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Resumo:

Eritemas, inflamacéo, fotoenvelhecimento e cancer de pele sdo os problemas mais comuns
causadas por radiacdo UV, estratificada em 3 regides do espectro de luz: UVA (320-400
nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm). As radiacdes UVA e UVB sdao as mais
nocivas a pele, visto que a radiacdo UVC é retida pela camada de ozbnio e s6 é utilizada
artificialmente como germicida. A incidéncia da radiacdo UVA sobre a pele induz a formacao
de EROS (espécies reativas de oxigénio) que afeta de forma indireta o DNA humano
podendo provocar cancer de pele. A radiacdo UVB afeta diretamente as bases pirimidinicas
das moléculas de DNA dificultando o seu reparo, aumentando a chances do individuo
desenvolver o cancer de pele. Para minimizar e prevenir os danos causados pela radiacao
UV a pele foram desenvolvidos os filtros solares, dividido entre organicos e inorganicos que
apresentam capacidade de bloquear (inorganicos) ou absorver (organicos) a radiacdo UV
incidente na pele. Entre os filtros organicos estdo as benzofenonas e os cinamatos. Para
auxiliar no efeito fotoprotetor dos filtros, a associagdo com moléculas antioxidantes tém sido
recomendada. O objetivo deste trabalho foi planejar e desenvolver novos compostos
hibridos de benzofenonas com acidos cinamicos com propriedades incrementais
antioxidante, analisando a fotodegradacédo utilizando-se de espectrometria de massas por
imagem, e verificando os efeitos da modificacdo molecular na absortividade no espectro de
UV dos compostos. Os novos hibridos foram avaliados quanto ao potencial de fotoprotecéo,
fotodegradacdo e capacidade antioxidante, apresentando resultados promissores, pois,
mantiveram a capacidade fotoprotetora bem como, a atividade antioxidante, além de
apresentarem relativa estabilidade frente a radiagdo UV e um incremento de absortividade

na regiao do UVA.
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Abstract:

Erythema, inflammation, photoaging and skin cancer are the most common
problems caused by UV radiation. Stratified into 3 regions of the light spectrum: UVA
(320-400 nm), UVB (280-320 nm) and UVC (200-280 nm ). The UVA and UVB
radiations are the most harmful to the skin, because the UVC radiation is retained by
the ozone layer and is only used as a germicide artificially. The incidence of UVA
radiation on the skin induces the formation of ROS (reactive oxygen species) that
affects indirectly the human DNA and can induce skin cancer. UVB radiation directly
affects the pyrimidine bases of DNA molecules making it difficult to repair, increasing
the chances of the individual developing skin cancer. To minimize and prevent
damage caused by UV radiation to the skin sunscreens have been developed.
Divided into organic and inorganic, presenting ability to block (inorganic) or absorbing
(organic) incident UV radiation on the skin. Among the organic filters are
benzophenones and cinnamates. To assist in the photoprotective effect of the filters,
the combination with antioxidant molecules have been recommended. The objective
of this study was to plan and develop new hybrid compounds of benzophenone with
cinnamic acids with antioxidant incremental properties, analyzing photodegradation
using imaging mass spectrometry techinques, and checking the effects of molecular
change in absorptivity in the UV spectrum of the compounds. The new hybrids were
evaluated for potential photoprotection, photodegradation and antioxidant capacity,
with promising results, therefore, kept the photoprotective capacity as well,
antioxidant activity, in addition to having relative stability against UV radiation and

absorptivity increase in UVA region.
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1. Reviséo bibliografica:

Radiagao ultravioleta

A luz solar € composta por uma fracdo do espectro de radiacao
eletromagnética, o qual é dividida em diferentes comprimentos de onda. Desta forma
a luz solar compreende os espectros de infravermelho (IR), luz visivel e ultravioleta
(UV).(Narayanan, D., 2010)

A radiacdo UV que apresenta os menores comprimentos de onda da radiacao
solar comparada a radiacdo infravermelha e luz visivel é consequentemente a mais
energética e esta subdividida em 3 faixas diferentes e especificas: UVA (320-400
nm), UVB (280-315 nm) e UVC (200-280 nm) (BRENNER; HEARING, 2008).
Dentre, as mais relevantes a pele sdo: UVA e UVB. A radiacdo UVC embora mais
nociva €& retida pela camada de ozonio. (GAO; GARCIA-PICHEL, 2011,
GASPARRO; MITCHNICK; NASH, 1998; NASH; TANNER, 2014)

Aproximadamente 90-99% da radiacdo UV que alcanca a superficie terrestre
€ UVA os demais 1-10% séao radiacdo UVB, a figura 2. E a tabela 1. Correlacionam a
capacidade de penetracdo das radiacbes UVA e UVB e as potenciais alteracdes
cutaneas ocasionadas pela exposicdo da pele a estes tipos de radiacdo. Estudos
realizados por Glanz, Buller e Saraiya, 2007 indicou que cerca de 65-95% de todos
0os melanomas sédo causados pela exposicdo a radiacdo UV. (Glanz, 2007;

Narayanan, 2010).
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Figura 1: Diagrama que demonstra a capacidade de penetracdo na pele bem como
a inducéo de danos causados pela incidéncia das radiagcbes UVA e UVB.

aan |
YAN |

Atmosfera
@ Foliculo piloso
queratinécito
epiderme
melandcito
derme
fibroblasto
Danos causados pela radiagao UV
uvc uvB UVA
Sem efeitos - queimadura solar - Envelhecimento precoce
- Inflamagao da pele
-dano direto ao DNA - Dano indireto ao DNA
-dano ocular - Estresse oxidativo

-Indugdo do cancer de pele -Indugdo ao cancer de pele

Fonte: adaptado de (AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014).
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Tabela 1: propriedades gerais dos diferentes comprimentos de onda da radiacdo UV

Tipo de radiacdo UV

Propriedades gerais

Aproximadamente 90-99% alcanca a superficie terrestre
N&o é filtrada pela camada de o0z6nio atmosférica

Alto comprimento de onda e baixa energia; pode penetrar
profundamente na pele.

Considerada inofensiva no passado, hoje é considerada a

UVA - .
principal responsavel pelos danos a longo prazo causados pela
exposicdo a RUV
Causa fotoenvelhecimento, induz pigmentacédo imediata e
persistente (bronzeado)
Capacidade de atravessar o vidro
Aproximadamente 1-10% alcanca a superficie terrestre
Filtrada em até 90% pela camada de ozénio atmosférica
Atravessa camada superiores da epiderme por ter uma faixa de
comprimento de onda menor ser mais energética do que a da
radiacdo UVA
UVB Responsavel por causar, Eritemas, Bronzeamento
(escurecimento da pele), fotoenvelhecimento, induzir a formacéo
de rugas e cancer de pele.
Cem vezes mais efetiva em gerar queimaduras do que a
radiacdo UVA
N&o atravessa o vidro
100% retida pela camada de oz6nio atmosférico
Produzida artificialmente tem grande aplicagdo como lampada
uvC germicida

Queima superficialmente a Derme e pode induzir ao cancer de
pele.

Fonte. Narayanan, 2010.

Por mecanismos diferentes, as radiacbes UVA e UVB podem levar a lesdes

cutédneas, que podem acarretar em inducdo da formagdo de céncer de pele e

fotoenvelhecimento (BRENNER; HEARING, 2008). Estes danos estao relacionados

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki
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a absorcéo da luz solar pelos cromoéforos da pele (principalmente melandcitos) e a
subsequente transformacdo dessa energia em reagbes quimicas. (KOHL et al.,

2011).

Os danos causados pela radiagcdo UV na pele, sdo causados por meio de dano
celular direto e alteracdes nas fungdes imunoldgicas. A RUV causa danos ao DNA
(formacao de dimeros de pirimidina-ciclobutano; figura 1), mutacbes nos genes,
imunossupressdo, estresse oxidativo e respostas inflamatorias. Todas estas
alteracdes apresentam um importante papel no fotoenvelhecimento e indugcéo do
cancer de pele. A RUV também gera mutacdes no gene supressor de tumor p53,
gue sdo genes envolvidos no sistema de reparo do DNA e apoptose em células com
DNA danificado. Desta forma se o gene p53 estiver mutado, consequentemente nao
podera participar do processo de reparo de DNA resultando em uma disfuncéo da
apotose celular e por conseguinte um aumento no numero de queratindcitos
mutantes, iniciando o processo de formacdo do cancer de pele. (Meeran, 2008;

Ananthaswamy, 2007)

A radiacdo UVA, considerada a maior causa de fotoenvelhecimento e apresenta
um importante papel na inducdo do cancer em células tronco da pele. Devido a sua
capacidade de penetracdo na derme, epiderme e camada subcutanea, pode ainda
causar eritemas leves, fotosensibilidade e espessamento da pele. O mecanismo de
inducdo do cancer na pele inclui além da mutacdo do gene p53, a oxidacdo das
bases pirimidinicas do DNA, formando dimeros de timina-ciclobutano conforme
ilustrado na figura 1, que também demonstra a estrutura oxidada do aminoéacido
guanina formando a 8-hidroxi-2’-desoxiguanina (timina). Esta alteragcdo € um ponto
crucial no entendimento do mecanismo de formacéo e indugdo do cancer de pele

pela RUV, pois, a mudancga na estrutura da guanina, altera o pareamento das bases
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do DNA. A guanina tende a parear com a citosina formando o par G/C em
contrapartida a timina (guanina alterada) tende a parear com adenina na formacéo
dos pares de bases do DNA, formando o par de bases A/T, esta alteracdo no DNA
foi isolada de tumores de pele, corroborando e sugerindo a carcinogenicidade desta
mutacdo induzida por RUV. (FOURTANIER; MOYAL; SEITE, 2012; PFEIFER,

BESARATINIA, 2012; SEITE; FOURTANIER, 2008) D”Orazio, 2013.

Figura 2: Geracgédo de dano no DNA induzido pela radiagdo UVA
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Fonte: adaptado de e disponivel em www.tetrahedron.com, 2009).
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Figura 3: Dano causado pela RUV e a resposta celular da pele.
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Fonte: adaptado de (LANGHALS; FUCHS, 2004).Natarajan, 2014. Pode-se observar o dano na
estrutura do DNA induzido pela formacdo de EROs na derme; em contrapartida a resposta e reparo
celular feito pelas enzimas CRE, SOD e HO-1 e pelo ciclo redox finalizado pelas enzimas NQOL1 e

GST.

A radiacdo UVA causa ainda, dano sobre as moléculas de DNA pela acdo das
ERO (incluindo o radical anion superoxido, peréxido de hidrogénio e oxigénio
singleto) (CADET; DOUKI; RAVANAT, 2015; FISHER et al., 2002; KANG et al.,
2003) resultando em quebra da simples fita e de proteinas cruzadas, além de induzir
resposta imune inflamatoria através da ativacéo da ligacdo do fator pr6 inflamatorio
NF-kB (molécula capaz de aumentar a melanogénese) e induzir peroxidacao

lipidica.(BRENNER; HEARING, 2008; CADET; DOUKI; RAVANAT, 2015; CROVARA
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et al., 2012; DINKOVA-KOSTOVA et al., 2006; HAYWOOD et al., 2003; LAZAR et

al., 1997; NASH; TANNER; MATTS, 2006).

A radiacdo UVB afeta diretamente a epiderme, induzindo les6es no DNA, células
apoptoticas por queimadura solar e modificacdo dos queratinécitos (principal tipo
celular afetado por esta radiacdo), também responsavel por causar alteracdes nas
juncdes dermo-epidérmicas, observadas no processo de fotoenvelhecimento,
contribuindo diretamente para o0 aparecimento precoce de sinais na pele
reconhecidos como rugas. Pode ser considerada a principal responsavel pela reacao
eritematosa da pele, também pode afetar de forma mais direta a estrutura do DNA.
Esta alteracdo € uma clivagem que ocorre na ligacdo do tipo 5-6 das bases
pirimidinicas, formando ligacdes covalentes que alteram a estrutura tridimensional
da dupla hélice do DNA. Afetando os mecanismos de reparos celular e apoptose.
(D”Orazio, 2013.) A Radiacdo UVB ainda pode causar reacdes inflamatoérias locais e
induzir ao espessamento cutaneo.(DIFFEY; FARR, 1991; GASPARRO; MITCHNICK;
NASH, 1998; MCVEAN; LIEBLER, 1997; OSTERWALDER; HERZOG, 2009; WIDEL
et al., 2014) . O espessamento cutaneo ocorre pela proliferacdo exacerbada do
gueratinécitos na pele mediado por fatores de crescimento epidérmicos. O aumento
de producéo de queratinécitos apds a exposicdo a RUV leva ao acumulo deste tipo

celular na pele aumentando o espessamento cutaneo. (SCOTT, 2012.)

