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Abstract

Abstract

The exposure to ultraviolet radiation is the mainly factor to develop skin
cancer and photoaging. This work aimed to obtain new sunscreens with
enhance abilities to protect against UVA and UVB radiation associated to
antioxidant properties, obtained by molecular hybridization strategy among
existing filters (avobenzone and methoxycinnamate) and natural products
(resveratrol and ferulic acid). Eight new compounds were synthesized, isolated
and characterized by molecular hybridization: (E)-4-hydroxy-N'-(4-
hydroxybenzylidene)benzohydrazide (molécula ), (E)-N"-(3,5-
dihydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzohydrazide (molécula lIl), (E)-4-(tert-
butyl)-N'-(3,5-dihydroxybenzylidene)benzohydrazide (molécula IlIl), (E)-4-
(tert-butyl)-N'-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide (molécula V), (E)-4-
hydroxy-N'-((E)-3-(4-methoxyphenyl)allylidene)benzohydrazide (molécula
V), (E)-4-(tert-butyl)-N'-((E)-3-(4-methoxyphenyl)allylidene)benzohydrazide
(molécula V), (E)-4-hydroxy-N'~((E)-3-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)allylidene)benzohydrazide (molécula VII) and (E)-4-(tert-
butyl)-N'-((E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)allylidene)benzohydrazide
(molécula VIII). Compound VIII was presented as the most thermostable,
showing decomposition temperature above 295°C. Compounds |, IV, VII and
VIIl presented more antioxidant activity than the other compounds analysed.
The compounds VII and VIII were similar to ferulic acid, t-resveratrol and
ascorbic acid. Compounds I, IV, V, VI, VIl and VIIl had abilities to protect
against UVA radiation, and all of these products were similar to t-resveratrol
pattern. The VI molecule had the highest photoprotection activity against UVA
radiation, and it was more effective than t-resveratrol pattern. The Il and lli
compounds were classified as UVB filters and they were more effectiveness
than t-resveratrol. Compounds I, Ill, V and VII showed inhibitory ability for the

enzyme tyrosinase, respectively, 12,66%, 89,50%, 28,91% and 6,41%.

Keywords: Sunscreen, Photoprotection, Resveratrol



Resumo

Resumo

A exposicao a radiagao ultravioleta (UV) é um dos principais fatores que
contribuem para o desenvolvimento de cancer de pele e fotoenvelhecimento.
Este trabalho teve como objetivo a obtengdo de novos filtros solares com
capacidade ampliada de protecdo contra radiacdo UVA e UVB associada a
propriedades antioxidantes, obtidos através da estratégia de hibridacdo
molecular, entre filtros existentes (avobenzona e metoxicinamato de octila) e
produtos naturais (resveratrol e acido ferulico). Foram sintetizados, isolados e
caracterizados oito compostos inéditos obtidos através de hibridacao
molecular: (E)-4-hidroxi-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula 1),
(E)-N'-(3,5-diidroxibenzilideno)-4-hidroxibenzidrazida (molécula II), (E)-4-
(terc-butil)-N'~(3,5-diidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula ), (E)-4-
(terc-butil)-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula 1V), (E)-4-
hidroxi-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula V), (E)-4-
(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula VI), (E)-
4-hidroxi-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula
VII) e (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula VIII). O composto VI
apresentou-se como o mais termoestavel, decompondo-se acima de 295°C. Na
avaliagao da atividade antioxidante, os compostos I, IV, VIl e VIII apresentaram
maior atividade, sendo os compostos VIl e VIII semelhantes aos padrdes acido
ferulico, t-resveratrol e acido ascoérbico. Os resultados obtidos no ensaio de
atividade fotoprotetora demonstraram capacidade protetora contra radiacéo
UVA para os compostos |, IV, V, VI, VIl e VI, sendo todos comparaveis ao
padrao t-resveratrol. O composto VI apresentou-se como o mais ativo quanto a
capacidade fotoprotetora UVA sendo, inclusive, superior ao padrao t-
resveratrol. Os compostos Il e Ill foram classificados como potenciais filtros
UVB e demonstraram maior efeito fotoprotetor em relagdo ao padrao t-
resveratrol. Além disso, os compostos I, Ill, V e VIl apresentaram capacidade
inibitéria para a enzima tirosinase de, respectivamente, 12,66%, 89,50%,
6,41% e 28,91%.

Palavras-chave: Filtros solares, Fotoprote¢cao, Resveratrol.



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Radiacao Ultravioleta, Visivel e Infravermelha.....................ooooeieee. 3
Figura 2: Dano celular gerado pela agcéo da radiagdo UV ..........ccccceeeiieeeinennnnns 5
Figura 3: Representagdo esquematica da estruturada pele.................ccoeoee. 7
Figura 4: Representagdo das camadas da epiderme...........ccccceevvviiiiieeeeeenennns 9
Figura 5: Sintese de Melanina a partir da tirosina presente nos melandcitos. 13
Figura 6: Estrutura quimica do 4cido CINAMICO............coiiiiiis 22
Figura 7: Interconversao do OMC nos isdmeros cis (Z)-trans (E). .................. 23
Figura 8: Interconversao do resveratrol nos isdbmeros cis-trans. ..................... 25
Figura 9: Estrutura quimica dos cinamatos mais empregados no Brasil. ........ 27
Figura 10: Obtengao da benzofenona-4 a partir da benzofenona. .................. 27
Figura 11: Obtencdo do metileno bis-benzotriazol tetrametilfenol (MBBT) a
partir do acido fenilbenzimidazol sulfénico. ...........cccco 28
Figura 12: Triplicagdo da subunidade etilhexil éster derivada do protétipo 2-
etilnexil SaliCato. .........ooue i 28

Figura 13: Estrutura quimica da molécula mutua (benzofenona/acido ferulico)
obtida por 1atenCiaCa0. ........ccovuiiiii e 29
Figura 14: Analogia estrutural do p-metoxicinamato de octila com aldeido
CINAMICO € ACIdO fErUliCO. ....oevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36

Figura 15: Método sintético utilizado para obtengdo dos compostos hibridos

1110 PP 40
Figura 16: Sintese das Moléculas I, I, Ve VIl.......cccccoiiiiiiiieeeee 42
Figura 17: Sintese das Moléculas lll, IV, VI e VIIl. .........ccccooiiiiiiiiiieeeeee 43
Figura 18: Esquema geral para obtencéo de hidrazonas. ............cccccceevennnnn.... 51
Figura 19: Molécula l..........coooo e 53
Figura 20: Molécula ll. ... 56
Figura 21: Molécula lll. ... e 60
Figura 22: Mol€cUla [V..... ... 63
Figura 23: MOIECUIA V..........iii e 67
Figura 24: MOoI€cUla Vl.........cooooii e 70
Figura 25: Mol€cula Vl.........oooorrii e 74
Figura 26: Molécula V... 77

Figura 27:

Reacéao do radical DPPH na presenga de um agente antioxidante 84



Lista de Figuras

Figura 28: Representagao estrutural dos acidos caféico, ferulico e clorogénico.

......................................................................................................................... 87
Figura 29: Analise estatistica do padrdao avobenzona (Avo) e t-resveratrol (t-
Resv) em relagdo aos compostos |, IV, V, VI, VIle VIII. ... 97
Figura 30: Analise comparativa das moléculas com potencial UVA nas
concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulSA80. ............ccoevvveriiiiieeieeeeeieiiin. 98

Figura 31: Analise estatistica do padrao trans-resveratrol (t-Resv) em relagéo

a0S comPOSTOS [l € 1. oo 98



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Envelhecimento intrinseco x Fotoenvelhecimento ............cccceveeean.... 14
Tabela 2: Condicdes reacionais para sintese das hidrazonas | a VIII.............. 41

Tabela 3: Caracteristicas do precipitado, rendimentos reacionais e resultados

de faixa de fusdo ou temperatura de deCOmMpOSIGAOD. ........ccevvvuiiieeeereriiiiiinnnnnn. 52
Tabela 4: Resultados de RMN H' da Molécula I.............ccceovueiiuriieeicncinne, 53
Tabela 5: Resultados de RMN C™ da Molécula | .........ccoovoeoveeoeeieeeeeeeeeens 54
Tabela 6: Espectros de absor¢ao na regido do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula |. ... 55
Tabela 7: Resultados de RMN H' da Molécula Il...........c.coooeriniiuiniinininnns 57
Tabela 8: Resultados de RMN C™ da Molécula Il. ..........cccooeueirirriiriinciinnn, 58
Tabela 9: Espectros de absorg¢ao na regido do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula Il. ... 59
Tabela 10: Resultados de RMN H' da Molécula lll.............cccoevrirvririineneinnnn, 60
Tabela 11: Resultados de RMN C™ da Molécula . ..........ccovveveiieieeeeens 61
Tabela 12: Espectros de absor¢ao na regido do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula lll. ..o 62
Tabela 13: Resultados de RMN H' da Molécula IV. ..........cccccoovvviiiiceeen. 64
Tabela 14: Resultados de RMN C™ da Molécula IV. ...........cccccoovrveiriineirinnnn, 65
Tabela 15: Espectros de absor¢éo na regido do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula IV.............ccoooiiiiiiiii e 66
Tabela 16: Resultados de RMN H' da Molécula V. ..........ccoocvveviiiieeen. 67
Tabela 17: Resultados de RMN C™ da Molécula V. ...........cccoccooveueievcnerennnnn, 68
Tabela 18: Espectros de absorcéo na regido do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula V..............cooooiiimiiiiiii e 69
Tabela 19: Resultados de RMN H' da Molécula V1. ...........cccovvoviiiieeeen. 71
Tabela 20: Resultados de RMN C"® da Molécula VI.............cc.ccooovuevevruereinnnn, 72
Tabela 21: Espectros de absorcao na regiao do Infravermelho e respectivos
grupos funcionais da molécula V..o 73
Tabela 22: Resultados de RMN H' da Molécula VII. ...........ccooovoveiicieeen. 74
Tabela 23: Resultados de RMN C" da Molécula VII. .............ccoooevevevrrerrnnnns, 75

Tabela 24: Espectros de absorcdo na regido do Infravermelho e respectivos

grupos funcionais da molécula VIl...............coooiiiiiiie e 76



Lista de Tabelas

Tabela 25: Resultados de RMN H' da Molécula VIIL. ..........ccooovoviiiieeeen. 78
Tabela 26: Resultados de RMN C'* da Molécula VIl .........cccc.ocuevvueiininnnse. 79
Tabela 27: Espectros de absor¢do na regido do Infravermelho e respectivos

grupos funcionais da molécula VIIl..............coorriiiiii e 80
Tabela 28: Resultados de absorbancia, absortividade molar e comprimentos de
onda maximo para os compostos la VI ..o 81
Tabela 29: Resultados de andlise térmica para os compostos | a VIII............. 82
Tabela 30: Porcentagem de reducdo do DPPH e desvios padrdao em relagéao

aos compostos | a VIl para 30 minutos de analise. .............ccceeeiieiieiieeeiiinnnnnnn. 85
Tabela 31: Porcentagem de reducdo do DPPH e desvios padrdo em relagéao

aos compostos | a VIl para 60 minutos de analise. ...........c..ccccooieiiiiiiieeeee, 86

Tabela 32: Representacéo relacionada a razdo UVA/UVB (Boot’s Star Rating)

......................................................................................................................... 90
Tabela 33: Intervalo de comprimentos de onda criticos (A\;) e sua relagédo com a
FAZA0 UVA/UVB. ...t e e e e e eeae 90

Tabela 34: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para os padrdes de referéncia metoxicinamato de octila (Metox.
Octila), trans-resveratrol (t-Resv) e avobenzona (Avo) nas concentracdes de
2%, 5% € 7% €M €MUISA0. .......oevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 92
Tabela 35: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula | nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em
EIMUISA0. ... et e ettt e e 92
Tabela 36: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula Il nas concentracdes de 2%, 5% e 7% em

=70 0 U 1= o TSR 93
Tabela 37: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula lll nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em

=70 0015 o TR 93
Tabela 38: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula IV nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em

=70 0 U1 o TS 94
Tabela 39: Média * desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula V nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em

(100101 E-X- Lo J TP 94



Lista de Tabelas

Tabela 40: Média + desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula VI nas concentracoes de 2%, 5% e 7% em

(=T 0 4 1U] E53= Lo T PSPPSRI 94
Tabela 41: Média + desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula VIl nas concentracdes de 2%, 5% e 7% em

L= 0 001 o TS 95
Tabela 42: Média + desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para a molécula VIl nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em

L= 0 0015 T S 95
Tabela 43: Resultados de média * desvio padréo de inibigdo da enzima
tirosinase frente aos compostos | a VIIl em diferentes concentragées........... 100
Tabela 44: Concentragédo inibitoria enzimatica de 50% (ICsp) das amostras | a

VIII, &acido kagjico e trans-resveratrol (HQ/ML). .......oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 100



Lista de Esquemas

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (moléculas
I-1V) derivados da avobenzona e resveratrol............ccccccoviiiiiiiiieniceeiieene 32
Esquema 2: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (moléculas

V-VIII) derivados da avobenzona e cinamatos. .............cccccvmieeiieiiiiiiicciiiieeee. 34



Abreviaturas

CCD
CLUE
DMSO
DNA
DPPH

DSC

ERRO
FPS
FPUVA
GSH
GSH-Px
GSH-Rd
\Y,
LaCos
MBBT
OMC
PABA
RMN
RNA
SOD
TGA
t-resveratrol
uv

UVA
uvB
uvC
Vis

ABREVIATURAS

Cromatografia em camada delgada
Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico
2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Andlise de calorimetria diferencial de
varredura

Espécie reativa de oxigénio

Fator de protecao solar

Fator de protecdo UVA

Glutationa reduzida

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Radiacao infravermelha

Laboratério de Cosmetologia — UNESP
Metileno-bis-benzotriazol-tetrametilfenol
Metoxicinamato de octila

Acido para amino-benzdico
Ressonancia magnética nuclear

Acido ribonucleico

Superoxido dismutase

Analise termogravimétrica
trans-resveratrol

Radiacao ultravioleta

Radiacao ultravioleta

Radiacao ultravioleta

Radiacao ultravioleta

Radiacéao ultravioleta visivel



Lista de Espectros

LISTA DE ESPECTROS

Espectro 1: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
7] =T o U | F= T USSR 119
Espectro 2: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da
7] =T o U | = T SRR 120

Espectro 3: Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho da molécula I.

Espectro 4: Espectro de absor¢éo na regido do ultravioleta da molécula l... 121
Espectro 5: Curva térmica da molécula l. ...........ooovriiiiiiiiiiicee e 121
Espectro 6: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
MOIECUIA 1. oo 122
Espectro 7: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da
7] =T o U | F= T | USRS 123

Espectro 8: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho da molécula Il.

Espectro 9: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula Il.. 124
Espectro 10: Curva térmicadamoléculall. .............coiiiiiiiiiiiiee e, 124
Espectro 11: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
MOIECUIa 1l ... 125
Espectro 12: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da
MOIECUIA 11 .. e e e eeaees 126

Espectro 13: Espectro de absorgéo na regidao do infravermelho da molécula lll.

....................................................................................................................... 126
Espectro 14: Espectro de absorcao na regido do ultravioleta da molécula lll.

....................................................................................................................... 127
Espectro 15: Curva térmica da molécula lll. ...........ccccooeeiiii i 127

Espectro 16: Espectro de ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio da
MOIECUIA V...t e e e e e eeeneas 128
Espectro 17: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da
MOIECUIA IV ... et e e e e eeenens 129

Espectro 18: Espectro de absorgao na regido do infravermelho da molécula IV.



Lista de Espectros

Espectro 19:

Espectro 20:
Espectro 21:

molécula V....

Espectro 22:

molécula V....

Espectro 23:

Espectro 25:
Espectro 26:

molécula VI...

Espectro 27:

molécula VI...

Espectro 28:

Espectro 30:
Espectro 31:

molécula VII..

Espectro 32:

molécula VII..

Espectro 33:

VIL

Espectro 34:

Espectro 35:
Espectro 36:

molécula VIII.

Espectro 37:

molécula VIII.

Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula IV.

Curva térmicada molécula IV. ... 130

Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da

.................................................................................................. 131
Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da
.................................................................................................. 132
Espectro de absorgéo na regido do infravermelho da molécula V.
.................................................................................................. 132
Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula V.
.................................................................................................. 133
Curva térmicadamolécula V. .........ccccooiviiiiiiiiiiiciiee e, 133

Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da

.................................................................................................. 134
Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da
.................................................................................................. 135
Espectro de absorgéo na regiao do infravermelho da molécula VI.
.................................................................................................. 135
Espectro de absorgéo na regiao do ultravioleta da molécula VI.
.................................................................................................. 136
Curva térmica da molécula V. ... 136

Espectro de ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio da

.................................................................................................. 137
Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da
.................................................................................................. 138
Espectro de absorgéo na regiao do infravermelho da molécula
.................................................................................................. 138
Espectro de absorcao na regiao do ultravioleta da molécula VII.
.................................................................................................. 139
Curva térmica da molécula VII. ... 139

Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da



Lista de Espectros

Espectro 38: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho da molécula

LY PR 141
Espectro 39: Espectro de absorgao na regido do ultravioleta da molécula VIII.
....................................................................................................................... 142

Espectro 40: Curva térmicada molécula VIIl. ............coooeiiiiiiiiiieee, 142



Sumario

SUMARIO

1. INTRODUGAO ..o 1
2. REVISAOBIBLIOGRAFICA .........ccoooeoeieeeeeee e 3
2.1. RadiaGa@o SOIAr ............cooiiiiie e 3
2.2, APElE.......ooeeeeeeeeeeeeeeeee e — e ——a—a— 6
2.2.1. Estrutura da Pele...............oouuuueiiiiiiiiiieieiee e 7
2.2.2. Mecanismos de defesa contra a irradiagéo ultravioleta................. 11
2.3. Fotoenvelhecimento ................coiiiiiiiiiiiic e 13
24. CaAncerde Pele ... 15
2.4.1.  CarCiNOGENESE. ........cccuuuueiiiiiiieiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 16
2.5. FOtOProtetores ..........cooooiiiiiiiiii e 18
2.5.1.  HISIOIICO.....ccceeeeeeeee ettt e e e aaanea 18
2.5.2. Filtros solares e formulagdes fotoprotetoras...........cccceeveeeeeneennnnnn. 19
2.5.3.  CINAMALOS.......ceueeeiie e 21
2.5.4. Metoxicinamato de Octila (OMC)...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 23
2.5.5. RESVEIALIOl ...........coiiiiiiiiiiiiiii e 24
2.6. Modificagoes moleculares na obtencao de filtros solares............... 26
3. OBUETIVOS ...ttt 30
3.1. 0bjetivo geral...............ooooiiiii e 30
3.2. Objetivos especifiCos............cccoeiiiiiiiiiiiii 30
4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL .........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31
5. MATERIAIS E METODOS.........coooiuiiiiieeeeee e 38
5.1. REAGENLES.........oiiiiei i 38
5.2. EQUIPAMENTOS ... 39
5.3. Metodologia sintética...................cccoooiiiiiii e, 40
5.3.1. Procedimento sintético geral para obtengdo das moléculas | a VIII 40
5.4. Metodologia analitica ........................ooooiiiiiic e, 44
5.4.1. Cromatografia em camada delgada (C.C.D.)...........ccccccvvueeeerec.... 44
5.4.2. Espectroscopia de RMN "He RMN PC......c.ccovoeveeeieeeeeeeeeee. 44

5.4.3. Espectrofotometria de absorgdo na regido do Infravermelho (1V).. 44

5.4.4. Analise de varredura por espectrofotometria de UV ....................... 44



Sumario

5.4.5. FaiX@ A€ FUSEO .........uueiiieieeiieeeeee et 45
5.4.6. ANALISE TEIMICA .......ouueeeeie et 45
5.5, ENSAIOS ... 46
5.5.1. Estudo da atividade antioxidante in vitro (DPPH) ........................ 46

5.5.2. Andlise estatistica para o estudo da atividade antioxidante in vitro
(DPPH) 47

5.5.3. Estudo da atividade fotoprotetora in vitro (Optometrics)................ 47
5.5.4. Andlise estatistica para o estudo da atividade fotoprotetora in vitro

(OPIOMELIICS) ... 48

5.5.5. Avaliacdo do potencial inibidor da enzima Tirosinase .................. 48

6. RESULTADOS EDISCUSSAOQ .........coooviiieieeeeeeeee et 50

6.1. Sintese dos compostosla VIl .............ccccooiiiiiiiiii 50

6.2. Caracterizagao estrutural dos compostosla Vlll ............................. 52

6.2.1. (E)-4-hidroxi-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzohidrazida: Molécula | 53

6.2.2. (E)-N'-(3,5-dihidroxibenzilideno)-4-hidroxibenzohidrazida: Molécula
I 56

6.2.3. (E)-4-(terc-butil)-N'-(3,5-dihidroxibenzilideno)benzohidrazida:
MOIECUIA 111 ...t e e e e 60

6.2.4. (E)-4-(terc-butil)-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzohidrazida: Molécula
v 63

6.2.5. (E)-4-hidroxi-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzohidrazida:

MOIBCUIA V... eeeeees 67
6.2.6. (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzohidrazida:
MOIECUIA VI ...ttt e e e e e 70
6.2.7. (E)-4-hidroxi-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) alilideno)
benzohidrazida: Molécula VI ...............cccccoiiiiiiiii e 74
6.2.8. (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) alilideno)
benzohidrazida: Molécula VIl .................cccooeiiiiiiiieee e 77
6.2.9. Analise de varredura por espectrofotometria de UV ..................... 80
6.2.70.  ANALISE TEIMICA............cceeeeeeiieie e 81
6.3. ENSAIOS ... 83
6.3.1. Estudo da atividade antioxidante in vitro (DPPH) ......................... 83
6.3.2. Estudo da atividade fotoprotetora in vitro (Optometrics)............... 89
6.3.3. Avaliacdo do potencial inibidor da enzima Tirosinase .................. 99
7. CONCLUSOES .........cooooeeeeeeeeeeee e, 102

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..............ccooiiiieeeeeeeeeeeeee e, 105



Sumario

ANEXOS .....................

ARTIGO PUBLICADO



Introducéo

1. INTRODUGAO

Denomina-se fotoprotegdo ao conjunto de estratégias quimicas e fisicas,
comportamentais e ambientais, responsaveis por minimizar os efeitos lesivos
decorrentes da exposicéo a radiagao solar. Particularmente, a radiacao ultravioleta é
responsavel direta pelos danos promovidos na pele, e pode ser dividida de acordo
com seu comprimento de onda. A radiacdo UVA (320-400nm) esta relacionada ao
fotoenvelhecimento, formagao de espécies reativas, surgimento de fotodermatoses e
aparecimento de mutacdes, podendo resultar em diversos tipos de cancer. A
radiagdo UVB (290-320nm) é responsavel pelos danos imediatos na pele, como
queimaduras, eritemas, edemas e aparecimento de bolhas, além de contribuir para o
aparecimento de espécies reativas. A radiagdo UVC (180-290nm), embora
prejudicial, € majoritariamente absorvida na camada de ozb6nio. (MATHEUS &
KUREBAYASHI, 2002; SASSON, 2006; SCOTTI & VELASCO, 2003; YAAR &
GLICHREST, 2007).

Como estratégia quimica de protecédo, o uso de formulagdes fotoprotetoras
constitui uma das medidas mais praticas e eficazes na redugdo de um grande
numero de doencgas relacionadas a exposicdo excessiva a radiagcado ultravioleta.
Filtros solares sdo as moléculas constituintes das formulacbes fotoprotetoras e
responsaveis por minimizar e prevenir os danos causados pela exposicdo da pele a
radiagao ultravioleta (CRUZ, 2008).

