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Resumo

RESUMO

O uso de protetores solares para a protecao da pele contra os raios UV emitidos pelo sol est4
se tornando imprescindivel e o estudo tanto de filtros inorganicos, organicos como das
suspensdes estaveis que constituem o0s protetores requerem pesquisa académica. Este
trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de novos tipos de filtros solares através da
obtencdo de complexos metalicos de Zn**, de Ce** e heterobimetalicos de Zn** e Ce** a fim
de utiliz&-los na formulacdo de protetores solares com melhor desempenho no fator de
protecdo solar (FPS) e com menor irritabilidade. Dentre os diversos filtros orgéanicos
existentes foi escolhido como ligante o flavonoide quercetina (3,3°,4°,5,7
pentahidroxiflavona), um composto natural que apresenta propriedades bactericidas,
antiinflamatdrias e antioxidantes, além de absorcdo intensa na regido UVA e UVB do
espectro eletromagnético. Os complexos obtidos foram caracterizados por difracdo de raios
X, analises térmica e elementar, espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do
infravermelho, espectroscopia eletrénica de absor¢do na regido do UV-VIS, espectroscopia
de fotoluminescéncia. Os complexos de Zn** com quercetina, denominados de complexo 1 e
complexo 2, apresentam interacdo metal-ligante pelos grupos 4-oxo e 3-OH, e férmulas
minimas [Zn(Q)(H20),] e [Zn(Q)2(H20),] respectivamente. O complexo de Ce** com
quercetina, denominado de complexo 4, apresenta a interacdo metal-ligante ocorrendo pelos
grupos 4-oxo e 5-OH da quercetina e a férmula minima [Ce(Q)3(H20)2]. O complexo
heterobimetalico de Zn** e Ce*, complexo H, apresenta férmula minima
[Cezn(Q)2(H20)4]CI com seu espectro UV-VIS sugerindo interacdo dos centros metalicos
com dois grupos principais da molécula de quercetina. A atividade antioxidante desses
complexos frente as espécies reativas e/ou radicalares ABTS®", DPPH®, O,", HOCI/ OClI e
H,O,, de forma geral é superior a do ligante indicando que a complexacdo da quercetina
com metais potencializa a atividade antioxidante desta. As formulagc6es de protetores solares
utilizando quercetina e os complexos obtidos no trabalho como filtros solares, nas
porcentagens de 1, 3 e 5%, apresentam como caracteristica principal a tixotropia e absorcéo
condizente com o filtro solar de partida. Assim, os complexos obtidos neste trabalho s&o
bastante promissores como filtros solares antioxidantes em formulagGes de protetores

solares e portanto com potencial para formular cosméticos multifuncionais.

Palavras-chave: complexos metéalicos, Zn?*, Ce*, quercetina e filtros solares.



Abstract

ABSTRACT

The use of sunscreens to protect the skin against UV rays emitted by the sun is becoming
crucial and the study of both inorganic and organic filters, as well as stable suspensions
which are the sunscreens require academic research. This work aims the development of
new types of sunscreens by obtaining metal complexes of Zn?*, Ce®*" and hetero bimetallic
complexes of Zn** and Ce** in order to use them in the sunscreen formulations to provide
better performance in sun protection factor (FPS) and less irritability. Among the many
existing organic filters it was chosen as ligand the flavonoid quercetin (3, 3', 4', 5,7
pentahidroxiflavone), a natural compound that has antibacterial, anti-inflammatory and
antioxidants, besides intense absorption in the UVA and UVB region of electromagnetic
spectrum. The complexes obtained in powder form were characterized by X-ray diffraction,
elemental and thermal analyzes, infrared vibrational spectroscopy, electronic absorption in
the UV-VIS and photoluminescence spectroscopies. Complexes of Zn®* with quercetin,
designated complex 1 and complex 2 show metal-ligand interaction by the 4-oxo and 3-OH
groups, and formulas [Zn(Q)(H0),] and [Zn(Q)2(H0),] respectively. The complex of Ce**
with quercetin, called complex 4 shows the metal-ligand interaction by the 4-oxo and 5-OH
groups and formula [Ce(Q)3(H20),]. The hetero bimetallic complex of Zn?* and Ce** with
quercetin, called complex H, presents formula [CeZn(Q).(H2.0)4]Cl and its UV-VIS
spectrum suggests interaction of the metal centers with two main groups of quercetin. The
antioxidant activity of these complexes against the reactive species and / or free radical
ABTS™, DPPH", 02"", HOCI / OCI" and H.0; is generally superior to the ligand indicating
that complexation of quercetin with metals enhances its antioxidant activity. The sunscreen
formulations utilizing quercetin complex obtained in 1, 3 and 5% percentages present as
main characteristic the thixotropy and UV absorption consistent with the sunscreen
properties. Thus, the complexes obtained in this work are promising as antioxidants in
sunscreen formulations and therefore with the potential to develop multifunctional

cosmetics.

Keywords: metal complexes, Zn?* Ce**, quercetin and sunscreens.
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1-INTRODUCAO
1.1. Radiacao solar e a pele

A radiacdo solar é a denominacdo dada a energia de varios comprimentos de onda
emitida pelo sol. Quando essa radiacdo atravessa a atmosfera da Terra, alguns desses
comprimentos de onda sdo filtrados (SCHUELLER et al., 2000; MASSON et al., 2003).
Assim, o espectro solar que atinge a superficie da Terra é formado pelas radiagdes
Infravermelha (IV), Visivel (VIS) e Ultravioleta (UV). Nosso organismo percebe a
presenca destas radiagcdes do espectro solar de diferentes formas. A radiacéo infravermelha
é percebida sob a forma de calor, a radiacéo visivel através das diferentes cores detectadas
pelo sistema dptico e a radiacdo ultravioleta através de reacdes fotoquimicas.

A energia proveniente do sol é essencial para manutencdo da vida na Terra e
dependendo da intensidade, frequéncia e das caracteristicas individuais de cada pessoa,
pode resultar em efeitos benéficos ao ser humano, como sensacdo de bem estar fisico e
mental, estimulo a producdo de melanina e de vitamina D, além de ser utilizada no
tratamento de algumas doencgas como a ictericia. No entanto, caso ndo se tome os devidos
cuidados quanto ao tempo de exposicao, a radiagdo solar pode causar muitos prejuizos ao
organismo (DE PAOLA et al., 1998).

A luz ultravioleta, que compreende a regido de comprimentos de onda de 100 a 400
nm, causa maior preocupacao, pois as reacfes fotoquimicas podem estimular a producao
da melanina, cuja manifestacdo é visivel sob a forma de bronzeamento da pele, ou pode
levar desde a producdo de inflamagdes até graves queimaduras e cancer de pele
(SCHUELLER et al., 2000). Também héa possibilidade de ocorrer mutagcdes genéticas e
comportamentos anormais das células, h4 maior risco de cancer de pele e também o foto-
envelhecimento precoce da pele (OSTERWALDER et al., 2004). Essa radiacdo €
convenientemente dividida em UVC, UVB e UVA.

A radiacdo UVC compreende a faixa de comprimentos de onda de 100-290 nm, é
extremamente lesiva nos seres vivos por ser bastante energética (STEINER, 1995;
STREILEIN et al., 1994), no entanto praticamente 100% deste tipo de radiacdo é absorvida
pela camada de ozdnio e atmosfera da terra. O UVB define a faixa de radiacBes com
comprimentos de onda compreendidos entre 290-320 nm e cerca de 1-10% dessa radiacao

atinge a superficie da terra. Ja a radiacdo UVA (320-400 nm) atinge a superficie da terra
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em maior quantidade relativa, cerca de 90-99%, e pode ser subdividida em UVAL (320-
340 nm) e UVA2 (340-400 nm).

Por serem as radiagdes presentes em maior quantidade, UVA e UVB séo
responsaveis pelos danos mais graves causados a pele humana. Com faixas de energia
diferentes, cada tipo de radiacdo é capaz de criar tipos diferentes de leséo na pele devido a
diferentes graus de penetrabilidade.

Na figura 1 estd ilustrada a penetrabilidade da radiagdo UV em funcdo do
comprimento de onda. Na ilustracdo, baseada no trabalho de DRANSFIELD (2000), é
possivel observar que a penetrabilidade da radiacdo na pele € diretamente proporcional ao
seu comprimento de onda, o que confere ao UVA um maior caminho livre médio em
relacdo ao UVB. Ja a radiacdo UVB causa lesdes mais superficiais, enquanto que a
radiacdo UVA pode causar lesées mais profundas (DRANSFIELD, 2000).

Figura 1. Representacdo esquemdtica da profundidade de penetracdo da radiagdo UV nas
camadas da pele.

Fonte: DRANSFIELD (2000).

Assim, a radiacdo UVB (290-320 nm), mais energética e menos penetrante que a
radiacdo UVA, é responsavel por lesdes superficiais como queimaduras e eritemas, além
de contribuir para a fotocarcinogénese devido a sua interacdo direta com o DNA e
subsequente formag&o de glicdis de timina e dimeros de ciclobutano pirimidina (SEITE et
al., 2000; HEINRICH et al., 2004; VIELHABER et al., 2006; VELASCO et al., 2008a). Ja
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a radiacdo UVA, por ser menos energética e mais penetrante, € responsavel pelo
bronzeamente da pele, além de causar lesdes mais profundas e cumulativas, como o
fotoenvelhecimento (alteragdes das fibras de coldgeno, elastina e formacdo de radicais
livres). No entanto, a maior consequiéncia da exposi¢do a radiacdo é a geragdo de espécies
reativas de oxigénio, que podem, portanto, gerar bases derivadas de DNA oxidadas, como
0 8-hidroxideoxiguanosina e genes supressores de tumor alterados (SEITE et al., 2000;
HEINRICH et al., 2004; VIELHABER et al., 2006; VELASCO et al., 2008a).

Desta forma, os perigos causados pela radiacdo UV a saude humana, podem ser
minimizados pelo emprego de protetores solares, que sdo formulagGes cosméticas que
contém filtros solares capazes de proteger a pele dos danos causados pela radiagdo UV
(FLOR et al., 2007).

1.2. Protetores solares

Os protetores solares sdo sistemas coloidais complexos que podem ser formados
por sois, emulsbes ou ambos. Apesar de serem considerados cosméticos, 0s protetores
solares apresentam efeitos profilaticos e podem ser definidos como formulagGes que
contém filtros solares. Existem dois tipos de filtros solares, 0s inorganicos e 0s organicos.

Em geral, os protetores solares disponiveis no mercado contém ambos.