A radiacdo UVC, mais nociva e energética, ndo é detectada na superficie
terrestre por ser retida pela camada de ozénio atmosférico; contudo, esta pode ser
obtida artificialmente e é utilizada como agente esterilizante de microorganismos em

processos laboratoriais. (PFEIFER; BESARATINIA, 2012)
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Os danos causados direta ou indiretamente pela RUV s&o cumulativos, ou seja,
apresentam-se como o acumulo dos danos causados pela exposicdo a RUV durante
o tempo de vida dos individuos. Desta forma a prevencao e os cuidados com a pele

devem ser constantes. (Correa, 2012)

A estimativa de Céancer no Brasil para 2016 apresenta uma projecao de
aproximadamente 576 mil novos casos de Cancer, dos quais o cancer de pele
(melanoma e n&o melanoma), o mais incidente, com estimativa de incidéncia de

aproximadamente 182 mil novos casos, para o ano de 2016 no Brasil. (INCA, 2016)

Estudos realizados por Hanson e cols. comprovaram que existe uma relacao
direta entre 0 aumento da incidéncia de radiacdo UV sobre a pele com o0 aumento da
ocorréncia de doencas cutdneas no mundo.(HANSON; GRATTON; BARDEEN,

2006).

O uso incorreto de filtros solares, bem como o comportamento das pessoas ante
a exposicao a RUV também influenciam o aumento dos casos de cancer de pele no
mundo. Desta forma medidas preventivas tornam-se necessarias. Dentre as

medidas preventivas, destaca-se o0 uso de fotoprotetores. (Gonzales, 2008).

1.1. Pele Humana:

A pele humana € um érgdo complexo e dinamico, com grande superficie de
contato, formada por diferentes tipos celulares (fisiologia-Guyton). Basicamente a
pele pode ser dividida em trés principais camadas; epiderme (mais externa,
composta por 4 subcamadas celulares; camada basal, camada espinhosa, camada
granulosa e camada de queratina) derme (localizada abaixo da epiderme servindo
como suporte estrutural e nutricional para a epiderme e é composta por vasos

sanguineos, células nervosas, foliculos pilosos, musculo piloeretor, glandulas
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sebaceas e sudoriparas) e tecido subcutaneo (formado por células gordurosas ou
tecido adiposo e também por colageno) como mostra a figura 5. (TANG; BHUSHAN,

2010).

A pele humana é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, consiste de
varias camadas de tecido epitelial que variam ente 0,5 a 2mm e apresenta funcdes
vitais como barreira de protecdo mecénica e quimica contra danos fisicos causados
por lesbes e impactos, além de servir como protecdo contra agentes externos

guimicos e microbiolégicos.(STIEFEL; SCHWACK, 2015).

Localizados na camada basal da pele entre a derme e a epiderme, o0s
melandcitos, células capazes de produzir o pigmento polimérico, melanina. A
melanina apresenta-se em 2 subtipos, a eumelanina (pigmento preto) e a
feomelanina (pigmento avermelhado). Este pigmento (EUMELANINA) esta
intimamente relacionado ao sistema de fotoprotec&o natural da pele, pois, quando os
melandcitos sdo fotosensibilizados pela radiacdo UV, aumentam a producdo de
melanina, responsavel pela conversao da radiacdo UV em dissipacdo na forma de
calor. Este tipo celular também é o mais suscetivel a sofrer alteracdes no processo
de replicacdo do seu DNA, se tornando moléculas com maior probabilidade de
formar cancer (melanoma) (AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014; BAKOS et al.,
2002; JI; FLAHERTY; TSAO, 2010; MITCHELL; FERNANDEZ, 2012; WU et al.,

2013).

A radiacdo UV exerce diferentes efeitos sobre a pele humana, estes podem ser
divididos entre efeitos benéficos e efeitos danosos. Dentre os efeitos pode-se
destacar a sintese de vitamina D, vitamina considerada essencial para absorcéo

intestinal de calcio e fésforo além de contribuir para um bom crescimento dos 0ssos.
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Os efeitos danosos causados pela radiagdo UV podem ser separados por danos

causados pela radiacdo UVA e danos causados pela radiacdo UVB. A (STIEFEL;

SCHWACK, 2015)

Figura 4: Estratificacdo esquematica da pele humana.
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Fonte:. adaptado de (TANG; BHUSHAN, 2010)

A pele exerce diversas funcbes importantes, protecdo, absorcdo, sensacao de
calor e frio, sensibilidade a dor, excrecdo e manutencdo da temperatura em
mamiferos. Por ter uma extensa superficie de contato a pele humana também se
torna suscetivel a doencas e alteragbes fisiologicas como fotoenvelhecimento e
cancer de pele, ambas podem ser provocadas por intensa exposicdo a radiacéo
UV.(AMARO-ORTIZ; YAN; D'ORAZIO, 2014; ARMSTRONG; KRICKER, 2001;

MARESCA; FLORI; PICARDO, 2015).
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1.2. Cancer de Pele:

“‘Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 0Orgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacao de tumores malignos, que podem espalhar-
se para outras regides do corpo. As causas para a formacao do cancer sao variadas,
podendo ser externas ou internas ao organismo, ou inter-relacionadas” (INCA,

2015).

A pele humana pode sofrer alteracbes com o passar dos anos, como, a perda de
elasticidade pela diminuicdo da producdo de elastina, aparecimento de sinais

(rugas), aparecimento de manchas e inducdo ao cancer de pele.

O cancer de pele € uma doenca com alta incidéncia mundial, e principalmente
em paises tropicais onde a exposicdo a radiacdo UV é maior. Segundo o INCA o
cancer de pele € o cancer mais diagnosticado no Brasil, correspondendo a 25% do
total de diagndsticos de canceres. Os fatores de risco incluem a sensibilidade ao sol
(queimadura pelo sol e ndo bronzeamento), pele clara, exposicdo excessiva a
radiacdo UVA e UVB, historia prévia de cancer de pele, histéria familiar de
melanoma, nevo congénito (“pinta”), idade, xeroderma pigmentoso (doenca
congénita caracterizada pela intolerancia total da pele ao sol, com queimaduras
externas, lesdes cronicas e tumores multiplos) e nevo displasico (lesdes da pele com

alteracoes celulares pré-cancerosas) (INCA. 2015).

Existem trés tipos basicos de cancer de pele, o basocelular (aparece em forma
de mancha na pele e pode ser consequéncia da exposicdo cumulativa ao sol

durante a vida) considerado o tipo menos grave, o carcinoma epidermdide ou
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espinocelular (apresenta-se sobre a forma de feridas com secrec¢des e coceira, tem
capacidade de entrar em metdstase, podendo espalhar-se para varios o6rgaos
rapidamente) e o cancer tipo melanoma, considerado o mais grave e com letalidade
de até 75% dos casos.(BAKOS et al., 2002, 2009; CASTILHO et al., 2010; INCA,

2012).

Figura 5: Fotos mostrando 3 exemplos de carcinomas basocelulares: a) na forma
nddulo-ulcerativo, b) na forma plano-superficial e ¢) na forma pigmentada.

Fonte: (extraidas de INCA, 2015).

Figura 6: Exemplo de melanoma nodular

Fonte: (foto extraida de INCA 2012).

1.3. Fotoenvelhecimento

Processo biolégico complexo e ainda ndo totalmente descrito e explicado. Uma
das formas para se tentar explicar o fotoenvelhecimento é pela sobreposi¢do dos

efeitos gerados pelo envelhecimento cronolégico (fator intrinseco) e pelo
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envelhecimento mediado pela radiacdo UV (fator extrinseco)(KURDYKOWSKI et al.,
2011). As principais consequéncias deste conjunto de fatores associados sobre a
pele sdo: a perda da elasticidade e formacao de rugas pela estimulacéo ou inibicéo
de metaloproteinases (MMP’s), (proteinas responsaveis pela degradacdo de
macromoléculas da matriz celular, incluindo o colageno intersticial, a fibronectina, a
laminina e a proteoglicana. Coletivamente as MMP’s s&o capazes de degradar todas
as proteinas componentes da matriz extracelular e das membranas basais).
(RIBEIRO et al., 2008), ressecamento da pele (alteracdo dermo-epidérmica que
resulta em diminuicdo da absorcédo de agua na derme e epiderme), e formacéao de
cancer de pele (alteracbes nas estruturas das moléculas de DNA)(CHO et al., 2010;
KOHL et al., 2011; MAGDUM et al., 2012; MASNEC; PODUJE, 2008; RAMIEN;

WONG; KEYSTONE, 2011).

Figura 7: Pele de um caminhoneiro de 69, que teve apenas um lado do rosto
exposto a radiacdo UV por 25 anos, a imagem mostra os efeitos causados pela
exposicao excessiva.

Fonte: (GORDON; BRIEVA, 2012)
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A contribuicdo da radiacdo UVA para o fotoenvelhecimento estd intimamente
relacionada a maior penetrabilidade nas camadas cutaneas (figura 9), devido ao fato
das ondas serem maiores do que as outras fracdes da radiacdo UV, podem afetar
estruturas presentes no tecido subcutaneo, induzindo principalmente a formacao de
radicais livres de oxigénio e como consequéncia destruicdo de proteinas formadoras
de colageno, resultando em um enrugamento precoce da pele.(GASPARRO;

MITCHNICK; NASH, 1998; RAMIEN; WONG; KEYSTONE, 2011).

Figura 8: Penetracéo da radiacéo ultravioleta na pele
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Fonte:. adaptado de (WONG; WU; BENZIE, 2011)

Um dos principais efeitos responsaveis pelo fotoenvelhecimento é a geracéo de
ERO, que causam danos no extrato corneo da pele, afetando a regeneracdo do
tecido conectivo e a distribuicdo de melanina na pele, gerando marcas e sinais de

expressdo. Além dessas modificacdes as ERO, ainda, alteram a replicacdo de novo
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DNA aumentando a probabilidade de se desenvolver cancer de pele (MONTAGNER,;

COSTA, 2009).

Existem mecanismos naturais de defesa do organismo contra os danos deletérios
causados pela RUV, dentre estes mecanismos pode-se destacar 0 espessamento
da epiderme, o reparo das moléculas de DNA, acdo de enzimas antioxidantes,
hiperpigmentacdo cuténea induzida pela producdo de melanina e o processo de

apoptose. (BRENNER; HEARING, 2008).