Os filtros solares podem ser classificados como quimicos ou fisicos, de
acordo com o seu mecanismo de acgao. Filtros fisicos atuam por difusdo e reflexao
da radiacao; os filtros quimicos, por sua vez, atuam por delocalizagao eletrénica e
absorcao. Deste modo, os filtros solares conseguem minimizar a penetragao da
radiagdo nos estratos da pele e, dentre outros efeitos, reduzem a formacao de
radicais livres (CRUZ, 2008). Estes, sdo espécies reativas formadas endogenamente
em consequéncia do metabolismo de O, e em situagdes nao fisiolégicas, como € o
caso da exposigcdo do organismo a radiacdo. Estas espécies reativas afetam
diretamente o DNA, promovendo mutacdes e podendo culminar no desenvolvimento
de diversas patologias, dentre elas, o cancer (SAFFI & HENRIQUE, 2003).
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Os radicais livres sao neutralizados pelas moléculas antioxidantes endogenas
e exbdgenas. As radiagbes UVA e UVB, além de promoverem o aumento das
espécies reativas no organismo (radiagdo UVA), promovem a diminuicdo dos niveis
de agentes antioxidantes enddgenos (YASUI & SAKURAI, 2000).

Assim, filtros solares associados a agentes antioxidantes caracterizam-se
como uma estratégia interessante na busca de novos compostos fotoprotetores, com
o objetivo de minimizar os efeitos prejudiciais na pele e, simultaneamente, reduzir os

danos decorrentes da formagao destas espécies reativas de oxigénio.

O aparecimento dos efeitos adversos promovidos pelos filtros quimicos na
década de 1980 foi um dos motivos que impulsionou o mercado de fotoprotetores na
busca por filtros solares derivados de produtos naturais (RATES, 2001). Cinamatos
e resveratrol constituem moléculas potencialmente interessantes na sintese de filtros
solares derivados de produtos naturais, uma vez que varios trabalhos relatam as
atividades anticarcinogénicas e antimutagénicas destes compostos. Além disso,
trabalhos tém relatado o efeito antioxidante desses compostos naturais (DE et al.,
2011; JANG et al., 1997; LEONARD et al., 2003; LIU et al., 1995; NIERO, 2010;
OLAS et al., 2002).

Assim, durante o planejamento das novas moléculas neste trabalho, buscou-
se uma estratégia sinérgica de ampliar a faixa de protegdo do espectro, conferir
atividade antioxidante e atuar na prevencao do fotoenvelhecimento e de céancer

induzido por radiagao ultravioleta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Radiagao solar

A luz solar é um pré-requisito a existéncia de vida na Terra e indispensavel
em uma série de processos bioquimicos, como por exemplo, a sintese de vitamina D
e as reagoOes de fotossintese (RODRIGO & RODRIGO, 2011). Apesar de benéfica, a
exposi¢cao constante e excessiva a radiagdo solar pode resultar no surgimento de
diversas doencas (CRUZ, 2008).

O espectro de radiagdo eletromagnético emitido pelo sol é atenuado pelas
camadas atmosféricas da Terra e pode ser divido em ionizante e ndo ionizante. Esta
ultima, por sua vez, pode ser subdividida em infravermelho (1V), visivel (Vis) e
ultravioleta (UV) (SANTOS, 2007; STEINER, 2011) (Figura 1). A radiagéo IV é a
responsavel por transportar o calor do Sol a Terra e, assim, quando incide sobre a
matéria, provoca aumento de temperatura (MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002). E
menos energética que a radiacdo UV, porém seu poder de penetragdo na camada
cutanea é maior, atingindo a derme e a hipoderme (SCOTTI & VELASCO, 2003).

Figura 1: Radiagao Ultravioleta, Visivel e Infravermelha

Raios-X Raios UV Luz Visivel Raios IV

—

v

uvc uvB UVA
S E—

100 180 290 320 340 400 700

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: STEINER, 2011
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A radiagdo no UV pode ser subdividida de acordo com seu comprimento de
onda, caracteristicas de propagacao e efeitos fisiologicos em: UVA (320-400nm),
UVB (290-320nm) e UVC (180-290nm) (MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002).

A radiagdo UVC apresenta efeito germicida e € prejudicial ao tecido cutaneo,
mas praticamente n&o atinge a superficie terrestre, uma vez que é absorvida pelo
oxigénio e ozénio da estratosfera (SCOTTI & VELASCO, 2003).

A radiacdo UVB penetra menos as camadas da pele que a radiacado UVA,
entretanto, atua diretamente nas bases nitrogenadas induzindo dano na estrutura do
DNA (Figura 2). Promove o aparecimento de queimaduras, danos oculares,
eritemas, edema e, em casos mais intensos, vesiculacdo e o aparecimento de
bolhas. Esta radiagdo esta envolvida também com a mutagédo do gene p53 e indugéo
do eritema associado ao processo inflamatério. Além disso, contribui para o
aparecimento de radicais livres e promove alteracdes no DNA e RNA, levando a lise
das membranas celulares (MARTINEZ et al.,, 2006; SCOTTI & VELASCO, 2003;
SASSON, 2006).

A radiagao UVA atinge profundamente a pele e promove o envelhecimento
dos tecidos cutaneos, aparecimento de dermatoses e de erupgdes cutaneas. Além
disso, pode atingir o material genético, provocando mutagdes e contribuindo para
desenvolvimento de cancer de pele. A radiacdo UVA potencializa os efeitos
biolégicos do UVB e estimula reacdes de fotoalergia e fototoxicidade (SCOTTI &
VELASCO, 2003; SASSON, 2006). Ainda, a radiacdo UVA aumenta a geragao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando no estresse oxidativo (AFAQ,
ADHAMI & MUKHTAR, 2005; ATOUI et al., 2005; CHUN et al., 2005; PERCIVAL,
1998; ROSS & MOLDEUS, 1991). As EROs ativam receptores de membrana para
mediadores proé-inflamatérios e atuam na ativagdo da cascata intracelular de
sinalizacdo dos fatores de transcricdo dos genes que regulam inflamacéo, ciclo
celular, proliferacao e apoptose. Além disso, aumentam a degradagao e diminuigao
da sintese de colageno, acelerando o fotoenvelhecimento (Figura 2). A radiacao
UVA per se pode ainda alterar a expressao de genes e causar a mutagado no gene
p53, responsavel pelo controle do ciclo celular e apoptose (KHURY & BORGES,
2011; STRICKLAND et al., 2004).
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Figura 2: Dano celular gerado pel

a agéo da radiagao UV
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Fonte: MONTAGNER e cols. 2009; JOHNCOCK, 2011.
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2.2. APele

A pele é um érgao multifuncional, complexo, resistente e flexivel que molda e
reveste o corpo humano, sendo sede de receptores capazes de perceber estimulos
e variagdes do meio externo. Compondo de 15 a 20% de massa corporal total, a
pele é resultante de duas camadas teciduais distintas: a epiderme, segmento
epitelial de origem ectodérmica, e a derme, segmento conjuntivo de origem
mesodérmica. A hipoderme, tecido adjacente a derme, une a pele aos 6rgaos
subjacentes (CUNHA et. al.,, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011; ROSS &
PAWLINA, 2008).

Também chamada de tegumento, a pele desempenha multiplas fungdes.
Gragas a camada queratinizada da epiderme, a pele é capaz de proteger o
organismo contra a desidratagdo e atrito. Por intermédio de suas terminagdes
nervosas sensitivas, a pele recebe constantemente informagdes sobre o ambiente as
transmite ao sistema nervoso central. A termorregulagdo do corpo também é fungéo
deste 6rgédo, possibilitada pela presenca de vasos sanguineos, tecido adiposo e
glandulas sudoriparas, sendo que estas ultimas também participam da excreg¢ao de
inumeras substancias. A melanina, pigmento produzido e acumulado na epiderme,
tem funcao protetora contra a radiacao ultravioleta incidente. Além disso, a protecao
do organismo contra a entrada de agentes patogénicos é possivel devido a presenca
de células do sistema imunitario que atuam neste 6rgao. Pélos, unhas e glandulas
séo classificadas como anexos cutaneos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011).

O elemento mais importante na composi¢cao quimica da pele é a agua, que
compde cerca de 70% dentre todos os componentes deste 6rgéo, e se distribui
diferentemente em suas diversas camadas, sendo a hipoderme a mais hidratada.
Aminoacidos, proteinas, constituintes azotados e outras substancias de natureza
protéica representam 27,5% dos constituintes quimicos. Também, a pele apresenta
lipidios simples, complexos e de reserva, além de carboidratos e sais minerais
(CUNHA et. al., 2004; HERNANDEZ & MERCIER-FRESNEL, 1999).
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2.2.1. Estrutura da Pele

Examinando a estrutura da pele (Figura 3), pode-se observar a existéncia de
dois tecidos interligados: a epiderme, tecido epitelial estratificado localizado na parte
superior, e a derme, tecido conjuntivo intimamente ligado ao tecido subcutaneo
(hipoderme) (CUNHA et. al., 2004; HERNANDEZ & MERCIER-FRESNEL, 1999).

Figura 3: Representagao esquematica da estrutura da pele

Poro c o Glabndula
; or usculo sebacea é
sudorlparo Slasrier
I , Camada cornea
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,1
,'() do pélo

‘V oY
& ) ,i' 7

Derme

y // .‘: y
)/ Z  Tecido subcutaneo
4 ,‘ (adiposo)

Foliculo piloso

Fonte: CORREA, 2012.

Epiderme

A epiderme € o epitélio de revestimento cutaneo, sendo o tecido mais
superficial da pele. A espessura da epiderme varia de acordo com o local onde se
encontra, podendo estar compreendida entre 0,13 mm na face e 1,3 mm nas palmas
das maos e plantas dos pés. Vasos sanguineos sao ausentes (CUNHA et. al., 2004).
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O tecido epidérmico apresenta-se como um sistema cinético altamente
organizado de renovagao constante, em que as células se dividem, migram,
diferenciam-se e morrem. A intensa atividade celular que compde este tecido é
possivel em virtude da manutengdo de uma barreira eficaz de protegdo dos o6rgaos
subjacentes, a qual esta assegurada, por sua vez, pela produgdo de uma proteina
fibrosa resistente — a queratina -, além de jungdes epidérmicas — os desmossomos -,

e um sistema de jun¢des dermo-epidérmicas (AGACHE et al., 1994).

A epiderme possui uma pelicula invisivel na sua parte mais externa — o filme
hidrolipidico ou manto hidrolipidico — constituida por trés componentes: secregdes
produzidas pelas glandulas sebaceas e sudoriparas, substancias resultantes da lise
do conteudo celular da camada cérnea (estrato corneo) que queratinizaram e
queratina. Este filme é classificado como uma emuls&o do tipo agua em éleo, e sua
composi¢gao quantitativa €& dependente da idade, sexo, regido do corpo e
caracteristicas genéticas e ambientais em que vive o individuo. Dentre as fungdes
exercidas pela barreira hidrolipidica, destaca-se: protecdo da epiderme contra
desidratacao; estabilizacao de pH devido ao poder tampao exercido por aminoacidos
e sais, permitindo a presenca de uma flora sapréfita que defende a pele contra
microrganismos patogénicos; e lubrificagcdo e protegdo da camada formada por
células mortas (estrato cérneo), de células anucleadas e queratinizadas, viabilizando

a formacao de uma barreira contra agressoes externas (CUNHA et. al., 2004).

A epiderme ¢é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso

queratinizado composto por cinco estratos (Figura 4):

1- Estrato germinativo: constituido por células prismaticas, de intensa
atividade mitética, que repousa sobre a membrana basal e separa a
epiderme da derme. Este estrato, também chamado de basal, é

responsavel por renovar as células epidermais.

2- Estrato espinhoso: formado por células cubdides unidas entre si por
desmossomos, contendo filamentos de queratina (tonofilamentos).

Também apresentam atividade mitética, embora em menor frequéncia.

3- Estrato granuloso: formado por 3 a 5 fileiras de células poligonais

achatadas, contendo granulos de querato-hialina e granulos lamelares,
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ambos membranosos. Os granulos lamelares, por sua vez, sao formados
por bicamadas lipidicas e sua expulsdo para o meio intercelular contribui

para a formacao de uma barreira lipidica impedindo a desidratacao.

4- Estrato lucido: delgada camada de células achatadas e translucidas
devido a autofagia. O citoplasma apresenta inumeros filamentos de

queratina.

5- Estrato cérneo. de espessura variavel, apresenta células achatadas,
mortas e anucleadas, com citoplasma repleto de queratina. Nesta camada,
os tonofilamentos se aglutinam aos grénulos de querato-hialina e os
queratinécitos estdo transformados em placas sem vida, em continua

descamacéo. E nesta camada onde pode-se observar o filme hidrolipidico.

Figura 4: Representagio das camadas da epiderme
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Fonte: CORREA, 2012.

Além disso, podemos encontrar quatro tipos de células epidérmicas: células
de Langerhans, células de Merkel, queratindcitos e melandcitos. As células de
Langerhans sao células apresentadoras de antigeno na epiderme; as células de
Merkel tém funcdo mecanorreceptora; os queratinécitos compdem os cinco estratos
epiteliais, apresentam morfologia variavel dependendo do estrato em que se

encontram, e tém como fungado a produgao de queratina e participacao na formagao
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da barreira hidrica epidérmica; e os melandcitos produzem melanina, pigmento que
protege o organismo contra os efeitos nocivos da irradiagdo ultravioleta, e a
distribuem aos queratinécitos (CORREA, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011;
ROSS & PAWLINA, 2008).

Derme

A derme, cutis ou corion, compde a camada de células vivas que confere a
pele forca e volume, intimamente ligada & camada basal. E um tecido compressivel,
extensivel, elastico, de sustentacdo e de nutricdo para a epiderme. Formada por
tecido conjuntivo frouxo (camada papilar) e denso (camada reticular), a derme une a
epiderme a hipoderme e é constituida por fibras banhadas por uma substancia
fundamental, o gel mucopolissacarideo. As duas principais fibras presentes na
derme s&o as colagenas e as elasticas. As fibras colagenas sao compostas pelo
colageno, uma macromolécula composta por uma sequéncia de aminoacidos, que
orienta-se paralelamente ao eixo de forga aplicada, conferindo resisténcia a tracao.
As fibras elasticas, compostas pela macromolécula elastina, dispdem-se ao redor
das fibras de colageno, possibilitando que estas retornem a posi¢ao inicial,
proporcionando, assim, a elasticidade a derme (CUNHA et. al., 2004; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2011).

A célula principal é o fibroblasto, capaz de elaborar os componentes desse
tecido. Além desta célula, podem ser encontrados macrofagos, linfocitos,
plasmdcitos, mastocitos e eosindfilos. A derme, ainda, € composta por vasos
linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas, além de ser
atravessada por numerosos elementos vasculonervosos, 0s quais nutrem e
oxigenam as células epidérmicas e compde um solo de implantagdo para os anexos
cutdneos (glandulas sudoriparas e aparelhos pilossebaceos) (CORREA, 2012;
CUNHA et. al., 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011; ROSS & PAWLINA, 2008).

Hipoderme

A hipoderme, também denominada tecido conjuntivo adiposo ou tecido
subcutaneo, é formada por tecido conjuntivo frouxo, unindo de modo pouco firme a
derme aos 6rgdos subjacentes. E a camada responsavel pelo deslizamento da pele

sobre as estruturas internas, sendo composta por fibras elasticas e colagenas, além
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de células adiposas em grande quantidade. A hipoderme apresenta uma camada
variavel de tecido adiposo, dependendo da regido em que se encontra no corpo e
grau de nutricdo do organismo. Quando desenvolvida, constitui o paniculo adiposo,
cuja fungdo consiste em modelar o corpo, proteger contra choques mecanicos e
atuar como reserva caldrica que, sob influéncia hormonal, pode sofrer lipdlise para
obtencado rapida de energia e auxiliar na regulagéo térmica (CUNHA et. al., 2004;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011).

2.2.2. Mecanismos de defesa contra a irradiacao ultravioleta

O sistema fisiolégico de protecdo contra a radiacdo UV inclui secregao
sudoripara, pigmentagéo (melanina) e a camada cérnea. A camada cornea protege
o individuo da radiagdo promovendo um espessamento epidérmico visando absorver
parte da radiacdo incidente. A secrecdo sudoripara apresenta o acido urocanico,
substancia de alta absor¢do na regido UVB; porém é transitoria devido a sua
hidrossolubilidade e evaporacdo no suor. Com a absorgao de fétons, o acido trans-
urocanico € isomerizado a cis-urocanico, que esta envolvido com os efeitos
imunossupressor e carcinogénico (KULLAVANIJAYA & LIM, 2005). A melanina
constitui o principal mecanismo de defesa, produzida por melanossomas nos
melanadcitos presentes juntos a camada basal epidérmica. A melanina epidérmica é
regulada por fatores genéticos, pela radiacdo UV e horménios (CORREA, 2012;
SAMPAIO & RIVITTI, 2008; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011; POIRIER et al.,
2003).

Melanina, Melanogénese e a Hiperpigmentacao

A melanina é um polimero de alto peso molecular, insoluvel em agua e na
maioria dos solventes e que apresenta baixa reatividade quimica. Classificada como
um pigmento, a melanina é produzida por uma organela denominada melanossoma
que, por sua vez, se encontra no interior de melandcitos (CORREA, 2012;
MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002).

Além da pigmentacdo da pele, a melanina tem papel fundamental na

fotoprotecdo enddgena. Este pigmento € sintetizado nos melanossomas e é
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transportado via dendritos aos queratindcitos adjacentes, sendo acumulado na
regiao perinuclear de melandcitos e queratindcitos, a fim de proteger o DNA contra
danos promovidos pela incidéncia de raios UV na pele, absorvendo e/ou refletindo
parte desta radiacdo (CORREA, 2012; ELLER, OSTROM & GILCHREST, 1996;
MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002).

As primeiras pesquisas com melanina atribuem a policromia dos cabelos dos
mamiferos a dois tipos basicos de pigmento: as eumelaninas (responsaveis por tons
coloragcédo preta e marrom) e as feomelaninas (responsaveis por cores claras, de
amarelo a marrom-avermelhado). De modo geral, a classificagdo é suportada por um
padrao genético que sugere a existéncia de dois caminhos distintos, mas
possivelmente inter-relacionados, para a formacdo de feomelanina e eumelanina
(PROTA, 1980).

Em 1976, Smith & Swan evidenciam que a melanogénese se inicia pela agéo
da enzima tirosinase presente nos melanécitos de mamiferos, responsavel por
catalisar a conversado de tirosina em L-DOPA e esta, em dopaquinona (Figura 5).
Porque esta enzima constitui-se como fator limitante na biossintese da melanina,
pode-se inferir que a tirosinase estd diretamente relacionada a pigmentacgao
cutanea. Assim, inibidores de tirosinase compdem uma classe promissora na busca
de cosmeéticos que atuem como agentes que minimizem a pigmentagdo da pele
(OHGUCHI et al., 2003).

Na busca por agentes despigmentantes, estudos realizados em vegetais
demonstraram que compostos hidroxiestilbénicos e seus derivados, como o
oxiresveratrol e gnetol, apresentam-se como potentes inibidores de tirosinase (SHIN
et al., 1998; KIM et al., 2002; OHGUCHI et al., 2003).

Com o objetivo de agregar valores aos compostos sintetizados neste trabalho,
os mesmos foram submetidos a analise de inibicdo de tirosinase, a fim de se obter
uma possivel aplicacdo destes promissores filtros solares como compostos que

minimizem a hiperpigmentacao cutanea.
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Figura 5: Sintese de Melanina a partir da tirosina presente nos melanécitos.
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Fonte: OLIVEIRA, ROCHA & GUILLO, 2004.

2.3. Fotoenvelhecimento

A interagao entre a pele e a luz solar é inevitavel. O dano potencial depende

de alguns fatores, como a duragéo da exposigao, o tipo e a protecao da pele, o tipo
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de radiacdo UV a que a pele foi exposta, dentre outros, os quais estdo associados a
varios tipos de fotodermatoses (SIMIS & SIMIS, 2006) e ao aparecimento de
canceres (INCA, 2012). A exposi¢ao crénica a radiagdo ultravioleta também esta
relacionada ao fotoenvelhecimento, devido a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que causam danos ao estrato corneo da pele, afetando a
regeneracado do tecido conectivo e afetando a distribuicdo de melanina na pele,
gerando marcas e sinais de expressao (YAAR & GLICHREST, 2007) .

Fotoenvelhecimento é o termo utilizado para descrever os achados clinicos e
histopatolégicos da pele cronicamente exposta ao sol. E relacionado & exposicdo
cumulativa da pele ao sol e difere histologicamente do envelhecimento intrinseco
(Tabela 1). A radiacédo ultravioleta causa, na pele, inflamag¢do, queimaduras,
mutacdes genéticas, imunossupressao e hiperpigmentagdo. Assim, a exposigao a
radiacdo ultravioleta excessiva constitui-se como maior agente causador do
fotoenvelhecimento cutdneo. Na pele exposta verifica-se, ainda, achados
histolégicos de inflamagao crénica, além de desnaturagdo de fibras elasticas
dérmicas e enrugamento caracteristico, e carcinogénese (CASTRO, 2007,
MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002).

Tabela 1: Envelhecimento intrinseco x Fotoenvelhecimento

PARAMETRO ENVELHECIMENTO

NATURAL

FOTOENVELHECIMENTO

Aparéncia da superficie

Epiderme

Elasticidade

Colageno

Micro-circulacéo

Formacgao de rugas finais
Diminuicao da proliferacao
celular

Decréscimo do tecido elastico

Perda

Decréscimo moderado

Textura aspera, ressecada e
descamativa

Crescimento frequente de
células pré-cancerosas
Produc&o anormal de tecido
elastico (elastose solar)

Perda pronunciada e
degradacgéo dos feixes de
colageno

Decréscimo pronunciado e ma

formacéo do tecido cutaneo

Fonte: MATHEUS & KUREBAYASHI, 2002
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A radiacdo infravermelha também contribui para o fotoenvelhecimento cutaneo,
aumentando o grau de elastose, prostaglandinas, acido araquidbnico e lipoperoxidagao
celular cutdnea e diminuindo a concentracdo de glicosaminoglicanas (MATHEUS &
KUREBAYASHI, 2002).

2.4. Cancer de Pele

Diversos estudos demonstram uma relagcdo direta entre a exposicao solar
prolongada e o desenvolvimento de cancer de pele (AFAQ, ADHAMI & MUKHTAR,
2005; SGARBI, CARMO & ROSA, 2007, INCA, 2009), uma vez que habitos sociais
que relacionam saude a uma pele bronzeada levam os individuos a exposicao

excessiva a radiagao UV sem a protegcédo adequada (INCA, 2012).

Os canceres de pele podem ser subdivididos em dois tipos: melanomas e
nao-melanomas. O melanoma € o mais maligno dos tumores cutaneos. Atinge os
melanécitos e representa apenas 4% das neoplasias malignas, embora apresente
alta taxa de letalidade devido a sua alta possibilidade de metastase. Esta neoplasia
cutanea pode ser atribuida a exposicao a radiacao ultravioleta, ao histérico familiar
do paciente e a fatores biolégicos (horménios) (INCA, 2012; INCA, 2013; SAMPAIO
& RIVITTI, 2008).

O cancer de pele ndao melanoma, por sua vez, € uma neoplasia relacionada,
sobretudo, a exposigao excessiva ao sol, que acomete individuos de pele mais clara.
Apresenta altos percentuais de cura se detectado precocemente e, apesar da maior
incidéncia, apresenta baixa mortalidade. E menos invasivo e mais lento. Como a
pele é heterogénea, o cancer de pele ndo-melanoma pode apresentar tumores de
diferentes linhagens, sendo os mais frequentes o carcinoma basocelular,
responsavel por 70% dos diagndsticos, e o carcinoma epidermdide (espinocelular),
representando 25% dos casos (INCA, 2012; INCA, 2013).