1.2.1 FiltrosInorganicos

Os Filtros inorganicos como TiO, e ZnO sdo extensivamente utilizados em
formulacdes de protetores solares. Esses filtros sdo também denominados erroneamente de
filtros fisicos, pois além de absorverem, também refletem a radiacdo visivel e dispersam a
radiagdo UVA/UVB da luz solar. Como refletir e dispersar sdo fendmenos fisicos, tem-se,
entdo, a denominacdo de filtros fisicos (SERPONE; DONDI; ALBINI, 2007). Assim, a
atenuacdo da radiacdo UV por esses 0xidos ocorre através da combinacédo do espalhamento
que depende de caracteristicas morfolégicas e da absorcdo que envolve transicBGes
eletronicas entre a banda de valéncia (BV) e a banda de conducéo (BC). Esses fendmenos
sdo determinados pelo indice de refracdo, pelo tamanho da particula, pela dispersdo na
emulsdo e pela espessura do filme que se forma na pele quando o protetor ¢ aplicado.

Esses filtros solares representam a forma mais segura e eficaz para proteger a pele,
por apresentarem baixo potencial de irritabilidade e por serem quimicamente estaveis

(BECHERI et al., 2008). Sédo também preferencialmente utilizados na forma microfina,
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pois em tamanhos maiores, podem espalhar a luz visivel e ocasionar o indesejavel efeito
branco sobre a pele dos usuarios (PINNELL et al., 2000). Deve-se, entretanto, tomar
devido cuidado quanto ao tamanho de particulas, ja que o TiO, promove reacGes
fotocataliticas quando expostos a radiacdo UV (DUNFORD et al., 1997), o que pode levar
a possiveis efeitos toxicos devido a liberacdo de radicais livres.

O TiO,, um excelente filtro UV, é considerado um grande candidato a ser utilizado
em produtos cujo objetivo é a obtengdo de um alto FPS de largo espectro. Existe nas
formas cristalinas do tipo rutilo, anatase e brookita, além da forma ndo cristalina. Apenas
as fases rutilo, que possui energia de bandgap de 3,0 eV, e anatase (energia de bandgap de
3,2 eV) tém aplicabilidade em logdes de protetores solares, além de fotocatalise
heterogénea. A principal diferenca entre as duas esta na maior foto-atividade da fase
anatase, mas a fase mais comum € a rutilo (COTTON; WILKINSON, 1988).

O Zn0 é um semicondutor que pode existir em trés formas, wurtzita, blenda de zinco
e sal gema. A temperatura ambiente, a forma termodinamicamente estavel do ZnO é a
wurtzita. Seu bandgap é de ~3,4 eV tendo diversas aplicagdes, como a protecdo solar ja
que é extremamente efetivo na atenuacdo da radiacdo UVA e UVB, cosmetologia, células
solares e fotocatalise heterogénea (OZGUR et al., 2005).

H& que se ressaltar, porém, que muitas formulagdes ndo apresentam somente filtros
inorganicos. Para uma melhor protecdo da pele contra os raios UV, é comum utilizar

também filtros organicos.

1.2.2 Filtros Organicos

Os filtros organicos, erroneamente denominados de filtros quimicos, sao
representados por moléculas orgénicas capazes de absorver a radiacdo UV de alta energia e
transforma-la em radiacdes com energias menores, as quais sejam inofensivas ao ser
humano. Estas moléculas sdo essencialmente compostos aromaticos com grupos carbonila
e possuem, em geral, um grupo doador de elétrons, como uma amina ou um grupo
metoxila na posicdo orto ou para, do anel aromatico. No processo de absorcdo, a molécula
organica absorve a luz UV fazendo com que elétrons situados nos orbitais HOMO sejam
excitados para orbitais de maior energia (orbitais LUMO), e ao retornar para o estado
inicial, o excesso de energia € liberado na forma de calor.

De acordo com a regido da radiagdo UV que absorvem, os filtros organicos séo
classificados tanto como filtros UVA, isto €, aqueles derivados da benzofenona, antranilato

e dibenzoilametano que absorvem radiacdo UVA, quanto como filtros UVB, tais como 0s
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derivados do acido p-aminobenzoico (PABA), de salicilatos, cinamatos e da canfora, que
absorvem radiacdo UVB. As estruturas de alguns filtros organicos estdo representadas na
figura 2. Vale ressaltar que atualmente alguns desses filtros estdo proibidos de serem
utilizados em formulagcbes de protetores solares devido seu possivel potencial

carcinogénico.

Figura 2. Estruturas de alguns filtros solares organicos.

Atualmente existe uma grande variedade de filtros organicos utilizados
comercialmente. Como cada filtro organico absorve apenas parte da regido do ultravioleta
(UVA e/ou UVB), para se ter uma protecdo completa da radiacdo UVA e UVB, deve-se
fazer uma combinagdo entre estes. Devido as combinagdes, esses filtros muitas vezes
apresentam um alto grau de irritabilidade quando aplicados a pele.

Uma tendéncia na formulacdo de protetores solares € o uso de maiores quantidades
de filtros inorganicos, principalmente para criangas e pessoas com peles sensiveis. Isto esta

associado ao fato do filtro inorgénico possuir um baixo potencial de irritabilidade da pele,
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frente ao filtro organico. A irritabilidade da pele muitas vezes acontece devido a
permeacdo da formulacdo, ou seja, a passagem do filtro solar organico através da
epiderme.

O problema da permeacgéo do filtro pode ser resolvido pela associagdo do filtro
inorganico com o organico, resultando num filtro hibrido, que podera contar com as
caracteristicas de ambos os filtros organico/inorganico para efetuar a protecéo solar, e pela
obtencdo de complexos metalicos utilizando como ligantes moléculas organicas, que

apresentem potencial como filtros UV em formulacGes de protetores solares.

1.2.3 Filtros orgéanicos naturais: Flavonodides

As plantas produzem uma grande diversidade de compostos orgéanicos que podem
ser divididos em metabdlitos primarios, que sdo as moléculas essenciais e constitutivas, e
aquelas que ndo estdo diretamente envolvidas nos processos de crescimento e
desenvolvimento. Estas Ultimas sdo tradicionalmente chamadas de metabdlitos secundarios
e se originam através de vias biossintéticas de ocorréncia restrita, distribuidas em grupos
taxondmicos especificos no reino vegetal. Neste sentido, destacam-se os flavondides,
encontrados em diversos vegetais, frutas citricas, flores, castanhas, sementes, chas, vinho e
em outras fontes de alimentacdo. Podem ocorrer como mondmeros, dimeros ou formas
oligoméricas, sendo encontrados em sua grande maioria oxigenados e conjugados com
acucares (heterosideos).

Os flavonodides sdo derivados da benzo-a-pirona com a maioria de seus
representantes formados por 15 atomos de carbono em seu ndcleo fundamental,
constituindo os nucleos A, B e C (figura 3). Eles constituem uma enorme classe de
substancias fendlicas divididas em sete subgrupos principais: chalconas, flavonas,
flavonois, antocianinas e taninos condensados ou proantocianidinas e as auronas
(BEHLING et al., 2004; HARBONE, 2001).

Figura 3. Esgueleto basico e padréo dos flavonoides.
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Dependendo da substituicdo e do nivel de oxidacdo do anel pirano (anel C) os

flavonoides podem ser divididos em diversas classes:

e Flavanois: hidroxila na posicao 3, ex. catequina e epicatequina.

e Flavonois: carbonila na posi¢édo 4, hidroxila em 3 e uma ligacdo dupla entre 2 e 3,
ex: quercetina e canferol.

e Flavonas: carbonila na posi¢édo 4 e uma ligacdo dupla entre 2 e 3, ex: rutina e
apigenina.

e Antocianidinas: hidroxila na posicao 3, e ligacdo dupla entre o oxigénio e o carbono
2, e entre os carbonos 3 e 4, ex: cianidina.

e Flavononas: carbonila na posicéo 4, ex: miricetina e naringenina.

Além dessas classes hd as chalconas, auronas, diidrochalconas, flavandiol,
bioflavondides e protoantocianidinas.

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, porém frequentemente ocorrem
como glicosideos, e dentro de uma mesma classe podem diferir entre si de acordo com o
padrdo de substituicdo do glicosideo nos anéis A e B, que podem se ligar a molécula em C-
3 ou C-7, sendo a primeira mais comum.

A biossintese dos flavondides (figura 4) apresenta a singularidade de seus anéis
aromaticos serem formados por rotas metabdlicas distintas. Sua porcao fenil-propanoidica
(anéis B C2, C3, C4) ¢ derivada do acido p-cumarico formado pela via do chiquimato. Por
outro lado, o anel A é formado basicamente pela condensacao de unidades de acetato, pela
via dos policetideos. A biossintese geral dos flavonoides tem como intermediario central o
tio-éster p-cumaroil-CoA, que serd alongado pela condensacdo de trés unidades de
malonil-CoA. A ciclizacdo resulta na formagdo do anel A e produz a chalcona, que em
condicdes fisioldgicas, tende espontaneamente a flavona racémica. Contudo, sabe-se que a
ciclizacdo da chalcona é catalisada por uma enzima, chalcona isomerase, que induz o
fechamento estereoespecifico do anel (adicdo syn sobre a dupla ligacdo E) formando
exclusivamente a 2-(S)-flavanona. Os outros tipos de flavonodides sdo formados por
subsequentes etapas de Oxi-reducdo deste intermediario comum (CROTEAU, 2000; XIE;
DIXON, 2005).
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Figura 4. Rota Biossintética Geral para Flavondides.

Fonte: Adaptado de CROTEAU, 2000; XIE; DIXON, 2005.

Vaérios flavondides tém sido exaustivamente estudados pela perspectiva de seu uso
na protecdo da saude, acdo farmacoldgica e atividade antioxidante. De um modo geral,
estes possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais
efetivos que as vitaminas C e E em determinadas situagdes. Tém sido avaliados como
moduladores na imunidade e como resposta antiinflamatdria pelo impacto que causam nas
funcbes de mdasculos lisos.  Possuem efeito preventivo ou protetor em doencas
coronarianas, na perda 6ssea, e em outras patologias relacionadas com a idade. Muitos
flavonoides sdo também considerados anticancerigenos, antivirais, antialérgico,
hepatoprotetores, antitlcerogénicos, que sdo atribuidas a capacidade de captura do radical
oxigénio (BEHLING et al., 2004; MIDDLETON, 2000; WANG; HUANG, 2004). Além
disso, devido a presenca de grupos cromoforos em suas estruturas, estes sdo também
capazes de absorver radiacdo UV apresentando, portanto, grande potencial para sua

utilizacdo como filtros organicos em formulagéo de protetores solares.
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1.2.4 Flavondide quercetina: caracteristicas e propriedades gerais

Dentre os diversos flavonoides conhecidos, sera dado destaque para quercetina (3,
3’, 4°, 5, 7 pentahidroxi-flavona) (figura 5), um flavonol denominado aglicona, ou forma
sem agUcar da rutina, e que se encontra muito presente na dieta humana, sendo encontrado
em grande quantidade em alimentos como frutas, verduras e chas. Por possuir uma série de

acOes farmacoldgicas e grande abundancia na natureza, tem sido objeto de muitos estudos.