A radiacdo UVB, apresenta menor capacidade de penetracdo na pele quando
comparada a radiagcdo UVA, contudo, ndo pode ser considerada menos nociva, pois,
pode causar sérios danos, principalmente na epiderme. As lesfes frequentemente
relacionadas a exposicdo a radiacdo UVB sdo: Dano direto a molécula de DNA
(rompimento de ligacdes de bases pirimidinicas), eritemia severa, interacdo com
aminoacidos aromaticos e formacdo de fotoprodutos genotoxicos bem como,
alteracdo da atividade de proteinas de DNA e induz a danos indiretos em
macromoléculas celulares, também pela formacdo de radicais livres, reduzindo a
guantidade de antioxidantes naturais da pele. A radiacdo UVB ainda pode causar no
periodo de pds-exposicdo ao sol, fotoisomerizacdo do &cido trans-urocanico para
acido cis-urocanico, inducdo atividade da enzima ornitina descarboxilase o que
consequentemente gera parada do ciclo celular levando ao comprometimento da
sintese de DNA na pele. Tanto a radiacdo UVA quanto a radiacdo a radiacdo UVB
alteram o ciclo do gene p53, acarretando em falha na reproducdo da sequéncia de
DNA, além de impedir apoptose e induzir a formag¢do de células potencialmente
carcinogénicas. (DAMIANI et al., 2006; MOURET, S; FORESTIER; T., 2012;
SOLOVCHENKO; MERZLYAK, 2008; SVOBODOVA; PSOTOVA; WALTEROVA,

2003).
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Figura 9: trans isomerizagao do acido urocanico
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Fonte: adaptado de (AGELIS; RESVANI; THEODORE, 2011; FINLAY-JONES; HART, 1998;

TIWARI; CHAND MISHRA, 2011)

1.4. Fotoprotetores

Podem ser considerados fotoprotetor todo aparato usado para evitar ou
reduzir o contato da pele com a radiacdo UV. Desde roupas, chapéus, oculos de sol,

até o uso de produtos industrializados, os filtros solares. (lautenschlager, 2007)

O conceito de filtro solar foi introduzido no mercado norte-americano em
meados dos anos de 1930 com o desenvolvimento de filtros UVB, principalmente, os
derivados do acido para-aminobenzoico e os bloqueadores solares como o TiOo.
Nos anos de 1980, as primeiras locGes contendo filtros solares chegaram ao
mercado norte-americano e em meados dos anos 1990, ocorreu um grande
crescimento mundial na industria de filtros solares e sua consequente popularizacao.
(CORREA, 2012-livro, Rigel, 2202, gonzales, 2008,.). Os filtros solares s&o
substancias quimicas capazes de bloquear ou absorver e transformar a radiacao UV

em outras formas de energia como luz visivel e infravermelho (IV). (Jansen, 2013)

Os filtros solares podem ser classificados em filtros fisicos ou inorganicos e
filtros quimicos ou organicos. Os filtros inorganicos, como por exemplo o TiO2 e 0
ZnO apresentam-se como uma barreira fisica frente a radiacdo UV, desta forma
atuam como bloqueadores da radiacéo, refletindo a radiacdo incidida e dispersando-

a em forma de luz visivel figura 3. Os filtros quimicos possuem a capacidade de
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absorver a luz UV e transforméa-la em outro tipo de energia, principalmente em calor.
Dentre os filtros quimicos mais comumente utilizados estdo as benzofenonas, os
cinamatos e os derivados do PABA (4cido p-aminobenzdico). Em geral os filtros
solares foram desenvolvidos para absorver a radiacdo UVB, devido aos efeitos
imediatos causados na pele, contudo, a partir dos anos de 1990, passou-se a
desenvolver filtros solares que também fossem eficazes contra a radiagcdo UVA.
Devido a evidéncias de que a excessiva exposicdo a este tipo de radiacéo
acarretava em danos ao ser humano, dos quais, destaca-se a formacéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), moléculas capazes de induzir o
fotoenvelhecimento.(MAGDUM et al., 2012; MITCHELL; FERNANDEZ, 2012;

SAMBANDAN; RATNER, 2011).

Os filtros inorganicos formam uma barreira fisica contra a radiacdo UV,
blogueando-a e agem como agentes dispersores da mesma. Os principais
representantes desta classe de filtros sdo: 6xido de zinco (ZnO) e dioxido de titanio
(TiO2). Uma importante caracteristica recentemente estudada € o tamanho das
particulas, pois, embora muito eficientes, os filtros inorganicos apresentam o
inconveniente estético de formar um filme branco sobre a pele (em geral branco,
devido ao TiO2 principalmente), problema solucionado pela micronizacdo das

moléculas desses filtros (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007; KOSHY et al., 2010)

Os filtros solares organicos tém a propriedade de absorver a energia dos
fétons da radiacdo UV em sua estrutura molecular, evitando a acdo nociva dessa
radiacdo sobre as camadas da pele. Independente da dissipacdo, uma parte da
radiagdo UV continua sendo absorvida pela pele, entretanto com intensidade muito

baixa evitando os efeitos nocivos da radiagdo UV(FERNANDEZ et al., 2002,
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MAGDUM et al., 2012; MITCHELL; FERNANDEZ, 2012; NOHYNEK; SCHAEFER,

2001) conforme mecanismo na figura 10.

Figura 10: Mecanismo de absor¢éo da radiagéo UV.
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Fonte: (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; OSTERWALDER et al., 2010). Pode-se
observar pela delocalizacdo de elétrons das moléculas dos filtros solares, o provavel mecanismo de
deslocalizacdo nos orbitais HOMO e LUMO dos compostos, que acomodam a energia absorvida pela

radiagcdo UV dispersando-a em energia infravermelha e calor principalmente.

Dentre os filtros organicos os derivados de benzofenonas (BZF) sdo muito
utilizados mundialmente. Devido a estabilidade de sua estrutura, bem como, o
espectro de absorvancia que abrange as regibées UVA e UVB (284-340 nm). Figura
X. Contudo as benzofenonas podem, a longo prazo, induzir a reagfes alérgicas
tépicas ou sistémicas quando absorvidas. (Gonzales, 2002; Hughes e Stones, 2007,

Fernandez, 2001; Nascimento, 2014).
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Figura 11: Estrutura dos derivados de benzofenona. a) Benzofenona-1;
benzofenona-2; c) benzofenona-3; d) benzofenona-4; e) benzofenona-5;
benzofenona-6; g) benzofenonas-7 e h) benzofenona-9
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Fonte: Nascimento, 2014

Figura 12: mecanismo de acéao dos filtros solares inorganicos.
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Fonte: extraido e adaptado de (BORGES, 2014)

O desenvolvimento dos filtros solares deve levar em consideracdo alguns

aspectos importantes como: Prover protecao a exposi¢ao aguda e prolongada frente

a radiacdo UV, apresentar estabilidade ao calor e a radiacdo UV, ser de fa

cil

aplicacdo, estimulando o seu uso frequente além de apresentar uma boa relacéo

custo-beneficio. Considera-se também a regido do espectro UV o qual este absorve

(FORESTIER, 2008). Os filtros solares organicos foram originalmente desenvolvidos

para absorver a radiacdo UVB, considerada até meados dos anos 1980, a principal
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causa dos danos causados pela radiagcdo UV, contudo no inicio da década 1990,
véarios estudos conduziram a descoberta da contribuicdo da radiacdo UVA para os
efeitos deletérios gerados principalmente sobre as estruturas de DNA e a formacgao
de espécies radicalares, que potencialmente poderiam induzir ao
fotoenvelhecimento e ao cancer de pele. Atualmente, a grande maioria dos filtros
utilizados absorve radiagdo UVA, UVB ou UVA/UVB, neste Ultimo caso se
encontram as descobertas mais recentes, como os filtros Bemotrizinol e Bisoctrizol
(Tinosorb® S e M), com capacidade UVA/UVB, com ampla protecdo na regido UVA.
(COLE, 2001; GASPARRO; MITCHNICK; NASH, 1998; GURISH et al., 1981;
LHIAUBET-VALLET et al., 2010; MAHE et al., 2011; NOHYNEK; SCHAEFER, 2001;

SCHAUDER,; IPPEN, 1997; TUCHINDA et al., 2006).

O crescimento do uso dos filtros solares levou as autoridades norte-
americanas por meio da agéncia de controle de medicamentos e cosmeéticos o
“FDA” (Foods and Drugs Association) a desenvolverem medidas de seguranga para
se medir a eficacia e capacidade de absorcdo das formulacdes contendo filtros
solares, a esta medida deu-se o nome de Fator de Protecdo Solar (Fator de
Protecdo Solar). O FPS representa a razdo entre a quantidade tempo de exposicao
a radiacdo UVB, minima para causar eritema na pele protegida, dividida pelo tempo
de exposicdo da pele ndo protegida. (COLIPA, 2009, Bernerd, 2003, Ou-Yang,
2013). De acordo com a COLIPA (Commitee de Liaison des Associations Europeans
de L’Industries de la Parfumerie, de Produits Cosmetiques et de Toilette) agéncia de
controle europeia e o FDA, o FPS pode ser considerado seguro a partir do valor 15.
Este valor deve levar em consideracao o tempo e as condi¢cdes da exposicdo solar.
(COLIPA, 2009; DONDI; ALBINI; SERPONE, 2006; SERPONE; DONDI; ALBINI,

2007).
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O método de avaliacao de filtros solares por transmitancia, verifica o valor de
FPS in vitro na regido UVA, e o método de Mansur, 1986, apresenta os resultados
relativos de FPS in vitro dos compostos na regido UVB, ambos os métodos
apresentam boa correlacdo com ensaios in vivo e portanto sédo utilizados para a
determinacao prévia dos valores de FPS. (Nascimento, 2014; Mansur, 1986 e Moyal,

2013).

1.5. Antioxidantes e formacao de radicais livres

Os radicais livres, sdo compostos quimicos que apresentam em sua estrutura
basica pelo menos um elétron desemparelhado, 0 que consequentemente torna
estas espécies altamente reativas e oxidantes. (GUARATINI; MEDEIROS;

COLEPICOLO, 2007; HALLIWELL et al., 1995; MASNEC; PODUJE, 2008).

O envelhecimento humano € um processo natural, mas, que pode ser acelerado
por condi¢cles e fatores externos como a radiacdo UV, esta por sua vez acelera o
processo de apoptose e a formacéo de sinais de expressao, pois, induz a formacao
das EROs responsaveis pela degradacéo do colageno e alteracdes irreversiveis nas
estruturas de DNA. O uso de antioxidantes enddégenos tem minimizado os efeitos
deletérios induzidos por estas moléculas, atuando de forma preventiva ao dano.
Entre os antioxidantes mais estudados, estdo, a vitamina C (acido ascorbico) e os
acidos lipéico e ferulico mostrados na figura 4. (COUTEAU et al., 2007; RIJKEN;

BRUIINZEEL-KOOMEN, 2009).
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Figura 13: acidos organicos com atividade antioxidante
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Fonte: adaptado de (GODIC et al., 2014; GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-

CALZADA, 2008; RIINKELS et al., 2003)

A importancia dos antioxidantes endégenos, bem como, o uso de preparacoes
topicas contendo-os, ressalta a importancia do uso dessas moléculas em
cosmetologia, como por exemplo na associacdo com filtros solares, ou no

desenvolvimento de pro-farmacos reciprocos.

1.6. Modelagem molecular

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizacdo grafica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um

dado conjunto de circunstancia. Além disso a modelagem molecular também pode
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auxiliar na previsdo de rendimento de diferentes rotas sintéticas, por meio da
avaliacdo de todas as variaveis fisico-quimicas das estruturas envolvidas na reacéo
da formacgdo de um produto, tal caracteristica permite indicar de forma indireta qual a
melhor metodologia sintética a ser utilizada, de acordo com os resultados obtidos,
além do que a modelagem molecular permite um estudo de fotodegradacdo
ambiental de filtros solares hidrossolaveis. (BARREIRO, 2002; TROSSINI et al.,

2010; ZHANG et al., 2012).

Acredita-se que a capacidade de absorcéo e transformacéo energética dos filtros
solares esteja relacionada com a quantidade de duplas ligacdes conjugadas de suas
respectivas estruturas quimicas, formando um sistema de ressonancia capaz de
absorver e dispersar a energia fornecida pela radiacdo UV, utilizando-se das
ferramentas fornecidas pelas técnicas de quimica computacional, € possivel analisar
0 mapa de densidade eletrostatico, bem como, os mapas de HOMO e LUMO das
estruturas estudas, com a finalidade de avaliar e estudar possiveis mecanismos de

fotodegradacéao e fotoprotecédo.(BLAU et al., 2013; SHAAT, 1986)

1.7. Desenvolvimento de novos farmacos e estratégias de
modificacdo molecular

Com o objetivo de modificar, parametros estruturais de farmacos, O
planejamento racional de farmacos tem como objetivo desenvolver novos compostos
com caracteristicas otimizadas, de forma a reduzir a toxicidade, potencializar o efeito

terapéutico e/ou ambos.(VIEGAS-JUNIOR, 2007) (Chung, 2004).
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Podem-se observar quatro maneiras distintas na busca de novos compostos,
com a finalidade de se obter melhorias dos efeitos terapéuticos e/ou redugcéo dos
efeitos adversos. A primeira € a modificacdo de farmacos conhecidos, buscando
melhoria na eficacia e/ou seguranca. A segunda consiste em uma busca sistematica
de conjuntos de compostos escolhidos por meio de ensaios biolégicos. O terceiro
consiste na exploracao retroativa de informacdes de novas descobertas da medicina
e biologia ou de observacdes casuais. E a quarta estratégia é o planejamento
racional baseado no conhecimento molecular da causa da patologia (WERMUTH,

2004).

