncia do creme sem e com

DPBF na presenca de extrato da casca da B. gaudichaudii.

Gréafico 28 — Espectros de emissao fluorescéncia do creme com DPBF na presenca de
extrato da casca da B. gaudichaudii, excitacdo a 400 nm apds cada intervalo de
irradiacdo a 667 nm (A) 0's; (B) 60 s; (C) 120 s; (D) 180 s; 240 (E); (F) 240 s.
Irradiacdo e andlise no sistema Microscépio_Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

Para o creme com extrato da casca também foi observado incremento reduzido
na intensidade do sinal em 482 nm com o periodo de irradiagdo em 667 nm. Este
resultado é andlago ao obtido nos ensaios com o creme base e aqueles contendo extratos
daraiz e caule.

Neste sentido, ficou evidente que os efeitos foto-oxidativos por irradiacdo em

667 nm foram relevantes apenas para o extrato da folha do B. gaudichaudii. Podemos
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observar tanto nos espectros de absor¢do como nos espectros de emisséo, que o0 extrato
da folha, como esperado, apresenta clorofila em sua composicdo. A presenca do
pigmento foi perfeitamente caracterizada pelas bandas de absorcdo em 400 nm
referentes a banda soret e pela band Q4 que absorve em 665nm. J& a emissdo
fluorescente da clorofila e seus derivados tetrapirrélicos ocorre em 674 nm. Foi
observado uma quantidade expressiva de clorofila para o extrato da folha. Para os
demais extratos foram observadas bandas de emiss@o fluorescente em 674nm de baixa
intensidade, sendo que, em alguns casos, esta banda pode ser diferenciada apenas pelo
ruido por uma proporcéo 5:1.

O Gréfico 29 apresenta 0s espectros obtidos para o creme com extrato do galho

em funcdo do tempo.

Gréfico 29 — Espectros de emissdo fluorescéncia com DPBF na presenca de extrato do
galho de B. gaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap0s cada intervalo de irradiacdo a 667
nm. (A) 0s; (B) 60 s; (C) 120 s; (D) 180 s (E) 240; (F) 360 s. Irradiacdo e anélise no
sistema Microscopio_Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.
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Para o creme com extrato do galho néo foram observadas diferencas relevantes
no que se refere a intensidade de emissdo em funcdo do periodo de irradiagdo. E
provavel que estd “estabilidade” ndo seja decorrente da auséncia de processos
fotoinduzidos, mas sim de atividades multiplas e opostas. Pode ser observado, no
espectro de absorcdo, uma banda em 665 nm, referente a banda Q4 da clorofila e/ou aos
seus derivados tetrapirrolicos. Ja o espectro de emissdo apresenta uma banda em 674
nm, o que confirma a presenca da clorofila e seus derivados tetrapirdlicos no extrato.
Desta forma, como foi verificado em ensaios anteriores (graficos 28 e 29) que a
intensidade da banda de emisséo da sonda DPBF sofre incremento temporal. E ainda,
que frente a acdo fotossensibilizante da clorofila a sonda DPBF, ocorre um decréscimo
nas mesmas bandas. Neste sentido, os efeitos parecem ter ocorrido em proporcdes
equivalentes, aparentando ser de forma compensatoria. No entanto, os ensaios indicam
que processos fotoinduzidos multiplos estdo presentes no referido experimento.

O Grafico 30 apresenta 0s espectros obtidos para o creme com extrato da folha

em funcdo do tempo.
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Gréafico 30 — Espectros de emissao fluorescéncia do creme sem e com DPBF na
presenca de extrato da folha do B. gaudichaudii. Excitacdo a 400 nm apos cada
intervalo de irradiagédo a 667 nm (A) 0's; (B) 60 s; (C) 120s; (D) 180 s e (E) 240 s; (F)
360s. Irradiacéo e analise no sistema Microscopio_Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

Para os ensaios do creme com o extrato da folha irradiado em 667 nm, foi
observado que a intensidade da banda de emissdo em 484 nm apresenta-se na seguinte
ordem: 0 segundos (A) > 60 segundos (B) > 120 segundos (C) > 180 segundos (D) >
240 segundos (E). Neste sentido, ficou evidenciado um decréscimo sistematico da
intensidade da banda em 484 nm com o periodo de irradiacdo. Ja a banda de emissao da
clorofila 674 nm apresenta-se bastante intensa, inclusive superando as bandas referentes
a emissao da sonda DPBF. Estd elevada intensidade confirma a concentracdo de
clorofila neste extrato, dados ja observados no espectro UV-vis. Por outro lado, foi
observado incremento temporal de emissao fluorescente em 674 nm. Este incremento é
inversamente proporcional ao decréscimo em 482 nm. Esta correlacdo entre as bandas
decréscimo/incremento  confirma os resultados ja observados nos graficos

anteriormente, apresentados em 315 nm e 400 nm.
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A intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de matéria e a
quantidade de fotons incidentes (equacdo 1). Nestes ensaios, a irradiacdo foi mantida
constante e ndo ocorre producdo de fluoroforos. A correlacdo entre as bandas é
decorrente do decréscimo da concentracdo da sonda, que é degradada por processos
foto-oxidativos durante os periodos de irradiacdo. J& o incremento para 674 nm é
decorrente de uma maior fracdo de fotons absorvidos pelos tetrapirrolicos. Desta forma,
mesma a concentracdo dos tetrapirrélicos se mantendo constante ou sofrendo um
reduzido decréscimo, ocorre uma elevacdo na intensidade da banda correspondente a
este cromaforo.