Figura 5. Formula estrutural da quercetina.

Fonte: Adaptado de DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012.

A substancia apresenta-se como um p6 amarelo-alaranjado, com férmula molecular
C15H1007 e massa molecular 302,24 g.mol™ na forma anidra e 338,24 g.mol™ na forma
dihidratada, forma que se encontra cristalizada. Funde em torno de 330 °C, porém em torno
de 314°C j& é observada sua decomposicdo. Quanto a solubilidade, é praticamente
insolivel em agua, sendo mais soltvel em metanol, etanol a quente, acido acético glacial e
em solucgdes alcalinas, as quais apresenta coloracdo amarelada (BUDAVARI, 1996).

Por meio de pesquisa na literatura foi possivel verificar que espectro de RMN de *H
da quercetina em dmso apresenta os seguintes sinais: d 12,50 (s, 1H, 5-OH), 10,76 (s, 1H,
7-OH), 9,60 (s,1H, 3-OH), 9,39 (s, 1H, 4’-OH), 9,31 (s, 1H, 3’-OH), 7,68 (d,Juzme = 1,8
Hz, 1H, 2’-H), 7,55 (dd, 1H, 6’-H), 6,89 (d, Jusme = 8,5 Hz, 1H, 5°-H), 6,43 (d, Jus/me =
1,5 Hz, 1H, 8-H), 6,22 (d, 1H, 6-H) (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012). Através deste
desses dados, é possivel atribuir a seguinte ordem para a desprotonacdo de suas hidroxilas:
5-OH, 7-OH, 3-OH, 4’-OH e 3’-OH.

Semelhantemente aos outros flavonoides, apresenta sensibilidade a luz
(HARBONE; WILLIAN, 2001) e sua estabilidade em solucdo esta comprometida em
valores de pH acima de 7, condi¢do na qual as reacGes de oxidacdo e hidrdlise tornam-se
favorecidas (GOMATHI et al., 2003).
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Possui propriedades farmacoldgicas de grande interesse, dentre as quais estdo
efeitos anticarcinogénicos, antiviral, antiinflamatério, protetores do sistema renal,
cardiovascular e hepatico, além de propriedade antioxidante (BEHLING, 2004;
MASUOKA et al.,, 2012) que contribui com a prevencdo ou reducdo de efeitos
fotobioldgicos causados pela radiacdo UV (INAL; KAHRAMAN, 2000). Além disso, a
quercetina possui caracteristicas espectroscopicas interessantes para utilizacdo como filtro
organico em formulagdes de protetores solares, como intensa absor¢do da radiacdo
UVA/UVB, além de ser comercial.

1.3. Atividade antioxidante

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2000), antioxidante é qualquer composto
que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera
0 substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo.

Existe um grande interesse no estudo de compostos antioxidantes, devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. S&o
conhecidos como radicais livres quaisquer espécies quimicas capazes de existir de forma
independente e que contenham um ou mais elétrons desemparelhados no orbital molecular.
Por isso, sdo muito reativos e capazes de interagir com muitas biomoléculas, como
lipideos, proteinas e DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Além das espécies radicalares, existem espécies ndo radicalares que também séo
altamente reativas. Entre estas espécies podem-se destacar dois grupos: as espécies reativas
de oxigénio (ERO) e as especies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO radicalares mais
importantes sdo 0 anion superéxido (O,"), radical hidroxila (HO®), peroxila (ROQO"),
alcoxila (RO®); e as ndo radicalares sdo o peroxido de hidrogénio (H.0O,), &cido
hipocloroso (HOCI) e o oxigénio singlete (*O,). O éxido nitrico (NO,) e o peroxinitrito
(ONOO) constituem as principais ERN. Tais espécies sdo geradas em sistemas bioldgicos
por varios processos de oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; DURACKOVA,
2010; ARAUJO, 2008; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

O conhecimento dos mecanismos de formacdo e regulacdo das ERO é de grande
importancia para a compreensdo dos eventos celulares relacionados ao controle da
sobrevivéncia, morte e proliferacdo celular. Tais espécies sdo dotadas de grande

reatividade, as quais apresentam papéis adversos nos sistemas biologicos, podendo ser
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benéficas e mesmo essenciais ou deletérias para os organismos vivos (VALKO et al, 2006;
NIKI, 2010).

As oxidagdes ocorrem como partes fundamentais da vida aerdbica e do nosso
metabolismo; sendo assim, ocorre a producdo das espécies reativas naturalmente e seus
niveis podem ser exacerbados por alguma disfuncdo bioldgica (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

O desequilibrio entre a presenca de niveis relativamente altos de espécies reativas,
principalmente as ERO e/ou ERN, e a insuficiéncia de mecanismos de defesa
detoxificantes, € uma condicdo bioquimica denominada de estresse oxidativo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010). Também é considerado um evento intracelular
importante em varios processos patoldgicos, com envolvimento nas complicacdes de varias
doencas, como por exemplo, aterosclerose, doencas neurodegenerativas (doenca de
Alzheimer, esclerose multipla, mal de Parkinson), cancer e sindrome de Down, entre outras
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; NIKI, 2010; DURACKOVA, 2010; VALKO et al.,
2006).

As ERO, além de seu envolvimento com determinadas patologias, também tém sido
apontadas como responsaveis pelo processo de envelhecimento em consequéncia do
desacoplamento das reagdes de transporte de elétrons e da elevacdo dos niveis de metais,
que causam o0 aumento das oxidacGes de biomoléculas como as proteinas e consequente
acimulo destas, alterando a homeostase celular (RODRIGUES, 2007; FINKEL;
HOLBROOK, 2000).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO. O processo pelo
qual as ERO atacam as membranas biologicas € chamado de lipoperoxidacdo (LPO). A
LPO é um processo continuo que ocorre na membrana celular lipoproteica, gerando o
radical peroxila (ROO®), o que acarreta alteracdes na sua estrutura e permeabilidade.
Consequentemente, h& perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do contetdo de
organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos
citotoxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular. A lipoperoxidacao é
postulada estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e na exacerbacgao
da toxicidade de xenobidticos (NIKI et al., 2005; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004;
MENEGHINI, 1987).

Assim, o efeito das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio pode ser
equilibrado pela acdo de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, 0s quais tém como

funcdo a remocdo dessas espécies, evitando o extresse oxidativo, podendo assim proteger o
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organismo. Dentre os antioxidantes enzimaticos, os mais eficientes sdo: SOD, a catalase e
a glutationa peroxidase. Entre antioxidantes ndo enzimaticos, podemos destacar as
vitaminas C e E, carotendides, compostos tiolicos, flavondides naturais como a quercetina,
melatonina e outros. A atividade antioxidante contra o estresse oxidativo depende da
espécie reativa, como foi e onde foi gerada, pois o local de atuacdo dos antioxidantes
dentro da célula depende também de sua solubilidade, e do tipo celular envolvido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; DURACKOVA, 2010; VASCONCELOS et al.,
2007).

1.4. Complexos metalicos de quercetina e seu potencial como filtros
solares e antioxidantes

E inegavel que este século estd sendo marcado pela forca dos movimentos
ecoldgicos e por terapias que irdo refletir de maneira significativa na obtencdo de novos
compostos com propriedades terapéuticas.

De um modo geral, os produtos naturais tém sido foco de diversos estudos devido a
sua presumivel utilizacdo segura, questdes ecoldgicas como a sustentabilidade e impacto
ambiental minimo (TRABIZI; MORTAZAVI; KAMALINEJAD, 2003). Voltado para a
aplicacdo em protecdo solar, o uso de matérias primas naturais, como o flavonoide
quercetina, que possui absorcdo da radiacdo UV e consequente protecdo da pele contra
danos causados pelas radiagdes UVA e UVB é de grande interesse devido aos beneficios
que estes produtos podem trazer e finalmente a confianga do consumidor ao “nome”
produto natural (BANOV et al.,, 2006; ROLIM et al., 2005; ROLIM et al., 2006;
VELASCO et al., 2008b).

A interacdo de flavondides com ions metalicos pode mudar as propriedades
antioxidantes, bioldgicas e espectrais dos mesmos, sendo a maioria dessas propriedades
muitas vezes superiores as dos compostos originais (SOUZA et al., 2003). Dessa forma,
tem-se buscado obter complexos metélicos com flavondides, como a quercetina, a fim de
potencializar as propriedades farmacoldgicas e antioxidantes que tais produtos naturais
apresentam (SOUZA et al., 2003).

O flavonobide quercetina apresenta sitios de coordenagdo com a presenca de grupos
hidroxi e oxo e desta forma, capacidade de se coordenar a metais de transigdo. Seus
principais sitios de coordenagdo sdo 0s grupos presentes nas posi¢oes 4-oxo, 3-OH, 5-OH,
3’-OH e 4’-OH (Figura 5) porque além da desprotonacédo das hidroxilas, estes grupos sao

capazes de quelar metais, diferentemente da hidroxila 7-OH, que apesar de possuir
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hidrogénio acidico, ndo possue grande possibilidade de formar quelatos. Apesar de alguns
estudos envolvendo complexos de quercetina e rutina contendo ions Fe (1), Cu (Il) e Zn
(1), Sn (I) ja& serem encontrados na literatura (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012;
BUKHARI et al., 2009; LEKKA et al., 2009; HYNES, et al., 2008; TORREGGIANI et al.,
2005; SOUZA; DE GIOVANI et al., 2005), o uso de metodologias diferentes (solvente,
temperatura e tempo de reacdo) levam a obtencdo de complexos distintos com
propriedades quimicas e bioldgicas diferentes (FERRETTI et al., 2007).

Alguns estudos apontam o uso da quercetina e de outros flavondides em protecéo
solar, mas 0 uso de complexos metalicos de quercetina como filtros em formulagdes de
protetores solares ainda ndo foram descritas na literatura.