Dentre as modificacdes estruturais pode-se destacar o desenvolvimento de
pré-farmacos reciprocos, uma estrutura composta por duas estruturas quimicas que
apresentam atividade bioldgica distintas, que por meio de uma modificacdo
estrutural sédo unidas em uma Unica estrutura formando um novo composto.Este
novo composto apds sofrer clivagem por acdo quimica ou enzimatica, libera o
farmaco no sitio especifico para acdo e da mesma forma o carreador biologico
ligado. Outra modificacdo estrutural relevante € formacao dos hibridos estruturais,
gue consiste na ligacdo de duas moléculas com efeito farmacoldgico distintos ou nao
e que apos administrados ao organismo ndo necessitam sofrer acdo quimica ou
enzimatica para apresentar os efeitos de ambos os ligantes.(ETTMAYER et al.,

2004) Santos, 2014; Chung, 2004.

1.8. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é considerada uma ciéncia analitica em constante
expansdo, sendo cada vez mais utilizada para andlises e identificacdo de alta

precisdo. Versatil, pode-se trabalhar com amostras liquidas, sélidas ou gasosas.
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Dentre as metodologias de espectrometria de massas utilizadas atualmente,
podemos destacar a ionizacao por dissorcdo de eletrospray (DESI-MS).que consiste
na analise de uma amostra em condicbes ambientes, onde aplica-se a amostra
sobre uma superficie (PTFE, vidro ou acrilico por exemplo) e um spray de alta
pressao contendo particulas pré-ionizadas, bombardeiam a amostra, esta amostra é
‘langada” ao ambiente e posterirormente dissorvida ao analisador de massas, que
converte o material dissorvido em dados no formato de espectro de massas
(TAKATS; WISEMAN; COOKS, 2005; WISEMAN et al., 2008) o qual foi utilizada

para os estudos contidos neste trabalho

A espectrometria de massas (MS) utiliza o movimento de ions em campos
elétromagnéticos para separa-los de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z).
Desta forma, a espectrometria de massas € uma técnica analitica por meio da qual
as substancias quimicas sao identificadas de acordo com a fragmentacdo e
separacdo dos fragmentos por diferenciacdo de sua massa atbmica. O
espectrometro de massas € o dispositivo que realiza esta operacao, convertendo os
sinais eletromagnéticos detectados em espectros de massas.(AWAD; KHAMIS; EL-

ANEED, 2014; RUBAKHIN et al., 2005)

A espectrometria de massas é uma técnica analitica em constante ampliacao
tanto nas aplicagcdes quanto em novas tecnologias e metodologias desenvolvidas,
sobretudo pode-se destacar a técnica de formacdo de imagens por sobreposicdo de
espectros de massas “Imaging mass spectrometry”, técnicas por meio dos quais se
consegue reproduzir a localizacdo exata de ions especificos em amostras biolégicas
como cérebro de camundongos por exemplo.(LANEKOFF et al., 2014; WISEMAN et

al., 2008).
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Muitos estudos sobre fotodegradagcdo de compostos quimicos foram
conduzidos utilizando-se a técnica de espectrometria de massas acoplado ao HPLC,
neste contexto ressalta-se a importancia de se utilizar desta ferramenta analitica ao
se estudar a fotodegradacéo dos filtros solares, pois pode-se identificar o padrao de
fragmentacdo, bem como, estimar o tempo de fotodegradacdo dos compostos
avaliados. (BRATKOVICS; SAPOZHNIKOVA, 2011; HIMMELSBACH; WASER,;

KLAMPFL, 2014; LEVEQUE et al., 2005).

Dentre as técnicas de imagem por espectrometria de massas a desorgcédo da
ionizacao por eletrospray (DESI-MS) considerada versatil e que pode ser realizada
em condicdbes de atmosfera ambiente, tem como principal caracteristica a
possibilidade de se analisar amostras de tecidos animais e vegetais sobre uma
superficie rigida, que pode ser uma lamina de vidro, acrilico ou um material
antiaderente como o PTFE, sem a necessidade de tratamento ou preparacdo das
amostras a condi¢des especificas de pressdo ou temperatura. A ionizagao é feita por
meio de inducao elétrica e catalisada por um spray de gas inerte (N2) de alta pressao
sobre o0 solvente que se utlizarhd para a analise, o solvente com as particulas
ionizadas incide sobre a amostra formandos novos ions com a mesma, estes ions
sdo desorvidos e inseridos ao analisador de massas por um sistema de vacuo figura

12. (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2014; IFA et al., 2007)
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Figura 14: imagem Optica de corte sagital de cérebro de rato e sobreposicdo de
imagens de clozapina depositada nos tecidos cerebrais.

Fonte: Adaptado de (WISEMAN et al., 2008). (A) imagem Optica. (B) imagem de DESI-MS
interpolada de 1uL de uma solucdo de 20ng/uL de clozapina em acetonitrila depositada sobre uma
regido do tecido analisado. Imagem de tamanho 245um x 245um mostrando a escala de intensidade
do ion (C) sobreposicao das imagens A e B mostradas na mesma escala. (D) imagem 3x ampliada de
C com escala de 1mm. (E) segundo scan da imagem sobreposta de A e B (F) ampliacdo da

sobreposi¢do do segundo scan com escala de 1mm.
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Figura 15: .Esquema do funcionamento da técnica de espectrometria de massas

Desorption EletroSpray lonization (DESI-MS).
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Fonte: Adaptado de (AWAD; KHAMIS; EL-ANEED, 2014).

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar as propriedades funcionais

de novos pro-farmacos derivados de benzofenonas.

2.1. Objetivos especificos

e Sintese da série LAPDESF de pro-farmacos reciprocos derivados de

benzofenonas com atividade antioxidante (Figura 1)

e Determinacdo de atividade antioxidante pelo método de DPPH

e Determinacdo da capacidade fotoprotetora FPS, pelos métodos de Mansur e

por reflectancia

e Determinacdo de uma nova metodologia para analise da fotodegradacédo de

filtros solares in vitro, utilizando espectrometria de massas por imagem.
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3. Planejamento estrutural:

O Planejamento estrutural dos compostos da série LAPDESF-BZF, foi
baseado na reacao classica de esterificacdo utilizando um acido organico (derivados
do &cido cinamico) com um alcool (derivados de benzofenona) para a formacéo de
pré-farmacos reciprocos derivados das benzofenonas, que apresentem capacidade

fotoprotetora e antioxidante
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Figura 16: Planejamento estrutural das estruturas da série LAPDESF - BZF,

desenvolvidas no projeto
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais

acido ferdlico (Sigma-Aldrich, p.a), 4 — bromo-metil-benzofenona (Sigma-Aldrich);
metanol para espectrometria de massas (Sigma-Aldrich); octil-metoxicinamato
(Sigma-Aldrich); avobenzona (Sigma-Aldrich); 3 metoxibenzofenona (Sigma-Aldrich,
p.a), acido 3-metoxi cindmico (Sigma-Aldrich, p.a), acido 4-metoxi cinamico (Sigma-
Aldrich, p.a), p.a), diclorometano (DCM) (Sinth, p.a), metanol (Sinth, p.a); 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC); (Sigma-Aldrich, p.a), diisopropilcarbodiimida
(DIC) (Sigma-Aldrich, p.a), dimetilaminopiridina (DMAP) (Sigma-Aldrich, p.a,
microplacas de 96 orificios Sigma-Aldrich; dimetilsulfoxido (DMSO) - (Sigma-

Aldrich)..

4.2. Metodologia sintética:

Os compostos serdo sintetizados com base nas reacfes esquematizadas nas

figuras 4 e 5.

Figura 17: método sintético 1 utilizando agentes acoplantes (EDC e DIC) e
benzofenona-3.

Reacodes baseadas no método 1:
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o +
R>: O O EDC, DMAP
OCHs _
OCHs

CH,Cl,
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 18: metodologia sintética da substituicdo do bromo do composto 4-bromo-
metil-benzofenona, por uma hidroxila, utilizando o par de agentes acoplantes DMAP
e EDC.

Reacg6es baseadas no método 2:
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Fonte: dados da pesquisa

4.3. Procedimento experimental :

A rota sintética consiste em trabalhar diretamente com um par de agentes
acoplantes EDC/DMAP, em solucdo de diclorometano, seguindo metodologia
adaptada de WIPF e cols, 2005. O segundo meétodo proposto foi baseado na
metodologia sintética adaptada de Blau, 2009. Sera realizada a substituicdo do
atomo de bromo da 4-bromometil-benzofenona por uma hidroxila com auxilio de
nitrato de sédio em uma reacéo de refluxo e utilizando o DCM como solvente, em
seguida serao adicionados a reacdo os agentes acoplantes DMAP e EDC. Ao final
espera-se obter a formacdo dos compostos da série LAPDESF - UV (BLAU, 2009;

VOGUEL, 1989) .

4.4. Ensaio de fotodegradacdo por espectrometria de massas
utilizacdo ionizacdo por dissorcdo de eletrospray a pressao
ambiente (DESI-MS)

O teste de fotodegradacdo foi realizado no centro de pesquisa em
espectrometria de massas da universidade de York em Toronto- Canada e foi

determinada utilizando a métodologia DESI-MS no espectrometro de massas da
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Thermo Fisher Scientific LTQ (San Jose, CA, USA) utilizando metanol e DMSO
como solventes. O experimento foi realizado de acordo com a metodologia adaptada
de Hojerova, 2011 e adaptada para DESI-MS. (HOJEROVA; MEDOVCIKOVA;

MIKULA, 2011).

4.4.1. método tentativo para estudo de fotodegradacdo de compostos
derivados de benzofenonas, utilizando a técnica de espectrometria de
massas em ambiente de ionizag&o por dissorcao por eletrospray — DESI-
MS.

A técnica de ionizagao por dissorgéo por eletrospray, consiste na aplicacdo de
uma amostra sobre uma superficie de um suporte constituido de um material
conhecido, a amostra é entdo submetida a um sistema integrado de spray de alta
pressdao (100 psi) contendo um solvente ionizado por descarga elétrica de alta
corrente (5Kv), provocando a posterior ionizacdo da amostra e consequente
dissorcdo da mesma para o tubo coletor, que por mecanismo de vacuo adsorve a
amostra para o sensor do analisador de massas, que converte 0s sinais recebidos
em espectro de massas.

A técnica de DESI-MS, utiliza-se de um acoplamento de uma base movel
(“moving stage”) onde as amostras sdo fixadas e os dados das andlises de
espectrometria de massas sdo coletados por toda uma area determinada
previamente, por meio de programacdo do movimento da base nos eixos x e y.

Foram utilizados: O espectrobmetro de massas da Thermo Fisher Scientific
LTQ (San Jose, CA, USA) — do centro de pesquisa em espectrometria de massas da
York University-Toronto, Canada. Foram selecionados 3 diferentes materiais como

substratos para aplicagdo das amostras analisadas; PTFE, Silica e vidro, por serem
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0s materiais que apresentam menor interferéncias na adsor¢cao dos ions e posterior
ablacdo dos mesmos para o detector de massas. (COOKS et al., 2006; IFA et al.,
2008; TAKATS; WISEMAN; COOKS, 2005). Como padrdes analiticos da mesma
forma como referéncia para desenvolvimento do método foram escolhidos os
compostos, 4-bromometil-bezofenona, benzofenona-3, octil-metoxicinamato, &cido
ferdlico, &cidos 3-metoxicindmico e 4-metoxicindmico, acido lipéico e avobenzona.
Metanol, 4gua e diclorometano, puros e em mistura (metanol/adgua — agua/metanol)
nas proporg¢des (90/10; 80/20; 70/30), foram utilizados como solventes.