O carcinoma basocelular € o mais lento e menos invasivo dentre as
neoplasias cutaneas do tipo ndo melanomas, sendo constituido por células que se
assemelham as células basais da epiderme. Originam-se de células epiteliais
imaturas pluripotentes que perderam sua capacidade de diferenciagdo e

queratinizacdo normais devido a interferéncia de varios fatores, dentre eles, a
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exposicao a radiacdo UV. Apesar de serem incapazes de promover metastases,
apresentam malignidade local, e s&o aptos a invadir e destruir tecidos adjacentes
(HUNTER, SAVIN & DAHL, 2002; SAMPAIO & RIVITTI, 2008).

O carcinoma espinocelular consiste na proliferacdo atipica de células
espinhosas. E uma neoplasia mais invasiva que pode resultar em metastases e de
progressdo mais rapida se comparada ao carcinoma basocelular. Frequentemente
origina-se de queratose solar, ulceras crbnicas, cicatrizes de queimadura e
xeroderma pigmentoso (HUNTER, SAVIN & DAHL, 2002; SAMPAIO & RIVITTI,
2008).

Em virtude da exposicdo excessiva a radiacdo UV, anualmente sao
registrados milhares de novos casos de cancer de pele no Brasil. O Instituto
Nacional de Cancer (INCA) estima, para o ano de 2014, a incidéncia de 182 mil
novos casos de cancer de pele ndao melanédmicos no Brasil, tipo de cancer mais
incidente dentre todos os tipos conhecidos. Além disso, o cancer da pele nao
melanoma apresenta-se mais incidente em homens nas regides Centro-Oeste
(124/100 mil), Sul (80/100 mil) e Norte (38/100 mil), enquanto, nas regides Sudeste
(73/100 mil) e Nordeste (39/100 mil), € o segundo mais frequente. Nas mulheres é o
mais frequente em todas as regides, com um risco estimado de 109/100 mil na
regiao Centro-Oeste, 91/100 mil na regido Sudeste, 68/100 mil na regido Sul, 43/100
mil na regido Norte e 42/100 mil na regido Nordeste (INCA, 2012; INCA, 2013; INCA,
2014)

2.4.1. Carcinogénese

A incidéncia de radiagdo solar na pele pode provocar danos irreversiveis a
melandcitos e queratindcitos, sendo multifacetado o mecanismo de desenvolvimento
de neoplasias cutaneas induzido pela radiagédo UV. A mutagao representa o principal
fator no desenvolvimento da carcinogénese. Varios trabalhos listam as principais
mutacdes promovidas pela exposicao a radiacao UV (BERNERD & ASSELINEAU,
1997; MING et al., 2010; OLSEN et al., 1989; SGARBI, CARMO & ROSA, 2007):

- substituicdo das bases pirimidicas formando dimeros de timina;
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- apoptose exacerbada, inflamagéo e necrose, resultante da exposi¢do aguda

a radiagao UV,
- rompimento da dupla hélice do DNA ;
- defeitos no mecanismo de reparo do DNA por endonucleases;
- mutag¢des no DNA mitocondrial promovendo alteragdes oxidativas;

- indugdo da proteina p53: o gene supressor de tumor TP53 codifica a
proteina p53 que, por sua vez, regula o ciclo celular e a apoptose. Caso a célula
prejudicada pela radiacdo UV apresente mutagcdo no gene TP53, além de néao
ocorrer apoptose, sera verificada certa vantagem proliferativa desta célula defeituosa

em detrimento das células normais;

- estimulacéo da quinase ativadora de mitose p38, causando prejuizo aos
queratinécitos epidérmicos, levando a inflamagéo e hiperproliferagao celular, além de

atuar na ativacao da proteina p53;

- alteracdo na capacidade de células de Langerhans de apresentarem
antigenos aos linfocitos T e aumento na produgao de citocinas pelos queratinécitos,
induzindo a liberagdo de fatores imunossupressores, conduzindo ao

desenvolvimento de infecgdes e/ou processos neoplasicos cutaneos.

Além disso, é atribuido especificamente a exposi¢cao da pele a radiagdo UVA,
o aparecimento de radicais livres, sobretudo de espécies reativas de oxigénio, os
quais contribuem para a peroxidacgao lipidica, a ativagao de fatores de transcricéo e
danos (quebras) de fragmentos do DNA, inclusive de DNA mitocondrial
(BERNEBURG, PLETTENBERG & KRUTMANN, 2000; CORREA, 2012; SAMPAIO
& RIVITTI, 2008).

Tentando minimizar este problema de Saude Publica, algumas medidas de
prevencgao primaria como o estimulo a protecao contra radiagdo solar excessiva (uso
de fotoprotetores e vestimentas adequadas), e algumas medidas sdécio-educativas
(procurar um dermatologista ao sinal de manchas sobre a pele, por exemplo) sao

mundialmente aceitas.
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2.5. Fotoprotetores
2.5.1. Historico

Desde que o homem pré-histérico optou pelos campos abertos e passou a
sentir a incidéncia dos raios solares sob a pele, ele busca alternativas a fim de

minimizar os efeitos deletérios resultantes da exposicdo a essa radiacao.

Alguns achados histéricos revelam a produgdo de guarda-chuvas, roupas e
acessorios que cobriam grande parte do corpo, mesmo em regides quentes como as
desérticas, e alguns tecidos diferenciados, que apresentavam maior protegao frente
aos tecidos convencionais na tentativa de minimizar os efeitos da radiagdo solar
(URBACH, 2001). No entanto, o homem percebeu que tais cuidados n&o eram
suficientes para sua protegéo contra os efeitos do sol e, assim, surgiram as primeiras
tentativas de manipulagdo de fotoprotetores na antiguidade quando egipcios
prepararam extratos de mamona e magnolia em 7800 a.C. e gregos misturaram 6leo
de oliva a areia em 400 a.C. (TERCI, 2008).

ApoOs a descoberta da radiagao infravermelha por Sir William Herschel em
1800 e da radiagao ultravioleta por Johann W. Ritter em 1801 (ENCYCLOPAEDIA
BRITANNICA, 2013), Robert Willan publica suas observagbes acerca do eczema
solar em 1809. Em 1820, Sir Everard Home relaciona o escurecimento da pele a
exposi¢cao aos raios solares, independente da energia (calor) recebida neste local
(HOME, 1820).

Urbach (2001) relata que E. J. Widmark (1889) atribuiu empiricamente o
eritema a radiacdo ultravioleta. Na mesma pesquisa, Urbach (2001) menciona a
importante publicacdo de F. Hammer (1891), confirmando a relagdo entre o
aparecimento do eritema solar e a radiagao ultravioleta. Hammer, portanto, se torna
0 pioneiro a recomendar o uso de fotoprotetores quimicos a fim de proteger a pele
dos danos promovidos pela exposicao a radiagao ultravioleta. Além disso, ele produz
a primeira formula fotoprotetora, incorporando sulfato de quinina a logbes e pomadas
(POLONINI et. al., 2011).
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Urbach (2001) cita, também, as primeiras pesquisas de Paul Unna (1911)
que, em sua constante busca por filtros solares quimicos, realizou varias

modificagdes moleculares no esculin, um glicosideo extraido da castanheira.

A partir de 1928, investiga-se a relagdo entre a constituicdo quimica da
molécula e sua absor¢do na regido do ultravioleta. Neste contexto, surgem o acido
p-aminobenzadico, benzil-salicilatos, fenilimidazois, acido sulfénico, acido antranilico,
cinamatos e diversos derivados resultantes de modificagdes moleculares destes
compostos. Neste periodo, foram publicados os estudos relacionando o eritema
solar aos comprimentos de onda especificos da radiagao ultravioleta B (URBACH,
2001).

A partir de 1960, diversas publicagées associam algumas afecgbes cutaneas
a exposicdo crénica nos comprimentos de onda entre 315 e 340 nm.
Simultaneamente, surgem as benzofenonas e a cloroquina. Neste periodo, inumeras
foram as analises desenvolvidas na tentativa de quantificar a incorporacéo dos filtros
solares nas formulagdes (URBACH, 2001).

A década de 1980 foi marcada pelo esgotamento na busca por filtros solares
derivados de compostos totalmente novos, bem como do aparecimento de efeitos
adversos decorrentes destes produtos (RATES, 2001). Desde entdo, estudos tém
sido realizados com o objetivo de desenvolver protetores solares que contenham
produtos naturais ou seus derivados em suas formulagdes. Tais estudos sao
direcionados para moléculas contendo grupamentos croméforos, anéis aromaticos e

compostos com atividade antioxidante (SARAF et al., 2010).

2.5.2. Filtros solares e formulagdes fotoprotetoras

Os fotoprotetores surgiram com a finalidade de prevenir o cancer de pele,
eritema e queimadura associado a exposi¢ao solar, além de contribuir com a

diminui¢cao do fotoenvelhecimento (CRUZ, 2008).

Os filtros solares sao classificados como fisicos ou quimicos, sendo que o
mecanismo de agao dos filtros fisicos (inorganicos) se baseia em particulas que, por

difusdo, refletem a passagem de radiacdo; neste caso, o didmetro das particulas
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empregadas € diretamente proporcional a atuagao da substancia como filtro (CRUZ,
2008; SASSON, 2006). Ja os filtros solares quimicos sdo compostos organicos,
geralmente contendo sistemas aromaticos com grupo doador de elétrons, que atuam
por mecanismo de transi¢cdo de pares de elétrons livres, envolvendo os orbitais 1T
HOMO e m* LUMO: calculos de mecanica quantica demonstraram que a energia
contida nas radiagdes UVA e UVB correspondem a energia necessaria a excitagao
fotoquimica, viabilizando a transi¢ao eletrénica dos elétrons do orbital T HOMO para
o orbital T LUMO. Apds, a molécula excitada retorna ao seu estado fundamental
liberando uma energia menor que a original; se a perda de energia for grande o
suficiente, o comprimento de onda recai na regido do infravermelho e sera percebida
como calor (na pele), imperceptivel diante do calor recebido pela exposi¢gao ao sol.
Se a energia recair na regiao do visivel, podera ser percebida através do efeito
fluorescente ou fosforescente (esteticamente indesejavel). Se a radiagao emitida for
muito energética, provocara reagdes fotoquimicas na molécula de filtro solar,
levando a isomerizagdes e produtos de degradagcdo com potencial toxicidade (FLOR
et al., 2007; BARTH, 2000; RIEGER, 1997).

Atualmente, os filtros solares quimicos podem ser divididos em varias classes,
de acordo com suas caracteristicas organicas, como segue: derivados de acido p-
aminobenzéico (PABA), cinamatos, benzofenonas, antranilatos, salicilatos,
canforados, dibenzoilmetanos entre outros (COSTA & LACAZ, 2001).

Em geral, as emulsbées fotoprotetoras sao formulagdes instaveis devido a
grande reatividade do filtro solar quimico com a radiagdo e os componentes da
formulacdo. A radiagcao UV pode ainda levar a degradagao parcial ou alteragao no
filtro (fotodegradagao) diminuindo a capacidade de protecao da pele, ou na pior
circunstancia, originar produtos potencialmente toxicos para a pele (MILESI &
GUTERRES, 2002).

A despeito dos efeitos benéficos associados ao uso de filtros solares, diversos
estudos tém demonstrado que os filtros UV podem penetrar além do estrato corneo
da pele, gerando espécies reativas de oxigénio no citoplasma de queratinécitos
nucleados na epiderme, levando paradoxalmente aos efeitos deletérios associados
ao aumento dos radicais livres, como fotoenvelhecimento e desenvolvimento de
cancer (AFAQ, ADHAMI & MUKHTAR, 2005; SGARBI, CARMO & ROSA, 2007).
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A célula defende-se do estresse oxidativo de duas maneiras: a) detoxifica o
agente antes que lhe cause les&o, pela agdo de algumas substéncias como a
glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; e b) repara a lesdo ocorrida, por agdo do acido
ascorbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e GSH-Px.

Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular
(ROSS & MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986). Quando a disponibilidade de
antioxidantes encontra-se limitada, o dano por espécies reativas pode resultar no
estresse oxidativo (SWANSON, 1998).

Diante do exposto, pode-se afirmar que antioxidantes naturais séo de grande
interesse em diversas areas biolégicas devido a sua ampla aplicagao terapéutica.
Assim, o planejamento de filtros solares com atividade antioxidante associada
parece ser uma premissa importante, conforme demonstrado em um estudo
realizado por Sasson (2006) no qual comprovou que a associagao de antioxidantes
como vitamina E e derivados pode aumentar a estabilidade dos filtros solares,
resolvendo, em parte, os problemas de estabilidade dos fotoprotetores, além de
promover a reducao na geracgao de radicais livres (SASSON, 2006; VELLOSA et al.,
2007). Da mesma forma, o planejamento de novas moléculas por modificagao
molecular que combinem atividades mutuas parece ser frutifero para o

desenvolvimento de novos filtros solares.

2.5.3. Cinamatos

Tradicionalmente, os cinamatos sdo empregados na medicina oriental para
promover a longevidade e manter o organismo em equilibrio, além de atuar contra o

envelhecimento (DE et al., 2011).

O emprego de cinamatos como filtros solares data da década de 1950,
devido a necessidade de se substituir o PABA, acido para-aminobenzoico, por outro
filtro UVB, em decorréncia dos diversos efeitos adversos provocados por este
composto (RAI AND SRINIVAS, 2007).
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Figura 6: Estrutura quimica do acido cindmico

\ COOH

Fonte: préprio autor

Cinamatos sdo compostos derivados do acido cindmico (acido 3-fenil-2-
propendico), um metabdlito secundario produzido nos vegetais pela via do acido
chiquimico (KAR, 2008).

Estruturalmente, Monteiro (2008) relaciona a distribuicdo eletrbnica dos
cinamatos ao comprimento de onda na regido do UVB: a insaturagao conjugada ao
anel aromatico permite um aumento na distribuigdo eletrénica e a energia resultante
dessa transicdo eletrbnica corresponde ao comprimento de onda em,

aproximadamente, 305 nm.

Na natureza, os cinamatos podem ser encontrados sob as formas isoméricas
cis- e trans-. O isbmero do acido cinamico cis- € considerado o fitorm6nio auxina e
seu isdbmero frans-, antagonista de auxina, constitui o precursor da biossintese de
numerosos compostos, como flavondides, fitoalexinas, acido salicilico, ligninas,
dentre outros (WONG et al., 2005).

Conforme descrito por De e colaboradores (2011), cinamatos séao
considerados anticarcinogénicos, antimutagénicos, antiinflamatérios e protetores
frente a radiacao UV, embora o acido cindmico, especificamente, ndo tenha efeito
protetor contra alteragdes celulares induzidas pela radiacdo UV conforme
demonstrado por Niero (2010). Tais efeitos pertinentes aos cinamatos sao
diretamente relacionados a estrutura quimica desta classe de compostos (DE et al.,
2011; LIU et al., 1995; NIERO, 2010).
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2.5.4. Metoxicinamato de Octila (OMC)

Apresenta-se como um liquido oleoso, transparente, levemente amarelado,
insoluvel em agua, soluvel em etanol e em 6leo mineral. Seu peso molecular é 290,4
g/mol e seu ponto de ebulicdo esta compreendido entre 185°C e 195°C (THE MERK
INDEX, 2001; MARTINDALE, 1999).

O principal problema relacionado ao OMC refere-se a sua capacidade de
sofrer fotoisomerizagdo. Estudos realizados por Pattanaargson e colaboradores
(2004) relatam que a conversao do isbmero E (frans-) em Z (cis-), na presenga de
luz, diminui o efeito fotoprotetor frente a radiacdo UVB deste composto. O isbmero
mais ativo (E) possui comprimento de onda em 310 nm, sendo considerado um
excelente filtro UVB (SHNYDER, 2011)

Figura 7: Interconversdo do OMC nos isémeros cis (Z)-trans (E).
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Fonte: préprio autor

Apos estudos realizados por Darvay e colaboradores (2001), o octil
metoxicinamato péde ser considerado um composto seguro e de baixa toxicidade,
uma vez que nao produziu reagdes de fotoalergenicidade ou fotosensibilidade nos

voluntarios em questao.

Assim sendo, seus efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos, aliados a

baixa toxicidade e absorgéo na regido do UVB, classificam o metoxicinamato de
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octila como um importante protétipo de filtro solar. Sendo assim, uma estratégia
importante consiste na sintese de analogos deste composto, buscando ampliar seu

espectro de absorcio.

2.5.5. Resveratrol
Historico

A uva constitui uma das frutas mais antigas do mundo. Estudos revelam que
a tradicdo de cultivo e consumo desta fruta remontam da época pré-romana,
procedentes de regides de intenso intercAmbio de produtos (FABIAO, 1998). No
Antigo Egito, ha relatos da aplicabilidade do vinho para fins medicinais, como o
combate a patologias cronicas e agudas, algumas relacionadas a pele
(PICKELEMAN, 1990). Na Idade Média, o vinho teve sua aplicacdo associada a
supostas propriedades curativas, estimulantes de apetite, rejuvenescedora, e foi a
partir do século XVII que este produto foi aceito como promotor do bem-estar fisico e
mental (BELINGEAU & GINGRAS, 2007; PICKELEMAN, 1990).

A partir do século XX, evidéncias epidemiolégicas relacionam o consumo
moderado de vinho & menor incidéncia de doencas cardiovasculares (BELINGEAU &
GINGRAS, 2007). Este efeito cardioprotetor deve-se a presenga de alguns
compostos polifendlicos contidos no vinho, dentre eles o resveratrol (3,4,5-
trinidroxiestilbeno) e alguns de seus derivados (AFAQ & MUKHTAR, 2011; LINDER,
2011).

Caracterizacdo quimica do resveratrol

Classificado estruturalmente como polifenol estilbénico, o resveratrol também
€ considerado uma fitoalexina, ou seja, um composto antimicrobiano de baixo peso
molecular, cuja sintese é desencadeada em resposta ao ataque fungico, dano
mecanico ou irradiacdo ultravioleta (AMRI et al., 2012; CASTRO & SOUZA, 2007;
JEANDET et al., 2002; NDIAYE et al,, 2011; VAN ETTEN et al., 1994).

Esta molécula consiste de dois anéis aromaticos ligados por uma ponte

metilénica e se apresenta nas formas isoméricas cis (3,4,5-cis-trihidroxiestilbeno) e
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trans (3,4,5-trans-trihidroxiestilbeno) em equilibrio, quando em pH neutro e ao abrigo
de luz. O trans-resveratrol constitui o isbmero mais estavel e biologicamente ativo e
exibe comprimento de onda maximo em 306 nm (ALLAN, LENEHAN & ELLIS, 2009;
AMRI et al., 2012; SAUTTER et al., 2005; VIAN et al., 2005).

Caracterizado como lipossoluvel, o t-resveratrol se apresenta como um pé
branco, de férmula molecular C14H1203, peso molecular 228,25 g.mol™ e faixa de
fusdo de 253-255°C. Este isbmero, ainda, sofre isomerizacdo imediata frente a
exposicao a luz visivel e aos meios cujos valores de pH encontram-se acima de 8,0
(ALLAN, LENEHAN & ELLIS, 2009; AMRI et al., 2012; SAUTTER et al., 2005).

Figura 8: Interconversao do resveratrol nos isbmeros cis-trans.
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Fonte: préprio autor

Potenciais terapéuticos do resveratrol

Os diversos efeitos benéficos promovidos pelo resveratrol estao intimamente
relacionados a sua conformagao isomérica trans (LEONARD et al., 2003). Dentre
estes, a capacidade de neutralizar radicais livres in vivo que este composto
apresenta o classifica como potente agente antioxidante. Esta capacidade permite
ao t-resveratrol atuar na prevencao de lipoperoxidagdo das membranas celulares e
de danos potenciais ao DNA, além de inibir os trés estagios da carcinogénese

(iniciagcdo, promocgao e progressao) e os processos inflamatérios (o sequestro dos
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radicais livres impede a ativacdo das cascatas de inflamagao e carcinogénese pelo
fator NF-kB) (JANG et al., 1997; LEONARD et al., 2003; OLAS et al., 2002).

Por sua atividade antioxidante, o t-resveratrol diminui ou ameniza os efeitos
deletérios decorrentes do envelhecimento celular, como € o caso de doencas
neurodegenerativas (Doencas de Alzheimer e Parkinson) (JIN et al., 2008;
VINGTDEUX et al., 2008) e isquemias cerebrais (CHOI et al., 2007). Inibicdo da
agregacao plaquetaria (OLAS et al., 2002), protecao do endotélio vascular (CHAVES
et al.,, 2009), atuagdo como fitoestrogénio (GEHM et al., 1997) e capacidade
neuroprotetora (JIN et al.,, 2008; VINGTDEUX et al., 2008) também s&o efeitos

associados a presenca do t-resveratrol in vivo.

As propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, associadas a
comprovada atividade antioxidante e ao maximo de absor¢gdo em 306 nm,
classificam este composto como promissor filtro UVB. Neste contexto, a sintese de
analogos visando a ampliagdo do espectro de absor¢do deste composto é

considerada uma estratégia importante na sintese de fotoprotetores.

2.6. Modificag6es moleculares na obtencgao de filtros solares

Entre os métodos de descoberta de novas moléculas bioativas, a modificagao
molecular se mostra como uma das mais promissoras (WERMUTH, 2004). As
modificagdbes moleculares permitem alterar propriedades fisico-quimicas das
moléculas, podendo conferir perfil de atividade biolégica otimizado em relagao a
molécula matriz. Entre os processos de modificagdo molecular destacam-se:

hibridacao, latenciagao, bioisosterismo entre outros (SANTOS, 2009).

A utilizagdo da estratégia de modificagcdo molecular tem sido amplamente
aplicada nas industrias farmacéuticas e cosméticas com fins de melhorar a eficacia e
seguranga de uma nova molécula frente ao protétipo original. A classe dos
cinamatos representa um importante exemplo. Os dois cinamatos disponiveis como
filtro solar no Brasil sdo: p-metoxicinamato de octila e p-metoxicinamato de isoamila

representados na Figura 9. Estruturalmente a diferenca entre eles é decorrente do
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aumento da cadeia carbdnica no p-metoxicinamato de octila, conferindo a molécula

maior lipofilicidade.

Figura 9: Estrutura quimica dos cinamatos mais empregados no Brasil.
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Fonte: préprio autor

Outro exemplo faz-se presente na classe das benzofenonas. Embora
estruturalmente semelhantes, a introducédo da hidroxila na posi¢ao orto e da metoxila
na posigao para modificam o efeito eletrénico, bem como as propriedades fisico-
quimicas da molécula. A introducdo do grupo acido sulfénico na benzofenona-4 visa,
ainda, a aumentar a solubilidade em agua, caracteristica importante para formulagao
(Figura 10).

Figura 10: Obtencao da benzofenona-4 a partir da benzofenona.
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Fonte: préprio autor

Outra estratégia de modificagdo molecular muito empregada é a duplicagao
molecular de filtros solares. Um exemplo de aplicacdo dessa estratégia esta na
obtencao do filtro metileno bis-benzotriazol tetrametilfenol (MBBT). Para obtencao

desse composto foram aplicadas duas estratégias de modificagdo: a) a primeira
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explora isosterismo entre o sistema fenilimidazol com o sistema feniltriazol; b) a

segunda utiliza a duplicagdo molecular (Figura 11).

Figura 11: Obtenc&o do metileno bis-benzotriazol tetrametilfenol (MBBT) a partir do acido
fenilbenzimidazol sulfénico.
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Fonte: préprio autor

A ftriplicacdo molecular também foi a estratégia utilizada para obtencdo da
etilhexiltriazona. Este filtro solar foi obtido a partir do 2-etilhexil salicilato em que a
sub-unidade etilhexil éster foi triplicada para aumentar a absortividade molar e o

espectro de protecédo UV (Figura 12).