O Grafico 31 apresenta os espectros obtidos para o creme com extrato da raiz em

funcédo do tempo.

Gréfico 31 — Espectros de emissdo fuorescéncia do creme com DPBF na presenca de
extrato da raiz do B. gaudichaudii. Excitacdo a 400 nm ap0s cada intervalo de irradiacdo
a 667 nm (A) 0s; (B) 60s; (C) 120 s; (D) 180 s; (E) 240 s;(F) 360s. Irradiacao e analise

no sistema Microscépio_Edinburgh Instruments.
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Fonte: a autora.

Para os ensaios do creme com 0 extrato da raiz foi observado incremento da
intensidade de emissdo com a evolucdo do tempo de irradiacdo. Estes efeitos, além de

serem considerados discretos, ndo estdo relacionados a atividade foto-oxidativa, visto
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que sdo opostos aqueles esperados para tal atividade. Neste sentido, a elevacdo na
intensidade de fluorescéncia foi atribuida a uma possivel desestabilizacdo dos cremes e
consequente reducdo das perdas de captagdo do sinal de luz emitida por reducdo no
espalhamento de luz. Este efeito também foi observado para o creme na presenca da

sonda e auséncia do material de origem vegetal em 667 nm.

9.6.15 Cinética de supressédo fluorecente de DPBF por irradiacdo em 667 nm

A cinética de emissao fluorescente em 482 nm, esta representada no Grafico 32
para todos 0s extratos e para o creme base, sendo apresentada em valores absolutos
(unidade adimensional) no Grafico 33, normalizada no tempo zero.

O Grafico 33 apresenta a variacdo da intensidade de fluorescéncia de DPBF a
456 nm em funcdo do tempo de irradiacdo, apresentando os dados originais e

normalizados com excitacdo a 400 nm e irradiagdo a 667 nm.

Grafico 32 — Apresenta a variagdo da intensidade de fluorescéncia de DPBF a 456 nm
em funcdo do tempo de irradiacdo (dados originais e normalizados) com excitagéo a 400
nm e irradiacdo a 667 nm.
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Gréfico 33 — Apresenta a variagdo de intensidade de fluorescéncia de DPBF a 456 nm
em funcdo do tempo de irradiacdo (dados normalizados) com excitacdo a 400nm e
irradiacdo a 667nm
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Fonte: a autora.

No Grafico 33 os dados estdo apresentados em valores absolutos. Estas curvas,
indicam uma evolucdo temporal descendente na intensidade de emissdo para o0 creme
contendo extrato da folha, enquanto as demais curvas indicam uma evolugédo positiva na
intensidade do sinal. As inclinacdes das curvas cinéticas sao mais bem visualizadas
quando apresentadas de forma normalizada no Gréafico 33. Todas as curvas apresentam

uma evolugdo temporal com linearidade, coerente com a Equacéo 1.
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Gréfico 34 — Espectro de excitagdo/emisséo fluorescente do extrato da folha o B.
gaudichaudii em cloroférmio.
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Fonte: a autora.

Neste estudo foi obtido um Unico tipo de extrato etandlico. Tal procedimento
estd fundamentados na literatura, pois ja foi demonstrado que os psolarenos de B.
gauduchaudii sdo extraidos em solucao etanolica. A literatura relata a aplicacdo direta
de extratos etandlicos contendo psoralenos irradiados com luz UVA (PUVA) para
inimeros tratamentos dermatol6gicos, mas ha relatos de hipersensibilidade aos extratos
utilizados.

O espectro de absorcdo dos extratos apresenta forte absorcdo na regido UV,
mostrando um ombro com 0 maximo em 315 nm, fato que pode ser atribuido a presenca
de furanocumarinas. Por outro lado, as fortes absor¢des em 400 nm e 665 nm, assim
como a emissdo fluorescente em 674 nm, comprovou a presenca de clorofila em todos
0s extratos, sendo as intensidades destas bandas relacionadas com a concentragdo da
espécie. Ficou evidente, como esperado, elevados niveis de clorofila no extrato das
folhas; ja para os extratos da casca e raiz, foram determinados apenas quantidades tragos

do referido pigmento, como ja mencionado. A presenca de clorofila em quantidades
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tracos nas raizes, so foi viabilizado graca ao elevado epslon (&) do pigmento ¢ a grande
sensibilidade do método de fluorescéncia. E importante mencionar que os elevados &
destas moléculas e a alta sensibilidade do espectro de fluorescéncia contribuiu para a
triagem destes cromoforos e fluoréforos em produtos com estes compostos em suas
composigoes.