Para os experimentos foram utilizadas fragmentos de PTFE com
aproximadamente 0,7cm x 4,5cm cada dispostos de forma paralela (figura 25) .Estes
fragmentos de PTFE foram mergulhados em solucdes de 10mg/mL de cada
composto avaliado, o mesmo procedimento foi realizado para cromatofolhas de
aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de espessura — Merck. Inicialmente
feito com os compostos utilizados como padrbes BZF-3, octil-metoxicinamato e
avobenzona (filtros UVA/UVB, UVB e UVA respectivamente) estes fragmentos foram
expostos a luz UV de 150W por intervalos de tempo determinados 0’, 30’, 60’, 90’ e
120’ (tempo necessario para aquisicdo dos espectros que formaram as imagens
obtidas). As amostras foram analisadas no espectrometro de massas LTQ da
Thermo —Fischer Scientific,(San Jose, CA, EUA), formando uma imagem dos ions
obtidos de acordo com o tempo de aquisi¢do/exposicao a fonte de radiacdo UV. os
dados adquiridos foram processados usando o software Xcalibur 2.0 (Thermo-
Fischer Scientific), e posteriormente tratados no software Biomap Novartis Institute
for Biomedical Resources, Basel, Suica, para formatacdo e construcdo das imagens.
Os parametros usados para as andlises foram: voltagem (carga aplicada sobre o

capilar de saida do solvente/amostra) 5Kv, a temperatura do capilar de entrada
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(inlet) foi de 275°C; todas as solucdes foram feitas com metanol 100% mantendo um
fluxo constante de 1,5uL/min sobre a amostra. Os espectros foram obtidos em modo
ions positivos com a faixa de detecgdo de massas de 50 — 450 m/z. a distancia entre
a saida do spray até a amostra variou entre 1,0mm a 1,5mm e a distancia da
amostra para o coletor (inlet) variou entre 10 a 13mm; o angulo de incidéncia do

spray foi de 52°.e o angulo de coleta foi de 12°.

Método 1: Para o primeiro experimento foram utilizados todos os compostos
padrdes: avobenzona, 4-bromometil-benzofenona e benzofenona-3, octil-
metoxicinamato, acido ferulico, acidos 3-metoxicinamico e 4-metoxicinamico e acido
lipoico para determinacdo e selecdo do melhor método de visualizacdo dos ions
(positivo ou negativo) bem como, para determinar qual o melhor material de suporte
para aplicacdo das amostras de filtros. Foram utilizados como superficie de
aplicacdo dos padrdes analisados: PTFE, Silica (C.C.D) e vidro. Os solventes
testados foram metanol, DCM e agua, todos numa concentracao de 100%, e foram
testadas uma mistura contendo metanol e agua nas propor¢cdes de 20/80, 30/70,
50/50 — MeOH/H20, H20/MeOH. Os materiais foram aplicados sobre a superficie
dos materiais selecionados como substratos e em seguida foram expostos a
radiacdo UV de 2 formas:. diretamente durante todo o tempo necessario para
aquisicdo da imagem da intensidade dos ions e com exposi¢do prévia controlada
(intervalos regulares de 30’).

Método 2: Para o segundo experimento foram utilizados os compostos
padrdes: avobenzona, octil-metoxicinamato (metoxicnamato de octila) e
benzofenona-3, para visualizacdo dos ions em modo positivo utilizando-se laminas

de PTFE 0,7 x 5,0 cm cada, como material substrato para aplicacdo das amostras e
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metanol como Unico solvente. As laminas de PTFE foram submersas
separadamente em solugbes contendo 1mg/ml das amostras, sendo uma lamina
para cada solu¢do. Em seguida as laminas foram expostas a radiacdo UV utilizando-
se da Lampada de UVA 320-365 nm com poténcia de 4 Watts modelo SE-140 dual
bulb spectroline CM series, Uvman, UK. Com exposi¢cao continua durante o tempo
de aquisicao para obtencdo da imagem com a distribuicdo e concentracdo dos ions
(“real time photodegradation”) e exposigdo controlada, o qual as laminas foram
encobertas e expostas de 0,5 cm em 0,5 cm em intervalos de tempos regulares de
30’

Método 3. Para o método 3, ocorreu a substituicdo da placa inteirica de
PTFE pela Lamina de vidro contendo microcirculos de PTFE, o qual foram
adicionados 0,5 pl de solugdo 1 mg/ml de cada composto por linha de teste
conforme esquema ilustrado na figura 19 e a substituicdo da fonte de radiacdo UV
por uma luz de xenénio de 15 cm x 40 W de poténcia. O experimento foi testado
tanto para o modo de “real time photodegradation’quanto para o modo de exposi¢cao

controlada.

Figura 19: esquema de aplicacdo das amostras na plca contendo microcirculos de
PTFE

OO0 0000000000 branco
ONONCHONONONONONONORONG Padrao 1
ONONONONONONONONONONONG, Padrao 2
ONONONONONONONONONONONG Padrao 3

Fonte: dados da pesquisa. Os padrbes foram dispostos linearmente na direcdo horizontal,
foram aplicados em cada microcirculo 0,5 pl de solugdo 1 mg/ml do composto avaliado (bezofenona-
3 ou metoxicinamato de octila ou avobenzona.
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Metodo 4: Utilizando-se das laminas de vidro com microcirculos de PTFE, e
seguindo o mesmo procedimento de aplicacdo das amostras do método 3.
Substituindo-se a fonte de radiagcédo por lampadas de UVA contidas na camara de
bronzeamento artificial Ergoline, utilizando |ampadas Voltarc GT Series Bronser
FR71/HO 100-120 W de poténcia. Seguiu-se 0 esquema de exposi¢cdo controlada
por intervalos de tempo regulares de 15’ para as amostras que foram dispostas na

camara conforme figura 20.

Figura 20: esquema de exposi¢ao utilizando-se a cAmara de brozeamento artificial,
e exposicao controlada por intervalos de tempo de 15'

Fonte: dados da pesquisa

5. Resultados e discussao

Baseado no trabalho de Yamasaki, 2012, 6 compostos derivados de benzofenonas,

foram planejados:

LAPDESF — BZF-1 ((E) -2-benzoil-5-metoxifenil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato),
LAPDESF - BZF-2: (( E)-2-benzoil-5-metoxifenil 3-(4-metoxibenzil)acrilato),
LAPDESF - BZF-3: ((E)-2-benzoil-5-metoxifenil  3-(3-metoxibenzil)acrilato),
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LAPDESF — BZF-4: ((E)-4-benzoilbenzil 3(4-metoxifenil)acrilato), LAPDESF — BZF-5:
((E)-4-benzoilbenzil 3(3-metoxifenil)acrilato). Buscando ao final, derivados com o
incremento da atividade de fotoprotecdo contra a radiacdo UV, associando a
molécula, uma propriedade antioxidante. As sinteses dos compostos partindo-se
BZF-3 nao obtiveram éxito, mesmo utilizando-se as tentativas de reacdo com 0 uso
do agente acoplante DIC combinado ao catalisador DMAP em solucdo de DCM ou
utiizando o Cloreto de oxalila como agente clorificante dos &cidos orgéanicos
utilizados e por fim a substituicdo do agente acoplante DIC por EDC com adic¢éao feita
em banho de gelo. Os produtos formados foram submetidos a analise de 1V,
demonstrando o aparecimento da carbonila do éster, diferentemente da carbonila do
acido (tabela 2). Porém, os resultados de RMN *H e 3 C dos compostos LAPDESF-
BZF-1, 2, 3 e 6, ndo confirmaram a formacao do produto puro. Além disso, a reagao

ocorreu com baixo rendimento, inviabilizando a purificagéo.

Os valores de Rf em analise por CCD , faixa de fuséo e/ou rendimento das reacdes

foram:

Lapdesf BZF 1: Rf: 0,64 (fase movel: 97% DCM e 03 % metanol)
Lapdesf BZF 2: impuro

Lapdesf BZ 3: impuro

Lapdesf BZF 4: Rf: 0,59; sdlido branco, (fase movel: 75% Hexano e 25 % Acetato de

etila)

Lapdesf BZF 5: Rf: 0,65; soélido branco, (fase movel: 75% Hexano e 25 % Acetato de

etila)

Lapdesf BZF 6: impuro

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki
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Tabela 2: estiramentos de infravermelho dos compostos obtidos e 0s respectivos
padrdes

compostos abs teérico (cm?) | abs observada (cm?) | grupamento
920 923,90 OH (3)
LAPDESF - BZF-4 (o)
1300-1250 e 1200-1050 1274,94 e 1155,36 C-0 (ester)
HsC\O%O O O 1750-1740 1705,07 C=0 (ester)
° ~1420 1429,25 CH, adjacente & carbonila
O 920 923,80 OH (8)
CH;  LAPDESF - BZF-5 1300-1250 e 1200-1050 1278,80 e 1176,58 C-0 (ester)
0% O o 1750-1740 1655,06 C=0 (ester)
O
=
o) ~1420 1413,82 CH, adjacente a carbonila
(0]
~920 923,90
0 one)
HO
4-hidroxi-metil-benzofenona 1760-1710 1652’90 Cc=0 (cetona)
0 ~920 947,05 OH ()
.Q X" OoH 1760-1710 3439,07 C-0 (ester)
acidos 3 e 4-metoxicindmico ~1420 1691,57 C=0 (éCidO carbox.)

Fonte: dados da pesquisa.

A dificuldade encontrada deve-se a escolha da benzofenona como reagente, o qual
possui tautomerismo entre a cetona e a hidroxila fendlica (tautomeria ceto-endlica),
formando possivel ligacdo H intramolecular, o qual dificulta qualquer reacédo nesta
posicao (Figura 21). Sugere-se que esta conformacdo e consequente mecanismo

tautomérico, seja responsavel pela estabilidade frente a radiacao UV.
Figura 21: forma tautomeérica da benzofenona-3

OH O O/ \O
LI QU
o) ~o

Fonte: Clayden, 2004; Mturi, 2008 e Beel, 2013

O compostos da série LAPDESF BZF-4 e BZF-5, inéditos, foram obtidos a
partir da  4-hidroximetilbenzofenona, preparado a partir da 4-
bromometilbenzofenona. A formacdo do produto pode ser observada no RMN H
pela mudanga no deslocamento quimico dos hidrogénios da metila na posi¢do 7. Na
figura 22, refere-se ao espectro de RMN H do reagente 4-bromometil-benzofenona,

no qual observa-se um deslocamento quimico de & 4,54 ppm para os hidrogénios da

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki



51

metila na posicdo 7. A figura 23, refere-se ao espectro de RMN 'H do composto
hidroxilado correspondente formado, sendo observado um deslocamento de & 4,81
ppm para os hidrogénios da mesma posigao. Os diferentes deslocamentos ocorrem
devido a substituicdo do bromo pelo grupamento hidroxila. A Tabela 1 apresenta
todos os deslocamentos e multiplicidade do reagente e intermediario.

Figura 22. Espectro de RMN *H do composto 4-bromometil-benzofenona
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Fonte: dados da pesquisa
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Figura 23. Espectro de RMN *H do composto 4-hidroximetil-benzofenona
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Fonte: dados da pesquisa

Tabela 3. Atribuicdes dos Hidrogénios verificados nos espectros de RMN 'H dos
compostos 4-bromometil-benzofenona e 4-hidroximetil-benzofenona.

10 10
0]
2 2 4 11 2 13 2 2 4 g 2 13
8 9 8 9
Br 5 1614 HO 5 1614
7 6 15 7 6 15
Posicdo | & 'H (ppm) M/ J°(Hz) 3 H (ppm) M/ J°(Hz)
2 7,46 — 7,52 m 7,46 - 7,51 m
3 7,77 —-7,82 m 7,78 — 7,82 m
5 7,77 —-7,82 m 7,78 —7,82 m
6 7,46 — 7,52 m 7,46 - 7,51 m
7 4,54 S 4,81 S
8 - - 1,25 S
12 7,77 —-7,82 m 7,78 — 7,82 m
13 7,46 — 7,52 m 7,46 — 7,51 m
14 7,57 -7,63 m 7,57 —-7,62 m
15 7,46 — 7,52 m 7,46 — 7,51 m
16 7,77 —7,82 m 7,78 — 7,82 m

Fonte: dados da pesquisa
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As sinteses dos compostos LAPDESF - BZF-4  ((E)-4-benzoilbenzil  3(4-
metoxifenil)acrilato) e LAPDESF-BZF-5 ((E)-4-benzoilbenzil 3(3-metoxifenil)acrilato)
ocorreram a partir da reacdo dos acidos 3 e 4-metocinamicos em meio contendo o agente
acoplante EDC ou DIC, ou substituindo a hidroxila do &cido por cloro utilizando o agente
clorante cloreto de oxalila. Apds a prepacao do meio reacional contendo o acido adicionou-
se ao meio reacional o reagente 4-hidroximetil benzofenona e manteve-se a reagdo em

refluxo por 24h de acordo com o mecanismo da figura 4.