Assim, uma alternativa inédita a utilizacdo de filtros hibridos é a obtencdo de
complexos entre cations metalicos como Zn®** e Ce*" e heterobimetalicos de Zn** e Ce®*
com o filtro organico quercetina. Apesar de complexos poderem permear a pele, ainda que
com maior dificuldade, dado o seu maior volume por férmula unitéaria, pode haver um
ganho de absorcdo de radiacdo UV, aumento razdo UVA/UVB e do Fator de Protecdo
Solar (FPS). Complexos combinam céations metalicos com ligantes organicos, e absorvem
radiagio UV também através de transicbes de natureza semelhante as dos ligantes
organicos, isto €, transicdes do tipo t—n*. Nesses compostos, a transicdo m—n* possuli
forca de oscilador de varias ordens de grandeza maior que o valor da transi¢do BV — BC
em oOxidos inorganicos (CEBIM, 2008). Esse aumento da forca de oscilador implica numa
maior absortividade molar do composto utilizado como filtro solar e consequentemente
trara maior razdo UVA/UVB e um maior FPS ao protetor solar, tornando-o um produto de
alto desempenho. Ressalta-se também que os complexos podem absorver radiacdo UV
através de transi¢Oes de transferencia de carga, com forca de oscilador alta, no entanto,
menores que a da transicdo n—n* (LEVER, 1984). Além das propriedades Opticas, tais
complexos podem apresentar atividade antioxidante superior ao flavonoide de origem,
apresentando-se assim como um filtro solar multifuncional.

A presenca do Ce** na composicdo do complexo que ser4 utilizado na formulagdo do
protetor justifica-se, pois este ion apresenta absorcdes elevadas na regido do UVA/UVB
devido a transi¢do 4f — 5d. Também pode ser citado que sob determinadas condi¢des de
simetria e especialmente de forca e de distancia de ligagdo, Ce*'pode apresentar
luminescéncia, possibilitando a correlacdo das propriedades espectroscopicas e estruturais
do complexo com os parametros de protecdo solar (FLOR et al., 2007; CEBIM, 2008). Ja a
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presenca do Zn?* pode ser justificada pela grande importancia desse fon para os sistemas
biol6gicos (MAFRA; COZZOLINO, 2004).

Assim, cientes de que o uso de protetores solares para a protecdo da pele contra os
raios UV emitidos pelo sol é imprescindivel nos dias atuais, torna-se de grande relevancia
0 estudo de novos filtros solares através da obtencdo de complexos metélicos e
heterobimetalicos utilizando os fons metalicos Zn**, Ce®" e quercetina como ligante, a fim
de preparar formulagdes de protetores solares com menor irritabilidade, melhor
desempenho no fator de protecdo solar (FPS) e na porcentagem de radiacdo UVA

bloqueada.

1.5. Levantamento bibliografico

Levantamento bibliografico foi realizado na base de dados Scifinder®
primeiramente com a palavra-chave protetor solar, e posteriormente com as palavras-
chave protetor solar e quercetina. Na figura 6 encontra-se 0 nimero de publicacbes
envolvendo protetores solares, referente ao periodo de 1940 a 2012 e o numero de
publicac¢des envolvendo conjuntamente 0s termos protetor solar e quercetina neste mesmo
periodo.

Figura 6. Numero de publicacdes sobre protetores solares ou protetores solares e quercetina, no
periodo 1940-2012.
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O primeiro artigo envolvendo o conceito de protetor solar foi publicado por Bird
em 1942 com o titulo Ultraviolet absorption of surface anesthetics na revista Journal of
the American Pharmaceutical Association. O segundo trabalho sobre este assunto foi
publicado dois anos mais tarde por Mueller e tratou de uma reviséo sobre a determinagao
da absorcdo e da estabilidade de um protetor solar, além da avaliacdo deste material em
termos de toxicidade, odor, irritacdo e outras potencialidades. No decorrer dos anos, 0
numero de publicacfes envolvendo este assunto cresceu exponencialmente e de uma forma
geral, os artigos publicados até o momento envolvem diversos conceitos como a
composicao da formulacéo, a descoberta de novos filtros solares organicos ou inorganicos,
fotoestalidade dos componentes de um protetor, sintese e caracterizacdo de filtros
organicos, além de estudos de métodos in vitro e in vivo que atestam a eficiéncia de um
protetor solar. Esse crescimento no numero de publicacdes reflete o reconhecimento da
importancia que este tema tem para os dias atuais. Vale ressaltar que o nimero de
publicacdes da ultima década foi menor que o numero de publicagdes nas décadas
anteriores visto que foram analisados os trabalhos publicados apenas nos anos de 2011 e
2012, ndo contemplando todos 0s anos pertencentes a esta década.

Na figura 6, podemos observar também o nimero de publicagdes no decorrer dos
anos, que envolvem o uso da quercetina e de seus derivados em protetores solares. O
primeiro trabalho relacionado ao assunto foi publicado em 1980, uma patente da empresa
Sansho Seiyaku Co. do Japdo, que tratava sobre a utilizacdo de ésteres de acidos graxos
quercetina como absorvedores UV. Mas o primeiro trabalho que retrata o uso da molécula
de quercetina como filtro solar aconteceu dois anos mais tarde (1982), uma patente da
empresa Kanebo Ltd. do Japdo. Ao longo dos anos o numero de publicacbes sobre o
assunto comegou a crescer. Em 2010, Scalia e Mezzena estudaram o efeito do antioxidante
quercetina  na fotoestabilidade de uma formulacdo contendo os filtros
Butilmetoxidibenzoilmetano e octilmetoxicinamato. Eles verificaram que a presenca da
quercetina na formulacdo contribui favoravelmente para com a sua fotoestabilidade.

Né&o foram encontrados trabalhos envolvendo a utilizacdo de complexos metalicos
de quercetina como filtros solares em formulagoes.

Assim, atraves desse levantamento foi possivel verificar que a pesquisa envolvendo
compostos antioxidantes como a quercetina, em formulacdes de protetores solares é
bastante recente apesar de ter uma relevancia ja conhecida, o que nos instiga a focar nossos
estudos em complexos metalicos de quercetina a fim de verificar seu potencial como filtros

solares antioxidantes.
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2-OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o estudo de novos complexos metalicos de Zn*,
Ce* e heterobimetalicos de Zn?* e Ce®* utilizando produto natural (quercetina) como
ligante, com énfase na caracterizagdo espectroscopica para explorar a viabilidade destes na
composicao de formulagdes de protetores solares.

Como etapas necessarias tém-se:

- Obtenc&o de complexos metélicos de Zn®* e de Ce** com quercetina;

- Obtencdo de complexo heterobimetalico de Zn*" e Ce** com quercetina;

- Caracterizacdo, estudo e comparacdo das propriedades Opticas e atividade
antioxidante dos complexos obtidos;

- Obtencdo de protetores solares utilizando cada um dos complexos obtidos,

analisando a estabilidade coloidal e a viabilidade desses materiais nas formulacdes.
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3- EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

Durante todo o trabalho foram utilizados os reagentes identificados na tabela 1.

Tabela 1: Relacdo de reagentes utilizados.

3.2. Obtencéo dos compostos de coordenacéo

3.2.1 Complexo de Zn* com quercetina

Devido as dificuldades encontradas em projetos anteriores na obtencdo do

complexo de Zn** com quercetina, e baseado em trabalhos encontrados na Literatura
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(DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012; BUKHARI et al., 2009; LEKKA et al., 2009; HYNES
et al., 2008; TORREGGIANI et al., 2005; SOUZA; DE GIOVANI et al., 2005), optou-se
por variar as condigdes reacionais para obtencdo do complexo, como o sal de zinco de
partida (acetato de zinco diidratado ou cloreto de zinco), o pH da solugdo metandlica do
ligante (6 / 7,5 / 9), a quantidade de agua destilada adicionada (0 / 5 /155 mL) e a
proporcao estequiometrica de Metal: Ligante (1:1 / 1:2 / 2:1), a fim de determinar as
melhores condigdes para obtencdo dos mesmos. Vale salientar que foram escolhidos o0s
valores de pH 6, 7,5 e 9 com o intuito de estudar o efeito da desprotonagdo dos grupos
fendlicos presentes na quercetina na formacéo do complexo.

Desta forma, partiu-se de solugdo metandlica de quercetina e com adicdo de base
(solucdo metandlica de NaOH 0,1 mol/L) ajustou-se o pH (6 / 7,5/ 9). Adicionou-se a esta,
solucdo de sal de zinco (acetato ou cloreto de zinco), mantendo a mistura resultante em
aquecimento e agitacdo a 60 °C por 1 h. Ap6s este tempo, houve a adicdo (ou ndo) de agua
destilada. A mistura foi mantida novamente sob aquecimento e agita¢cdo por mais 30 min,
seguido de repouso por alguns dias. Apds o periodo, o precipitado foi filtrado, lavado com
mistura de agua e etanol na proporc¢éo 50 : 50, e seco em dessecador.

Na figura 7 esta representado o procedimento experimental geral de obtencdo das
amostras.

Figura 7. Procedimento experimental de obtenc&o dos complexos de Zn*".

Como variou-se as condigcOes reacionais, foram obtidas 54 amostras no total. A

tabela 2 resume as condic¢Bes experimentais utilizadas e as respectivas amostras obtidas.
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Tabela 2: Condicdes experimentais e amostras obtidas.

Vale cometar que a nomenclatura escolhida para cada amostra resume as condi¢Ges
experimentais de sua obtencéo, por exemplo, a amostra 6-a-1-5 foi a amostra obtida em pH
6, partindo-se de acetato de zinco (a), na propor¢cdo M:L de 1:1 (0) e na presenca de 5 mL
de &gua destilada.

As 54 amostras foram caracterizadas inicialmente por espectroscopia vibracional de
absorcdo na regido do infravermelho (FTIR) e espectroscopia eletronica de absorcdo na
regido do UV-VIS por reflectdncia difusa (ERD). Por meio das medidas iniciais, foi
possivel verificar 3 perfis espectrais distintos, que foram denominados complexo 1,
complexo 2 e complexo 3 respectivamente. A fim de melhor investigar os compostos
obtidos, estes foram posteriormente caracterizados por difracdo de Raios X (DRX), anéalise
térmica, andlise elementar, titulagho = complexométrica,  espectroscopia de

fotoluminescéncia com excita¢do UV (EFL), indice de cor.

3.2.2 Complexo de Ce* com quercetina

Para sintese do complexo de Ce® com quercetina, partiu-se de solucdes

metandlicas de quercetina com pH~6 e de nitrato de cério hexahidratado. O sistema foi
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mantido sob agitacdo e aquecimento por 3 h a 60 °C. Posteriormente, adicionou-se 150 mL
de &gua destilada. O sistema resultante foi novamente mantido sob agitacdo e aquecimento
por 1 h a 60 °C, observando a precipitacdo. Ao final, a mistura resultante foi reservada por
alguns dias. Apo0s o periodo, a mistura foi filtrada e o precipitado lavado com uma mistura
dos solventes agua e etanol na propor¢éo 50 : 50 a fim de eliminar o excesso de ligante. O
precipitado foi seco em dessecador, resultando em amostra amarelo-esverdeada. Foram
utilizadas as proporc¢des Metal : Ligante (M:L) de 1:4 e 1:8.