Sobre a emissao de oxigénio singlete pelo método direto, podemos afirmar que a
contribuicio de 'O, no potencial foto-oxidativo dos extratos foram perfeitamente
caracterizados pelo método direto, onde foi determinado, tanto pelo perfil espectral da
curva com méximo em 1270nm, como pelos decaimentos transientes. O tempo de vida
de 1O, para solugdo contendo os extratos foi determinado como sendo inferior ao padrdo
(fenalenona). Estes resultados foram determinados em cloroférmio e confirmados em
etanol. O decréscimo no tempo de vida esta relacionado a presenca de supressores de
10,. A presenca de espécies supressoras, popularmente conhecidas como antioxidantes,
desestabilizam a espécie (*02). A desestabilizacdo pode ocorrer tanto por processos
quimicos, onde o 'O, ataca uma ligacdo dupla levando a inGmeros processos foto-
oxidativos, incluindo os processos de peroxidacao lipidica (BARREIROS et al., 2006) e
(WEBER et al., 2014) ou a processos fisicos de desestabilizaco de 10, (CARNEIRO et
al., 2010). Entre os supressores por processos fisicos podemos destacar os carotenoides
e licopenos (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989) os quais tem como funcgéo, inclusive,
a fotoprotecdo do centro fotossintéticos de reacdo (UCHOA et al., 2008). Quando
comparado os tempos de vida em cloroférmio e em etanol, ficou evidente que o fator de
supressdo aparenta ser superior em cloroférmio. Tal fato, esta relacionado com o tempo
de vida da espécie no respectivo solvente, visto que, quanto maior o tempo de vida da
espécie, maior sera a exposicao a espécie supressora, maior susceptibilidade ao ataque,
consequentemente maior a contribuicdo do supressor para a extincdo da espécie
(BALZANI; SCANDOLA, 1991). Desta forma, os fatores de supressdo séo mais bem
evidenciados em um solvente onde o 'O apresenta um maior tempo de vida,
cloroférmio.

A intensidade de emissdo, quando se trata de um composto puro, esta

relacionada ao rendimento quantico da espécie (¢ A) que atua como fotossensibilizador

(WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993), ou seja, o “poder” de producio de O, pela
respectiva molécula quando devidamente excitada. No entanto, além dos supressores de
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10, também podemos destacar as espécies que sdo supressores do processo de
fotossensibilizacdo, ou seja, espécies que podem suprimir o estado excitado dos
fotossesibilizadores (single e triplete), sendo mais comum e mais detectaveis aquelas
supressoras do estado triplete, uma vez que este apresenta um maior tempo de vida, e
consequentemente, estd mais susceptivel a acdo supressora.

A clorofila apresenta rendimento quantico de 'O, em cloroférmio de 0,72. Se
tomarmos este como sendo o principal ou Unico fotossensibilizador, uma vez que 0s
bercaptenos ndo absorvem em 400 nm e 667 nm, seria esperado que a eficiéncia
quantica se aproximasse do rendimento quantico. Para os ensaios com o extrato da folha
foi observado uma eficiéncia quantica de 0,46 em cloroférmio e 0,45 em etanol. Estes
resultados séo inferiores aqueles mencionados na literatura para o rendimento quantico
de clorofila, o que indica a presenca de espécies supressoras de triplente no extrato. Para
0s demais extratos, foi observado uma reducdo pronunciada (gréficos 3, 5 e 6), onde a
eficiéncia quéantica chega a atingir valores que diferem da clorofila por até uma ordem
de grandeza. Esta reducédo foi atribuida a espécies supressoras de triplete, que constam
estarem mais acentuadas nos extratos da casca e das raizes.

O poder foto-oxidativo do creme foi determinado por método indireto utilizando
a sonda DPBF como detectora de espécies reativas de oxigénio. A op¢do por tal método
foi motivada pela impossibilidade de usar o0 método direto por fatores de espalhamento
de luz. Neste método, a sonda é consumida por espécies reativas de oxigénio, como
apresentado no Esquema 7, e sua quantificacdo em solucdo pode ser determinada tanto
pela sua absor¢do com maximo ~ 410 nm (WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993) sua
emissdo fluorescente em 456 nm e 484 nm. No entanto, a florescéncia confere
sensibilidade superior a absorcdo por até duas ordens de grandeza, sendo assim, o

método de escolha.
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Esquema 7 — Esquema de foto-oxidacdo de DPBF por ataque de oxigénio singlete, via
reacdo periciclica [4 +2]

Fonte: a autora.

Adotando o método indireto com DPBF e tomando a fluorescéncia como
deteccdo do fluordforo, foi viabilizada uma analise quantitativa/comparativa da acao
foto-oxidativa dos extratos no creme. Por ser conhecido que os extratos séo constituidos
por mais de um tipo espécies fotossensibilizante, procedeu-se a analise com excita¢do
em multiplas regides espectrais, sendo as amostras irradiadas em 315 nm, regido de
forte absorcdo para os bercaptenos; em 400 nm, onde ocorre absor¢cdo de compostos
tetrapirrdlicos, e em 667 nm, onde ocorre absorcdo seletiva de clorofila e seus
derivados.