Figura 24: esquema reacional da sintese dos compostos LAPDESF-BZF-4 e BZF-5

DIC/DMAP
t °C ambente

0] \ o]
o)
= ‘ X" "0H Dcm WQ
——> C,0,Cl, — ..
\\ 2212 ch\o// HO O O

o banho de gelo
/ R =DIC, EDC ou CI

H;C EDC/DMAP
t °C ambente ‘

ou

o
HsC.. OQ%(O
o

Fonte: dados da pesquisa.

A partir da analise espectrométrica do composto LAPDESF- BZF-4 comparada
aos seus padrdes, pode-se sugerir que o referido composto foi obtido. Nos espectros
de RMN !H, representados nas figuras 25 e 26, pode-se destacar o deslocamento
em 83,81 ppm (singleto) que integra para 3H referente aos hidrogénios presentes na
metoxila da posicdo 8 e também o singleto em 65,33 ppm que integra para dois H
referente a metila na posi¢ao13. Os dupletos em 66,50 ppm e 67,73 ppm referem-se
aos hidrogénios das posi¢coes 9 e 10 e integram para 1H cada. Também foram

atribuidos os deslocamentos referentes ao anel aromatico do &acido cinamico
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(posicbes 1, 2, 4, 5 e 6) e dos anéis da benzofenona (posi¢ées 15, 16, 18, 19, 24,

25, 26, 27 e 28) e estao dispostos na tabela 2.

As figuras 27 e 28 referem-se a espectrometria de RMN 3C, demonstrando a
presenca dos carbonos referentes ao composto obtido. Destacam-se os carbonos
carbonilicos da posicdo 11 e 21, com deslocamento quimico em 8166,54 ppm e
0196,18 ppm respectivamente, sendo o primeiro referente a carbonila da ligagao
éster e o segundo da carbonila presente nas benzofenonas. Também sé&o
observados os deslocamentos dos carbonos da dupla ligacdo (posicdo 9 e 10)
presente no acido metoxicinamico, em 06117,73 ppm e 014551 ppm,
respectivamente. Os demais deslocamentos quimicos dos carbonos estao atribuidos

na tabela 2.

Figura 25. RMN 'H do composto LAPDESF- BZF-4, DMSO d6, 300 MHz
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Fonte:. Dados da pesquisa
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Figura 26. Ampliagdo da regido entre d 7,9 — 6,4 ppm do espectro de RMN *H do

composto LAPDESF- BZF-4.
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Figura 27. Espectro de RMN 3C do composto LAPDESF- BZF-4, CDCls, 75 MHz
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Figura 28: Ampliacdo da regido & 145,55 — 113,01 ppm do espectro de RMN *3C do
composto LAPDESF- BZF4
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Tabela 4. Representacdo dos deslocamentos quimicos do composto LAPDESF-

BZF-4 apresentados nos espectros de RMN'H e RMN13C.

23
27
26 24

Posicéo O H (ppm) M/ J°(Hz) 0 13C (ppm)
1 - - 159,86
2 7,13 m 112,97
3 - - 135,52
4 7,29 m 120,83
5 7,53 m 129,91
6 6,92 — 6,95 dd7,9-25 116,35
8 3,81 S 55,26
9 6,50 d/16,0 117,73
10 7,73 d/16,0 145,51
11 - - 166,54
13 5,33 S 65,57
14 - - 140,58
15 7,50 m 128,29
16 7,78 m 130,34
17 - - 137,28
18 7,79 m 130,34
19 7,50 m 128,29
21 - - 196,18
23 - - 137,42
24 7,70 -7,75 m 130,00
25 7,83 m 127,68
26 7,61 —-7,58 S 132,50
27 7,81 m 127,68
28 7,70 -7,75 m 130,34

Fonte: dados da pesquisa.
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A Sintese do composto LAPDESF - BZF-5: ((E)-4-benzoilbenzil 3(3-
metoxifenil)acrilato) baseou na reacdo do &cido 4 — metoxicinamico e benzofenona-
3.

As figuras 29 e 30 sdo referentes aos espectros completo e ampliado de RMN *H
do composto LAPDESF-BZF-5. Pode-se destacar os seguintes deslocamentos do
acido 4-metoxicinamico: um singleto da posi¢do 8, integrando para 3H em & 3,84
ppm referente aos hidrogénios da metoxila; um singleto, integrando para 2H em &
5,33 ppm que corresponde a metileno na posi¢cao 13; os dupletos em 67,72 ppm e
07,79 ambos integrando cada um para !H, correspondentes aos hidrogénios das
posicoes 9 e 10 respectivamente. Também foram observados os deslocamentos
referentes aos anéis aromaticos do acido 4-metoxicinamico (posicbes 2, 4, 5 e 6) e
do 4-hidroximetil-benzofenona (posi¢des 15, 16, 18, 19, 24, 25, 26, 27 e 28) que

estao dispostos na tabela 3.

Na espectrometria de RMN 3C, nas figuras 31 e 32 correspondentes aos
espectros completo e ampliado do composto LAPDESF-BZF-5 demonstram a
presenca de todos os carbonos. Destacam-se os carbonos carbonilicos da posi¢cao
11 e 21, com deslocamento quimico em ©&166,99 ppm e 6196,29 ppm
respectivamente, sendo o primeiro referente a carbonila da ligacdo ester e o
segundo da carbonila presente nas benzofenonas. Também sdo observados os
deslocamentos dos carbonos da dupla ligacdo (posicdo 9 e 10) presente no acido
metoxicindmico, em & 114,89 ppm e & 145,31 ppm, respectivamente. Os demais

deslocamentos quimicos dos carbonos estdo atribuidos na tabela 3.
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Figura 29: RMN 'H do composto LAPDESF- BZF-5, CDCls3, 300 mHz
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Figura 30: Ampliacdo da & regido 7,9 — 6,3 ppm do espectro de RMN H do
composto LAPDESF- BZF-5, CDCls, 300 mHz
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Figura 31: Espectro de RMN *3C do composto LAPDESF- BZF-5
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Figura 32: Ampliacédo da regido & 145,31 -114,37 ppm do espectro de RMN 3C do
composto LAPDESF- BZF-5.
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Tabela 5: representacdo dos deslocamentos quimicos do composto LAPDESF-BZF-

5 apresentados nos espectros de RMN'H e RMN3C.

Posicéo O H (ppm) M/ J°(Hz) 0 13C (ppm)
1 - - 161,57
2 6,92 d /16,0 114,37
3 7,53 m 129,87
4 - - 126,96
5 7,53 m 129,87
6 - - 114,37
8 3,84 S 55,39
9 7,72 d/16,0 114,89
10 7,79 d/15,9 145,31
11 - - 166,99
13 5,33 S 65,42
14 - - 140,83
15 7,48 m 127,66
16 7,69 m 130,37
17 - - 137,27
18 7,62 m 130,37
19 7,46 m 127,66
21 - - 196,29
23 - - 137,51
24 7,81 m 130,05
25 7,51 m 128,32
26 7,62 m 132,51
27 7,57 m 128,32
28 7,84 m 130,05

Fonte:
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5.1. Resultados obtidos das andlises de absorbancia no espectro UV,

utilizando-se a concentracao de 2ug/mL para cada composto avaliado.

Os espectros de ultravioleta foram obtidos ap6és a purificacdo dos compostos .
A andlise dos perfis de absorcdo dos compostos apresenta uma prerrogativa da
possivel capacidade fotoprotetora dos mesmos, principalmente, indicando a regido
do espectro UV 6tima. (BERNERD et al., 2003; SEITE; FOURTANIER, 2008;

SOLOVCHENKO; MERZLYAK, 2008; STIEFEL; SCHWACK, 2015)

Figura 33: Espectro de UV do padrédo 3-metoxicinamico e Lapdesf bzf -4
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Fonte: dados da pesquisa
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Figura 34: Espectro UV do composto acido 4 metoxicindmico e Lapsdef BZF- 5
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Fonte: dados da pesquisa

Tabela 6: valores de absorvancia criticos dos compostos avaliados

compostos A critico nm faixa de absorvancia UV (nm)
acido 3-metoxicinamico 275 230 e 270-315
acido 4-metoxicinamico 275 230e 270-315
4-hidroximetil benzofenona 260 210-270
LAPDESF-BZF-4 260/320 210-385
LAPDESF-BZF-5 252/335 220-385

Fonte: dados da pesquisa

A partir da analise dos espectros de UV obtidos, pode-se observar que ha
uma nitida diferenca no perfil de absorvancia dos padrbes analisados comparados
ao dos compostos obtidos, contudo houve incremento na faixa de absorcdo dos
novos filtros, principalmente na regidao de UVA, o qual o filtro padrdo 4-hidroximetil-
benzofenona n&o apresentou absortividade significativa, demonstrando que a

planejamento para obtencao dos novos compostos foi bem-sucedida.
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Os ensaios de DPPH determinam a capacidade antioxidante do composto. O
método, indireto, avalia a capacidade antioxidante dos compostos, por meio da

neutralizagao do radical DPPH conforme ilustrado na figura 35.

Figura 35: Esquema reacional de estabilizacdo do radical DPPH.

NO,

o
QN\“
_ - . + A-O
O,N N@ * A-OH

Fonte: dados da pesquisa. esquema ilustrando a alteracdo colorimétrica ocorrida quando o

radical DPPH é neutralizado por acdo de uma molécula antioxidante.

A vitamina C é considerada o padrdo para estes ensaios, tendo em vista
possui atividade antioxidante potente (REF). Os resultados demonstraram que 0s
reagentes utilizados como padrdes; benzofenonas-3 e 4 hidroximetil-benzofenona
sdo destituidos ou apresentam muito pouca atividade antioxidante. Os compostos
derivados do acido cinamico apresentaram atividade antioxidante (IC 50 para o teste
de DPPH < 0,50 mg/mL), além de apresentarem atividade fotoprotetora proxima ao
padrdo benzofenona-3 (FPS 2,09 e 2,95 comparados aos FPS 1,23 e 3,58, obtidos
pelos métodos de transmitancia e Mansur dos acidos 3 e 4-metoxicinamicos e
benzofenona-3 respectivamente). A analise das atividades fotoprotetora e
antioxidante dos produtos obtidos, demonstraram que a estratégia de modificacédo
estrutural proposta € promissora, pois, todos os compostos obtidos mantiveram a
capacidade antioxidante, demonstrada pelos resultados dos testes de DPPH

conforme dados da tabela 4, os valores obtidos foram proximos aos padrées usados
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para comparagdo () da mesma forma pode-se observar t os resultados de
fotoprotecdo dos compostos pelos métodos de Mansur e transmitancia, que
evidenciaram o incremento de fotoprotecdo dos produtos na regido do UVA em
comparagao com a benzofenona-3, e manteve a atividade fotoprotetora na regiao do

UVB similar ao mesmo padrao.

Os resultados obtidos para o ensaio de DPPH e FPS in vitro método de

Mansur e Optometrics- transmitancia encontram-se na tabela 6.