Figura 12: Triplicagdo da subunidade etilhexil éster derivada do protétipo 2-etilhexil salicilato.
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A latenciacdo, estratégia de modificagdo molecular aplicada a sintese de
compostos inativos (pro-farmacos) que, in vivo, mediante reagdo quimica ou
enzimatica, libera o principio ativo no local de agcédo ou proximo dele (BUNDGAARD
& RASMUSSEN, 1991), também € uma estratégia muito utilizada na sintese de
novos filtros solares. Por meio desta estratégia, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a obtencdo do pro-farmaco muatuo avobenzona/acido ferulico
aumenta o espectro de absorcdo UV e a absortividade molar, além de conferir
carater antioxidante a nova estrutura (Figura 13) podendo ser utilizada como filtro
solar (YAMASAKI, 2012).

Figura 13: Estrutura quimica da molécula mutua (benzofenona/acido ferulico) obtida por latenciagéao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo o planejamento, sintese e avaliagéo
das atividades antioxidante e fotoprotetora de novos filtros solares planejados pelo

processo de hibridacido molecular.

3.2. Objetivos especificos

e Sintese, purificagao e caracterizagao estrutural das moléculas das séries 1

e 2 (moléculas I-VIII).

e Avaliagio da atividade fotoprotetora in vitro das moléculas das séries 1 e 2

(moléculas I-VIII).
e Avaliacio da atividade antioxidante das séries 1 e 2 (moléculas I-VIII).

e Avaliagcdo das moléculas das séries 1 e 2 (moléculas I-VIIl) quanto a

capacidade de inibicdo da enzima tirosinase.

¢ Andlise térmica das moléculas das séries 1 e 2 (moléculas I-VIII).
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4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Utilizando a estratégia de hibridagdo molecular, foram planejadas duas novas
séries de estruturas quimicas (moléculas I-VIll) desenhadas como filtros solares
contendo as sub-unidades farmacoforicas das moléculas matrizes. Na série 1, foi
realizada a hibridagdo molecular: a) do protétipo avobenzona representados pelas
sub-unidades (A) e (B); b) resveratrol representados pelas subunidades (C) e (D)
(Esquema 1). A hibridagdo € um processo de modificagdo molecular caracterizado
pela conjugagao de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos distintos,
em uma unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para obtengédo de
diversos farmacos disponiveis no mercado e mostra-se atraente e promissora para
identificagdo de novas moléculas com propriedades cosméticas (STRUPEZEW SKI,
1991).

No esquema 1 sédo apresentados os quatro compostos inéditos pertencentes
a serie 1, quimicamente denominados  como: (E)-4-hidroxi-N'-(4-
hidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula 1), (E)-N'-(3,5-diidroxibenzilideno)-4-
hidroxibenzidrazida (molécula ), (E)-4-(terc-butil)-N'-(3,5-
diidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula Ill) e (E)-4-(terc-butil)-N'-(4-

hidroxibenzilideno)benzidrazida (molécula IV).

A avobenzona é o derivado dibenzoilmetano mais usado como filtro UVA no
mundo, geralmente, em associagao com outros filtros solares (SASSON, 2006). A
despeito dos efeitos benéficos associados ao seu uso, a molécula apresenta uma
série de inconvenientes relacionados a estabilidade diminuindo a eficacia dos
produtos cosmeéticos. Entre os inconvenientes da avobenzona podemos citar:
fotoinstabilidade — isolado ou associado a outros filtros; tingimento de tecidos;
descoloragao em presenca de ions metalicos; e incompatibilidade com outros filtros
(STEINBERG, 2011). Além disso, tem sido relatada que a avobenzona possui
atividade fotoalergénica devido a metabdlitos com propriedades imunogénicas
formados na fotodegradacao (KARLSSON et al., 2009). Por isso, a modificagcao da
estrutura quimica da avobenzona para obtengdo de derivados mais estaveis e
compativeis com outros componentes da formulacdo € uma necessidade,

considerando sua grande utilidade como fotoprotetor.
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Esquema 1: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (moléculas I-IV) derivados da
avobenzona e resveratrol.
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Fonte: préprio autor

Os produtos naturais sempre serviram de inspiragdo para o planejamento de
novas moléculas bioativas. Diversos farmacos disponiveis na terapéutica foram
obtidos através da modificacdo molecular de protétipos naturais. Na industria
cosmetica, a busca de produtos naturais como cosmeéticos também é uma realidade
que esta pautada no forte apelo comercial de produtos dessa origem. Nesse sentido,
diversos trabalhos tém investigado produtos naturais com propriedades de filtro
solar. Muitos estudos tém destacado a importancia do produto natural atuar de
maneira dual, a saber: antioxidante e filtro solar bloqueando a radiacdo e
minimizando os efeitos deletérios das EROs, espécies reativas de oxigénio (SARAF

et al., 2010). Entre os objetivos para a utilizagao de produtos naturais podemos citar:
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a) maior espectro de protegdo (UVA e UVB) contra a radiagdo ultravioleta; b) melhor
aceitagao pelo usuario devido ao aspecto mercadolégico apelativo associado ao uso
de um “fotoprotetor natural”; e c) possibilidade de combinacéo de efeito fotoprotetor

associado a agéo antioxidante (SARAF et al., 2010).

Entre os produtos naturais com propriedades fotoprotetoras podemos
destacar: flavonodides, isoflavonas, carotendides, xantinas, retinil palmitatos, acido
ascorbico, acido hidroxicinamicos e resveratrol. Estes compostos estdo presentes
em alimentos como cha verde, café, tomate, frutas citricas, cenoura, manga, cacau,
leite, ovos, macéds, uvas e vinho tinto (SOLOVCHENKO & EIBERGER, 2003;
KOOTSTRA, 1994; AUST et al., 2005; BOHM et al., 1998; WANG & LU, 2007; KOO
et al., 2007; MITANI et al., 2007; PARK et al. 2008; ANTILEE et al., 2003; DARR et
al., 1992). Muitos estudos tém sugerido a utilizagdo dos filtros atuais associados a

suplementacao alimentar com esses produtos naturais.

O resveratrol é um polifenol pertencente a familia dos estilbenos. E
encontrado em sementes e cascas de uvas, compdem os vinhos vermelhos,
amendoins e algumas bagas. Comprovadamente benéfico ao sistema
cardiovascular, apresenta-se como potente antioxidante com propriedades anti-
proliferativas. Atua inibindo a geragao de radicais livres e diversas rotas bioquimicas
que culminam na inflamagao, quando o organismo € exposto a radiagdo UV (AFAQ
& MUKHTAR, 2011; LINDER, 2011). Tem sido relatado que uma dieta baseada em
agentes antioxidantes como resveratrol proporcionam um avango no tratamento para
canceres de pele (SHAW et al., 2008). Dessa forma, o resveratrol pode ser usado
como protétipo natural para desenvolvimento de filtros solares mais seguros e

efetivos.

Diversos trabalhos tém demonstrado o efeito do resveratrol como filtro UVB
(AFAQ et al.,, 2003; FFGUYER et al.,, 2003). Jang e colaboradores (1997)
demonstraram que a aplicagao tépica de resveratrol inibe a indugdo de tumor de
pele em camundongos CD-1, sem manifestacdo de efeitos tdxicos associados a
molécula. Além disso, o resveratrol € tido como responsavel pela protecdo contra a
indugdo de tumor por radiagdo UVB, contribuindo ainda com a diminuicdo, apds
exposicao UV, das espécies reativas de oxigénio (EROs) relacionadas ao
fotoenvelhecimento e cancer (REAGAN-SHAW et al., 2008).
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Nesse contexto, os compostos hibridos planejados na série 1 visaram a:
aumentar o espectro de acao ultravioleta por hibridacdo molecular entre as sub-
unidades avobenzona (filtro UVA) e resveratrol (filtro UVB); combinar em uma
mesma estrutura propriedades antioxidantes e de filtro solar util a prevencédo do
cancer de pele e fotoenvelhecimento por diminuicdo de EROs; e diminuir a
instabilidade e reatividade da avobenzona pela substituicdo do equilibrio ceto-

endlico para a fungéo hidrazona presente nas novas moléculas.

Na série 2, foi realizada a hibridacdo molecular do protétipo avobenzona,
representados pelas subunidades (A) e (B) e metoxicinamato, representados pela
subunidade (C) do metoxicinamato de octila (Esquema 2).

Esquema 2: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (moléculas V-VIII) derivados da

avobenzona e cinamatos.
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No esquema 2 sdo apresentados as quatro moléculas inéditas pertencentes a
esta série de compostos, quimicamente denominados como: (E)-4-hidroxi-N'-((E)-3-
(4-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula V), (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-
metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula VI), (E)-4-hidroxi-N'~((E)-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula VII) e (E)-4-(terc-butil)-N'-

((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)alilideno)benzidrazida (molécula VIII).

Os metoxicinamatos séo filtros quimicos UVB, contendo ligagbes duplas
conjugadas que permitem maior deslocamento eletronico, geralmente com maximo
de absorgao proximo a 308 nm. O p-metoxicinamato de octila, quando submetido a
radiacdo UV, transforma-se no isbmero Z que possui pico de absor¢gao mais baixo
(265 nm) diminuindo sua eficacia. Por isso, geralmente s&o usados em associacéo
com outros filtros solares para obtencdo de maior protecdo contra radiagao UV
(SALGADO et al., 2004).

Estruturalmente, os metoxicinamatos possuem analogia a dois importantes
produtos naturais: aldeido cinamico, presente na canela, e acido ferulico, presente
em altas concentragdes no farelo de arroz e milho (Figura 6). O aldeido cindmico
possui capacidade de atuar como filtro UVB; entretanto, devido a instabilidade e
reatividade dos aldeidos, este ndo tem sido explorado como filtro. Na industria
cosmética, porém, o aldeido cinamico tem sido largamente empregado como

aromatizante.

O acido ferulico € um composto fendlico com potente atividade antioxidante
encontrado em alta concentracdo em plantas, principalmente no farelo de arroz e
milho (Figura 6). Possui atividade fotoprotetora e antioxidante (SAIJA et. al., 1999;
SAIJA et. al.,, 2000) Saija e colaboradores (1999) demonstraram in vitro a
capacidade do acido ferulico proteger lipossomas de fosfatidilcolina da peroxidagao
induzida pela radiagdo UV. Esse resultado estimulou estudos in vivo que
demonstram que a aplicagao tépica de acido ferulico inibe a formagao de eritema
provocado pela exposi¢cao da pele aos raios UVB (SAIJA et al., 2000). Resultados
prévios obtidos em nosso grupo de pesquisa demonstraram que a utilizacdo da
estratégia de modificagcdo denominada latenciagao permitiu a obtengao de derivados
de acido ferulico acoplados a benzofenonas com alta atividade antioxidante, amplo
espectro de protecédo UV e alta absortividade molar (YAMASAKI, 2012).
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Figura 14: Analogia estrutural do p-metoxicinamato de octila com aldeido cindmico e acido ferulico.

Metoxicinamato de octila

Acido fertlico

Fonte: préprio autor

Nesse contexto, os compostos hibridos planejados na série 2 visaram a:
aumentar o espectro de acao ultravioleta, por hibridacdo molecular entre as
subunidades avobenzona (filtro UVA) e cinamatos (filtro UVB); combinar em uma
mesma estrutura propriedades antioxidantes e de filtro solar util a prevengao do
cancer de pele e fotoenvelhecimento; diminuir a instabilidade e reatividade da
avobenzona pela substituicdo do equilibrio ceto-endlico para a fungdo hidrazona
presente nas novas moléculas; e aumentar espectro de agdo dos cinamatos como
filtros solares. Esses fatores se deram, de acordo com planejamento estrutural, pela
combinagdo, em uma mesma estrutura, de subunidades presentes nas moléculas
matrizes com fins de otimizagao das propriedades de filtro solar de cada uma delas

isoladamente.

A hibridacdo entre as subunidades A, B e C visa a aumentar a absortividade
molar e ampliar a faixa de prote¢ao no espectro UVB, além de conferir propriedades
antioxidantes ao filtro solar, obtidas a partir dos protétipos resveratrol e

metoxicinamato de octila.
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Dessa forma, no planejamento das duas séries, pretendeu-se assegurar o
carater multiplo de agédo antecipado como benéfico para fotoprotegdo. Esse projeto
pertence a uma nova linha de pesquisa que visa a busca de novas moléculas uteis
para prevencdo de cancer induzida por radiagdo ultravioleta e prevencdo do
fotoenvelhecimento, implantado no laboratério de Quimica Farmacéutica e
Desenvolvimento de Farmacos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP-

Araraquara.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma Aldrich)
3,5-diidroxibenzaldeido (Sigma Aldrich)
4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido (Sigma Aldrich)
4-hidroxibenzaldeido (Sigma Aldrich)
4-hidroxibenzidrazida (Sigma Aldrich)

Acetato de etila (Chemis)

Acetonitrila grau HPLC (J. T. Backer)

Acido acético glacial (Synth)

Acido Cloridrico 37% (Vetec)

Acido kéjico (Sigma)

Adipato de dibutila - Polymol ADP® (Polytechno/Brasil)

Agua deionizada e purificada em sistema de purificacdo de agua Milli-Q Plus —
Millipore®

Alcool etilico (Dinamica)

C12-C15 Benzoato de Alquila (CRODA)
Dimetilsulfoxido deuterado (Sigma Aldrich)

Fita cirtrgica transparente Transpore™ (3M™)
Fosfato de potassio monobasico (Sigma Aldrich)
Hidrazida 4-terc-butilbenzoica (Sigma Aldrich)
Hidréxido de sédio (Sigma Aldrich)

L-DOPA (Sigma Aldrich)



39
Materiais e Métodos

Metanol P.A. (Synth)
n-Hexano (Synth)

Oleo de semente de girassol e acido poliacrilico e xiliti sesquicaprilato e gliceril-

estearato e cera de Eurphobia cerifera e hidréxido de s6dio® (Chemyunion)
Tirosinase de cogumelos (Sigma Aldrich)
Trans-p-metoxicinamaldeido (Sigma Aldrich)

Triglicerideo do acido caprico-caprilico (CRODAMOL GTCC)

5.2. Equipamentos

Agitador magnético IKA® modelo C-Mag HS4

Agitador magnético com aquecimento Nova Etica

Aparelho de ponto de fusédo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®
Balanca analitica Marte® - modelo AY 220

Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200

Equipamento para analise termogravimétrica (TGA), modelo 2960 SDT
Equipamento para analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) Mettler-1

Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300
operando a 300MHz para 'H e 75MHz para *C

Espectrofotdmetro no infravermelho Shimadzu® modelo IR Prestige-21

Estufa de Secagem Nova Etica 220W

Espectrofotdbmetro UV Shimadzu — programa: UV Probe 2.42

Espectrofotdbmetro com esfera de integragao (Optometrics) Stiefel — modelo 290S
Leitor de microplacas Biotek — modelo Synergy H1/G5 2.00

Phmetro digital Gehaka, modelo PG1800
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5.3. Metodologia sintética

O planejamento sintético para obtengdo dos compostos hidrazénicos | a VI
foi baseado na metodologia que emprega condensagdo de compostos aldeidicos e
hidrazidicos em meio etandlico catalisada por acido (BARREIRO et al., 2002; LIMA
et al.,, 2008). As hidrazidas e os aldeidos correspondentes foram adquiridos

comercialmente para a obtencao e subsequente funcionalizagdo destes compostos.

Figura 15: Método sintético utilizado para obtengdo dos compostos hibridos finais.

o NH——NH,
(o]
~AE S @MT@
n n 5 R,
/ = ) / = ) / G
R4 2 4
R; = OH, OCH;
R, = OH, t-butil
n=0,1

Fonte: préprio autor

5.3.1. Procedimento sintético geral para obtengao das moléculas | a VI

Para a obtencao das moléculas | a VlII, foram adicionados em baldo de fundo
redondo de 125mL, 1,64 mmols do aldeido em 20 mL de etanol. A reagéo € mantida
ao abrigo de luz sob agitagdo constante. Apés submeter o meio reacional ao ajuste
de pH na faixa de 4-5 com acido acético glacial (6 a 8 gotas), foram adicionados
1,64 mmols da respectiva hidrazida e procedeu-se o monitoramento da reagao por
analise usando cromatografia em camada delgada (C.C.D.). A fase mével consistiu
de mistura de acetato de etila e hexano nas proporcoes 4:6 e as placas
cromatograficas foram visualizadas utilizando lampada ultravioleta (254 nm ou 365

nm). Ao término reacional, foi adicionado gelo ao meio a fim de promover a
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precipitagdo do composto desejado. Apds a filtragdo e sucessivas lavagens com
etanol gelado, o precipitado foi seco e armazenado a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Os reagentes empregados, as temperaturas durante as analises e os
tempos de reagdo necessarios a sintese de cada um dos hibridos finais sao

descritos na Tabela 2. Além disso, as Figuras 16 e 17 representam a sintese geral

das hidrazonas | a VIII.

Tabela 2: Condi¢des reacionais para sintese das hidrazonas | a VIII.

Tempo
Hidrazonas Aldeidos Hidrazidas Temperatura .
Reacional
| 4-hidroxibenzaldeido 4-hidroxibenzidrazida Ambiente 24 h
1 3,5-diidroxibenzaldeido 4-hidroxibenzidrazida 50°C 48 h
hidrazida 4-terc-
11 3,5-diidroxibenzaldeido Ambiente 24 h
butilbenzoica
hidrazida 4-terc-
v 4-hidroxibenzaldeido Ambiente 24 h
butilbenzoica
\% t-p-metoxicinamaldeido® 4-hidroxibenzidrazida 50°C 48 h
hidrazida 4-terc-
VI t-p-metoxicinamaldeido* ) ) Ambiente 24 h
butilbenzoica
4-hidroxi-3-
Vil 4-hidroxibenzidrazida Ambiente 48 h
metoxicinamaldeido
4-hidroxi-3- hidrazida 4-terc-
VI Ambiente 24 h
metoxicinamaldeido butilbenzoica

*trans-para-metoxicinamaldeido

Fonte: préprio autor
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Figura 16: Sintese das Moléculas |, II, V e VII.

HO. H
HO,
NH—N== H

NH—N==
o

. OH
Molécula | OH O H O%H
é HO OH HO
B)
A) o / Molécula Il

o N
\NHZ
4-hidroxibenzidrazida
o)
N-"H
OH
HO
[ON
CHs
D)
HO H
HO H NH—N
NH—N o T /CH3
= o
°© Molécula VII
MoléculaV OH
O\CH3

A) 4-hidroxibenzaldeido, etanol, H*, 24h.
B) 3,5-diidroxibenzaldeido, etanol, H", 48h.
C) t-p-metoxicinamaldeido, etanol, H", 48h.

D) 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido, etanol, H*, 48h.

Fonte: proprio autor
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Figura 17: Sintese das Moléculas I, IV, VI e VIII.

CHs
HaC H,C
H H
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NH—N= NH—N==
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. OH Molécula IV
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A) B)
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\NH2
Hidrazida 4-terc-butil benzéica
CH,
CH, H
H,C
H NH—N
HsC
NH—N o ot
= o
o)
Molécula VIII
i OH
Molécula VI

O—CHj

A) 3,5-diidroxibenzaldeido, etanol, H*, 24h.
B) 4-hidroxibenzaldeido, etanol, H', 24h.
C) Trans-p-metoxicinamaldeido, etanol, H', 24h.

D) 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido, etanol, H*, 24h.

Fonte: proprio autor
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5.4. Metodologia analitica
5.4.1. Cromatografia em camada delgada (C.C.D.)

Para acompanhamento das reagdes, foi utilizada andlise cromatografica em
camada delgada (cromatofolhas de aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de
espessura - Merck®). A visualizagdo das substancias foi realizada utilizando lampada
ultravioleta (254 ou 365 nm).

5.4.2. Espectroscopia de RMN "H e RMN "*C

Os espectros de RMN 'H e 'C serdo obtidos com a utlizacdo do
Espectrémetro de 300 MHz Fourier com Dual probe "*C/'H — Bruker® do Laboratdrio
de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista (IQ-UNESP).

5.4.3. Espectrofotometria de absorgéo na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢cao no infravermelho, na regidao de 4.000 a 400 cm’’,
foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de infravermelho FTIR-
8300 da SHIMADZU® Corporation, disponivel no Laboratério de Quimica
Farmacéutica e Desenvolvimento de Farmacos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

5.4.4. Analise de varredura por espectrofotometria de UV

A fim de se avaliar o perfil dos compostos | a VI, solu¢gdes de 100 pg/mL
diluidas em metanol foram feitas, ao abrigo da luz. A partir destas, foram feitas
diluicbes de 5 ug/mL em agua para cada um dos compostos analisados. A analise
foi realizada em triplicata, e as absorvancias maximas foram obtidas em
espectrofotometro UV em comprimentos de onda entre 200 a 400 nm. Além disso,
foi possivel a determinagcédo da absortividade molar dos compostos, de acordo com a

seguinte equacao:

e = (MxA)
(Cxl)
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Onde ¢ corresponde a absortividade molar, A indica a absorvancia resultante
na leitura, C indica a concentracdo (em g/L) e [/ representa o caminho Optico
percorrido pela amostra (largura da cubeta do equipamento) (FIELD, STERNHEL &
KALMAN, 2008).

5.45. Faixa de Fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas, sem correcdo, em
aparelho capilar Melting Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific® disponivel no
Laboratério de Quimica Farmacéutica e Desenvolvimento de Farmacos da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

5.4.6. Analise Térmica

Anélise termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA fora registradas no equipamento de TA modelo 2960 SDT,
disponivel no laboratorio de Termoanalises (Quimica Analitica) do Instituto de
Quimica, UNESP, Araraquara. Para a analise, foi utilizado atmosfera de nitrogénio,
taxa de fluxo de 100 mL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min. Para a analise,
foram pesados 2,0 £ 0,5 mg de amostra em balanga analitica. As curvas foram

registradas a partir da temperatura ambiente até 600°C.

Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise de DSC foi realizada no equipamento Mettler DSC 1, disponivel no
laboratério de Termoanalises (Quimica Analitica) do Instituto de Quimica, UNESP,
Araraquara. A temperatura de inicio de fusdo e entalpia foram calculados pelo
software STAR®.O instrumento foi calibrado com indio e zinco. A andlise foi
realizada sob purga de nitrogénio (50 mL/min). Um recipiente DSC de aluminio vazio
(40 mL) foi utilizado como referéncia. Para a analise, foram pesados 2,0 £ 0,5 mg de

amostra em balanga analitica. As curvas referentes a varredura de DSC dos
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compostos foram registradas a uma velocidade de aquecimento de 10°C/min. A

faixa de aquecimento utilizada foi compreendida entre 0°C e 350°C.

5.5. Ensaios
5.5.1. Estudo da atividade antioxidante in vitro (DPPH)

A metodologia empregada para verificar o potencial antioxidante dos
compostos | a VIl in vitro foi baseada na avaliagdo da atividade sequestrante do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH+) (BRAND-WILLIAM et al., 1995 e TOROK et
al., 2013). Tal metodologia foi modificada a fim de se adequar aos padrdes e

amostras a serem avaliados.