Na figura 8 encontra-se o procedimento experimental geral de obtencdo das
amostras.

Figura 8. Procedimento experimental de obtencio do complexo de Ce*".

Vale salientar que foi escolhido pH~6 para a solugdo do ligante pois maiores
concentracbes de OH’, favorecem a formacdo de hidréxidos, induzindo assim a
precipitacdo de Ce(OH)s. Além disso, foi encontrado na literatura (MALESEV; KUNTIC,
2007) e pode ser comprovado nos experimentos utilizados anteriormente (obtencdo de
complexo de zn®* com quercetina com condicdes reacionais variadas) neste trabalho, que
tal valor é um pH 6timo para complexacdo de flavondides como é o caso do ligante
quercetina (MALESEV; KUNTIC, 2007).

As amostras obtidas, denominadas de complexo 4 (proporcao 1:4) e complexo 5
(proporcdo 1:8), foram caracterizadas por FTIR, ERD, DRX, analise térmica, anélise
elementar, titulagdo complexométrica, EFL e indice de cor.
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3.2.3 Obtencao do complexo heterobimetélico de Zn®* e Ce** com quercetina

Para sintese do complexo de Zn** e Ce** com quercetina foram utilizados dois
métodos. No primeiro, partiu-se inicialmente de solu¢fes metandlicas de quercetina com
pH~6, de acetato de zinco dihidratado e nitrato de cério hexahidratado nas proporcdes de
Zn?*: Ce** : Ligante de 1:1:2, 1:1:4, 1:1:6 e 1:1:8. A solucdo resultante foi mantida sob
agitacdo e aquecimento por 1 h a 60 °C. Posteriormente, adicionou-se 150 mL de agua
destilada, sendo mantida a agitacdo e aquecimento por mais 1 h a 60 °C observando a
precipitacdo. A mistura resultante foi reservada por alguns dias. Apds o periodo, foi
filtrada e lavada com agua, sendo o precipitado seco em dessecador, resultando numa
amostra de coloracdo esverdeada independente da proporcéao estequiométrica utilizada, que
foi denominada inicialmente de Amostra 1.

Abaixo (figura 9) encontra-se o fluxograma com o procedimento experimental
realizado na obtencdo da amostra 1.

Figura 9. Procedimento experimental de obtencio do complexo de Zn** e Ce*, método 1.

No segundo método utilizado, partiu-se de solu¢do metanolica do ligante e dos
cloretos de Zn** e de Ce®*" na proporcéo de Zn?* : Ce** : Ligante de 1:1:2. A solucéo foi
mantida sob agitacdo e aquecimento por 1 h a 60 °C. Posteriormente, a solugdo resultante
foi reservada para evaporacao lenta do solvente e consequente precipitacdo da amostra. Tal
amostra, denominada de amostra 2, foi lavada com mistura de agua e etanol na proporcao
30:70 respectivamente, e seca em dessecador.

Na figura 10 encontra-se o procedimento experimental utilizado na obtencdo do

amostra 2.
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Figura 10. Procedimento experimental de obtencdo do complexo de Zn? e Ce**, método 2.

As amostras obtidas em ambos os métodos foram caracterizadas por FTIR, ERD e
DRX. Como apenas a amostra 2 apresentou resultados promissores, esta foi melhor

caracterizada por analise térmica, elementar , EFL e indice de cor.

3.3. Preparacao dos protetores solares

As formulacdes dos protetores solares foram preparadas em amostras de 50 g,
contendo como filtros solares os complexos que obtiveram bons resultados. Formulacdes
utilizando quercetina ou ZnO como filtro solar também foram preparadas para posterior
comparagdo. As porcentagens de filtro utilizadas em cada uma das formulagdes foram de
1, 3 e 5%. Vale destacar que a formulacdo base utilizada na preparacdo dos protetores
solares foi escolhida com a colaboracdo do Prof. Dr. Marco Antonio Correa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP-CAr, que desenvolve projetos de pesquisa na area de
cosmeéticos.

Em um béquer, pesou-se a fase oleosa composta por alcool cetoestearilico
etoxilado, monoestearato de glicerila, cosmowax J. (mistura formada por élcool
cetoestearilico e alcool cetoestearilico etoxilado), adipato de diisopropila, triglicerides de
acido caprico e caprilico (em cinza na tabela 3). Em outro béquer pesou-se a fase aquosa
composta por propilenoglicol, metilparabeno, probilparabeno, agua destilada e edta
(negrito na tabela 3). As duas fases, aquosa e oleosa foram aquecidas separadamente a 70-
75 °C. Ao atingir essa temperatura, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa. Sob

agitacdo vigorosa, a mistura foi resfriada em banho com agua até formar um creme com
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alta viscosidade. Apos a formacao do creme foi adicionado a este uma suspensdo de agua,
filtro solar e Tween 20 (monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20) (italico na tabela 3). A
suspensao foi feita pra evitar a aglomeracao de filtro no produto final.

Desta forma, foram preparadas as seguintes formulagdes: Base (sem filtro); Q1%,
Q3%, Q5% (quercetina como filtro); ZnO 1%, ZnO 3%, ZnO 5% (ZnO como filtro); C;
1%, C; 3%, C; 5% (complexo 1 como filtro); C, 1%, C, 3%, C, 5% (complexo 2 como
filtro); C4 1%, C4 3%, C45% (complexo 4 como filtro) e Cy 1%, Cy 3%, Cy 5% (complexo
heter obimetalico como filtro). Estas formulagGes foram caracterizadas por ERD e medidas
de viscosidade.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as quantidades em massa de cada reagente para

preparar 50 g dos protetores com as respectivas porcentagens de filtro solar.

Tabela 3: Condictes experimentais e amostras obtidas.
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3.4. Caracterizag0Oes

3.4.1 Espectroscopia vibracional de absor¢cédo na regido do infravermeho

(FTIR)

Os espectros no infravermelho na regido entre 370 a 4000 cm™ das amostras e da
quercetina na forma de po, foram registrados no espectrémetro Perkin Elmer FT-IR
Spectrum 2000, utilizando pastilhas das amostras em KBr (aproximadamente 1:90, com

pressdo de cerca de 10 kbar no pastilhador).

3.4.2 Espectroscopia €letrbnica de absorcdo na regido do UV-VIS por
reflectancia difusa (ERD)

Os espectros ERD foram registrados no espectrofotometro Cary UV-VIS NIR na
faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. Como padréo de reflectancia difusa foi
utilizado 6xido de magnésio (MgO). Foi utilizado também o espectrofotdmetro
Colorimetro KONICA MINOLTA, modelo CM-2500 d, utilizando os padrdes do proprio
equipamento como 0 (zero) e 100% de reflectancia difusa e aquisi¢cdo dos espectros na
faixa de comprimento de onda de 360 a 740 nm.

Os espectros de absorcdo no UV-VIS foram obtidos a partir do espectro de
reflectancia difusa usando a aproximacéao de Kubelka-Munk (LOYALKA; RIGGS, 1995).

A funcédo de Kubelka-Munk ¢ definida por F(R) segundo,

2
f(&):%:g (equagcdo 1)
na qual R é a reflectdncia difusa. A funcdo de Kubelka-Munk ¢é igual a razdo entre os
coeficientes de absorcdo (k) e espalhamento (s), isto é F(R):k/s e se conhecida a

natureza do espalhamento de luz da amostra, representa o espectro real de absorcao.

A pele é um 6rgao do corpo humano que em sua superficie externa apresenta
irregularidades que causam o espalhamento em todas as direcdes da luz que a atingem
(reflexdo difusa). Como a sua espessura (e) é superior a 1,0 mm; essa estrutura torna-se
ideal para a aplicacdo das equacdes de Kubelka-Munk. Para isso, deve haver propagacéo
da luz do ar para a pele, espalhamento sem dire¢do preferencial e um caminho Optico
suficientemente grande a fim de se evitar transmissdo (e— o). Todas essas condi¢des sao

verificadas quando se trabalha com a irradiacdo de luz UV e visivel na pele.



Experimental 48

Foram calculados também a energia de gap (Ey) das amostras pelo método de Tauc
(CEBIM, 2008; VIANNA et al., 2004), comprimento de onda critico (A;) (DIFFEY et al.,
2000) e razdao UVA/UVB (VELASCO et al., 2008b).

O bandgap (Eg) é definido pelo tamanho da banda proibida, isto é, o espacamento
em unidades de energia entre a banda de valéncia (BV) e a banda de conducdo (BC). No
caso de solidos compostos por moléculas orgénicas, o nivel = deve contribuir em maior
porcentagem em BV e n* em maior porcentagem para BC. Deste modo a transicdo BV —
BC ¢ essencialmente de natureza = — n*. O bandgap do material pode ser calculado
através da aproximacao de Tauc. A partir da funcdo remisséo, obtém-se os coeficientes de
absor¢do (a) e segundo a linearizacdo de Tauc, um grafico de (a x E)" em funcdo de E,
onde E € a energia em eV, apresenta uma regido linear, na qual, se ajustada uma reta, seu
intercepto com 0 eixo das abscissas coincide com a posicdo da borda da banda de
absorcdo, ou seja, o bandgap. O valor de n depende do tipo de transicdo BV—> BC do
material. Se a transicdo BV—> BC ocorrer sem mudancga da zona de Brillouin (VIANNA et
al., 2004), ou seja, o material apresenta bandgap direto, o coeficiente é n = 0,50. Caso
contrario, se na transicdo BV—> BC houver mudanca da zona de Brillouin, entdo n = 2,0.
(CEBIM, 2008).

O comprimento de onda critico (Ac) ¢ um método que mede a quantidade de
protecdo UVA para um filtro solar especifico, em relagdo ao seu grau de protecdo geral.
Esse comprimento de onda é definido como sendo o comprimento no qual a area
corresponde a 90% da area total (A290-400). Quanto maior for o Ac de um filtro
especifico, melhor seré seu desempenho na regido do UVA (DIFFEY et al., 2000).