Tabela 7: Tabela contendo os resultados obtidos dos experimentos de DPPH
e determinacdo de FPS pelo método de Mansur (UVB) e pelo método Optometrics

(UVA).
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FPS Optometrics FPS Mansur A critico
Composto [0,1mg/mI] [0,1mg/ml] DPPH IC50 (mg/ml) (nm)
0
O O 3,03 185 180,00 369,20
HO
4-hidroxi-metil-benzofenona
0
= R
AL OH 2,09 2,95 <0,50 352,7
acidos 3 e 4-metoxicinamico
O OH
O O OCH,8 1,23 3,58 ND 371,10
benzofenona-3
LAPDESF - BZF-1 O/
0]
/O:Q/\)\ 223 3,06 5,98 354,00
HO
LAPDESF - BZF-4
O/CH3
O o} 2,75 2,38 6,62 379,80
P
0
LAPDESF - BZF-5 O
GHs
o O o 2,69 2,59 6,62 381,05
O\/YO
o
HO, OH
o OH ND ND 0,08 0
o %
OH
Vitamina C

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki
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Os compostos foram submetidos a um estudo computacional na tentativa de simular
observar o possivel perfil de absorvancia dos compostos a radiacdo UV. Trabalhos
de (WAHAB; BREDOW; ALIWI, 2008b) demonstram que existe similaridade no perfil
de absorvancia calculado por métodos computacionais, comparados com resultados
obtidos por métodos experimentais, Por meio do uso de ferramentas de modelagem
molecular computacional foi possivel determinar os pontos criticos na conformacéo
espacial dos compostos propostos neste trabalho (BLAU et al., 2013; TROSSINI et
al., 2009) e assim prever a fotodegradacdo e também nortear o planejamento de

novas substancias promissoras como filtros solares.

As figuras 17 e 18 apresentam a conformacdo espacial de menor energia dos
compostos LAPDESF-BZF-3 e LAPDESF-BZF-4, e o0s mapas dos orbitais
moleculares Highest Ocupied Molecular Orbital (HOMO) e Lowest Unoccupied
Molecular Orbital (LUMO) e também apresenta o mapa de potencial eletrostatico
(MEP), o conjunto destes resultados demonstraram a estabilidade estrutural dos
compostos pela analise da distribuicdo eletrénica dos mesmos, o qual a intensidade
das cores indicam a maior ou menor densidade de elétrons (azul= menor

intensidade; vermelho= maior intensidade)

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki



Figura 36:

Composto LAPDESF- BZF-4

O

O

68

CHs

Modelos matematicos do composto LAPDESF-BZF-4feito por

modelagem molecular. Conférmero de menor energia, mapa de HOMO e LUMO
respectivamente, em seguida mapa de potencial eletrostatico e de densidade

eletronica.

¢

Conférmero de
menor energia

HOMO

LUMO

Fonte: dados da pesquisa.
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Composto LAPDESF BZF-5

_CHj

Figura 37: Modelos matematicos do composto LAPDESF-BZF-5 feito por
modelagem molecular. Conférmero de menor energia, mapa de HOMO e LUMO
respectivamente, em seguida mapa de potencial eletrostatico e de densidade

eletrbnica.

K
£ ¥

Conférmero de HOMO LUMO MEP's CPK

3}

Fonte: dados da pesquisa.
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Os resultados apresentados pelo estudo de conformacgdo estrutural dos
compostos permite-nos observar que a partir da visualizacdo do mapa de densidade
eletrénico (MEP) h& uma visivel estabilidade eletrénica, com poucas diferengas de
cargas de forma geral, contudo ao visualizarmos os mapas de HOMO e LUMO dos
compostos percebemos que existem duas regides distintas na estrutura o que
possivelmente auxiliaria na acomodacao da energia UV absorvida, desta forma, é
possivel supor que a estratégia molecular apresenta-se promissora, e que
provavelmente 0os novos compostos propostos apresentem maior estabilidade frente

a radiacdo UV.(SANTANNA, 2009; WAHAB; BREDOW; ALIWI, 2008a, 2008b)

4. Fotodegradacao in vitro por espectrometria de massas por imagem (DESI)

Para a padronizacdo do método, inicialmente foi utilizado Lampada de UVA
320-365 nm com poténcia de 4 Watts modelo SE-140 dual bulb spectroline CM
series, Uvman, UK, em sistema fechado e isolado de luz externa e em um sistema
chamado de “real time photodegradation”, o qual as amostras ficavam expostas a
radiacdo UV durante o tempo necessario para aquisicao de dados para formacao da
imagem (em média 130 minutos). Porém, a energia fornecida pela lampada as
amostras ndo demonstrou ser eficiente ao ponto de provocar a fotodegradacdo dos
compostos mesmo apés 4 horas de exposicao, desta forma foi buscada uma outra
alternativa como fonte de luz. Foi utilizada uma lampada de xenénio conforme
ilustrado na figura XX com poténcia de 40w, na tentativa de induzir a fotodegradagéo

dos compostos, a luz de xendnio foi selecionada por simular o espectro de radiacao
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UV solar. (LOWE, 1988; WEINGARTEN; WORTZMAN, [s.d.]; MAS; TAULER; DE

JUAN, 2011)

Figura 38: esquema de fotodegradacéao utilizando-se de lampada UVA de 4Watts.

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 39: esquema utilizando lus de xenbnio de 40 Watts para induzir
fotodegradacao

Fonte: dados da pesquisa.
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A tentativa com a luz de xendnio demonstrou baixa eficacia para observacéo
de fotodegradagéo dos padrdes, na condigao “real time photodegradation”, contudo,
apresentou resultados promissores quando foi feita a exposic¢ao prévia das amostras
a radiacao UV em intervalos de tempo controlados, conforme ilustrado na figura 39.
O método utilizando-se da lampada de xenbénio embora tenha demonstrado
resultados promissores, ndo permitiu uma identificacdo dos possiveis fragmentos
dos filtros solares padrdo observados, dificultando a validacdo do método. Estes
resultados demonstraram que € possivel observar a fotodegradacdo por
espectrometria de massas em atmosfera ambiente, sem a necessidade do uso de
um equipamento de Cromatografia liquida de alta performance acoplado (MAS;

TAULER; DE JUAN, 2011; ZHOU et al., 2013).

Os dados obtidos pelos métodos anteriores, conduziu 0s estudos a uma outra
alternativa de fonte de radiacdo UV, neste sentido foi tentado observar a
fotodegradacdo dos filtros solares utilizando-se de uma camara de bronzeamento
artificial Ergoline, utilizando lampadas Voltarc GT Series Bronser FR71/HO 100-120

W de poténcia.

Dentre os métodos utilizados para obter uma fotodegradacéo forcada o que
apresentou melhores os resultados foi o método 3, o qual as amostras foram
expostas previamente em decorréncia de controle de tempo de exposicdo e
posteriormente submetidas a leitura no espectrometro de massas e analise das
imagens dos ions detectados, pelo programa Biomap Novartis Institute for

Biomedical Resources, Basel, Suica.

De acordo com as analises realizadas, foi possivel observar que a utilizagdo

do material PTFE, foi o que apresentou os melhores resultados para as possiveis
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analises de fotodegradagao, pois, demonstrou boa intensidade de ions “pais” dos
padrdes utilizados conforme mostrado nos espectros representados nas figuras 38 e
40 tanto no método de visualizacdo de ions positivos quanto no método de
visualizacdo de ions negativos, o uso de agua e da mistura de metanol e agua nao
apresentou condicdes minimas para analise do espectro de massas, para 0
experimento proposto, desta forma sé estdo expostos o0s resultados obtidos
utilizando MeOH 100% como solvente e o material PTFE como substrato de

aplicacao das amostras.

Para a tentativa de validacdo de métodos

Pode-se observar nos espectros obtidos uma alteracdo no perfil de
intensidade dos ions, que apresentaram uma significativa redugéo dos “ions pais”
em decorréncia do tempo de exposicao a radiacdo UV, bem como o aparecimento
de ions correspondentes aos fragmentos de decomposicdo dos filtros padrao

analisados.

Tabela 8 :tabela com os possiveis ions pais a serem visualizados nos espectros de
massa das figuras 39 a 49.

Possiveis ions a serem observados

nome dos ions +H* +NH; + Na' + K*

metoxicinamato de octila 291 307 313 329

avobenzona 311 327 333 349

benzofenona-3 229 245 251 267

4-bromometilbenzofenona 276 292 298 314

Fonte: dados da pesquisa

A figura 40 representa o resultado de espectro de massas dos compostos.

Como o0 equipamento realiza a varredura horizontalmente nas placas
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individualmente (contendo um composto/placa), os resultados aparecem em um

Unico espectro. Reescrever para explicar o porqué de um espectro apenas

Figura 40: espectro de massas do material PTFE sem substancias aplicadas a

superficie, correspondente método de analise 4.

blank_time_0 #35-247 RT: 0.35-2.53 AV: 213 NL: 4.78E2
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
100+ 112.27
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Fonte: dados da pesquisa. Principais ions correspondentes ao material PTFE, utilizado como

parametro de base (fingerprint) para as andlises posteriores em solugéo de 100% de MeOH.

A figura espectro contendo os picos correspondentes aos ions “pais”, pode-se

observar a presenca destes ions correspondentes aos dos compostos padrao

analisados na condicdo de tempo 0’ na situagao inicial, o qual as amostras nao

foram expostas a radiacdo UV.
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Figura 41: Espectro de massas dos compostos benzofenona-3, metoxicinamato de
octila e avobenzona, no tempo zero, antes da submisséo a radiagéo UV.

100+ 152.09

953 157.09
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mi7

Fonte: dados da pesquisa. Em vermelho possiveis ions da benzofenona-3 protonada m/z 229,18 e
com formando um aduto de sédio m/z 265,18, o destaqgue com m/z 265,18, corresponde ao
metoxicinamato de octila também formando um aduto de sédio e por fim os destaques circulados em
azul correspondentes aos ions da avobenzona protonada m/z 311,18 e formando aduto com sédio

m/z 333,27.
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Figura 42: Espectro de massas obtido apds 45 min sob efeito da radiacdo UV

blank_time_0 #35-247 RT: 0.35-2.53 AV: 213 NL: 4.78E2
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Fonte: dados da pesquisa. Principais ions correspondentes ao material PTFE e solu¢do de 100% de

MeOH.
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Figura 43: espectro de massas
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do material PTFE sem substancias aplicadas a

superficie, correspondente método de andlise 4.
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Fonte: dados da pesquisa.

25109

22918
>
b 33318
31318
311.18

18009 40918 20827 51 00 || 23427 21918 39118 327,27 | 33836

34927

180 200 220 240 260 280 300 320 340
miz

Figura 44: Espectro de massas destacando os ions encontrados na amostra
analisada do experimento tentativo 3 no tempo 120’.
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 45: espectro de massas do padrdo avobenzona no tempo 0’ no modo
positivo de visualizacdo de ions, correspondente método de andlise 4.

Avobenzone_time_0_150608151019 #30-195 RT: 0.30-2.00 AV: 166 NL 1.51E2
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
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Fonte: dados da pesquisa. Destaque para os ions pais correspondentes a avobenzona protonada

em 311,36; acrescida de sodio em 333,36 e acrescida de potassio em 349,36.
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Figura 46: espectro de massas do padrdo benzofenona-3 no tempo 0’ no modo
positivo de visualizagéo de ions, correspondente método de analise 4

Benzophenone_time_0_150608143320 #16-129 RT. 0.15-1.32 AV: 114 NL: 8.89E1
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
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Fonte: dados da pesquisa. Destaque para os ions pais correspondentes a benzofenona-3 protonada

em 229,18; acrescida de so6dio em 251,18 e acrescida de potassio em 267,09.
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Figura 47: espectro de massas do padrao avobenzona no tempo 120’ no modo

positivo de visualizagéo de ions, correspondente método de analise 4

avobenzone_4hrs_#31-224 RT: 0.31-2.30 AV: 194 NL: 1.35E2
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
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Fonte: dados da pesquisa. Apds 120’de exposicdo pode-se observar a diminuicdo significativa dos

jons pais, contudo sem a visualiza¢do dos possiveis fragmentos de fotodegradacéo.