Quando comparados 0s ensaios com irradiacdo em 315 nm, pode-se observar
uma evolucao temporal na intensidade do sinal de emissdo florescente 484 nm (Grafico
13), para o ensaio de referéncia feito com o creme na auséncia dos extratos. Este
incremento foi atribuido a desestabilizacdo da formulacdo coloidal. Esta mesma
tendéncia foi observada para o creme com os extratos do caule e da raiz. Analisando o
espectro UV-vis, pode-se comprovar que estes também sdo os extratos mais pobres em
compostos clorinicos; ja o extrato da casca foi observado estabilizacdo assintota. No
extrato da folha foi detectado um incremento para o primeiro ciclo de 90s, e que para 0s
demais ciclos de irradiacdo, ocorre um decréscimo que € acentuado com tempo. O
comportamento desta curva indica presenca de fatores antagbnicos, que apresentam

evolucdo temporal distintas.
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J& para os ensaios onde a irradiacdo ocorreu em 400 nm, foi observado um
decréscimo sistematico na intensidade dos sinais referente a emissdo dos DPBF. Este
decréscimo também esta presente para a nossa curva de referéncia, creme base na
presenca do DPBF. Este fato ocorre devido a auto-supresséo do DPBF, que por
apresentar absor¢cdo em 400 nm, pode ser excitado nesta banda, e consequentemente,
desencadeia processos fotoinduzidos (BALZANI; SCANDOLA, 1991). A Contribuicéo
do auto supressdo do DPBF pode ser mensurada pela curva de 400 (Grafico 25) onde os
valores se encontram normalizados. A determinagédo da auto-supressdo para cada tempo
possibilita determinar os valores da contribui¢cdo do processo foto-oxidativo para cada
extrato. Este processo foi determinado por subtracdo do valor de referéncia para cada
extrato, e confirmando que o extrato da folha é o que apresenta a maior atividade foto-
oxidadtiva frente ao DPBF.

A irradiacdo em 667 nm define a contribui¢cdo dos diferentes croméforos no
processo foto-oxidativo. A banda em 667 nm para extratos de plantas é caracteristica de
compostos clorinicos, assim, os valores aqui obtidos estdo isentos da contribuicdo da
auto-supressdo do DPBF e possivel participacdo de bercaptenos neste processo. O
Grafico 33 apresenta os valores da supressdo de DPBF normalizado. E importante
mencionar que as curvas apresentam linearidade, estando de acordo com a Equacéo 1.
Esta linearidade, indica singularidade na contribui¢cdo dos processos fotooxidativos. O
Gréafico 33 também mostra que quando irradia em 667 nm induz processos foto-
oxidativos significativo apenas para o extrato da folha, rico em clorofila, uma vez que
este € 0 Unico que apresenta evolucdo temporal descendente para a fluorescéncia do
DPBF. Os demais extratos apresentam evolucdo temporal ascendente, indicando que o
fluoréforo nédo foi afetado de forma significativa. A ascendéncia temporal destas curvas
estd relacionada com a desestabilizacdo do creme base, e consequentemente, menor
espalhamento de luz.

Entre os processos foto-oxidativos decorrente da fotossensibilizagédo de
metabdlitos presente nos extratos, foi determinado a participacéo de oxigénio siglete por
processo direto com resolucdo temporal. J& o método indireto, é fundamentado no
processo foto-oxidativo de DPBF. Este método engloba oxigénio singlete e outros

processos por espécies ROS. Desta forma, podemos definir que os extratos de B.
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gauduchaudii apresentam processos foto-oxidativos por mecanismos mdaltiplos, os quais

sdo representados no diagrama de jablonski modificado, como mostra 0 Esquema 8.

Esquema 8 — Diagrama de Jabloski modificado, ilustrando os mecanismos de ataque
fotoquimico: Tipo I, Tipo |1, Tipo Il para os extratos do B. gaudichaudii.

sn
2
0 § Chemistry
rections
HN—{ S 1 — .
© N= 1SC 10, 1V
Chemistry
= Excitad state rections
| o) Enrgy transfer
OYN 0 T1 T Typell AE = 96 kimol-*
- xO [%2] o q\ q\ P ,“, \
HN wj_n Q‘oé\) 2 Fluor. ) ‘Iﬁ% 3
° QOXO e
0 e
T it
ype . Electron/hydrogen ) / zigﬁ:ar
)J\ transfer Type | { H Chemistry
- . tions
HN N OH rec
Phosp.
UV, A7
+
D
7 v
~ S o

Fonte: a autora.