Os padroes utilizados como controle positivo foram acido ascérbico, acido
ferdlico e t-resveratrol. Para o preparo do branco, tomou-se 150 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 1350 pL de metanol. Para o preparo dos padrbes e
amostras, foram feitas solu¢gées de 10 mM em DMSO (solugdes A). Em seguida,
estas solugdes (A) foram diluidas a uma concentragdo de 1mM em metanol
(solugdes B). Para o preparo das amostras, foram feitas diluicdes em metanol nas
concentragdes de 400, 300, 200, 100, 50, 35, 25 e 10 uM (C). Apds, 50 uL de cada
uma das concentracdes (solu¢des B e C), bem como do branco, e 100 pL de uma
solugao-estoque de DPPHe+ de concentragcdo 0,04 g/L diluida em metanol foram
dispensados em cada cavidade de uma microplaca de 96 pogos, em triplicata. A
microplaca foi incubada a 37°C por 30 e 60 minutos e as absorvancias foram obtidas
em 519 nm em leitor de microplacas. O ensaio foi realizado em duplicata. A
porcentagem de inibicado do radical DPPH pelos compostos foi calculada de acordo

com a seguinte equagao:

% de Inibicdo = (Abs, — Absz) x 100
AbSb

Onde Abs, corresponde a absorvancia do controle negativo (sem
antioxidante) e Abs, corresponde a absorvancia da solugao contendo compostos

antioxidantes (padrdes e amostras).
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5.5.2. Analise estatistica para o estudo da atividade antioxidante in vitro (DPPH)

Apos a obtencdo das absorvancias, foram calculadas as porcentagens de
inibicdo de cada uma das moléculas frente ao radical estavel de DPPH (item 5.5.1.).
Em seguida, foram calculadas as médias e desvios padrdo de cada um dos
compostos (duplicata) para cada uma das concentragdes. A partir desses resultados
foi aplicado um teste de Analise de Variancia (ANOVA). Nos casos em que p<0,05,
as médias de concentragbes foram comparadas pelo método de Tukey, com o
calculo da diferenga minima significativa para a=0,05. Os testes estatisticos foram

realizados com o software estatistico Graph Pad Prism®, versao 5.01.

5.5.3. Estudo da atividade fotoprotetora in vitro (Optometrics)

A fim de se avaliar a atividade fotoprotetora, foi necessaria a incorporagao dos
compostos | a VIII em uma base cosmética. Esta base foi desenvolvida apods
estudos prévios realizados no Laboratério de Cosmetologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara — SP (LaCos) que demonstraram
estabilidade, possibilidade de manipulacdo a frio e auséncia de interferéncia na
avaliacdo do efeito fotoprotetor. A composicdo dessa formulagdo usada no

experimento foi:

Adipato de dibUtila.............ii 4%
C12-C15 Benzoato de alquila............eeeeeeeeiieeeoiiiiiii e e e e 8%
Oleo de semente de girassol e acido poliacrilico e xilitil sesquicaprilato e gliceril-

estearato e cera de Eurphobia cerifera e hidréxido de

£ 1o | o TR 4%
Triglicerideo do acido caprico-CapriliCO...........uuveeeiuiiiiiii e 6%
oUW L= e o 174= o - O gsp 100%

Cada composto foi incorporado a trés formulagées nas concentragbes de 2%,
5% e 7%. Um branco (formulagéo base, isenta de qualquer composto ativo) foi lido

antes de cada formulacéao a fim de se zerar o equipamento.

Para o preparo das amostras, uma fita Transpore™ foi posicionada a um

suporte de metal e 0,11g de cada formulacdo (incluindo a formulagdo base) foi
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finamente espalhada sob a superficie. Em seguida, cada uma das placas foi
submetida a medigbes em espectrofotdmetro com deteccao via esfera de integragao
(Optometrics). As leituras foram efetuadas no intervalo de 290 nm a 400 nm, em
triplicata, sendo os dados acumulados a intervalos de 5 nm. Como padrbes
positivos, foram utilizadas formulagdes nas mesmas concentragdes (2%, 5% e 7%)
contendo os reagentes que originaram cada um dos compostos (I a VIlII), ou seja,

avobenzona, metoxicinamato de octila e t-resveratrol.

Apo6s a leitura no equipamento Optometrics, foram obtidos os valores de FPS
(fator de protegéo solar), FPUVA (fator de protegcdo UVA), a razdo UVA/UVB e o

comprimento de onda critico (Ac).

5.5.4. Anadlise estatistica para o estudo da atividade fotoprotetora in vitro

(Optometrics)

Apds a obtencédo dos resultados do ensaio de atividade fotoprotetora (FPS,
FPUVA, razdo UVA/UVB e A;), foram calculados as médias e desvios padrao para
cada uma das concentragdes (triplicata) de cada um dos compostos. A partir desses
resultados foi aplicado um teste de Andlise de Variancia (ANOVA). Nos casos em
que p<0,05, as médias de concentracdes foram comparadas pelo método de Tukey,
com o calculo da diferenga minima significativa para a=0,05. Os testes estatisticos

foram realizados com o software estatistico Graph Pad Prism®, vers&o 5.01.

5.5.5. Avaliagao do potencial inibidor da enzima Tirosinase

A metodologia empregada foi previamente descrita por KHAZAELI et al.
(2009). E baseada em uma reacdo colorimétrica da DOPA com a enzima tirosinase
levando a formacdo de dopaquinona, que pode ser quantificada

espectrofotometricamente a 492 nm.

Preparagéo do tampéao fosfato 50 mM (pH 6,8): 0,68 g de fosfato de potassio
monobasico foi solubilizado em 80 mL de agua destilada. O pH da solugao foi

ajustado, com auxilio de equipamento, para valor de 6,8 com hidroxido de sodio
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10%. Completou-se o volume em baldo volumétrico para 100 mL com &gua

destilada. O bal&o foi protegido da luz.

Preparagdo das amostras: cada composto (I a VIII) foi submetido a diluigdes
em tampéao fosfato 50 mM nas seguintes concentragdes: 0 uM (branco), 33.3 uM,
66.6 uM, 133.33 pM, 199.99 uM, 399.99 pM, 466.66 uM e 533.33 pyM. O volume final
das solugdes foi de 80 pL. Foi necessario adicado de DMSO em quantidades
suficientes para solubilizacdo dos compostos. Este procedimento foi realizado em
triplicata. Em seguida, 45 pyL de L-DOPA (4,5 mM) e 25 pL de tirosinase (80 U/mL)
foram adicionadas a cada uma das solugdes. Todas as diluicbes foram feitas ao
abrigo de luz. O meio reacional foi incubado a temperatura ambiente por 10 minutos

ao abrigo de luz e as absorvéancias foram obtidas a 492 nm em leitor de microplacas.

O mesmo experimento foi realizado com substancias reconhecidamente
inibidoras da enzima tirosinase, o acido kéjico e o trans-resveratrol (CHEN et al.,
1991; CABANES et al., 1994; SHIN et al., 1998).

A porcentagem de inibicdo da enzima tirosinase pelos compostos | a VIl foi

calculada de acordo com a seguinte equacéo:

% de Inibicdo = (Abs, — Absz) x 100
AbSb

Onde Abs, corresponde a absorvancia do controle negativo e Abs,
corresponde a absorvancia das amostras. Neste caso, o controle negativo
corresponde a absorvancia referente a concentragdo maxima de dopaquinona
formada a partir das concentragdes de tirosinase e I-dopa utilizadas na reacado e a
absorvancia da amostra refere-se a absorvancia referente a concentracdo de
dopaquinona formada a partir da reagao entre tirosinase e I-dopa, possivelmente,

inibida pela amostra em analise.

As concentragdes das substancias em analise foram ajustadas de forma a
obter uma curva dose versus resposta, ou seja, reduzindo gradualmente a

absorbancia em relagcé&o ao controle negativo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Sintese dos compostos |a Vi

A reacao entre derivados aldeidicos e hidrazinicos € representada pelo
mecanismo descrito na Figura 18. Inicialmente, um ataque nucleofilico no aldeido
pelos elétrons do par isolado do grupamento amina do substrato hidrazidico (1) leva
a um intermediario tetraédrico dipolar (2). O préton ligado ao nitrogénio €, entao,
transferido ao oxigénio (2), possibilitando a formagao da carbinolamina neutra (3). O
catalisador acido protona a hidroxila formada (4), promovendo a desidratagéo
molecular (5) e subsequente formagédo do ion iminio (6). O ion iminio formado é
desprotonado pelo reestabelecimento do catalisador acido (7) permitindo, assim, a
formacgéao da hidrazona (8) (MCMURRY, 2011)
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Figura 18: Esquema geral para obtencgéo de hidrazonas.
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Fonte: MCMURRY, 2011

Apos o término reacional acompanhado por CCD, adicionou-se gelo ao meio
reacional. Houve precipitagdo dos compostos desejados (I-VIll), que foram filtrados e
lavados com etanol gelado. Os precipitados obtidos em cada reagao foram secos e,
em seguida, foram pesados e os rendimentos reacionais foram calculados. Foi ainda

determinada a faixa de fusdao de cada um dos soélidos obtidos. Os rendimentos das
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reacdes, bem como os resultados de faixa de fusdo ou temperatura de

decomposicdo das moléculas obtidas se encontram descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas do precipitado, rendimentos reacionais e resultados de faixa de fusdo ou
temperatura de decomposicéo.

. Faixa de Fuséo (F) /
Rendimentos
Molécula Caracteristicas do Precipitado L Temperatura de
Reacionais (%) L
Decomposigéao (D)

I Sdélido de cor branca 99 F: 270,0-272,7°C
Il Sdélido de cor branca 99 D: 269,0°C
" Sdélido de cor branca 83 D: 233,1°C
v Sélido de cor branca 93 F: 263,5-264,8°C
\Y Sdélido de cor amarela 85 D: 271°C
Vi Sdélido de cor amarela 96 F: 187,8-190,0°C
Vi Sdélido de cor amarela 70 F: 240,5-243,7°C
VI Sdélido de cor amarela 89 F: 243,9-245,8°C

Fonte: préprio autor

Durante a analise, foi observado que os compostos Il, Ill e V ndo fundiam,

mas se decompunham nas respectivas temperaturas apresentadas na Tabela 3.

Apods a sintese e obtencio das respectivas faixas de fusdo e/ou temperaturas
de decomposicado, as moléculas foram submetidas a caracterizagao estrutural por

métodos analiticos.

6.2. Caracterizagao estrutural dos compostos | a VliI

Para a interpretagao dos espectros de infravermelho e ressonancia magnética
nuclear (RMN H' e C™) das moléculas | a VIII foram utilizadas as seguintes
referéncias: DYER, 1969; FIELD et al., 2008; FULMER et al., 2010; SILVERSTEIN et
al., 2012; SOLOMONS & FRYHLE, 2009; MCMURRY, 2005.

O solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) foi utilizado para obtencao
dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H' e C'. Na analise de RMN

H', este solvente apresenta sinal em 2,50 ppm e na analise de RMN C'3, pode ser
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visualizado como um multipleto em 39,7 ppm. Além disso, pode-se observar os

sinais de agua em 3,33 ppm nos espectros de RMN H'.

6.2.1. (E)-4-hidroxi-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzohidrazida: Molécula |

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula | encontra-se representado no anexo 01.

Figura 19: Molécula I.
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Fonte: préprio autor
Tabela 4: Resultados de RMN H' da Molécula |
Constantes de
RMN H' 5 (ppm) Multiplicidade acoplamento Integragao
J (Hz)
H9 11,44 simpleto - 1H
H1, H17 9,95 simpleto - 2H
H8 8,32 simpleto - 1H
H12, H13 7,78-7,81 dupleto - 2H
H5, H6 7,53-7,56 duplo-dupleto 8,31 2H
H3, H4, H14, H15 6,82-6,87 duplo-duplo-dupleto 8,30/1,82 4H

Fonte: proprio autor
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A Tabela 4 apresenta os resultados de RMN H' referentes a molécula I.

O dupleto cujo deslocamento quimico encontra-se entre 7,78 e 7,81 ppm é
representado pelos hidrogénios H12 e H13 da estrutura. Os hidrogénios H3, H4, H14
e H15 correspondem ao duplo-duplo-dupleto que se observa entre 6,82 e 6,87 ppm,
e o duplo-dupleto cujo sinal localiza-se entre 7,53 e 7,56 ppm corresponde aos
hidrogénios aromaticos H5 e H6, de constante de acoplamento 8,31 Hz. O simpleto
H9 corresponde ao hidrogénio amidico, menos blindado da molécula, e é
representado pelo deslocamento quimico em 11,44 ppm. Os hidrogénios hidroxilicos
H1 e H17 podem ser visualizados como simpleto em 9,95 ppm e o sinal que pode

ser observado como simpleto em 8,32 ppm pertence ao hidrogénio iminico H8.

O espectro de RMN C™ da molécula | encontra-se representado no anexo 02.

Tabela 5: Resultados de RMN C* da Molécula |

RMN C" 5 (ppm)
C10 162,61
Cc2 160,47
C16 159,19
C8 147,26
C11 129,51
C7 128,68

C12, C13 125,47

C5, C6 124,06

C14, C15 115,66

C3,C4 114,94

Fonte: préprio autor

A Tabela 5 apresenta os resultados de RMN C™ referentes a molécula .

No espectro, pode-se identificar o carbono carbonilico C10 em 162,61 ppm.
Os carbonos ligados aos grupamentos hidroxila em C2 e C16 sao representados
pelos sinais em 160,47 ppm e 159,19 ppm, respectivamente. O carbono iminico &
representado por C8 com deslocamento quimico em 147,26 ppm e indica a
formacéao da ligagao imina desejada. Os sinais dos carbonos C5 e C6 correspondem

ao deslocamento quimico em 124,06 ppm, os carbonos C12 e C13 sao
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representados pelo sinal em 125,47 ppm e os carbonos C14 e C15 apresentam
deslocamentos quimicos em 115,66 ppm. Os carbonos C7 e C11 estdo
representados pelos deslocamentos quimicos em 128,68 ppm e 129,51 ppm,
respectivamente. Os carbonos mais eletronicamente protegidos da estrutura

correspondem aos carbonos C3 e C4, cujo sinal encontra-se em 114,94 ppm.

Espectrofotometria de Absorcdo na reqido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula | encontra-se representado no

anexo 03.

Tabela 6: Espectros de absorg¢éo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula I.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3469,94

N-H 3265,48

C=0 1645,28

C=N 1610,56

N-H 1512,19

C-N 1251,80
Subst. Arom. 1165,00
Subst. Arom. 831,32
N-H 765,74

Subst. Arom.: Substituigdo nos anéis aromaticos

Fonte: préprio autor

A Tabela 6 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula |
que podem ser observados no espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho.
Neste, a deformacdo axial das hidroxilas livres (O-H) presentes nesta molécula
podem ser visualizadas em 3469,94 cm'1, bem como a deformagao axial
correspondente a ligacdo C=N em 1610,56 cm™ correspondente & fungdo imina.
Referente a ligacdo N-H, pode se observar a deformacéo axial em 3265,48 cm™, a
deformacdo angular em 1512,19 cm'1, caracteristica de isbmeros ftrans, e a

deformac&o angular simétrica fora do plano em 765,74 cm™. Além disso, é possivel
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a visualizagao da interagao entre a deformagao angular N-H e a deformacgéao axial de
C-N em 1251,80 cm™. Em 1645,28 cm' pode-se observar a deformacdo axial
correspondente a amida secundaria no estado solido. As deformagdes angulares de
anéis aromaticos 1,4-dissubstituidos sao representadas pelos estiramentos

presentes em 1165,00 cm™ e 831,31 cm™.

6.2.2. (E)-N'-(3,5-dihidroxibenzilideno)-4-hidroxibenzohidrazida: Molécula

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula Il encontra-se representado no anexo 06.

Figura 20: Molécula Il.

14

Fonte: préprio autor
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Tabela 7: Resultados de RMN H' da Molécula Il

Constantes de

RMN H' 5 (ppm) Multiplicidade acoplamento Integracdo
J (Hz)

H9 11,50 simpleto - 1H
H17 10,10 simpleto - 1H
H20, H21 9,42 simpleto - 2H
H8 8,21 simpleto - 1H
H12, H13 7,77-7,79 duplo-dupleto 8,77/1,96 2H
H14, H15 6,83-6,85 duplo-dupleto 8,78/1,99 2H
H5, H6 6,57 simpleto - 2H
H22 6,24 tripleto 2,16 1H

Fonte: préprio autor

A Tabela 7 apresenta os resultados de RMN H' referentes a molécula 1.

No espectro, pode-se observar o hidrogénio amidico em H9 representado
pelo deslocamento em 11,50 ppm. O hidrogénio hidroxilico H17 de multiplicidade
para 1 hidrogénio apresenta sinal em 10,10 ppm e os hidrogénios hidroxilicos H20 e
H21 de multiplicidade para 2 hidrogénios sao representados pelo simpleto em 9,42
ppm. O hidrogénio correspondente ao grupamento iminico da hidrazona (H8)
corresponde ao simpleto de deslocamento quimico em 8,21 ppm. O duplo-dupleto
visualizado entre 7,77 e 7,79 ppm pertencem aos hidrogénios H12 e H13, de
multiplicidade para 2 hidrogénios e constantes de acoplamentos 8,77 e 1,96 Hz. Os
hidrogénios H14 e H15 apresentam-se como duplo-dupleto entre 6,83 e 6,85 ppm,
de multiplicidade para 2 hidrogénios e constante de acoplamento 8,78 e 1,99 Hz. O
simpleto observado em 6,57 ppm, de multiplicidade 2, correspondem aos
hidrogénios H5 e H6. O duplo-duplo-dupleto de deslocamento quimico em 6,24 ppm,
multiplicidade para 1 hidrogénio e constante de acoplamento de 2,16 Hz
corresponde ao H22 aromatico, em pode ser verificada a influéncia eletrbnica das

duas hidroxilas adjacentes.

O espectro de RMN C™ da molécula Il encontra-se representado no anexo
07.
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Tabela 8: Resultados de RMN C* da Molécula I1.

RMN C" 5 (ppm)
Cc10 162,69
C16 160,62

C18, C19 158,67
Cc8 147,24
C7 136,19
(x| 129,62

C12, C13 123,94

C14, C15 115,00

C5, C6 105,10
Cc22 104,31

Fonte: préprio autor

A Tabela 8 apresenta os resultados de RMN C*? referentes a molécula Il

No espectro de RMN C' da molécula Il pode-se observar o sinal em 162,69
ppm correspondente ao carbono do grupamento amidico (C10). O carbono ligado ao
grupamento hidroxila representado por C16 apresenta sinal em 160,62 ppm e os
carbonos C18 e C19 apresentam deslocamento quimico em 158,67 ppm. O carbono
C7 encontra-se representado pelo deslocamento quimico em 136,19 ppm e C8
corresponde ao sinal do carbono iminico, localizado em 147,24 ppm. Pode-se
atribuir os sinais de 129,62 ppm ao carbono C11 e o sinal em 123,94 ppm, aos
carbonos C12 e C13. O deslocamento quimico visualizado em 115,00 ppm
corresponde aos carbonos C14 e C15, o sinal em 105,10 ppm representa os

carbonos C5 e C6 e o sinal observado em 104,31 ppm pertence ao carbono C22.

Espectrofotometria de Absorcdo na regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula Il encontra-se representado no

anexo 08.
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Tabela 9: Espectros de absorgéo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula Il.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3400,50
N-H 3207,62
C=0 1647,21
C=N 1606,70
c-C 1593,20
N-H 1562,34
c-C 1508,33
Cc-C 1448,54
Subst. Arom. 1166,93
Subst. Arom. 1120,64
Subst. Arom. 1074,75
Subst. Arom. 999,13
Subst. Arom. 837,11

Subst. Arom.: Substituigdo nos anéis aromaticos

Fonte: préprio autor

A Tabela 9 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula Il
que podem ser observados no espectro de absorgédo na regido do infravermelho. De
acordo com os resultados, pode se visualizar a deformacéao axial das hidroxilas livres
(O-H), presentes na molécula Il, em 3400,50 cm™. Em relagdo a ligacdo N-H, a
deformacdo axial & representada pelo estiramento em 3207,62 cm' e seu
estiramento angular é verificado em 1562,34 cm™. As deformacdes axiais
correspondentes a ligagdo C-C dos anéis aromaticos estdo representados em
1593,20 cm™, 1508,33 cm™" e 1448,54 cm™.

O sinal de deformacao referente ao grupamento amida C=0 é verificado em
1647,21 cm™' e o estiramento axial em 1606,70 cm™ corresponde & ligagdo C=N do

grupamento imina.

Pode-se, ainda, observar as deformagdes angulares do anel aromatico 1,3-
dissubstituido em 1163,93 cm’ e 999,13 cm'1, assim como do anel 1,4-
dissubstituido em 1120,64 cm™1, 1074,75 cm™1 e 837,11 cm™.
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6.2.3. (E)-4-(terc-butil)-N'-(3,5-dihidroxibenzilideno)benzohidrazida: Molécula Il

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula Ill encontra-se representado no anexo 11.

Figura 21: Molécula Ill.

Fonte: préprio autor

Tabela 10: Resultados de RMN H' da Molécula lIl.

Constantes de

RMN H' S (ppm) Multiplicidade acoplamento Integragao
J (Hz)

H9 11,64 simpleto - 1H
H20, H21 9,43 simpleto - 2H
H8 8,23 simpleto - 1H
H23, H24 7,81-7,84 dupleto 8,43 2H
H25, H26 7,51-7,54 dupleto 8,49 2H
H5, H6 6,58-6,59 duplo-dupleto 1,78 2H
H22 6,24-6,26 tripleto 2,14 1H
H29 1,31 simpleto - 9H

Fonte: proprio autor

A Tabela 10 apresenta os resultados de RMN H' referentes a molécula IIl.
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No espectro de RMN H', destaca-se o hidrogénio da amida secundaria H9,
indicada pelo simpleto de deslocamento quimico observado em 11,64 ppm. Os
simpletos referentes aos hidrogénios hidroxilicos, H20 e H21, apresentam sinal em
9,43 ppm. O duplo-dupleto cujo deslocamento quimico encontra-se entre 7,81 e 7,84
ppm corresponde aos hidrogénios H23 e H24 e o duplo-dupleto, de sinal localizado
entre 7,51 e 7,54 ppm e constante de acoplamento de 8,49 Hz, indica os hidrogénios
H25 e H26. Os hidrogénios H5 e H6 sao visualizados entre 6,58 e 6,59 ppm e
apresentam constante de acoplamento de 1,78 Hz. O duplo-duplo-dupleto de
multiplicidade para 1 hidrogénio corresponde ao hidrogénio H22, com deslocamento
quimico entre 6,24 e 6,26 ppm. O hidrogénio iminico H8 apresenta sinal em 8,23
ppm, e os hidrogénios do grupamento terc-butilico, com multiplicidade de 9

hidrogénios, sao visualizados em 1,31 ppm.

O RMN C™ da molécula Il encontra-se representado no anexo 12.

Tabela 11: Resultados de RMN C" da Molécula Il

RMN C"” 5 (ppm)
C10 162,92
C18, C19 158,55
C11 154,57
C8 147,85
C7 136,02
c27 130,67
C23, C24 127,42
C25, C26 125,20
C5, C6 105,14
c22 104,43
C28 34,66
C29 30,89

Fonte: préprio autor

A Tabela 11 apresenta os resultados do espectro de RMN C'do produto Il

No espectro, pode-se observar o sinal em 162,92 ppm correspondente ao
carbono do grupamento amidico (C10). Além disso, observa-se os sinais em 158,55

ppm referentes aos carbonos C18 e C19 ligados aos grupamentos hidroxila do anel.
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O carbono C11, diretamente ligado ao grupamento amida, apresenta sinal em
154,57 ppm e o carbono C27, corresponde ao deslocamento quimico observado em
130,67 ppm. O carbono iminico C8 é representado pelo sinal localizado em 147,85
ppm e o sinal em 136,02 ppm corresponde ao carbono C7. Os carbonos C23 e C24
sdo observados em 127,42 ppm, os carbonos C25 e C26, em 125,20 ppm e o sinal
dos carbonos C5 e C6 estdo localizados em 105,14 ppm. O carbono C22, o qual
encontra-se em 104,43 ppm, é influenciado pela efeito eletrbnico das hidroxilas
adjacentes. Consoante a literatura, verificam-se os sinais dos carbonos C28 e C29
em 34,66 ppm e 30,89, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2012).