LAPDESF-2016 Paulo Renato Yamasaki



81

Figura 48: espectro de massas do padrédo avobenzona no tempo 120° no modo
positivo de visualizacédo de ions, correspondente método de analise 4.

benzophenone_4hrs_#19-276 RT: 0.19-2.83 AV: 258 NL 1.10E2
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
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Fonte: dados da pesquisa. Apds 120’de exposigcdo pode-se observar a diminuicdo significativa dos

jons pais, contudo sem a visualiza¢do dos possiveis fragmentos de fotodegradacéo.
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Figura 49: espectro de massas do padrédo metoxicinamato de octila no tempo 0’ no
modo positivo de visualizagdo de ions, correspondente método de analise 4

Octylcinnamate_time_0_150608151019#55-126 RT: 0.56-1.29 AV: 72 NL: 7.58E1
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-550.00]
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Fonte: dados da pesquisa. Nao houve mudanca significativa na observacdo do espectro deste

composto.
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Figura 50: espectro de massas do padrao metoxicinamato de octila no tempo 120’ no
modo positivo de visualiza¢do de ions.
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Fonte: dados da pesquisa. Ndo houve mudanca significativa na observacdo do espectro deste

composto.

De acordo com os resultados analisados, pode-se observar a fotodegradacao
dos produtos nos tempos extremos de 120°, o espectro do composto PTFE que
serviu de substrato para aplicacdo das amostras mostrado na figura 42, indica os

principais ions do “branco”, utilizado como referéncia para as analises posteriores.

Nos espectros das figuras 39, 40 e 41, pode-se notar a mudanca do perfil dos
espectros de massas em relacdo ao tempo de exposicdo ao mesmo tempo em que
se observa a ocorréncia de novos ions, referentes aos possiveis produtos de
fotodegradacdo dos compostos avaliados. Neste caso foi utilizado o método do

experimento 3 o qual consistia em uma avaliagdo dos compostos padrdo em uma
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lamina de vidro contendo microcirculos de PTFE, os quais as amostras foram

aplicadas na quantidade de 0,5puL em concentragéo de 10mg/mL.

Nao foi possivel realizar uma analise de massa/massa dos padrdes no
experimento 3, pois 0S mesmos estavam aplicados no mesmo substrato o que
acarretou na verificacdo da primeira limitacdo da técnica para este experimento,
conforme se efetuava a leitura de determinada regido da lamina a mesma era
‘lavada” pelo spray além de formar uma mistura com as linhas subjacentes
acarretando em impurezas e dificuldade para selecdo dos ions da regido analisada.
Houve uma tentativa de efetuar a analise de cada composto individualizado, que foi
interrompido devido a um acidente ocorrido no laboratorio de espectrometria de

massas da universidade de York em Toronto-Canada.

O experimento 4 foi realizado com simuladores solares utilizados para
bronzeamento artificial, com o intuito de simular a radiacdo UV incidente de forma
mais incisiva sobre as amostras, os resultados foram obtidos ap6s o periodo de
doutorado sanduiche, desta forma a preparacéo e envio dos dados ficou a cargo de
um estudante de pos-graduacéo do laboratério que acompanhou todo o experimento

inicial.

A analise dos dados obtidos pelo experimento 4 representados nas figuras 43
a 49, indicaram que ocorre fotodegradacdo dos compostos apds 120’ de exposigao,
contudo ndo se pode observar a formacdo de ions referentes aos possiveis

fragmentos, apresentando uma limitacéo da técnica.

Para o experimento 2 foi possivel observar apenas os ions pais no tempo 0’
presentes na figura 42 e de forma similar aos demais experimentos, algumas

limitacbes foram observadas: o tempo de exposicdao e a fonte de luz nédo se
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mostraram adequadas, a forma que o0 equipamento executava a leitura para
aquisicdo de imagens também representou uma séria limitacdo, acarretando em
misturas de compostos observadas nas imagens adquiridas, dificultando a

interpretacéo e visualizacao da fotodegradacao por imagem.

Figura 51: lons obtidos dos compostos benzofenona-3 (m/z 229 e 151);
Avobenzona (m/z 311, 180, 161 e 135) utilizando a técnica de DESI-MS para

aquisicao das imagens.
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Fonte: dados da pesquisa. Imagens formadas pela intensidade dos ions encontrados e
formado pela compilacdo no programa biomap.. Os ions com m/z 311, 161 e 180 de acordo com as
imagens apresentadas correspondem ao composto avobenzona. Os ions m/z 229, 151 e 135,

provavelmente oriundos da fragmentacéo do composto benzofenonas-3.
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Figura 52: ions obtidos do composto 4-brometilbenzofenona (m/z 277, 213 e

197) utilizando a técnica de DESI-MS para aquisicdo das imagens.
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Fonte: dados da pesquisa . Possiveis ions da degradacdo do composto 4-brometil-

benzofenona m/z 277, 213 e 197.
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Figura 53: imagens dos fragmentos observados no modo positivo do composto
benzofenona-3 utilizando-se do método-3

Benzofenona-3 Q

HsC.

O OH

Fonte: dados da pesquisa. ions encontrados nas imagens obtidas utilizando-se o método — 3

do composto benzofenona-3
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Figura 54: ions correspondentes aos possiveis fragmentos do composto
metoxicinamato de octila utilizando-se do método -3 de andlise.

Metoxicinamato
de octila

O

o)
/

Fonte: dados da pesquisa. ions encontrados nas imagens obtidas utilizando-se o método — 3

do composto metoxicinamato de octila.
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Tabela 9: As estruturas quimicas dos padrées analisados, bem como os
possiveis ions dos fragmentos obtidos na aquisicdo dos espectros de massas dos

compostos avaliados.(GAGO-FERRERO et al., 2012)

fon do composto m/z 311 fon do composto m/z 229 lon do composto m/z 276
m/z 180 m/z 151 m/z 277
m/z 161 - m/z 213
m/z 135 - m/z 197

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados apresentados nas imagens das figuras 50 e 51, demonstraram
gue existe a possibilidade de visualizagcdo dos ions dos filtros solares (dos
compostos padrdo), pode-se observar os ions apresentados na tabela 5 que
representam os possiveis fragmentos dos filtros solares avobenzona (ions 180; 161
e 135, benzofenona-3 (ion 151) e 4-brometil-benzofenona (ions 213 e 197)
(posteriormente substituido por metoxicinamato de octila — um filtro exclusivamente
UVB). Em todos os métodos tentativos os principais ions foram observados: os ions
parentais, bem como, os potenciais ions de fotodegradacdo, contudo, n&o foi
possivel isola-los para posterior identificacdo e confirmacdo dos fragmentos, este
viés, dificultou a padronizacdo e validacdo dos métodos tentados, comprovando a

necessidade de modifica¢cdes nas condi¢gBes de analises.
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Estes resultados foram posteriormente utilizados para preparagéo e tentativa
de novas aquisicoes de imagens que nao foram bem-sucedidas, pois, em todas as
demais aquisicdes ndo foi possivel isolar os ions de fotodegradacdo. Da mesma
forma também nédo fol determinada a fotoestabilidade dos padrdes. Este conjunto de
resultados obtidos, impediu a posterior analise dos compostos obtidos
sinteticamente, pois, sem uma metodologia validade, os dados obtidos né&o
apresentariam o critério ana’litico necessario para comprovagao do tempo de
fotodegradacao dos compostos utilizando-se a técnica de espectrometria de massas

por imagem em atmosfera ambiente.

6. Conclusodes

Os compostos derivados de acido cinamicos (acidos 3 e 4-metoxicinamicos)
apresentaram resultados promissores nos testes de capacidade antioxidante pelo
método de DPPH, com ICsop em concentragdes abaixo de 6,9 mg/ml, comparados ao
padrao utilizado vitamina C (< 0,50 mg/ml) e aos reagentes iniciais, os acidos 3 e 4-
metoxicinamicos (0,50 mg/ml). Com relacéo a caracterizacdo os dados de RMN bem
como o0s resultados preliminares obtidos por espectrometria de massas
demonstraram que a estratégia de obtencdo de composto foi correta e que todos 0s
compostos planejados foram obtidos, pois todas as informacfes dos compostos
foram caracterizadas, os principais nucleos de H foram registrados, igualmente a
guantidade de atomos de carbono e os respectivos sinais foram identificados. Os
resultados obtidos por modelagem molecular demonstraram que a estabilidade dos
filtros quanto a fotodegradacdo pode estar relacionada a quantidade de ligacdes 1
em ressonancia, pois pela analise dos estudos de superficie eletrbnica e da

densidade eletrdnica, observou-se que 0s compostos apresentam uma distribuicdo
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eletrbnica praticamente homogénea, demonstrando que 0S compostos S&ao
eletronicamente estaveis na conformacdo de menor energia. De maneira similar, a
analise dos mapas de HOMO e LUMO de cada composto demonstraram que além
da boa distribuicdo eletrbnica os compostos também apresentam um grande
potencial de acomodacdo de energia nestes orbitais. Para a obtencdo dos
compostos derivados diretamente do &cido ferulico, foram observadas severas
dificuldades em se formar a ligacéo éster entre o acido e o alcool das benzofenonas,
estes que foram substituidos pelos acidos 3 e 4 - metoxicindmicos, da mesma forma
o alcool da benzofenona — 3 demonstrou grande dificuldade para reagir, devido em
grande parte a isomeria ceto-endlica intramolecular presente na estrutura quimica da
benzofenonas-3. Esta reagdo apresentou rendimento reacional abaixo de 10%,
sendo posteriormente substituida pela 4-hidroximetil-benzofenona, que foi obtida da
bromometil-benzofenona. Este conjunto de fatores foi crucial para a substituicdo dos
compostos utilizados nas rotas sintéticas apresentadas na qualificacdo de
doutoramento, da mesma forma que foram importantes para definir e nortear o

trabalho para a metodologia final utilizada.

A partir das analises tentativas de espectrometria de massas, foi possivel concluir
gue o0s compostos apresentaram relativa estabilidade por até 30 minutos, néo
demonstrando alteracdo nos espectros apresentados, contudo os dados nao foram
conclusivos, pois, pela técnica de DESI-MS utilizada s6 se pode inferir a respeito da
concentracdo de ions detectados e ndo da quantidade exata, sendo assim, a técnica
permitiu avaliar qualitativamente a fotodegradacdo, contudo ndo foi possivel
identificar os fragmentos formados apdés a incidéncia da radiacdo UV sobre os
compostos, pois, ndo foi possivel isolar os ions encontrados inicialmente nos

espectros dado que dificultou a validagdo dos meétodos. Dentre as tentativas de
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analises realizadas, o material utilizado como substrato para aplicacdo das andlises
qgue apresentou as melhores condi¢des de analises foi o PTFE em combinacdo com
0 solvente metanol (100%) para identificagdo dos compostos em modo de
visualizacdo do ions positivos que apresentou boa intensidade dos ions dos
fragmentos provaveis esperados, como mostrado nas figuras 50 e 51 formando as
imagens visualizadas, contudo cabe a ressalva de que o método de andlise DESI-
MS né&o foi conclusivo para o teste de fotodegradacdo demonstrando algumas
limitacbes para aquisicdo das imagens planejadas posteriormente, desta forma, a
espectrometria de massas foi importante apenas para observar a possivel
fotodegradacdo dos compostos padrées, sem contudo obter a validacdo dos
métodos tentados, sendo assim, 0s compostos sintetizados ndo foram avaliados.
Importante ressaltar que o professor Dr. Demian IFA colaborador do estagio
sanduiche orientou e auxiliou o trabalho e as tentativas de analise que inicialmente
se mostraram simples, mas, com o desenvolvimento do trabalho ficaram evidentes
as dificuldades em determinar as condicfes ideais para analise. Por fim foram
utilizados os espectros totais adquiridos nos intervalos de tempos regulares, onde foi
possivel observar a ocorréncia de ions importantes dos fragmentos dos compostos
padrdo analisados, sem a aquisicdo das imagens para localizacao exata dos ions no
substrato e mesmo estes dados ndo foram suficientes para determinar uma

metodologia de trabalho de avaliacdo de fotodegradacao ideal

Desta forma, pode-se concluir que de acordo com os resultados apresentados,
0s compostos obtidos demonstraram que a nova série de compostos LAPDESF —
BZF, é bastante promissora, embora os compostos ndo tenham demonstrado
atividade superior aos compostos padrdo, a nova série LAPDESF-BZF manteve

tanto a atividade fotoprotetora quanto a atividade antioxidante, apresentando um
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incremento de absorvancia na regido do UVA, além de apresentar um perspectiva
positiva quanto ao teste de fotodegradacéo utilizando a técnica de espectrometria de

massas em atmosfera ambiente.
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