Os mecanismos de ataque fotoquimico a biomoléculas por fotossensibilizacdo
dos extratos envolve os mecanismos classicos da TFD e PUVA. Referidos como TIPO
I, no qual a energia luminosa é absorvida pelos cromoforos fotoativos do extrato. Apos
atingir o estado excitado (singlete ou triplete) pode ocorrer transferéncia de energia para
bioméculas (lipideos, proteinas, DNA) atraves da transferéncia de elétrons ou abstracdo
de hidrogénio. TIPO Il, onde a energia de excitacdo dos cromoforos que atuam como
fotossensibilizador transfere energia para o oxigénio molecular, resultando na formacao
de oxigénio singlete, e finalmente, o que aqui consideramos como TIPO Ill, onde o
cromoforo atuante € uma furanocumarina. Ocorre uma reacao periciclica fotoinduzida
tipica, ciclo adicdo 2 +2 (BALZANI; SCANDOLA, 1991). Esta reagdo ocorre por acao
da luz ultravioleta, entre elétrons © ndo aromaticos das furanocumarinas com elétrons 7
das bases nitrogenadas. Este mecanismo, apesar de ser largamente conhecido para
reacOes fotoquimica, sendo uma reacdo exclusiva de processos fotoinduzidos, ainda ndo
tinha sido considerado na acdo de tratamentos dermatolégicos a base de extratos de B.
gauduchaudii. Deste modo, ficou evidenciado que os tratamentos dermatoldgicos

largamente utilizados com extratos de B. gauduchaudii e produtos contendo 0s mesmaos,
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podem atuar por trés diferentes mecanismos e envolvem tanto a TFD como o PUVA.
Este mesmo conceito pode ser estendido para outros extratos vegetais que contenham

furanocumarinas entre seus metabolitos.
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10 CONCLUSAO

O metabolismo secundario e a quimica das plantas € um ponto interessante para
0 desenvolvimento de fitocosmecéuticos e de farmacos e, notadamente, é ainda uma
incégnita. O extrato puro de uma planta € uma mistura extremamente complexa que
pode conter milhares de moléculas absolutamente desconhecidas. O Brasil possui no
Cerrado uma fonte inesgotavel de novas moléculas. A populacdo que vive do
conhecimento ancestral sobre fitoterapia se beneficia economicamente da utilizacdo das
plantas. Porém, muitas vezes, o uso inadequado baseado no desconhecimento dos
compostos quimicos que estdo no metabolismo secundarios das plantas e seus
mecanismos de acdo, podem gerar maleficios quanto ao uso da planta.

O B. gaudichaudii, planta do cerrado brasileiro, também conhecida como mama-
cadela, possui agentes sensibilizantes derivados de furanocumarinas e seu uso atende
diversas doencas dermatologicas, entre elas a psoriase.

Croméforos fotoativos de B. gauduchaudii, tais como os furanocumarinas e
tetrapirrolicos, sdo facilmente extraidos com etanol. Se for utilizado a veiculagdo
lipossomal, estes metabdlitos podem ser inseridos em formulagbes dermatoldgicas e
direcionados para diferentes tecidos dependendo do objetivo e da formulagdo. Extratos e
formulagdes contendo os mesmos podem ser excitados em diferentes comprimentos de
onda, por apresentarem diversas bandas centradas entre 220 nm, 260nm, 312 nm, 400
nm, 540nm e 667 nm. Desta forma, o tratamento dermatoldgico pode ser realizado com
luz solar ou restringido a regiGes especificas, onde possa ocorrer seletividade dos
diferentes cromoforos. Assim, para um mesmo extrato, pode ser selecionado a regido do
ultravioleta e realizar o PUVA. Pode ser irradiacdo com led na regido do violeta/azul
(380nm a 460 nm) na banda soret; nas bandas intermediarias dos tetrapirrélicos e/ou no
vermelho na banda Q4 de clorina em 667 nm.

Neste trabalho foi determinado que os processos fotoinduzidos sdo maultiplos.
Podendo o fotodano ocorrer por 3 diferentes mecanismos. Sendo priorizados ataques as
bases nitrogenadas quando irradiadas no ultravioleta para ciclo adi¢cdo 2 + 2; processos
radicalares (mecanismo tipo 1) e via oxigénio singlete (mecanismo tipo Il) quando

irradiados na regido de 400 nm. J& quando irradiados na banda Q4 dos compostos
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clorinicos, 667 nm também ¢é priorizado 0s processos induzidos por oxigénio singlete,

mecanismo tipo II.
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ANEXO A - Study of the Photo Oxidative Action of Brosimum gaudichaudii
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Abstract— Brosimum gaudichaudii (BG) is a medicinal plant native from Brazil and popularly known as
mamica-de-cadela, mamacadela, among others. It presents as main metabolites coumarins and
furanocoumarins, recognized photoactive agents. There are several studies that indicate the photodynamic
action of Brosimum gaudichaudii extracts. The purpose of this study was to perform photophysical studies of
the aerial parts of the plant extract for application in photodynamic therapy. The results of this study were
determined by the absorption spectrum in the ultraviolet (UV) and visible regions, as well as the emission
spectrum when excited at different wavelengths. In the region of 345 nm, the stem extracts stand out, since this
region is where bergaptenes and other furanocoumarins absorb light. In the region 667 nm all the extracts
were found, mainly those of the leaves, and in this region chlorophyll absorbs light, which shows the
contribution of chlorophyll in the process. The photodynamic potential action of the extracts by solar
irradiation was attributed to a synergism by action on UV and chlorophyll and its derivatives in the
photodynamic therapy.