Para o célculo da razio UVA/UVB foram consideradas as regides espectrais (AA)
UVC, UVB e UVA como compreendidas entre 190-280, 290-320 e 320-400 nm
respectivamente (VELASCO et al., 2008b). A area compreendida nas regides UVA e UVB
¢ numericamente igual a area dos retdngulos delimitados por AX (no UVA = 80 nm e no
UVB = 30 nm) ¢ pela variagdo da reflectiancia difusa (ARD), que em ambos 0s casos €
igual a 100%. Assim, na regido do UVA a éarea total € numericamente igual a 8000 e
enquanto que no UVB igual a 3000. A area coberta pelo espectro de reflectancia difusa de
uma determinada amostra na regido do UVA ou UVB ¢ a diferenca entre a area total e a
area abaixo do espectro de RD no intervalo AL considerado. A razio UVA/UVB
(Ruvauve) € definida como o quociente entre a areas cobertas pelos espectros de RD no
UVA e UVB e a area total de cada regido (VELASCO et al., 2008b), isto &,
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: (equacéo 2)
na qual RD (1) é a reflecténcia difusa no comprimento de onda A.

A relacdo UVA/UVB define o desempenho de um filtro solar na faixa do UVA em
relacdo ao UVB e é calculado pelo quociente entre as areas definidas da protecdo UVA e
da UVB, sendo que as areas sdo normalizadas com relacéo a faixa de comprimento de onda
envolvido: UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm). A relacéo igual a 1 indica um filtro
que absorve igualmente no UVA e UVB (OSTERWALDER et al., 2000).

A classificacdo para um filtro ter um bom desempenho contra a radiacdo UVA pelo
método da razdo UVA/UVB é descrito conforme a Tabela 4.

Tabela 4: Classificagdo do desempenho de um filtro contra a radiagdo UVA calculado pela razio
UVA/UVB.

UVA/UVB Estrelas Classificacao
0a0,2 --- Sem prote¢do
0,21a04 * minimo
0.41a0.,6 * ok moderado
0,61a0,8 iy bom
0,81a0,9 e superior
0,91a1.0 M SN ultra

Fonte: Adaptado de SPRINGSTEEN, et al., 1999.

3.4.3 Espectroscopia de Fotoluminescéncia com excitacdo de radiacdo UV
(EFL)

Os complexos bem como o ligante quercetina foram caracterizados por EFL a
temperatura ambiente (~20°C) utilizando um espectrofluorimetro Fluorolog Horiba Jobin
Yvon com lampada de xendénio continua de 450 W e fotomultiplicadora Hammamatsu
R928, com excitacdo realizada na regido UV do espectro eletromagnético. Os espectros de

emissdo e de excitagdo das amostras foram obtidos com passo de propagacdo de 0,5 nm,
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tempo de integracdo de 1,0 s., com a fenda de excitacdo de 1,0 mm e fenda de emissao de

2,0 mm. Foi utilizado filtro 6ptico de 370 nm.

3.4.4 Difracdo de Raios X (DRX)

Para analise estrutural das amostras baseada no DRX utilizou-se o difratbmetro de
raios X modelo D 5000 da SIEMENS, variando o angulo de incidéncia de 4° a 70°, sob

radiacdo Ka do cobre e monocromador de grafite, com passo de 0,02°/3s.

345 AnaliseTérmica (TG/DTA)

A Analise térmica das amostras foi realizada utilizando um equipamento TA
Instruments, Modelo SDT2960 DSC-TGA, realizada em atmosfera de ar sintético, na razao

de aquecimento de 10°C/min com aquecimento em 1000°C.

346 Analise elementar

A andlise elementar das amostras foi realizada no equipamento CE Instruments,
Modelo EA 1110 — CHNS.

3.4.7 Titulacdo complexomeétrica

Para determinacdo da quantidade de metal presente nos complexos, foi utilizado o
método de titulagdo complexométrica utilizando solugdo de EDTA 0,01 mol L™ Para
determinacéo de Ce*" foi utilizado tampéo acetato de sédio/acido acético, com pH 5,5 e
alaranjado de xilenol como indicador, e para determinacdo de Zn** foi utilizado tamp&o de
cloreto de aménio/hidroxido de amdnio, com pH=10 e como indicador negro de ériocromo
T.

3.4.8 indicede Cor

Medidas de indice de cor das amostras obtidas foram registradas em um
espectrofotobmetro Colorimetro  KONICA MINOLTA, modelo CM-2500 d, com
observador a 10° e fonte de iluminagdo D65, de acordo com o sistema CIE (Comission
Internationale de I’Eclairage, ou International Commission on Illumination — Comissao
Internacional de lluminagdo). As medidas foram feitas em torno das coordenadas

colorimétricas L*, a* e b* (CIEL*a*b*), onde: L* é a luminosidade e varia do branco ao
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preto; a* do verde ao vermelho e o b* do azul ao amarelo, utilizando o programa proprio

do equipamento.

3.4.9 Viscosidade

As formulagdes dos protetores foram caracterizadas por medidas reologicas através
do viscosimetro Brookfield, modelo LVDV-E. Foram realizadas primeiramente medidas
de viscosidade variando-se a velocidade de cisalhamento nas temperaturas de 25, 40 e 60
°C.

Para isso, foram utilizadas as velocidades 0,3; 0,5; 0,6; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0;
5,0 e 6,0 rpm. Além disso, escolheu-se a menor velocidade de cisalhamento (0,3 rpm) e
mediu-se a viscosidade dos protetores em funcdo do tempo (total de 20 minutos), ou seja, a

cada 1 min foi realizada a leitura da viscosidade.

3.4.10 Medida da Capacidade antioxidante dos complexos

Foram utilizados sistemas-modelo in vitro, geradores de espécies reativas e/ou
radicalares para ABTS®", DPPH"®, O,*, HOCI / OCI" e H,0,. Os estudos nestes sistemas
foram realizados com diferentes concentracfes das amostras “padres” quercetina, rutina e
glutationa e dos complexos 1, 2,4 e H.

Os experimentos foram realizados em triplicata, e as porcentagens de inibicdo para
os ensaios frente as espécies ABTS®*, DPPH*, O,*, HOCI / OCI’, foram calculadas usando
a formula:

% Inibicdo = (1- Aa/ At) x 100 (equacéo 3)

Onde, Aa € absorbancia do radical ou cromo6foro na presenca da amostra e At € a
absorbancia do radical ou cromoforo na auséncia de amostras.

Desta forma, considerando que se obtém a porcentagem de inibic¢éo via equacao de
uma reta (equacdo 3), os resultados nesse trabalho estdo apresentados conforme esta
relacdo, sendo possivel encontrar o valor de ICsy da amostra analisada, ou seja, a
concentracdo da amostra na qual ha inibicdo de 50% do radical ou espécie oxidante.

Para a realizacdo da leitura das absorbancias dos ensaios antioxidantes foram
utilizados os espectrofotdmetros, de placas Biotek (Power Wave XS2) e com cubetas:
OceanOptics USB 4000 com agitacdo magnética e termostatizacdo com peltier e Femto
600 Plus.
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Capacidade de captura sobre o ABTS™"

Para a atividade antioxidante pelo método do ABTS foi utilizada a metodologia
descrita por Re et al. (1999), com algumas modificacbes. O cétion radical ABTS"*" foi
gerado pela oxidacdo do ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potassio (140 mmol/L)
(Figura 11), na auséncia de luz, e a temperatura ambiente, por = 16 horas. O ABTS"* é um
radical de coloragéo azul/verde que possui bandas de absorcdo a 645 nm, 734 nm e 815 nm
(RE et al.,1999). Depois de formado, o radical foi diluido em tampdo fosfato de sédio (pH
7,4) até obter-se a absorbancia de =~ 0,750 = 0,020, em 734 nm. Utilizou-se
espectrofotdmetro de placa para realizagdo das leituras das absorbancias a 734 nm. O
volume total da reacdo foi de 300 pL, sendo 100 uL fixo para o ABTS*". Os volumes das
amostras e do tampao variaram entre si, totalizando um volume de 200 pL.

O ensaio foi realizado segundo Pellegrini et al. (1999), monitorando-se o
decréscimo da absorbancia em 734 nm, ap6s 15 minutos de incubacdo na auséncia de luz
do ABTS™ & temperatura ambiente, na auséncia e na presenca dos complexos ou dos
“padrdes”, em diferentes concentragdes. Neste ensaio os complexos e os “padrdes” foram
dissolvidos em dmso. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM) das porcentagens de inibigédo (ICsp).

Figura 11. Reacdo de oxidacdo do ABTS

Fonte: Adaptado de RE et al.,1999.

Capacidade de captura sobre o DPPH*



Experimental 53

O DPPH’ cuja estrutura esta apresentada na figura 12, é um radical estavel quando
dissolvido em etanol e utilizado nos ensaios em concentracdo final de 62 umol/L. Os
ensaios foram realizados segundo Soares, et.al. (1997), monitorando-se o decréscimo da
absorbancia em 517 nm do DPPH’, ap6s 20 minutos de incubagdo no escuro, a 25 °C, na
presenca e na auséncia dos complexos ou dos “padrBes” dissolvidos em dmso, em
diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos em media + (EPM) das

porcentagens de inibicdo (1Cso).

Figura 12. Estrutura molecular do DPPH’

Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superoxido (O,*)

De acordo com Kakkar et al. (1984), neste ensaio o anion superéxido gerado pela
reacdo entre Metassulfato de fenazina (PMS) e a Nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH), reage com o azul de nitrotetrazélio (NBT), reduzindo-o, para gerar uma
formazana, onde a intensidade de cor é diretamente proporcional a concentragédo do radical
(Figura 13).

O ensaio foi realizado em tampéo pirofosfato de sédio (pH 8,3 — 25 mmol/L),
contendo PMS (372 umol/L), NBT (600 pumol/L), NADH (1560 umol/L), diferentes
concentragfes dos complexos e padrdes, em um volume final de reagdo de 900 uL. Apds
incubacdo de 7 minutos a temperatura ambiente, foi monitorada a absorbancia em 560 nm,
a fim de determinar a quantidade de formazana gerada (HAZRA; BISWAS; MANDAL,
2008). O monitoramento da formazana é espectrofotométrico com a mudanca da coloracao
amarelo palido do NBT para uma coloracdo purpura da formazana; as moléculas que
atuam como antioxidantes interagem com o O," inibindo a producdo da formazana

(ALVES et al., 2010). Neste ensaio os complexos e os “padrdes” foram dissolvidos em
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dimetilformamida visto que o solvente dmso mostrou-se um interferente nesse caso. Os

resultados foram expressos em média £ (EPM) das porcentagens de inibicdo (ICsp).

Abaixo encontra-se o0 esquema das reacOes utilizadas nesse ensaio:

Figura 13. Representacdo da geracéo do anion superoxido em presenca de um antioxidante.

NH;
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

Capacidade de captura sobre HOCI / OCI

A mieloperoxidase (MPO) uma hemeproteina presente nos neutrofilos e também
encontrada em mondcitos, € a unica enzima da classe das peroxidases que possui a

propriedade de catalisar a conversdo do H,O, a acido hipocloroso (HOCI) (ZUURBIER et.