Espectrofotometria de Absorcdo na reqido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula Il encontra-se representado no

anexo 13.

Tabela 12: Espectros de absor¢éo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula Ill.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3419,79
N-H 3265,49
C-H 2962,66
Cc=0 1647,21
C=N 1629,85
Cc-C 1610,56
Cc-C 1587,00
N-H 1552,70
Cc-C 1508,33
Cc-C 1460,11

Fonte: préprio autor

A Tabela 12 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula
[l que podem ser observados no espectro de absor¢cdao de infravermelho. A
deformacéao axial promovida pelas hidroxilas livres (O-H) presentes na molécula lll,

podem ser observadas em 3419,79 cm™. Além disso, pode-se visualizar em 3265,49
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cm' a deformacédo axial N-H da amida secundaria e o estiramento angular desta
ligagdo em 1552,70 cm™. Em 1647,21 cm™ observa-se a deformagéo resultante da
ligagdo C=0 amidica. Em 2962,66 cm™ encontra-se o sinal de deformagao axial C-H
pertencente as metilas presentes na molécula e o estiramento axial em 1629,85 cm’™
corresponde a ligagdo C=N do grupamento imina. Ainda, é possivel se observar as
deformagbes axiais correspondentes a ligagdo C-C dos anéis aromaticos,
representados em 1610,56 cm™', 1587,00 cm™', 1508,33 cm™ e 1460,11 cm™.

6.2.4. (E)-4-(terc-butil)-N'-(4-hidroxibenzilideno)benzohidrazida: Molécula IV

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C3

O espectro de RMN H' da molécula IV encontra-se representado no anexo
16.

Figura 22: Molécula IV.

Fonte: préprio autor
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Tabela 13: Resultados de RMN H' da Molécula IV.

Constantes de

RMN H' 5 (ppm) Multiplicidade acoplamento Integracdo
J (Hz)
H9 11,56 simpleto - 1H
H1 9,91 simpleto - 1H
H8 8,35 simpleto - 1H
H23, H24 7,83-7,85 dupleto 8,43 2H
H5, H6, H25, H26 7,51-7,57 tripleto 9,44 4H
H3, H4 6,83-6,86 dupleto 8,80 2H
H29 1,31 simpleto - 9H

Fonte: préprio autor

A Tabela 13 apresenta os resultados do espectro de RMN H' do produto IV.

O hidrogénios amidico representado por H9 apresenta-se como simpleto em
11,56 ppm. O hidrogénio H1 hidroxilico € indicados como simpleto com
deslocamento quimico em 9,91 ppm. O hidrogénio iminico, por sua vez, apresenta-
se como o simpleto visualizado em 8,35 ppm. O duplo-dupleto, com constante de
acoplamento de 8,43 Hz e sinal entre 7,83 e 7,85 ppm, corresponde aos hidrogénios
H23 e H24. Os hidrogénios H5, H6, H25 e H26 encontram-se sobrepostos e
apresentam multiplicidade de 4 hidrogénios, confirmando o sinal entre 7,51 e 7,57
ppm. O duplo-dupleto localizado entre 7,83 e 6,86 ppm pertence aos hidrogénios H3
e H4. O simpleto de multiplicidade de 9 hidrogénios, com deslocamento quimico em

1,31 ppm, corresponde aos hidrogénios do grupamento terc-butil (H29).

O espectro de RMN C™ da molécula IV encontra-se representado no anexo
17.
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Tabela 14: Resultados de RMN C" da Molécula IV.

RMN C" 5 (ppm)
Cc10 162,77
Cc2 159,34
(x| 154,39
Cc8 147,85
c27 130,88
C7 128,77

C23, C24 127,37

C5, C6, C25, C26 125,15
C3,C4 115,68

Cc28 34,65

C29 30,91

Fonte: préprio autor

A Tabela 14 apresenta os resultados do espectro de RMN C*do produto IV.

No espectro deste composto, pode-se observar o sinal em 162,77 ppm
correspondente ao carbono carbonilico C10. Além disso, se observa o sinal em
159,34 ppm referente ao carbono C2, ligado ao grupamento hidroxila do anel
aromatico. O carbono C11, pertencente ao anel aromatico, apresenta deslocamento
de sinal em 154,39 ppm e encontra-se diretamente ligado ao grupamento amida. O
sinal de carbono iminico, representado pelo carbono C8, pode ser observado em
147,85 ppm. O sinal em 130,88 ppm corresponde ao carbono C27. Os carbonos C23
e C24, pertencentes ao anel aromatico, apresentam deslocamento de sinal em
127,37 ppm, e o sinal em 115,68 ppm pertence aos carbonos aromaticos C3 e C4.
Em 125,15 ppm pode-se observar uma sobreposi¢cao de sinais para os carbonos C5,
C6, C25 e C26. Além disso, de acordo com a literatura, verificam-se os sinais dos
carbonos C28 e C29 em 34,65 ppm e 30,91 ppm, respectivamente (SILVERSTEIN
et al., 2012).

Espectrofotometria de Absorcdo na regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula IV encontra-se representado no
anexo 18.
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Tabela 15: Espectros de absorgéo na regido do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula IV.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3446,79

N-H 3286,70

C-H 2966,52
C=0 1622,13
C=N 1606,70
c-C 1575,84
N-H 1554,63
Cc-C 1512,19
Subst. Arom. 1166,93
Subst. Arom. 1056,99
Subst. Arom. 840,96

Subst. Arom.: Substituigdo nos anéis aromaticos

Fonte: préprio autor

A Tabela 15 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula
IV que podem ser observados no espectro de absor¢ao na regido do infravermelho.
O estiramento axial das hidroxilas livres (O-H) presentes na molécula IV podem ser
visualizadas em 3446,79 cm™'. Além disso, pode-se observar as deformacées axiais
e angulares N-H da amida secundaria em 3286,70 cm' e 1554,63 cm™,
respectivamente. A deformagdo C=N da imina é representada em 1606,70 cm™ e em
2966,52 cm™ encontramos o estiramento axial C-H pertencente as metilas. Além
disso, verifica-se o sinal de deformacgao referente ao grupamento amida C=0 em
1622,13 cm™ e as deformacdes axiais correspondentes a ligagdo C-C dos anéis

aromaticos encontram-se em 1575,84 cm™ e 1512,19 cm™.

Pode-se, ainda, atribuir as deformag¢des angulares da substituicdo aromatica
1,4- dissubstituido aos estiramentos observados em 1166,93 cm'1, 1056,99 cm™1 e
840,96 cm™.
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6.2.5. (E)-4-hidroxi-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzohidrazida: Molécula V

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula V encontra-se representado no anexo 21.

Figura 23: Molécula V.
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CH3

35

Fonte: préprio autor

Tabela 16: Resultados de RMN H' da Molécula V.

Constantes de

RMN H' S (ppm) Multiplicidade acoplamento Integragao
J (Hz)
H9 11,46 simpleto - 1H
H17 10,10 simpleto - 1H
H8 8,17-8,19 dupleto 6,87 1H
H12, H13 7,77-7,80 duplo-dupleto 8,76 2H
H30, H31 7,55-7,58 dupleto 8,76 2H
H33, H34, H35, H36 6,94-6,97 dupleto 8,84 4H
H14, H15 6,84-6,87 dupleto 8,69 2H
H38 3,79 simpleto - 3H

Fonte: proprio autor

A Tabela 16 apresenta os resultados do espectro de RMN H' do produto V.
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O simpleto cujo deslocamento se encontra em 3,79 ppm, de multiplicidade
para 3 hidrogénios, corresponde aos hidrogénios metoxilicos (H38). O simpleto com
sinal localizado em 10,10 ppm pertence ao hidrogénio hidroxilico (H17) e o dupleto
cujo sinal se encontra entre 8,17 e 8,19 ppm corresponde ao hidrogénio iminico
(H8). Os hidrogénios H12 e H13 estéo representados pelo duplo-dupleto entre 7,77
e 7,80 ppm, e o duplo-dupleto cujo deslocamento encontra-se entre 6,84 e 6,87 ppm
pertencem aos hidrogénios H14 e H15. Os hidrogénios aromaticos H33, H34, H35 e
H36 estdo representados pelo duplo-dupleto entre 6,94 e 6,97 ppm, cuja
multiplicidade é de 4 hidrogénios. Os hidrogénios da conjugagao, H30 e H31, estao
representados como duplo-dupleto cujo deslocamento encontra-se entre 7,55 e 7,58
ppm. Este sinal, cuja constante de acoplamento € de 8,76 Hz, indica a obtengao

apenas do diasteroisbmero E.

O espectro de RMN C™ da molécula V encontra-se representado no anexo
22.

Tabela 17: Resultados de RMN C* da Molécula V.

RMN C" 5 (ppm)
C10 162,49
C16 160,53
C37 159,78
C8 149,19
C30 138,21
C11 129,57
C31 128,67

C33,C34 128,50

C12, C13 123,95
C32 123,49

C14, C15 114,93

C35, C36 114,27
C38 55,19

Fonte: proprio autor

A Tabela 17 apresenta os resultados do espectro de RMN C' do produto V.
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No espectro deste composto, pode-se observar o deslocamento de sinal do
carbono carbonilico C10 em 162,49 ppm e o sinal em 129,57 ppm pertence ao
carbono C11. O sinal em 160,53 ppm corresponde ao carbono C16 e o carbono C37
apresenta deslocamento em 159,78 ppm. O carbono iminico, representado por C8,
tem sinal em 149,19 ppm e os deslocamentos referentes aos carbonos conjugados
C30 e C31, podem ser visualizados em 138,21 ppm e 128,67 ppm, respectivamente.
O deslocamentos dos carbonos aromaticos C33 e C34 encontram-se em 128,50
ppm, os carbonos C35 e C36 podem ser visualizados em 114,27 ppm e o carbono
C32, em 123,49 ppm. Os carbonos aromaticos C12 e C13 sao observados em
123,95 ppm e os carbonos C14 e C15, em 114,93 ppm. O carbono C38 pertence ao

grupamento metoxila e seu deslocamento quimico encontra-se em 55,19 ppm.

Espectrofotometria de Absorcdo na reqido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula V encontra-se representado no

anexo 23.

Tabela 18: Espectros de absor¢éo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula V.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3290,56
N-H 3286,70
C-H 2966,52
Cc=0 1618,28
C=N 1604,77
Cc=C 1581,77
N-H 1535,34
Cc-C 1508,33
Cc-C 1454,33

C=C trans 975,98

Fonte: proprio autor

A Tabela 18 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula

V que podem ser observados no espectro de absor¢ao na regido do infravermelho.
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As vibragbes de deformacdo axial das hidroxilas livres (O-H) presentes nesta
molécula podem ser visualizadas em 3290,56 cm™". Além disso, pode-se observar a
deformacdo axial N-H da amida secundaria em 3286,70 cm™ e o estiramento angular
desta ligacdo em 1535,34 cm”. A deformacéo axial do grupamento C=0 amidico
localiza-se em 1618,28 cm™ e o estiramento C=N iminico é observado em 1604,77
cm™.

E possivel se observar as deformacdes axiais correspondentes a ligagédo C-C

dos anéis aromaticos, representados em 1508,33 cm™ e 1454,33 cm™.

O estiramento em 1581,77 cm™ indica a deformacdo axial simétrica C=C do
sistema conjugado presente na molécula. Além disso, pode-se visualizar o
estiramento observado em 975,98 cm™' correspondente & vibragdo trans do sistema

conjugado.

6.2.6. (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-metoxifenil)alilideno)benzohidrazida: Molécula VI

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C"°

O espectro de RMN H' da molécula VI encontra-se representado no anexo
26.

Figura 24: Molécula VI.

N
36 / \
8 N
34 31 H
9

Fonte: proprio autor



71
Resultados e Discusséao

Tabela 19: Resultados de RMN H' da Molécula VI.

Constantes de

RMN H' 5 (ppm) Multiplicidade acoplamento Integracdo
J (Hz)
H9 11,58 simpleto - 1H
H8 8,18-8,21 dupleto 7,98 1H
H23, H24 7,81-7,84 dupleto 8,37 2H
H25, H26, H30, H31 7,51-7,59 multipleto 8,81/4,76 4H
H33, H34, H35, H36 6,95-6,97 tripleto 4,32 4H
H38 3,79 simpleto - 3H
H29 1,31 simpleto - 9H

Fonte: préprio autor

A Tabela 19 apresenta os resultados do espectro de RMN H' do produto VI.

No espectro deste composto, pode-se observar o deslocamento quimico dos
hidrogénios metoxilicos H38 em 3,79 ppm. Os hidrogénios aromaticos C33, C34,
C35 e C36 encontram-se como duplo-duplo-dupleto entre 6,95 e 6,97 ppm. Os sinais
dos hidrogénios aromaticos H25 e H26 encontram-se sobrepostos aos sinais dos
hidrogénios conjugados H30 e H31, ambos correspondendo ao deslocamento
quimico entre 7,51 e 7,59 ppm. Os hidrogénios H23 e H24 sao visualizados como
dupletos entre 7,81 e 7,84 ppm, com constante de acoplamento de 8,37 Hz. O
simpleto localizado em 1,31 ppm, de multiplicidade 9, corresponde aos hidrogénios
do grupamento terc-butil (H29). O simpleto cujo sinal &€ observado em 11,58 ppm
pertence ao hidrogénio amidico H9 e o hidrogénio iminico representado por H8
apresenta-se como dupleto com deslocamento de sinais entre 8,18 e 8,21 ppm. Este
sinal, cuja constante de acoplamento é de 7,98, indica a obtengdo apenas do

diasteroisbmero E.

O espectro de RMN C™ da molécula VI encontra-se representado no anexo
27.
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Tabela 20: Resultados de RMN C' da Molécula VI.

RMN C" 5 (ppm)
Cc10 162,78
C11, C37 159,85
Cc8 149,86
C30 138,67
c27 130,74
C31 128,62
C33,C34 128,58
C23, C24 127,41
C25, C26 125,16
C32 123,37
C35, C36 114,28
C38 55,21
Cc28 34,65
C29 30,90

Fonte: préprio autor

A Tabela 20 apresenta os resultados do espectro de RMN C*do produto VI.

No espectro deste composto, pode-se observar o sinal de carbono carbonilico
C10 em 162,78 ppm. Os carbonos C11 e C37 apresentam seu sinal sobreposto
localizado em 159,85 ppm. O carbono iminico, representado por C8, tem sinal em
149,86 ppm e os deslocamentos referentes aos carbonos conjugados C30 e C31
podem ser visualizados em 138,67 ppm e 128,62 ppm, respectivamente. O carbono
aromatico C27 apresenta deslocamento em 130,74 ppm, os carbonos C23 e C24
podem ser visualizados em 127,41 ppm, e o sinal em 125,16 ppm corresponde aos
carbonos C25 e C26. Os deslocamentos dos carbonos aromaticos C33 e C34
localizam-se 128,58 ppm, o carbono C32 encontra-se em 123,37 ppm e os carbonos
C35 e C36 apresentam sinal em 114,28 ppm. Os carbonos C28 e C29, pertencentes
ao grupamento terc-butilico, correspondem aos deslocamentos quimicos localizados
em 34,65 ppm e 30,90 ppm, respectivamente. Além disso, o carbono metoxilico C38

pode ser visualizado em 55,21 ppm.
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Espectrofotometria de Absorcdo na reqido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula VI encontra-se representado no

anexo 28.

Tabela 21: Espectros de absor¢éo na regido do Infravermelho e respectivos grupos

funcionais da molécula VI.

Grupo Funcional v (cm™)
C-H 3471,87

N-H 3221,12

C-H 2956,87

C=0 1656,85

C=N 1606,70

C=C 1510,23

C=C trans 989,48

Fonte: préprio autor

A Tabela 21 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula

VI que podem ser observados no espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho.

Os estiramentos axiais dos carbonos primarios (C-H) presentes neste composto

podem ser visualizados em 3471,87 cm™'. Pode-se, ainda, observar a deformacéo

axial N-H da amida secundaria em 3221,12 cm' e a deformacdo axial do

grupamento C=0 da amida secundaria em 1656,85 cm™. O estiramento C=N iminico

é observado em 1606,70 cm™ e o estiramento em 1510,23 cm™ indica a deformagao

axial simétrica C=C. Em 2956,87 cm™' observa-se o sinal de deformagdo axial C-H

pertencente as metilas presentes nesta molécula. Além disso, pode-se observar a

banda em 989,48 cm™, correspondente & vibracdo trans do sistema conjugado.
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6.2.7. (E)-4-hidroxi-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) alilideno) benzohidrazida:

Molécula VII

Espectroscopia de RMN H' e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula VIl encontra-se representado no anexo
31.

Figura 25: Molécula VII.
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Fonte: préprio autor

Tabela 22: Resultados de RMN H' da Molécula VII.

Constantes de

RMN H' S (ppm) Multiplicidade acoplamento Integragao
J (Hz)
H9 11,41 simpleto - 1H
H17 10,07 simpleto - 1H
H45 9,32 simpleto - 1H
H8 8,14-8,16 dupleto 7,68 1H
H12, H13 7,76-7,77 dupleto 8,83 2H
H41 7,21 dupleto 1,74 1H
H42 6,98-7,00 duplo-duplo-dupleto 8,26/1,52 1H
H30, H31 6,88-6,90 dupleto 10,80 2H
H14, H15 6,83-6,84 dupleto 8,66 2H
H40 6,75-6,77 dupleto 8,06 1H
H38 3,81 simpleto - 3H

Fonte: proprio autor

A Tabela 22 apresenta os resultados do espectro de RMN H' do produto VII.
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No espectro deste composto, pode-se observar o deslocamento quimico do
hidrogénio amidico em 11,41 ppm. O hidrogénio H17 e H45, pertencentes ao
grupamento hidroxila, podem ser observados em 10,07 ppm e 9,32 ppm,
respectivamente. O hidrogénio iminico, indicado por H8, se apresenta como dupleto
localizado entre 8,14 e 8,16 ppm e sua constante de acoplamento de 7,68 Hz indica
a obtencéo do diasteroisdbmero E. Os hidrogénios H12 e H13 correspondem ao sinal
obtido entre 7,76 e 7,77 ppm, um dupleto de multiplicidade de 2 hidrogénios e
constante de acoplamento 8,83 Hz. O dupleto representado em 7,21 ppm com
constante de acoplamento de 1,74 ppm, pertence ao hidrogénio H41. O hidrogénio
H42 é representado por um duplo-duplo-dupleto, com sinal entre 6,98 e 7,00 e
constantes de acoplamento de 1,52 Hz e 8,26 Hz. Os hidrogénios conjugados H6 e
H7 correspondem ao deslocamento entre 6,88 e 6,90 ppm e os hidrogénios
aromaticos H14 e H15 estao localizados em 6,84 ppm. Pode-se atribuir o dupleto
observado entre 6,75 e 6,77 ppm de constante de acoplamento 8,06 ao hidrogénio
H43, e o simpleto de multiplicidade 3 hidrogénios e cujo sinal se verifica em 3,81

ppm, corresponde aos hidrogénios do grupamento metoxila.

O espectro de RMN C'™ da molécula VIl encontra-se representado no anexo
32.

Tabela 23: Resultados de RMN C" da Molécula VII.

RMN C" 5 (ppm)
C10 163,37
C16 161,02
C43 155,65
C44 149,80
C8 148,33
C30 148,16
C31 139,50
C39 130,05
C11 128,13

C12, C13 123,33
C40 121,58
C14 115,99
C42 115,42
C41 110,57
C38 56,06

Fonte: proprio autor
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A Tabela 23 apresenta os resultados do espectro de RMN C' do produto VII.

No espectro deste composto, pode-se observar o sinal de carbono carbonilico
C10 em 163,37 ppm. Os carbonos aromaticos C16 e C43, ligados as hidroxilas,
apresentam deslocamentos em 161,02 ppm e 155,65 ppm, respectivamente. O
carbono aromatico C44, ligado ao grupamento metoxila, corresponde ao sinal em
149,80 ppm e os sinais dos carbonos conjugados C30 e C31 podem ser visualizados
em 148,16 ppm e 139,50 ppm, respectivamente. O carbono da imina apresenta
deslocamento em 148,33 ppm. Os carbonos aromaticos C39 e C11 sao visualizados
em 130,05 ppm e 128,13 ppm, respectivamente. Os carbonos do anel C12 e C13
sao representados em 123,33 e os carbonos C14 e C15 encontram-se em 115,99
ppm. Os carbonos C4, C5 e C6 correspondem aos sinais 110,57 ppm, 115,42 ppm e
121,58 ppm. O carbono do grupamento metoxila (C38) pode ser visualizado em
56,06 ppm.

Espectrofotometria de Absorcao na reqiao do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula VII encontra-se representado no

anexo 33.

Tabela 24: Espectros de absor¢éo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula VII.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3363,86

N-H 3251,98

C-H 2953,02

Cc=0 1622,13

C=N 1608,63

Cc=C 1587,42

C=C trans 968,27

Fonte: proprio autor

A Tabela 24 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula

VII que podem ser observados no espectro de absor¢ao na regidao do infravermelho.
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Pode-se observar em 3363,86 cm™1 a deformacg&o axial das hidroxilas livres (O-H)
presentes nesta molécula. Além disso, pode-se observar a deformacgao axial N-H da
amida secundaria em 3251,98 cm™ e a deformagdo axial do grupamento C=0
amidico em 1622,13 cm™. O estiramento C=N iminico é observado em 1608,63 cm’
e o estiramento em 1587,42 cm™ indica a deformacdo axial simétrica C=C. Em
2953,02 cm™' encontramos o sinal de deformagdo axial C-H pertencente as metilas
presentes na molécula. Além disso, pode-se observar a banda em 968,27 cm™,

correspondente a vibracao trans do sistema conjugado.

6.2.8. (E)-4-(terc-butil)-N'-((E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) alilideno) benzohidrazida:
Molécula VIII

Espectroscopia de RMN H! e de RMN C'3

O espectro de RMN H' da molécula VIII encontra-se representado no anexo
36.

Figura 26: Molécula VIII.

Fonte: proprio autor
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Tabela 25: Resultados de RMN H' da Molécula VIII.

Constantes de

RMN H' 5 (ppm) Multiplicidade acoplamento Integracdo
J (Hz)
H9 11,59 simpleto - 1H
H8 8,15-8,18 dupleto 8,52 1H
H23, H24 7,80-7,83 dupleto 8,37 2H
H25, H26 7,51-7,53 dupleto 8,37 2H
H41 7,22 duplo-dupleto 1,76 1H
H42 6,99-7,02 duplo-dupleto 8,37/1,73 1H
H30, H31 6,91-6,93 tripleto 5,58 2H
H40 6,76-6,78 dupleto 8,23 1H
H38 3,81 simpleto - 3H
H29 1,30 simpleto - 9H

Fonte: préprio autor

A Tabela 25 apresenta os resultados do espectro de RMN H' do produto VIII.

No espectro deste composto, pode-se observar o deslocamento quimico do
simpleto em 3,81 ppm de multiplicidade de 3 hidrogénios, que corresponde aos
hidrogénios da metoxila (H38). O sinal localizado entre 8,15 e 8,18 ppm corresponde
ao hidrogénio iminico H8 e sua constante de acoplamento de 8,52 Hz indica a
obtencdo do diasteroisbmero E. O dupleto observado entre 7,80 e 7,83 ppm
corresponde aos hidrogénios aromaticos H23 e H24, e os hidrogénios aromaticos
H25 e H26 apresentam-se como dupleto de deslocamento entre 7,51 e 7,53 ppm.
Os hidrogénios conjugados H30 e H31 s&o representados como duplo-duplo-dupleto
de sinal entre 6,91 e 6,93 ppm. O hidrogénio aromatico H41 é representado por um
dupleto de sinal em 7,22 ppm, entre 6,99 e 7,02 ppm encontra-se o hidrogénio H42,
e o deslocamento entre 6,76 e 6,78 ppm corresponde ao hidrogénio H40. O simpleto
de multiplicidade para 9 hidrogénios e sinal localizado em 1,30 ppm corresponde aos

hidrogénios do grupamento terc-butil (H29).