Keywords— Furanocoumarines, photodynamic therapy, photosensitizer.

I. INTRODUCTION

Since ancient times, man has used medicinal plants as a therapeutic resource to preserve health and
cure diseases, in addition to their use in cosmetics. It was through the observation of animals that man
developed the knowledge about plants, medicinal or not. This knowledge, passed through time, identified
the species that were relevant to health and beauty. This precious legacy about nature tells the history of
the continent and the different peoples that inhabited the planet [1]. Our ancestors used concentrated
mixtures and extracts of plants to promote the desired effects, without thinking about isolating and
understanding what, inside the plant, was effectively the main component or which had the healing power
[2, 3].

For decades, the World Health Organization (WHQO) has recommended the use of phytotherapy in
primary health care programs [4]. Similarly, the Pan American Health Organization (PAHO), realized the
importance of the use of medicinal plants for public health in the 1970s, relying on social movements of
the time that challenged the valorization of technology and the devaluation of nature [5]. In Brazil, new
legislation for the use of phytomedicines and phytocosmetics appears [6].

The Moraceae family has about 50 genera and 1500 species. In Brazil, there are 27 genera with
approximately 250 species. Among the genera of this family, Brosimum gaudichaudii Trecul, popularly
known as Mamacadela or mamica-de-cadela, a plant of the Cerrado Biome of Brazil, stands out [7].

The chemical constitution of plant species goes through numerous anabolic and catabolic reactions that
make up the plant metabolism, which is divided into primary and secondary. Secundary metabolism are
widely exploited due to their structural variation, and consequently shows many biological activities.
Coumarins have fluorescent properties [8, 9] and can be classified according to the substitutions of the
benzene ring and the pyrene ring in simple coumarins. furanocoumarins, pyranocoumarines. Depending
on the position of the furan ring they are classified in angular and linear [9].

Furanocoumarines are classified into linear or psoralenes. Psoralenes have photobiological and
phototherapeutic activity and absorb energy between 300 and 400 nm (UVA). The linear ones can be
phototoxic. However, when excited by UVA radiation they react with nuclear DNA, cell membranes or
proteins, transferring electrons or hydrogen atoms [10, 11]. The photosensitizing action by linear
furanocoumarines normalizes differentiation of altered keratinocytes, decreases the expression and
secretion of cytokines [11].
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In addition to their therapeutic properties, they also exhibit antioxidant activity and have high
fluorescence [12]; it can be enhanced by the use of Photodynamic Therapy (TFD), use of UV radiation or
visible light in the treatment of various skin conditions [12, 13].

The efficacy of the technique depends on the dose of light applied, the concentration of the
photosensitizer and the availability of oxygen, generating reactive oxygen species [14].

Thus, the aim of this work was to perform photophysical studies of the aerial parts of Brosimum
gaudichaudii and to characterize the extract as a photosensitizer, showing the contribution of chlorophyll
in the process.

Il. MATERIALS AND METHODS

The sample of the plant Brosimum gaudichaudii was collected near the Regional Airport of Dourados-
MS, Francisco de Matos Pereira, located at Av. Guaicurus (beginning of the Rodovia Dourados-Itaum,
km 12), with 22° 11' 52 S latitude and 54° 55' 21 W longitude. Located at 458 meters above sea level and
its time zone is UTC -4 (-3DT).

The characterization of the samples as Brosimum gauduchaudii Trecul (Moraceae), was performed by
Prof. Dr. Paulo T. Sano of the Department. Botany - Institute of Biosciences of the University of S&o
Paulo.

The hydroalcoholic extracts were obtained at the Institute of Chemistry - USP, where the
characterization of the extract was performed.

The samples were separated Stem, Leaf and Fruit, then individually crushed in the four knife mill, the
mass was determined, 92.8 % alcohol was added, it was sonicate with ultrasound for 30 minutes, in order
to make a better extraction possible in a reduced period. After 28 days, filtration was performed with
Buchener funnel. The extracts were concentrated in rotary evaporator to reduce the solvent.

The spectra were obtained in a UV-visible spectrophotometer UV-240 1PC (Shimadzu Co, USA),
quartz bucket (Hellma, Brazil) with optical path of 1.0 cm. Measurements were taken at intervals of 300-
800 nm each 0.5nm. Micronal Spectrophotometer B582 (Micronal, Brazil) and quartz bucket (Hellma,
Brazil) with optical path of 1.0 cm.

Solvents used: Anhydrous ethanol, hydrated ethanol, acetone and chloroform.