Experimental 55

al., 1992). O HOCI, por sua vez, € um poderoso oxidante, com potente acao
antimicrobiana; por ser extremamente reativo, também oxida outras biomoléculas,
provocando muitos danos celulares (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998;
WINTERBOURN; KETTLE, 1994).

Este ensaio foi realizado segundo Ching et al. (1994), com algumas modificacdes,
onde a capacidade antioxidante depende da habilidade da amostra em capturar o HOCI,
impedindo-o de oxidar a 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) (Figura 14). Com a
oxidacdo do TMB é gerado um cromdforo azul com maximo de absorbancia em 655 nm e
com grande sensibilidade para determinar-se a capacidade de captura do HOCI / OCI pela
amostra a ser analisada.

Figura 14. Representacdo da oxidacdo do TMB pelo HOCI / OCI".

Para obter o agente oxidante padrdo foi feita diluicdo do NaOCI 12% em NaOH 10
mmol/L. A concentracdo do HOCI foi determinada espectrofotometricamente através de
seu coeficiente de extincdo molar (e= 350 M cm™ a 292 nm, ZGLICZYNSKI et al.,1971).

O teste foi realizado em tubos de ensaio, com diferentes concentragcbes dos
complexos em meio com tampdo fosfato de sodio pH 7,4; 50 mmol/L, HOCI (30 umol/L),
incubagdo de 10 minutos e por ultimo adicionou-se 0 TMB (2,8 mmol/L) (dissolvido em
dimetilformamida 50%, acido acético 0,8 mol/L com iodeto de potassio 0,01 mol/L) em
um volume final de reacdo de 2 mL; as incubacdes foram realizadas em temperatura
ambiente por 5 minutos e na auséncia de luz, e a leitura da absorbancia em 655 nm. Neste
ensaio os complexos e os “padrdes” foram dissolvidos em dmso. Os resultados foram

expressos em média + (EPM) das porcentagens de inibicéo (ICsp).

Capacidade de captura sobre o H,0,

A capacidade de captura do H,O, foi determinada segundo Ching et al. (1994) pelo
ensaio em que o H,O, oxida o &cido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) a acido 5-5’-ditio-2-

nitrobenzoico (DTNB), com diminuicdo da absorbancia em 412 nm e o aumento em 325
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nm (figura 15). O TNB foi preparado segundo Ching et al. (1994) e sua concentracdo foi
determinada com o coeficiente de extingdo molar em 412 nm de 13600 M*cm™ (CHING et
al., 1994), e a concentracdo do H,O; foi determinada de acordo com Brestel (1985), (€=80
M™ cm™, a 230 nm).

Realizou-se 0 ensaio em tampdo fosfato de potassio 50 mmol/L, pH 7,4; com
diferentes concentracdes dos complexos ¢ dos “padrdes” em dmso, H,O, (0,3 mmol/L) e
incubacgéo por 30 minutos a 37 °C; adicionou-se TNB (53 umol/L), e incubou-se por mais

1 hora a 37 °C. A leitura de absorbancia foi realizada a 412 nm.

Figura 15. Representacdo da oxidacdo do TNB a DTNB pelo H,0..

Fonte: LANDINO et al., 2008.

A porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TNB (% de captura do H,0O,) é

calculada da seguinte forma:

Onde: Abs Max., representa a absorbancia na auséncia do agente oxidante (H.0,) e da
amostra; Abs Amostra é a absorbancia na presenca do agente oxidante e da amostra; e Abs

Min. é a absorbancia na presenca do agente oxidante e na auséncia da amostra.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Complexo de Zn** com quercetina

Na figura 16 estdo representados 0s espectros no 1V das amostras obtidas a partir de
acetato de zinco diidratado (sal de partida) variando-se o pH da solucdo do ligante
(6/7,5/9), a proporcdo estequiometrica M:L (1:1/1:2/2:1) e a quantidade de agua presente
no meio reacional. As amostras obtidas a partir de cloreto de zinco ndo estdo apresentadas

aqui visto que os resultados foram semelhantes as amostras de acetato de zinco.

Figura 16. Espectros no IV do ligante quercetina e das amostras obtidas a partir de acetato
de zinco.
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Primeiramente, foi observado que as amostras obtidas nas proporcbes 1:2 e 2:1
(M:L) com pequena quantidade de agua no meio reacional (0 e 5 mL), nas trés condicdes
de pH resultaram em produtos escuros, devido a degradacao da quercetina, indicando que o
excesso de metal ou de ligante na presenca de pequena quantidade de agua, ou seja, um
meio reacional onde metal ou ligante encontram-se mais concentrados, independente do
pH reacional, pode contribuir para degradacdo da molécula orgénica natural. Tal processo
pode estar relacionado com a oxidacdo da quercetina e reducdo dos fons Zn?*, cujos
potenciais podem depender da agua.

J& as demais amostras, apresentaram coloracdo amarela intensa, sendo que amostras
obtidas a partir de pHs mais elevados apresentaram-se mais escuras que as amostras
obtidas em pH~6, indicando também, que além da maior concentracdo de ligante ou metal,
pHs mais elevados também favorecem a oxidacdo da quercetina levando a degradacdo do
produto formado.

De acordo com os espectros no infravermelho é possivel distinguir trés perfis
espectrais distintos: 1) amostras obtidas com adicéo de pequena quantidade de agua (0 e 5
mL) nas quais a [Zn®*] ~ 0,0100 mol/L; 2) amostras obtidas com adicdo de grande
quantidade &gua (155 mL) nas quais a [Zn®*] ~ 0,0044 mol/L; e 3) amostras degradadas.
As bandas presentes nestes trés perfis dos espectros IV e suas respectivas atribui¢tes serdo
discutidas posteriormente.

Na figura 17 encontram-se os espectros ERD das amostras obtidas a partir de
acetato de zinco.

E possivel observar primeiramente que estas amostras apresentam deslocamento da
borda de absorcdo para maior comprimento de onda (A), quando comparados com a
quercetina, que pode indicar complexac¢do, com exceg¢do das amostras degradadas. Este
deslocamento é ainda maior para amostras obtidas a partir de pHs mais elevados e maiores
quantidades de &gua adicionadas. Desta forma, é possivel afirmar que o aumento do pH
reacional e a presenca de maior quantidade de dgua contribuem para com o deslocamento
da banda de absor¢do dos complexos formados para maiores A quando comparados com a
quercetina. Esse deslocamento batocrdmico evidenciado pelo aumento do pH pode ser
explicado pela formacdo de um mesmo complexo, porém com a quercetina em diferentes
estagios de desprotonacdo. Esse resultado € interessante, pois torna os complexos bons
candidatos para utilizagdo como filtros solares de amplo espectro (UVA/UVB).
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Figura 17. Espectros ERD do ligante quercetina e das amostras obtidas na proporcéo M:L de (a)
1:1(0), (b)1:2 (1)e(c) 2:1(2).
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Diante destes resultados de FTIR e ERD preliminares e das observacoes, é possivel
agrupar as 54 amostras em trés perfis distintos:

e Complexo 1- corresponde as amostras obtidas com adicdo de pequena
quantidade de agua (0 e 5 mL) independentemente do pH do ligante, na proporcao M:L 1:1
utilizada, onde a [Zn**] ~ 0,0100 mol/L ; apresentaram coloracdo amarelo-alaranjada e
mostraram-se insolUveis em agua destilada, metanol, etanol, acetona e pouco soltivel em
DMSO.

e Complexo 2- Corresponde as amostras obtidas com adicdo de grande quantidade
de 4gua (155 mL), onde a [Zn**] ~ 0,0044 mol/L, independentemente do pH do ligante e da
proporcdo M:L utilizada, apresentaram coloracdo alaranjada e mostraram-se pouco
soliveis em metanol e etanol, solGveis em dmso e insolveis em agua destilada.

e Complexo 3- Corresponde as amostras degradadas, obtidas com excesso de
ligante ou de metal na presenca de pequena quantidade de agua, ou seja, amostras obtidas a
partir de concentragbes de metal ou de ligante elevadas. Tais amostras apresentaram
coloracdo marrom transformada em preta ap6s uns minutos.

A fim de estudar os diferentes complexos obtidos, amostras representativas dos trés
perfis espectrais foram posteriormente caracterizadas por DRX, analise térmica, analise
elementar, titulagdo complexométrica, EFL e indice de cor.

A figura 18 mostra o espectro FT-IR do ligante e dos trés perfis espectrais gerais
obtidos que estdo aqui denominados de complexo 1, complexo 2 e complexo 3.

Em ambos os espectros, tanto do ligante quanto dos complexos, € possivel observar
uma banda intensa e larga na regido de 3400-3000 cm™ correspondente ao estiramento da
ligagdo O-H indicando a presenca de grupos O-H formando ligagcfes de hidrogénio intra e
intermolecular. Para os complexos, a banda referente ao v(O-H) encontra-se mais alargada
(3400-2800 cm™), indicando que além da presenca de grupos O-H formando ligacdes de
hidrogénio, ha indicios da presenca de &gua coordenada na estrutura dos complexos.
Compostos organicos apresentam nesta mesma regido, bandas mais finas referentes ao
estiramento da ligacdo C-H. Tais bandas provavelmente estdo encobertas pela banda larga
referente ao v(O-H). Além disso, ambos 0s complexos apresentam algumas bandas
caracteristicas do ligante quercetina deslocadas para menores energias, como as bandas na
regido de 1666 cm™ referente ao v(C=0), que no complexo 1 aparece em 1644 cm™, e nos
complexo 2 e 3 aparece sobreposta a banda ja existente atribuida a deformacéo da agua

que ocorre em 1610 cm™. Esse deslocamento para menores energias indica que a
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coordenacdo do metal com o ligante envolve o oxigénio da carbonila e provavelmente o
grupo fenolico 3-OH ou 5-OH. Trabalhos da literatura mostram que metais de transicéo,
como é o0 caso do Zn?*, tendem a interagir preferencialmente com o grupo fendlico 3-OH
da quercetina em detrimento ao grupo 5-OH (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012;
BUKHARI et al., 2009; SOUZA; SUSSUCHI; DE GIOVANI, 2003).

Figura 18. Espectros FT-IR da quercetina e dos complexos nas regides de (a) 4000-370 cm™* e
(b)1800-370 cmi™.
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Na tabela 5 estdo as principais bandas encontradas nos espectros FT-IR da

quercetina e dos complexos e suas respectivas atribuicdes.

Tabela 5: Atribuicdo das principais bandas encontradas no espectro IV da quercetina e dos
complexos 1, 2e3.