O espectro de RMN C™ da molécula VIII encontra-se representado no anexo
37.
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Tabela 26: Resultados de RMN C' da Molécula VIII.

RMN C" 5 (ppm)
Cc10 163,27
C11, C43 154,99
C44 150,53
C8, C30 148,35
C31 139,98
C39 131,19
c27 128,08
C23, C24 127,89
C25, C26 125,70
C40 121,70
C42 116,00
C41 110,61
C38 56,07
Cc28 35,14
C29 31,37

Fonte: préprio autor

A Tabela 26 apresenta os resultados do espectro de RMN C*do produto VIII.

No espectro deste composto, pode-se observar o sinal de carbono carbonilico
C10 em 163,27 ppm. Os deslocamentos quimicos dos carbonos C11 e C43
encontram-se sobrepostos em 154,99 ppm e o carbono aromatico C44 apresenta
sinal em 150,53 ppm. O sinal do carbono iminico C8 encontra-se sobreposto ao sinal
do carbono conjugado C30 em 148,35 ppm, e o carbono conjugado C31 pode ser
observado em 139,98 ppm. O deslocamento quimico do carbono C39 corresponde a
131,19 ppm e o sinal em 128,08 ppm é atribuido ao carbono C27. Os carbonos
aromaticos C23 e C24 sao representados pelo sinal em 127,89 ppm e os carbonos
aromaticos C25 e C26 apresentam sinal em 125,70 ppm. Os carbonos aromaticos
C40, C41 e C42 pertencem aos deslocamentos quimicos observados em 121,70
ppm, 110,61 ppm e 116,00 ppm, respectivamente. O carbono da metoxila C38 pode
ser observado em 56,07 ppm, e os carbonos C28 e C29, pertencentes ao
grupamento terc-butil, sdo representados pelos sinais em 35,14 ppm e 31,37 ppm,

respectivamente.
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Espectrofotometria de Absorcdo na reqido do Infravermelho

O espectro de infravermelho da molécula VIII encontra-se representado no
anexo 38.

Tabela 27: Espectros de absor¢éo na regiao do Infravermelho e respectivos grupos
funcionais da molécula VIII.

Grupo Funcional v (cm™)
O-H 3502,73

N-H 3213,41

C-H 2962,66

C=0 1629,85

C=N 1600,92

Cc=C 1552,70

C=C trans 983,70

Fonte: préprio autor

A Tabela 27 apresenta os principais estiramentos caracteristicos da molécula
VIII que podem ser observados no espectro de absorg¢ao na regiao do infravermelho.
A deformacao axial das hidroxilas livres (O-H) presentes na molécula podem ser
identificadas em 3502,73 cm™. Além disso, pode-se observar a deformacéo axial N-
H da amida secundaria em 3213,41 cm’ e a deformagdo axial C=O deste
grupamento em 1629,85 cm™. O estiramento correspondente ao grupamento C=N
iminico encontra-se em 1600,92 cm™ e a vibragdo observada em 1552,70 cm’
indica a deformac&o axial simétrica C=C. Em 2962,66 cm™ pode-se observar o sinal
de deformacao axial C-H pertencente as metilas presentes neste composto. Além
disso, identifica-se a banda em 983,70 cm'1, correspondente a vibragao frans do

sistema conjugado (C=C).

6.2.9. Analise de varredura por espectrofotometria de UV

A analise por espectrofotometria de UV permitiu determinar a absortividade

molar e obter os comprimentos de onda maximos entre 200 a 400 nm de cada um
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dos compostos. Os resultados encontram-se na Tabela 28 e os espectros obtidos

encontram-se nos anexos 4, 9, 14, 19, 24, 29, 34 e 39.

Tabela 28: Resultados de absorbancia, absortividade molar e comprimentos de onda maximo para os
compostos | a VIII.

COMPOSTO WMASSA A (nm) ABSORVANCIAS (cm™) ABSORT'_Y")_:A DE_1
MOLAR (M) MOLAR (M'.L".cm™)

| 256,257 314,60 0,532 27265,7

[ 272,256 304,00 0,492 26790,0

1l 312,363 301,60 0,516 32235,9

\Y 296,364 314,20 0,492 29162,2

Vv 296,321 338,60 0,715 423738

Vi 336,427 339,60 0,526 35392,2

VI 312,320 345,40 0,563 35167,2

VIl 352,427 346,00 0,484 34114,9

Fonte: préprio autor

A absortividade molar é caracteristica de cada composto, e dependente da
concentragdo do composto em solugdo, da massa molar, do comprimento de onda
maximo obtido e do caminho O6ptico percorrido. A concentragdo para todos os
compostos foi a mesma (0,005 g/L), bem como o caminho O6ptico (de 1 cm

correspondente a largura da cubeta do equipamento).

6.2.10. Analise Térmica

A analise termogravimétrica (TGA) descreve qualquer método experimental
em que alteragdes na massa do composto sao utilizados para detectar e mensurar
processos quimicos €, em menor frequéncia, fisicos (por exemplo a sublimagao),
que ocorrem quando este composto analisado € aquecido. Esta técnica tem sido
amplamente empregada nas ciéncias farmacéuticas com o objetivo de mensurar o

intervalo de temperatura em que a desidratacdo de determinadas substancias
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ocorrem, além de possibilitar a quantificagdo de agua perdida de um composto
solido ou incorporado a um sistema contendo excipientes (CRAIG & READING,
2007).

A anadlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) consiste em
submeter uma determinada amostra a um sistema linear de aquecimento, permitindo
mensurar a temperatura e a energia e associa-las a uma variedade de eventos
térmicos, como a fusdo, cristalizacdo, transicdes de vidro e reacbes de
decomposicado (CRAIG & READING, 2007).

Neste contexto, os compostos | a VIIl foram analisados quanto a sua
temperatura de fusdo e decomposicédo, além de perda de agua e entalpia do
sistema. Para a interpretacado dos espectros de TGA e DSC das moléculas | a VIl foi
utilizada a seguinte referéncia: CRAIG & READING, 2007.

Tabela 29: Resultados de analise térmica para os compostos | a VIII.

TEMPERATURA
- PERDA DE TEMPERATURA
COMPOSTO  DECOMPOSIGAO N ENTALPIA (J/g)
c) MASSA (%) DE FUSAO (°C)
| 274.62 22.60 270.72 154.47
I 261.31 27.32 - -
i 239.59 44.21 237.56 70.31
\Y% 279.89 66.38 268.96 141.31
Vv 282.75 82.54 270.26 129.46
Vi 290.24 99.53 189.62 75.58
VI 268.83 64.57 231.77 149.89
Vil 295.86 86.05 24517 130.30

Fonte: préprio autor

A Tabela 29 representa os resultados de analise térmica obtidos para os
compostos | a VIIl. Além disso, os graficos que representam as curvas térmicas
destes compostos encontram-se representados nos anexos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40.
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Os resultados de TGA evidenciaram um evento de perda de massa a partir da
temperatura ambiente até 100°C para os compostos |, Il e lll. Este evento poderia

ser atribuido a desidratagdo da agua nestas amostras.

A decomposicao térmica de todos os compostos teve inicio em temperaturas
acima de 230°C, sendo Il o composto mais termolabil e VIII o composto mais
termoestavel, com temperaturas de decomposicdao de 239,59°C e 295,86°C,

respectivamente.

As curvas de DSC indicaram temperatura de fusdo acima de 200°C, exceto
para os compostos Il e VI. O composto Il ndo apresentou qualquer evento
endotérmico relacionado ao processo de fusdo, demonstrando apenas um evento de
cristalizagao a frio sob aquecimento, sugerindo uma possivel transigao solido-sélido

na rede cristalina.

O composto VI foi o unico que apresentou temperaturas inferiores a 200°C
(189,62°C). Tal andlise pode ser explicada em virtude da auséncia de hidroxilas em
sua estrutura molecular, inviabilizando o surgimento de ligacbes de hidrogénio
intermoleculares. Corroboram com esta hipétese a baixa energia de entalpia

relacionada a este composto (75,58 J/g).

Este estudo encontra-se alinhado com a analise prévia de temperatura de
fusdo realizada em todos os compostos e cujos resultados encontram-se

representados na Tabela 3.

6.3. Ensaios
6.3.1. Estudo da atividade antioxidante in vitro (DPPH)

Diversas sao as técnicas desenvolvidas e/ou padronizadas a fim de investigar
a atividade antioxidante de compostos isolados ou presentes nos mais diversos
sistemas (OLIVEIRA, 2011).

Dentre os varios métodos empregados para a determinagcdo da atividade
antioxidante de substancias, o ensaio de DPPH constitui uma das técnicas mais

utilizadas em virtude de sua simplicidade, rapidez e reprodutibilidade (KOLEVA et
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al., 2002). Por este motivo, esta metodologia foi selecionada para a realizagcdo do

screening dos compostos | a VIII.

A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é caracterizada como um
radical livre e estavel em virtude da delocalizagao eletronica do elétron livre ao longo
da molécula. Este método desenvolvido por Blois e colaboradores em 1955 se
baseia na reducdo do DPPH em solugao alcodlica na presenca de um doador de
hidrogénio (antioxidante). Visualmente, este efeito eletrdnico resulta na intensa
coloracao violeta da solucao inicial de DPPH que apds reducido € convertido em

derivado de coloragdo amarela, de acordo com a Figura 33.

Figura 27: Reacao do radical DPPH na presenga de um agente antioxidante
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Fonte: MOLYNEUX, 2004.

A acdo de DPPH radicalar remanescente pode ser quantificada em um
comprimento de onda pré-determinado e fixado entre 515 e 528 nm, apds um tempo
de reacao pré-definido. Os resultados de absorvancia decrescem a medida que a
hidrazina esta sendo formada. Sendo assim, o decréscimo nos resultados de
absorvancia s&o inversamente proporcionais a capacidade antioxidante da
substancia (BONDET et al., 1997; BRAND-WILLIAMS et al., 1995; KOLEVA et al.,
2002; MOLYNEUX, 2004; TOROK, 2013).

A porcentagem de reducao do radical DPPH frente aos compostos | a VIII,
bem como os resultados de desvios padrdo, nos tempos de 30 e 60 minutos,

encontram-se expressos nas Tabelas 38 e 39, respectivamente. Para a verificacdo
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dos valores de absorvancia foi utilizado como controle negativo a solugéo alcodlica

de DPPH com o solvente utilizado nas diluicdes dos compostos ensaiados; como

controle positivo, foram utilizados acido ascorbico, t-resveratrol e acido ferulico,

compostos de reconhecido potencial antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;

KOLEVA et al., 2002; TOROK, 2013).

Tabela 30: Porcentagem de redugdo do DPPH e desvios padrdo em relagao aos compostos | a VIl
para 30 minutos de analise.

Compostos

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

1000 400 300 200 100 50 35 25 10
I 61,0+ 499+ 46,0 + 43,3 % 32,5+ 19,7 £ 16,0 + 9,7+ 1,7+
5,0 8,6 10,9 10,5° 9,2° 5,8° 6,4 5,020 o qabc
Il 23,9+ 16,6 £ 16,8 = 12,7 = 5,6 % 4,7 + 1,7 1,0 0
4.8 6,4 55 9,2 7.7 5,2 6,5 2,9
" 223+ 155+ 132+ 113+ 65% 46+ 47+ 154+ 0
3,1 1,6 0,4 1,0 1,3 0,8 3,1 4.1
v 292 + 228+ 21,8 + 15,5 + 9,5+ 8,5+ 6,5bt 4,5 g 1,3 ;)r
1,5 1,2 1,0 1,2 2,3 1,1 0,9°¢ 0,1 1,4%°¢
4,0 + 194 1,4+ 0,05+ -05%
v 1.6 0.6 0 25 0 0 41 28 0
Vi 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- 789+ 790+ 776+ 748+ 517+ 317+ 278+ 149+ 45+
4_Y4a,bc 4,8 a,b,c 3,4 a,b,c 2’5 a,b,c 0,6 a,b,c 5,3 a,b,c 1,4 a,b,c 2,6 a,b,c 3,8 a,b,c
Vil 773+ 770+ 762+ 694+ 426+ 252+ 171+ 91+ 6,2 +
3,2420C 0 443PC 5 gg3BC 3 g4aDbC 4 gaADC g ggabe 4 ggADbC 4 qqabC 4 paAbC
AC FER 814+ 803+ 772+ 766+ 560+ 327+ 275+ 200+ 53+
13 13 1,0 1,6 42 0,8 7,0 1,8 0,7
823+ 830+ 821+ 821+ 794+ 377+ 216+ T4+
AC ASC 2.9 26 17 18 26 78 8.4 2.1 0
754+ 731+ 686+ 616+ 402+ 209+ 161+ 66+
RESV 0.2 0.5 18 17 0.9 0.7 34 3.6 0

AC FER corresponde ao acido ferulico; AC ASC corresponde ao acido ascérbico; RESV corresponde ao t-resveratrol. ap<0,05

em relagdo ao padrdo &acido ferdlico. bp<0,05 em relagdo ao padrdo acido ascorbico. Cp<0,05 em relagdo ao padréo t-

resveratrol.

Fonte: proprio autor
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Tabela 31: Porcentagem de redugdo do DPPH e desvios padrédo em relagdo aos compostos | a VIl
para 60 minutos de analise.

Porcentagem de reducao do DPPH (em %) - 60 minutos de analise

Compostos
1000 400 300 200 100 50 35 25 10
| 650+ 575+ 544+ 522+ 380% 24,1b¢ 18,4bt 11,4b¢ 1,0 1;
3,4° 6,6 9,2 8,8° 9,2° 4,7%C 473 2130 4 530C
" 342+ 257+ 265+ 204+ 11,2+ 9,1+ 56+ 42+ 0
5,9 7.4 6,7 9,9 9,0 5,3 6,3 2,5
" 31,3+ 233+ 201+ 189+  10,9% 7.2+ 7,0+ 354 0
1,2 2,8 1,4 0,7 1,2 0,4 2,9 46
v 387+ 304: 289x 220x 150x 126x 102+ 80+ 314
1,4 0,4 0,7 0,6 1,4 1,5 2,5°¢ 1,1 2,12¢
28+ 0,4+ 0,2+
v 1,6 1,7 0 03 0 0 0 0 0
VI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vil 755+ 763+ 772+ 758+ 567+ 372+ 348+ 16,1z 3,7+
3Y1 a,b,c 3Y7 a,b,c 6,0 a,b,c 4,8 a,b,c 1 ’4 a,b,c 3’1 a,b,c 6,0 a,b,c 2,4 a,b,c 3,0 a,b,c
Vil 76,1+ 766+ 751+ 693+ 456+ 286+ 200+ 10,9t 6,4 +
3,8 a,b,c 2,8 a,b,c 3,3 a,b,c 4,8 a,b,c 0’1 a,b,c 3’3 a,b,c 0,4 a,b,c 3,6 a,b,c 4,9 a,b,c
AC FER 792+ 791+ 773+ 765+ 586+ 327+ 270+ 181z 0,0+
0,4 0,6 0,7 0,0 5,0 2,5 9,2 2,3 1,9
812+ 820+ 80,7+ 80,8+ 779+ 352+ 188+t 41+
AC AsC 23 3.0 14 2.0 17 8.3 8.6 2.1 0
738+ 739+ 713+ 662+ 455+ 263+ 205t 9,6+
RESV 03 02 11 18 03 0.6 3.0 41 0

AC FER corresponde ao acido ferulico; AC ASC corresponde ao acido ascoérbico; RESV corresponde ao t-resveratrol. ap<O,05
em relagdo ao padrdo acido ferulico. bp<0,05 em relagdo ao padrdo acido ascorbico. Cp<0,05 em relagdo ao padréo t-

resveratrol.

Fonte: préprio autor

Por meio da sintese de diversas moléculas, Torok e colaboradores (2013)
afirmam que compostos que apresentam estrutura eletrbnica conjugada sao
potencialmente oxidaveis. Portanto, compostos com esta caracteristica apresentam
maior atividade antioxidante. Além disso, estruturas que apresentam heteroatomo
com pares de elétrons nao ligantes sequestram mais efetivamente os radicais livres.
Uma vez que as hidrazonas sintetizadas neste trabalho apresentam tais
caracteristicas, as moléculas | a VIII apresentam-se como potencialmente

antioxidantes.
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O padrao de substituicdo das hidroxilas fendlicas, bem como a quantidade de
hidroxilas aromaticas presentes na estrutura, influenciam diretamente o potencial
antioxidante das substéncias. Neste contexto, Pannala e colaboradores (1998)
demonstraram que os acidos caféico, clorogénico e ferulico (Figura 34)
apresentaram atividade antioxidante mais pronunciada dentre todas as substéancias
analisadas, pois estes compostos exibem uma hidroxila na posicdo para do anel
aromatico. Além disso, no mesmo trabalho, os pesquisadores atribuem a menor
atividade antioxidante do acido ferulico em relagéo aos acidos clorogénico e caféico
a presenca de apenas uma hidroxila fendlica no acido ferulico, frente aos anéis
diidroxilados dos acidos clorogénico e caféico (PANNALA et al. 1998; PANNALA et
al. 2001; TOROK et al., 2013).

Figura 28: Representagéo estrutural dos acidos caféico, ferulico e clorogénico.
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Fonte: préprio autor

Os resultados obtidos indicaram os compostos I, IV, VIl e VIII como
antioxidantes mais ativos, em todas as concentragdes e tempos propostos. Diante
do exposto, pode-se atribuir este resultado a presenga de grupamentos hidroxila nas
posicoes para de anéis aromaticos presentes nestas moléculas. Além disso, pode-se
observar que o composto | apresenta-se mais ativo que o composto |V,

provavelmente devido a presenca de duas hidroxilas aromaticas em sua estrutura,
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frente a estrutura monohidroxilada representada pelo composto V. Aliado a
presenca das hidroxilas aromaticas substituidas na posicdo para, pode-se afirmar
que os compostos VIl e VIl sdo os antioxidantes mais ativos, possivelmente devido
a maior quantidade de ligagdées duplas conjugadas estruturais que estas moléculas

possuem.

Em relacdo ao composto |, pode-se inferir comparagcdo ao padrdo de t-
resveratrol, em ambos os periodos, para as concentragcdes de 100, 50, 25 e 10 yM;
ainda, € comparavel a este padrdo em 60 minutos de analise nas concentracdes de
1000 e 35 uM. O composto |, ainda, é equivalente aos padrdes acido ferulico e acido
ascorbico em 60 minutos para as concentragcdes de 50 e 35 yM e em ambos os

periodos de analise para as concentragdes de 25 e 10 yM.

Referente ao composto |V, os resultados demonstraram comparacgao possivel
para os padrdes acido ascorbico e t-resveratrol, em ambos os periodos, para as
concentracdes de 35 e 25 pM; ainda, este composto ndao apresentou diferenca
significativa para o padrdo acido ascoérbico no tempo de 30 minutos nas
concentracbes de 10 pM. Além disso, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa entre o composto IV e o padrao acido ferulico na concentragao de 10
MM.

Independente do periodo avaliado, a analise estatistica demonstrou que os
compostos VII e VIII sdo comparaveis entre si. Além disso, ambos compostos
apresentaram-se equivalentes aos padrdes positivos, quando consideradas as
concentragdes de 1000, 400, 300, 200, 100, 25 e 10 pM.

Apos a aplicacao do teste estatistico a cada um dos compostos e padrdées em
cada uma das diluigdes analisadas, estes foram submetidos ao teste de Tukey a fim
de se verificar a ocorréncia ou nao de diferenga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade (p>0,05) quando comparados os tempos de reacao de 30 e 60
minutos, para o mesmo composto, em relagcdo a mesma concentragao. A analise
demonstrou a ocorréncia de diferenga estatistica relevante para a média dos

compostos |, Il e lll apenas nas concentragdes de 400, 300 e 200 puM.

Foram calculados os valores referentes a concentragédo capaz de reduzir 50%

do DPPH (ICsp) para os compostos mais ativos, ou seja, I, IV, VIl e VIIl. Os
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resultados de ICs obtidos foram, respectivamente, 275 uyM, 1.29 mM, 88.2 uM,
109.6 uM.

6.3.2. Estudo da atividade fotoprotetora in vitro (Optometrics)

Dentre as metodologias in vitro empregadas para avaliagcédo fotoprotetora, foi
utilizado neste trabalho o método de transmitancia difusa com esfera integradora
(Optometrics). Esta metodologia apresenta boa correlagdo com resultados in vivo e,
aliado ao baixo custo e confiabilidade quanto a medigcdo dos filtros quimicos
incorporados, consiste no método de escolha para avaliagbes da atividade
fotoprotetora in vitro realizadas em industrias cosméticas (SPRINGSTEEN et al.,
1999; VELASCO et al., 2011).

Os parametros analiticos considerados neste estudo para comprovar a
eficacia in vitro dos fotoprotetores compreendem: valores de fator de protecao solar
(FPS), valores de fator de protecédo contra radiagao UVA (FPUVA), razao UVA/UVB

(Boot’s Star Rating) e comprimento de onda critico (Ac).

O fator de protecao solar (FPS) foi instituido a fim de fornecer um indice para
o grau de protecdo frente a radiacdo UVB de uma determinada preparagdo. A
ANVISA (2013) determina que este valor pode ser obtido através da razao entre a
dose minima eritematosa para a pele protegida e a dose minima eritematosa sobre a
pele desprotegida. Entende-se por dose minima eritematosa a dose minima de
radiacdo ultravioleta requerida que produza a primeira reagao eritematosa
perceptivel, observadas entre 16 e 24 horas apds a exposi¢céo a radiagao ultravioleta
(ANVISA, 2013). Uma vez que o FPS relaciona-se a formagao do eritema, este fator

esta diretamente associado a protegéo contra a radiagao UVB.

O fator de protecdo UVA (FPUVA) consiste no indice de protecédo contra a
radiagdo UVA de uma determinada formulacdo. A ANVISA (2013) determina que
este valor seja obtido pela razdo entre a dose minima pigmentaria em uma pele
protegida por um protetor solar e a dose minima pigmentaria na mesma pele,
quando desprotegida. Entende-se por dose minima pigmentaria a dose minima de
radiacdo UVA requerida para produzir um escurecimento pigmentario persistente da
pele, observado entre 2 e 4 horas apds a exposicdo a radiacdo UVA (ANVISA,
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2013). Porque o FPUVA relaciona-se a pigmentagédo da pele, este fator refere-se a

protecao contra a radiagao UVA.

Uma vez que o ensaio optométrico € capaz medir a transmitancia espectral
dos comprimentos de onda entre 290 e 400 nm, é possivel a obtencao de resultados
de FPS e FPUVA.

ApoOs a obtencao da medida de absorcdo da formulagdo neste intervalo, é
possivel calcular a razdo das areas sobre a curva UVA em relagdgo a UVB
(UVA/UVB), parametro que determina a protecdo frente a radiacdo UVA.
Springsteen e colaboradores (1999) relatam que o resultado € expresso em
asteriscos (Boot’s Star Rating). Esta representacdo € indicada na Tabela 32
(SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al., 2011).

Tabela 32: Representacao relacionada a razao UVA/UVB (Boot’s Star Rating)

PROTEGCAO CONTRA RADIAGAO UVA

Razao UVA/UVB (r) Representacgao Descrigao®
0,0<sr<0,2 - Muito baixa
0,2<r<04 * Moderada
0,4<r<0,6 ** Boa
0,6<r<0,8 Frx Superior
0,8<r<0,9 il Maxima

r=0,9 il Ultra

2 relaciona a razdo UVA/UVB (protegéo contra a radiagdo UVA) a quantidade de asteriscos.