. ResuLTs

The extracts were obtained from the aerial parts Brosimum gaudichaudii, leaves, stems and fruits. The
plant material was dried at room temperature and away from light.

The mass of the leaf (65.7 g), stem (77.2 g) and fruit (10.3 g) was then crushed and determined.

The material was submitted to hydroalcoholic extraction for 28 days. After this period, the material
was filtered and the solvent eliminated by rotaevaporation at reduced pressure. The material was
resuspended in hydrated ethanol and characterized by the UV-vis spectrum. Figure 1 shows the spectral
curves for the three extracts obtained.

bs

) : : :

300 400 500 600 700
nm

Fig. 1 Absorption spectra of Brosimum guadichaudii extracts, resuspending in ethanol

It is observed that all spectral curves have a maximum at 400 and 667 nm. These maxima as well as all
the spectral curves in the visible region show the chlorophylls.



131

091 A Leaf |
Stem
Fruit

Abs

300 460 560 660 700

B Leaf
Stem
Fruit

Abs

300 400 500 600 700

Abs

1,0 +
0,5 +

,0 N
300 400 500 600 700

Fig. 2 (A) Absorption spectrum of Brosimun guadichaudii extracts resuspending in chloroform, (B) Spectrum standardized at 667
nm (C) Spectrum standardized at 309 nm

For comparative analysis the extracts were resuspended in chloroform and again determined their UV-
vis spectra. In this study, a mathematical treatment was performed, where the spectral curves were
normalized at 667 nm, maximum absorption of chlorophyll and 309 nm maximum absorption of
bergaptenes and other furanocoumarines [15].

These spectral curves, with and without mathematical treatment, are presented in Figure 2 (A, B and
C).
Figure 2A shows a similar spectral profile in the visible region. Figure 2B shows these curves
normalized at 667 nm, region where chlorophylls have a maximum absorption. In Figure C the
normalization was performed at 309 nm, where the maximum absorption of bergaptene, considered the
main furanocoumarin of Brosimun guadichaudii, occurs.

Iv. Discussion

It is observed that all spectral curves have a maximum at 400 and 667 nm. These maxima, as well as
all spectral curves, show chlorophylls as the main chromophores they absorb in the visible region. Such
pigments are responsible for skin conversion of radiant energy into chemical energy, in the process of
photosynthesis. They also participate in the redox balance, and can be used as therapeutic agents. Besides
chlorophyll and its derivatives, Brosimum gaudichaudii is known to present as secondary
furanocoumarine metabolites, a compound that presents high photodynamic activities when irradiated in
the ultraviolet. This can be confirmed after inspection of the bergaptene chlorophyllase spectra [14, 15].

It can be observed in the spectral curves of Figure 2 (A, B and C) that the spectra of all the extracts are
well defined both in the visible and ultraviolet regions. The mathematical treatment made possible a
relative quantification of the possible chromophores present in each extract. For comparative analysis the
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spectra have been standardised at 667 nm where only chlorophyll is absorbed and at 309 nm where
maximum absorption of bergaptene and other possible furanocoumarins [15, 16] which are constituents of
these extracts occurs.

In figure 2A, the spectral profile in the visible region is consistent with that expected for chlorophylls
and their derivatives. Already figure 2B the curves have been normalized to 667 nm. Region is where the
maximum absorption of the last and most intense Q-band occurs. When these curves are artificially
equalized, it can be observed that they are quite differentiated in the ultraviolet region, specifically at 309
nm where it absorbs bergaptene. Thus, in this region a greater absorption of the stem is observed,
followed by the fruit and the posterior of the leaf. Thus, it is inferred that the extract of the stem is more
potentiated in these chromophores. It belongs to the furanocoumarine family. In the case of Brosimun
guadichaudii, the furanocoumarins that stands out the most is bergaptene.

In Figure C, normalization was performed at 309 nm, where maximum absorption of bergaptene
occurs, considered the main furanocoumarin of Brosimun guadichaudii. When the spectra were
artificially equalized in the maximum absorption of bergaptene (309 nm), it was observed that the leaves
are proportionally richer in chlorophyll, followed by the "green™ fruits and finally the stem which is poor
in chlorophyll and rich in bergaptene.

The bands in the absorption spectrum at 400 and 665 nm, as well as the entire spectral profile, confirm
the presence of chlorophyll. Chlorophylls are green pigments found in plants and are capable of absorbing
visible light, which is a converter of radiant energy into chemical energy. These pigments have been
considered as excellent photosensitizers, antioxidants and as therapeutic agents in the combat of several
diseases, being the chlorophylls A and B the most found and almost always together, however,
chlorophyll A is more abundant in most cases. According to the literature, it is known that the absorption
spectrum of chlorophyll “a” shows high absorption in the region of 660 to 670 nm, an extremely
favorable fact for the application in TFD, since in this region there is a grade of light penetration in the
tissue.

v. CONCLUSION

In these studies it was demonstrated that Brosimun guadichaudii hydroalcoholic extract is composed of
two important families of photosensitizers, furancumarins and chlorines, represented in the extract by
bercaptene and chlorophyll respectively. It was also evidenced that furanocoumarins are in higher
concentration in the stem, while chlorophyll is mostly found in the leaves. Thus, it was also evidenced
that Brosimun guadichaudii extract can be used for dermatological treatment being irradiated in the
ultraviolet region, if the objective is superficial treatment as in the visible region, if desired greater depth
and/or solar irradiation, allowing irradiation in both chromophores.

CoNFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

ACKNOWLEDGMENT

To Fapesp, REDOXOME project — Center for Research on Redox Processes in Biomedicine. Processo
2013/07937-8.

REFERENCES

1. Pozzetti G L. (2005) Brosimum gudichaudii Trecul (Moraceae): da planta ao medicamento. Rev Ciénc Farma Basica Apl
vol. 26 3: 159-166

2.  Thomford N E, Senthebane D A, Rowe A et al. (2018) Natural Products for Drug Discovery in the 21st Century:
Innovations for Novel Drug Discovery. Int J Mol Sci 19:1578 DOI http://dx.doi.org/10.3390/ijms19061578

3. Tomazzoni M I, Negrelle R R B, Centa M L. (2006) Fitoterapia Popular: a busca instrumental enquanto prética
terapéutica. Texto e Contexto-enfermagem 1:115-121.

4. Ministério da Saude (BR). A fitoterapia no SUS e o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos: Série B. Textos Basicos de Salde. At https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/fitoterapia_no_sus.pdf

5. Alho C Jr. (2012) Importancia da biodiversidade para a saide humana: uma perspectiva ecoldgica. Estud. Av 26:151-166
DOI http://dx.doi.org/10.1590/S0103-40142012000100011




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

133

Ministério da Salde (BR). Medicamentos e insumos - fitoterapicos. At https://www.saude.gov.br/acoes-e-
programas/programa-nacional-de-plantas-medicinais-e-fitoterapicos-ppnpmf/plantas-medicinais-e-fitoterapicos-no-sus
Borges J D C, Perim M C, de Castro R O, et al. (2017) Evaluation of antibacterial activity of the bark and leaf extracts of
Brosimum gaudichaudii  Trécul against multidrug resistant strains. Nat Prod Res 31:2931-2935 DOl
http://dx.doi.org/10.1080/14786419.2017.1305379

O'Connor SE. (2015) Engineering of Secondary Metabolism. Annu Rev Genet 49:71-94 DOI 10.1146/annurev-genet-
120213-092053

Menezes F G, Gallardo H, Zucco C. (2010) Recentes aplicagdes sintéticas de compostos organicos tricloro (bromo)
metila substituidos. Quimica Nova 33:2233-2244 DOI http://dx.doi.org/10.1590/s0100-40422010001000037

Cestari T F, Pessato S, Correa G P. (2007) Fototerapia: aplicagbes clinicas. An  Bras Dermatol 82:7-21 DOI
http://dx.doi.org/10.1590/S0365-05962007000100002

Carbone A, Montalbano A, Spand V, Musante |, Galietta L J V, Barraja P. (2019) Furocoumarins as multi-target agents
in the treatment of cystic fibrosis. Eur J Med Chem 180:283-290 DOI http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.07.025
Lajos K, Emese V, Zoltan N. (2019) Advances in phototherapy for psoriasis and atopic dermatitis. Expert Review of
Clinical Immunology 15:1205-1214 DOI https://doi.org/10.1080/1744666X.2020.1672537

Uchoa A F, Oliveira C S, and Baptista M, S. (2010) Relationship between structure and photoactivity of porphyrins
derived from protoporphyrin 1X J. Porphyrins Phthalocyanines 14:832-845 DOl
https://doi.org/10.1142/S108842461000263X

Ramos R R, Kozusny-Andreani D |, Fernandes A U, Baptista M S. (2016) Photodinamic action of protoporphyrin 1X
derivatives on Trichophyton rubrum An Bras Dermatol 91:135-40 DOI https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20163643
Maestrin A P J, Neri C R, Oliveira K T. (2009) Extragdo e purificacdo de clorofila a, da alga spirulina maxima: um
experimento para o0s cursos de quimica. Quimica Nova 32:1670-1672 DOI https://doi.org/10.1590/S0100-
40422009000600054

Pedriali C A, Uchoa A F, Santos, Silva M M, Severino D, Baptista M. S. (2010) Antioxidant activity, cito- and
phototoxicity of pomegranate (Punica granatum L.) seed pulp extract Ciénc. Tecnol. Aliment 30:1017-1021.

Author: Valéria Maria de Souza Antunes

Institute: Universidade Anhembi Morumbi/CITE

Street: Estrada Doutor Altino Bondesan, 500 Parque Tecnolégico de Sao José dos Campos, Distrito de Eugénio de Melo CEP
12.072-270

City: Sdo José dos Campos

Country: Brasil

Email: contato@ativosdermatologicos.com.br; adjaci@hotmail.com