Fonte: SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al., 2011

Uma segunda classificagao referente a protecado contra a radiacdo UVA,
descrita por Springsteen e colaboradores (1999) e Velasco e colaboradores (2011)
em seus trabalhos, relaciona A. a razdo UVA/UVB e pode ser interpretada de acordo

com a Tabela 33.

Tabela 33: Intervalo de comprimentos de onda criticos (A;) e sua relagdo com a razao UVA/UVB.

Ac Nivel de prote¢cao UVA (razdo UVA/UVB)
340 nm £ A< 370 nm Intermediario
A:> 370 nm Alto

Fonte: VELASCO et al., 2011
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De acordo com a RDC n° 30 publicada em junho/2012 pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o comprimento de onda critico (A¢) € definido como
‘o comprimento de onda para o qual a area sob a curva integrada de densidade
otica que comega em 290 nm é igual a 90% da area integrada entre 290 e 400 nm”.
Assim, para que um fotoprotetor seja considerado adequado a protecdo UVA, deve
apresentar valor de A. superior a 370 nm. Maior sera a protegcdo contra a radiacao
UVA tanto maior A;. Entretanto, uma vez que este parametro ndo considera o
espectro na sua totalidade, é possivel que produtos com mesmos resultados de A
resultem em diferentes intensidades de protecao efetiva contra a radiacdo UVA
(SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al., 2011).

Os resultados obtidos quanto aos valores de FPS, FPUVA, razdo UVA/UVB e
A. dos padrbées de avobenzona, metoxicinamato de octila e t-resveratrol e das
moléculas | a VIl incorporados em emulsdo nas concentragdes de 2%, 5% e 7%

encontram-se nas Tabelas 34 a 42.

Em relagao aos padrdes de referéncia para esta analise, pode-se inferir que o
metoxicinamato de octila € comprovadamente um filtro classificado como UVB
(SALGADO et al., 2004), uma vez que apresenta A; abaixo de 370 nm e a razao
UVA/UVB indica que este composto apresenta protegcdo contra radiagdo UVA

classificada como “muito baixa” (-).

Assim como os cinamatos, o t-resveratrol também é relatado como um filtro
UVB (AFAQ et al., 2003; F’'GUYER et al., 2003). Entretanto, este composto pode
apresentar-se como “intermediario” para a proteg¢ao contra a radiagdo UVA, uma vez

qgue seus A; apresentam valores compreendidos entre 340 e 370 nm (Tabela 32).

A avobenzona, considerado o filtro UVA mais empregado no mundo
(SASSON, 2006), apresenta todas as caracteristicas para ser enquadrado como tal,
uma vez que seu A encontra-se acima de 370 nm, e a razao UVA/UVB o classifica
como ‘ultra” (*****) na protegdo contra a radiagdo UVA, com resultados

experimentais acima de 0,9.
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Tabela 34: Média + desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para os
padrées de referéncia metoxicinamato de octila (Metox. Octila), trans-resveratrol (t-Resv)
e avobenzona (Avo) nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulsao.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

COMPOSTO PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 7+0,6 12+0,5 13 +0,1
FPUVA - - -
Metox. Octila
UVA/UVB - - -
Ac 330+0,0 332 +0,1 334 +0,1
FPS 2+0,2 2+0,0 2+0,1
FPUVA 1+0,1 2+0,0 2+0,0
t-Resv
UVA/UVB 0,6 £0,02 0,6 £ 0,02 0,6 £ 0,01
Ac 359+15 359 +1,2 365 +0,7
FPS - - -
A FPUVA 7+0,3 18+2,0 39+1,0
VO
UVA/UVB 2,0 +£0,07 1,8+0,14 1,8 £ 0,03
Ac 382 +0,3 383+0,9 382 +0,2

Metox. Octila: metoxicinamato de octila; t-Resv: trans-resveratrol; Avo: avobenzona

Fonte: préprio autor

Tabela 35: Média + desvio padrdo dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a

molécula | nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulséo.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 1+0,2 2+0,1 3+0,0
FPUVA 1+0,1 2+0,1 2+0,0
UVA/UVB 0,9 +0,36 0,8 +0,03 0,8 +0,03
Ao 373+1,3 377 +1,8 376 + 1,6

Fonte: proprio autor

A Tabela 35 explicita a média £ o desvio padrdo dos resultados obtidos no
equipamento Optometrics para a molécula | incorporada em emulsdo nas

concentragoes de 2%, 5% e 7%.
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Com os resultados obtidos no ensaio para a molécula |, foi possivel agrupa-la
como filtro UVA, uma vez que apresenta A. superior a 370 nm e a razdo UVA/UVB
permite denomina-lo como composto de “maxima” (****) ou “ultra” (*****) protegao

contra a radiacdo UVA (acima de 0,8).

Tabela 36: Média + desvio padrao dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula Il nas concentracdes de 2%, 5% e 7% em emulsao.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 2+0,0 3+0,0 5+0,1
FPUVA 2+0,0 3+0,0 4+0,1
UVA/UVB 0,5+0,00 0,6 £0,00 0,6 £ 0,01
Ac 359 £ 0,2 364 +0,3 368 + 0,4

Fonte: préprio autor

Tabela 37: Média + desvio padrdao dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula Ill nas concentracdes de 2%, 5% e 7% em emulséo.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 2+0,3 3+0,1 4+0,3
FPUVA 2+0,2 2+0,2 3+0,1
UVA/UVB 0,5+ 0,01 0,5+ 0,00 0,6 + 0,01
Ac 360+0,5 361+0,7 366 + 0,6

Fonte: préprio autor

As Tabelas 36 e 37 apresentam as médias + os desvios padrao dos
resultados obtidos no equipamento Optometrics para as moléculas Il e Il

incorporadas em emulsao nas concentragdes de 2%, 5% e 7%.

Embora os resultados obtidos nestas analises permitam a classificacao dos
compostos Il e lll como filtros UVB por apresentarem A; inferiores a 370 nm, estas
moléculas também apresentam atividade UVA intermediaria por exibirem valores de

A entre 340 e 370 nm, segundo a classificacdo de Springsteen e colaboradores
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(1999) e Velasco e colaboradores (2011). Além disso, segundo a classificagdo de
Boot’s the Chemist (2004), a protecéo contra radiagado UVA de ambos os compostos
pode ser compreendida como “boa” (**) ou “superior” (***) uma vez que o0s

resultados da razdo UVA/UVB encontram-se entre 0,5 e 0,6.

Tabela 38: Média + desvio padrdao dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula IV nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulséo.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 1+0,0 2+0,0 2+0,0
FPUVA 1+£0,0 2+0,0 2+0,0
UVA/UVB 0,9+0,03 0,9+0,01 0,8 +0,00
Ac 381 0,5 380 £ 0,1 379+0,2

Fonte: préprio autor

Tabela 39: Média + desvio padrdao dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula V nas concentracdes de 2%, 5% e 7% em emulsé&o.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 1+0,0 2+0,0 2+0,1
FPUVA 1+0,0 2+0,1 2+0,1
UVA/UVB 0,9 + 0,06 1,00 + 0,01 1,1+0,03
Ac 385+0,8 387 +0,8 388 + 0,6

Fonte: préprio autor

Tabela 40: Média + desvio padrdo dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula VI nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulséo.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 2+0,1 3+0,0 4+0,0
FPUVA 2+0,1 4+0,1 4+0,1
UVA/UVB 1,1+0,02 1,1 +0,00 1,0 £ 0,01
Ac 383+04 385+0,2 386+ 0,2

Fonte: proprio autor
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Tabela 41: Média + desvio padrdo dos resultados obtidos no equipamento Optfometrics para a
molécula VIl nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emuls3o.

CONCENTRAGCOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 1+0,0 2+x0,0 2+0,0
FPUVA 1+£0,0 2+0,0 2+01
UVA/UVB 1,4 £ 0,01 1,3+ 0,00 1,2+ 0,01
Ac 388 £ 0,2 388 £ 0,2 389 +£0,2

Fonte: préprio autor

Tabela 42: Média + desvio padrédo dos resultados obtidos no equipamento Optometrics para a
molécula VIII nas concentragdes de 2%, 5% e 7% em emulsao.

CONCENTRACOES (em %) EM EMULSAO

PARAMETROS
2% 5% 7%
FPS 1+£0,0 2+0,0 2+01
FPUVA 1+£0,0 2+0,0 2+01
UVA/UVB 1,3+0,06 1,2+0,02 1,1+0,03
Ac 387 £ 0,1 387 +0,5 387 +0,5

Fonte: préprio autor

As médias + os desvios padrao dos resultados obtidos no equipamento
Optometrics para as moléculas IV, V, VI, VII e VIl incorporadas em emulsdo nas

concentragdes de 2%, 5% e 7% encontram-se dispostos nas Tabelas 38 a 42.

Os resultados obtidos permitem qualificar as moléculas 1V, V, VI, VIl e VI
como filtros UVA, uma vez que todos apresentam A, superior a 370 nm e a razao
UVA/UVB, acima de 0,8, permite denomina-los como compostos de “maxima” (****)

ou “ultra” (*****) protegao contra a radiagao UVA.

Conquanto que os compostos |, IV, V, VI, VIl e VIII foram agrupados como
filtros UVA, eles foram submetidos a analise estatistica em relacdo ao padrao UVA
avobenzona (Avo). Embora a molécula trans-resveratrol ndo se classifique como um
padrao de filtro UVA caracteristico, este composto foi submetido a analise estatistica
quanto a FPUVA uma vez que os resultados obtidos indicaram protecao contra a

radiacdo UVA como “intermediaria” de acordo com a classificacao relatada por
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Springsteen e colaboradores (1999) e Velasco e colaboradores (2011), além de ser
classificado como um filtro UVA “superior” (***), segundo a classificagdo de Boot’s
the Chemist (2004).

A Figura 29 representa a analise estatistica realizada para os compostos |, IV,

V, VI, VIl e VIIl em relagdo aos padrbées avobenzona e frans-resveratrol.

Visto que os compostos |, IV, V, VI, VIl e VIII apresentam caracteristicas de
filtros UVA, todos foram comparados quanto ao fator de protecédo contra a radiacao
UVA (FPUVA) (Figura 30).

Em relagdo ao padrao frans-resveratrol, a analise permitiu comprovar que, a
excecao do composto VI nas concentracées de 5% e 7%, os demais compostos
apresentaram-se equivalentes a este padrao quanto ao fator de protecdo para

radiagdo UVA (FPUVA) em todas as concentragdes avaliadas.
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Figura 29: Analise estatistica do padrdo avobenzona (Avo) e t-resveratrol (t-Resv) em relagdo aos

compostos |, IV, V, VI, VIl e VIII.
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Figura 30: Analise comparativa das moléculas com potencial UVA nas concentragbes de 2%, 5% e
7% em emulsao.
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Fonte: préprio autor

Figura 31: Analise estatistica do padrao trans-resveratrol (t-Resv) em relagdo aos compostos Il e lll.
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ap<0, 05 em relag@o a todas as concentragdes do padrao t-resveratrol.

Fonte: proprio autor
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A Figura 37 representa a analise estatistica realizada para os compostos Il e
[l em relagdo ao padrdo UVB utilizado na sintese destes compostos, o frans-

resveratrol.

A analise demonstrou que as concentracdes de 2% dos compostos Il e |l em
emulsdo apresentaram-se estatisticamente correspondentes as emulsées que
apresentavam 5% e 7% do padrdo trans-resveratrol. Sendo assim, a atividade
fotoprotetora destes compostos foi superior a atividade fotoprotetora do padrao

trans-resveratrol.

6.3.3. Avaliagédo do potencial inibidor da enzima Tirosinase

A dificuldade para solubilizacdo das amostras constituiu o principal obstaculo

durante a realizacao deste ensaio.

O método utilizado para determinar a inibicdo da enzima tirosinase apresenta
limitacdes, sobretudo para o estudo de substancias de carater lipofilico. Isto ocorre
porque a enzima tirosinase, assim como outras enzimas, € sensivel a alteracdes de
pH, temperatura e pode sofrer desnaturagao dependendo do solvente utilizado. Por
este motivo, o método desenvolvido por KHAZAELI e colaboradores (2009)
recomenda a utilizagdo de tampao fosfato em pH 6,8. Considerando a lipofilicidade
das amostras avaliadas, fez-se necessaria a adigao de aliquotas de DMSO para a
solubilizagdo das amostras. Yu (2003) relata que baixas concentragcbes de DMSO
sao suportadas pela enzima tirosinase, porém, com o aumento desta concentragao,
a atividade enzimatica também é reduzida, provavelmente devido a desnaturagcao da
enzima, resultando na ineficiéncia do método. Com a reducédo da atividade da
enzima, a formacdo de dopaquinona (produto da reacéo entre |-dopa e tirosinase)
também ¢é reduzida até que a coloragdo nao possa ser mensurada por

espectrofotometria.
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Tabela 43: Resultados de média + desvio padrao de inibicdo da enzima tirosinase frente aos
compostos | a VIIl em diferentes concentragdes (expressos em %).

CONCENTR. MOLECULAS

(ug/mL) I I n v v Vi Vil il
0 0 0 0 0 0 0 0 0
33 s S 0 0 0 0
o NI o Mg o wme o wan s
CET - O
e EE o WmES o nme o mEe o
SR O O
466,66 ot 0 e 0 590 0 0 0
i A R L S

Fonte: préprio autor

Tabela 44: Concentragdo inibitéria enzimatica de 50% (ICso) das amostras | a VIII, acido
kéjico e trans-resveratrol (ug/mL).

SUBSTANCIA IC5, PARA INIBIGAO DA ENZIMA
TIROSINASE
Acido kéjico 8,90 £ 0,86
trans-Resveratrol *
I > 533,33
| >> 533,33
! 265,16 + 13,24
v >> 533,33
v > 533,33
Vi o
vii > 533,33
Vil o

> No experimento realizado foi verificada a capacidade de inibicdo da enzima tirosinase, porém, até a concentragéo testada, o
ICs0 néo foi atingido.

>> No experimento realizado néo foi verificada capacidade de inibicdo de enzima tirosinase pela substancia analisada.

* O trans-resveratrol agiu como substrato para a enzima tirosinase, aumentando a absorbdncia com o aumento da
concentragdo de trans-resveratrol (BERNARD e BERTHON, 2000). Nao foi possivel determinar o ICsy até o tempo de 10
minutos.

** Devido a elevada lipossolubilidade da amostra, o método néo foi adequado para a determinagdo da atividade anti-tirosinase.

Fonte: proprio autor
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As Tabelas 43 e 44 apresentam os resultados de porcentagem de inibicao e

ICs0 para os compostos | a VIII, acido kojico e trans-resveratrol.

A analise dos resultados permite demonstrar que os compostos VI e VIl ndo
puderam ser avaliados por este método, uma vez que o solvente utilizado para a
solubilizagdo destas amostras (7 ml de DMSO/10 mL de tampéao fosfato) promoveu a
inibicdo enzimatica por si s6, ndo sendo possivel afirmar se a inibicdo enzimatica
decorre da presenca dos compostos VI e VIII ou da alta concentragcao deste solvente
no meio reacional. Outros métodos in vitro seriam igualmente inadequados para a
determinacdo da inibicdo enzimatica destas substancias, uma vez que todos os
métodos utilizam a enzima tirosinase ou células de mamiferos (melandcitos), e
ambos componentes sao sensiveis a solventes organicos em elevadas

concentragdes.

Os compostos |, V e VII apresentaram capacidade inibitéria da enzima
tirosinase, uma vez que foi verificada reducdo na absorvancia das reacodes e,
portanto, um aumento na porcentagem de inibicdo destes compostos (Tabela 51),
quando comparado ao controle negativo. Entretanto, a concentragcdo maxima
testada ndo foi capaz de atingir o ICsy (concentracdo capaz de inibir 50% da

atividade enzimatica).

Os compostos Il e IV nao exibiram capacidade inibitéria frente a enzima
tirosinase nas concentragdes avaliadas. Além disso, € impossivel afirmar se tais
substancias apresentariam atividade inibitéria em concentragbes acima de 533.33
mM, uma vez que concentragdes maiores requerem maior quantidade de DMSO

para solubilizagdo destes compostos, inviabilizando o método.

Dentre todos os compostos avaliados, o composto Ill apresentou-se como o
mais promissor, ja que foi capaz de reduzir em 50% a atividade da enzima tirosinase
na concentracao de 265,16 ug/mL (Tabela 52), apresentando capacidade de inibigao

enzimatica de 89,50% na concentracao de 533.33 mM (Tabela 51).
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7. CONCLUSOES

Foram obtidos oito produtos finais inéditos, correspondentes aos derivados
hibridos das séries 1 e 2, com rendimentos variaveis entre 70 e 100 %. Todos os
produtos obtidos foram isolados e caracterizados usando métodos analiticos, como
cromatografia em camada delgada, faixa de fusdo, espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono e espectrofotometria de absor¢éo na

regiao do infravermelho e na regido do ultravioleta.

Todos os compostos foram submetidos a analise térmica e os resultados
evidenciaram uma perda de massa a partir da temperatura ambiente até 100°C para
os compostos |, Il e lll, provavelmente devido a desidratagdo da agua nestas
amostras. Além disso, os compostos Ill e VIII apresentaram-se, respectivamente,
como o0 mais termolabil e o mais termoestavel dentre os demais. Todos os
compostos apresentaram temperatura de fusdo acima de 200°C, exceto para os
compostos Il e VI; O composto Il ndo apresentou qualquer evento endotérmico
relacionado ao processo de fusdo e o composto VI foi o unico que apresentou
temperaturas inferiores a 200°C possivelmente devido a auséncia de hidroxilas em

sua estrutura molecular.

Todos os compostos foram submetidos a avaliagdo quanto a capacidade
antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH. Os compostos VIl e
VIl demonstraram maior atividade antioxidante, sendo comparaveis aos padrdes
acido ferulico, acido ascorbico e t-resveratrol utilizados no ensaio. Os compostos | e
IV também apresentaram efeito antioxidante, entretanto, foram menos ativos que os

compostos VIl e VIII.

Todas as moléculas foram incorporadas, em diferentes concentragdes, a uma
base cosmética previamente desenvolvida pelo Laboratério de Cosmetologia
(LaCos) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara. As
emulsdes foram submetidas a analise espectrofotométria com detecgao via esfera
de integragao (Optometrics), para avaliar a atividade fotoprotetora. Neste ensaio, foi
possivel a obtencdo dos resultados de varios parametros envolvidos no estudo da
capacidade fotoprotetora, a saber: FPS, FPUVA, razao UVA/UVB e A..
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Todos os resultados obtidos no ensaio de atividade fotoprotetora para os
padrdes metoxicinamato de octila e avobenzona permitiram classifica-los como filtros
UVB e UVA, respectivamente. Os resultados obtidos para o padrao t-resveratrol
permitiu classifica-lo como filtro UVB; entretanto, uma vez que seu A. encontra-se
entre 340 e 370 nm, ele também foi classificado como um filtro UVA intermediario.
Assim, os padrdes positivos para filtros UVA foram avobenzona e t-resveratrol. Os
resultados obtidos demonstraram atividade protetora contra radiacdo UVA para os
compostos |, 1V, V, VI, VI e VIIl. Embora estes compostos tenham apresentado
diferenca estatistica relevante para o padrdo avobenzona (p>0,05), todos os
compostos foram comparaveis ao padrao f-resveratrol. O composto VI apresentou-
se como o mais ativo quanto a capacidade fotoprotetora UVA sendo, inclusive,

superior ao padrao t-resveratrol.

Além disso, quando os compostos com capacidade fotoprotetora UVA foram
comparados entre si, foi possivel comparar o composto VI na concentracdo de 2%
aos compostos | a 5% e IV a 7%. Apesar dos compostos |, IV, V, VI, VIl e VIl
apresentarem atividade fotoprotetora UVA, os compostos | e IV se apresentam como
as moléculas mais promissoras, pois além de nao apresentarem diferencas em
relagdo ao composto de maior atividade fotoprotetora UVA (composto VI), possuem

atividade antioxidante.

Os compostos Il e lll puderam ser classificados como potenciais filtros UVB,
uma vez que demonstraram maior efeito fotoprotetor em relagcdo ao padrao t-
resveratrol, entretanto ndo apresentaram efeito antioxidante superior aos padroes

utilizados.

Todos os compostos foram submetidos ao estudo para avaliar a capacidade
inibitéria frente a enzima tirosinase. Os compostos VI e VIII ndo puderam ser
avaliados por este método, uma vez que o solvente utilizado para a solubilizagcao
destas amostras (DMSO) promoveu a inibicdo enzimatica por si s6, ndo sendo
possivel quantificar a inibicdo enzimatica dos compostos VI e VIII e aquela
promovida pelo solvente. Os compostos |, V e VIl apresentaram capacidade inibitoria
da enzima tirosinase, o que nao foi verificado para os compostos Il e IV nas

concentragdes avaliadas. Dentre todos os compostos avaliados, o composto Il
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apresentou-se como o mais promissor, ja que foi capaz de inibir 89,50% da enzima

na concentragao de 533.33 mM.
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ANEXOS

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, Infravermelho, Ultravioleta e
Curvas Térmicas

Todos os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono, bem como os espectros de
infravermelho e ultravioleta, além das curvas térmicas
obtidas por TGA e DSC dos compostos | a VIII, encontram-
se representados nesta secao.
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Espectro 1: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio da molécula I.
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Espectro 2: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da molécula |.
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Espectro 3: Espectro de absorgao na regido do infravermelho da molécula I.
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Espectro 4: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula .
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Espectro 5: Curva térmica da molécula I.
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Espectro 6: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio da molécula Il.
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Espectro 7: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da molécula .
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Espectro 8: Espectro de absorgao na regidao do infravermelho da molécula .
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Espectro 9: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula .
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Fonte: préprio autor

Espectro 10: Curva térmica da molécula Il.
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Espectro 11: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio da molécula Ill.
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Espectro 12: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da molécula Ill.
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Espectro 13: Espectro de absor¢céo na regido do infravermelho da molécula Ill.
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Espectro 14: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula lll.
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Espectro 15: Curva térmica da molécula lll.
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Espectro 16: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio da molécula VI.
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Espectro 17: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da molécula IV.
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Espectro 19: Espectro de absorgdo na regido do ultravioleta da molécula IV.

Fonte: préprio autor

Espectro 20: Curva térmica da molécula IV.
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Espectro 21: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio da molécula V.
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Espectro 22: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da molécula V.
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Espectro 23: Espectro de absorgéo na regido do infravermelho da molécula V.
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Espectro 24: Espectro de absor¢éo na regido do ultravioleta da molécula V.

Fonte: préprio autor

Espectro 25: Curva térmica da molécula V.
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Espectro 26: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da molécula VI.
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Espectro 27: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da molécula VI.
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Espectro 29: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula VI.
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Fonte: préprio autor

Espectro 30: Curva térmica da molécula VI.
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Espectro 32: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono da molécula VII.
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Espectro 33: Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho da molécula VII.
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Espectro 34: Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta da molécula VII.
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Espectro 35: Curva térmica da molécula VII.
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Espectro 36: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da molécula VIII.
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Espectro 37: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono da molécula VIII.
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Espectro 38: Espectro de absorcao na regido do infravermelho da molécula VIII.

g

llllllllllllllllllll

%

g 8

3

8

&

Illlllllllllllllllllll

g

2962,66

3213,41

3502,73

(T T [ e [ bl [t T |

983,70

1600,92

1552,70

1629,85

T T T [ [TV Ot [t T [ Tt b [Tt T [t b [ T [ et b Ut L [l Tt Pl [ D T

3500 3800 3300 3000 2700 2400 2100 1950 1800 1850 1500 1350 1200 1050 900 750 600

Fonte: proprio autor

Vem



Anexos

142

Espectro 39: Espectro de absor¢éo na regido do ultravioleta da molécula VIII.
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Espectro 40: Curva térmica da molécula VIII.
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