Fonte: Adaptado de BARBOSA, 2007; DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012; BUKHARI et al., 2009;
SILVERSTEIN, 1994).

E possivel observar também que as bandas na regi&o de 1380 cm™ e de 1560 cm™
referentes respectivamente a combinacao entre deformacao angular O-H e estiramento C-O
dos grupos fendlicos, e ao v(C=C) de anel aromatico presentes na estrutura da quercetina
encontram-se deslocadas para menor energia nos complexos confirmando a interacdo do
centro metalico com o grupo fenol também.

Além disso, as bandas em 1610 e 1262 cm™ referentes respectivamente aos
v(C=C) e v(C-O-C) encontram-se pouco deslocadas nos complexos, indicando que a
complexacdo ndo envolve o oxigénio (heteroatomo) do anel C da quercetina. Na regido de
500 cm™, observa-se uma banda pouco intensa, mas ndo é possivel atribuir esta banda
sendo ela referente ao estiramento da ligacdo Zn-O, pois nesta regido a quercetina também
apresenta bandas pouco intensas caracteristicas de sua estrutura. A ligacdo Zn-O possuli
carater ibnico grande, e consequentemente aparecerda em valores de nimero de onda
baixos. Para 0 ZnO, a banda esta centrada em torno de 446 e 486 cm™. A possivel auséncia
da banda pode ser explicada por seu deslocamento para nimeros de onda inferiores a 400
cm™* (NAKAMOTO, 1997).
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E importante comentar que os espectros FTIR dos complexos 1 e 2 apresentaram
perfis distintos indicando a formacdo de complexos diferentes, apesar de apresentarem
deslocamentos que indicam que em ambos 0s casos a coordenacdo do metal com a
quercetina se da pelos grupos C=0 e 3-OH ou 5-OH. Acredita-se que no complexo 2, a
interacdo entre o centro metalico e o ligante é mais efetiva visto que foi observado um
maior deslocamento do estiramento da ligacdo C=0O, quando comparado ao complexo 1.
Além disso, o complexo 1 apresenta-se insoluvel frente aos solventes testados,
diferentemente do complexo 2, corroborando com os resultados de IV que indicam a
formacdo de complexos distintos. JA& 0 complexo 3, apesar de apresentar indicios da
interacdo da quercetina com o metal, nédo sera discutido aqui j& que apresenta degradacao,
ndo sendo interessante sua posterior utilizacdo com filtro em formulagcbes de protetores
solares.

Os complexos foram caracterizados por difracdo de raios X (DRX). A anélise do
DRX (figura 19) dos complexos 1, 3, bem como da quercetina utilizada nas sinteses,
indica que estes ndo sdo cristalinos a nivel de deteccdo da técnica, ja o complexo 2
apresentou-se cristalino. Em seu DRX ha um pico de difracdo bastante intenso em 27,40°
(indicado na figura 19(a)) e alguns outros de menor intensidade. No complexo 2 ndo se
observa difracbes com baixo angulo Bragg, ou seja, aquelas relacionadas a distancias
interplanares grandes presentes em compostos organicos. De acordo com a literatura (WU
et al.,, 2008; KAKRAN et al., 2012) quercetina em escala nanométrica apresenta-se
cristalina com picos de difragdo em 10,73°% 12,33°% 15,87° 24,41° 26,50° e 27,40°. Como
0 complexo 2 apresentou um pico de difracdo na regido de 27,40°, este pode ser um indicio
de que a cristalinidade observada refere-se a possivel presenca de cristais de quercetina no
complexo.

Assim, para eliminar o excesso de quercetina observada no DRX, o complexo 2 foi
submetido a varias lavagens utilizando a mistura de agua e etanol na proporcdo 30:70,
proporcao esta diferente da utilizada inicialmente (50:50) quando o complexo foi obtido.
Apos as lavagens, o complexo foi submetido a analise por DRX [Figura 19(b)] novamente,
onde foi possivel verificar a auséncia dos picos de difracdo de quercetina nanométrica ndo
ligada ao metal, indicando assim que houve a eliminacdo deste interferente, pelo menos

considerando o alcance de deteccdo da técica de difracdo de raios X utilizada.
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Figura 19. DRX (a) da quercetina e dos complexos e (b) do complexo 2 apds as lavagens.

A seguir (figura 20) estdo representados os espectros de reflectancia difusa (a) e de

absorcdo (b) da quercetina e dos complexos.
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Figura 20. Espectros eetrénicos UV-VIS da quercetina e dos complexosl, 2, 3. (a) ERD (b)
Espectros de absorcéo calculados através da relagdo de Kubelka-Munk.

Através dos espectros de reflectancia difusa dos complexos 1 e 2 [figura 20(a)] €
possivel verificar que houve um deslocamento da borda de absorcéo para maiores A (efeito
batocromico) quando comparados com o espectro da quercetina. Tal deslocamento cobre
todo o UVA (limite superior a A de 400 nm), o que contribui para que os complexos se
comportem como absorvedores espectrais amplos, sendo bons candidatos como filtros
solares em formulacdes. Além disso, o deslocamento € mais um indicio de que houve a

complexacéo.
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Em contrapartida, o complexo 3 com coloracéo escura apresentou perfil espectral
distinto dos demais, sendo considerado nao satisfatorio para sua utilizacdo como filtro em
formulacBes de protetores solares. Por este motivo, seu espectro de absor¢do ndo esta
representado na figura 20(b).

A absorgéo da radiacdo UV pela quercetina envolve transicdes 1 — m*. Seu
espectro [figura 20(b)] apresenta duas bandas principais de absorcdo: Banda | (grupo
cinamoila) localizada na faixa de comprimento de onda de 300-450 nm relacionada ao
sistema conjugado entre anel B e a carbonila do anel C, e banda Il (grupo benzoila)
localizada na faixa de comprimento de onda de 240-300 nm, relacionada ao sistema
conjugado entre o anel A e a carbonila do anel C (Figura 21). Correlacionando esta
informacdo com os espectros ERD e de absorcdo obtidos para os complexos 1 e 2,
podemos observar que hd um deslocamento da banda | para regides de maior A . Este pode
ser um bom indicio de que a complexacdo do metal na quercetina esteja ocorrendo de
forma bidentada pelos grupos C=0 e 3-OH, ja que a banda | é aquela relacionada com o

sistema conjugado do anel B e a carbonila do anel C.

Figura 21. Estrutura da quercetina e diviso das bandas | el relatadas acima.

Fonte: Adaptado de DEHGHAN e KHOSHKAM, 2012.

Foram calculados valores de bandgap (Eg) para os complexos obtidos (tabela 6).
Os valores encontrados foram 2,57; 2,41 e 2,28 eV para quercetina, complexo 1 e
complexo 2 respectivamente. Desta forma, os bandgaps dos complexos apresentam valores
menores que 0 bandgap da quercetina. Quanto menor o valor do bandgap, maior o
deslocamento da absorcdo para maiores comprimentos de onda, ou seja, para regido do
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visivel, indicando a eficiéncia na absorcdo da radiacdo UV dos complexos e do ligante
(quercetina) em questéo.

Vale ressaltar que os valores encontrados referem-se a transicdo n — ©* do grupo
cinamoila (banda I).

Tabela 6: Resultados de bandgap (Eg), comprimento de onda critico e razido UVA/UVB da
quercetina e dos complexos 1 e 2.

Foi calculado o comprimento de onda critico (Ac) da quercetina e dos complexos
obtidos. Os valores encontrados foram 391, 385 e 390 nm respectivamente. Estes
resultados indicam que tanto o ligante quercetina como os complexos apresentam 6timo
desempenho como filtros organicos na absorcdo da radiagdo UVA, ja que este valor estd
muito préximo de 400 nm, o que corrobora com os espectros ERD do ligante e das
amostras, que mostram a absor¢éo de toda regido do UVA.

A partir dos espectros ERD, também foram calculadas as razées UVA/UVB dos
complexos e da quercetina. A razdo UVA/UVB indica o desempenho relativo dos filtros
solares diante do UVA e UVB, sendo um parametro amplamente utilizado na descri¢do da
eficiéncia dos filtros e protetores solares.

Os valores de razdo UVA/UVB calculados para os complexos estdo na Tabela 6.
Todos os filtros apresentaram valores satisfatorios (classificacdo ultra) para a razdo
UVA/UVB, tornando-os candidatos em potencial para a aplicagdo em formulagOes de
protetores solares.

Foram realizadas medidas de andlise térmica (TG/DTA) sob atmosfera de ar
artificial (figura 22) e andlise elementar dos complexos 1, 2 e 3. Na mesma figura,
encontra-se a curva TG da quercetina utilizada nas sinteses.

Os resultados indicam que a decomposicdo térmica dos complexos apresenta duas
etapas principais de decomposi¢do. A primeira etapa pode ser atribuida a perda de
moléculas de &gua que podem estar coordenadas e/ou presentes na forma de ligacdo de
hidrogénio com a molécula de quercetina presente nos complexos. O segundo estagio de
decomposicdo pode ser atribuido a decomposicdo da quercetina. Por fim, o residuo final

pode ser atribuido ao 6xido de zinco (ZnO).
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Figura 22. Curvas TG e DTA do (a) complexo 1, (b) complexo 2 e (c) complexo 3, e (d) Curva TG
da quercetina.

A tabela 7 relne os resultados de anélise térmica: valores de temperatura méaxima
de decomposicdo das espécies presentes em cada complexo, suas respectivas porcentagens
de perda de massa calculadas a partir dos resultados experimentais ou da formula proposta,
e analise elementar.

Vale destacar que a porcentagem de Zn?* experimental (presente na tabela 7) foi
determinada através da titulagdo complexométrica dos complexos com EDTA 0,01 mol/L.
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Tabela 7: Resultados encontrados na analise térmica e elementar.

*Valores da andlise elementar calculados utilizando a férmula [Zn,(Q)12], formula esta
que ndo concorda com os resultados obtidos na analise térmica.

Os resultados de andlise térmica e elementar indicam que o complexo 1 apresenta a
formula minima [Zn(Q)(H20).]. Na figura 23, estd a estrutura proposta para 0 mesmo.
Acredita-se que a estrutura polimérica seja a mais provavel, pois o complexo é bastante

insolGvel em alguns solventes testados.

Figura 23. Provavel estrutura para o complexo 1.
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De acordo com as analises térmica e elementar, o complexo 2 apresenta formula
minima [Zn(Q).(H,0),]. Para tal férmula foi proposta a estrutura representada na figura
24. Tal proposta € condizente com dados encontrados na literatura (JUN; BOCHU,
LIANCALI, 2007).

Figura 24. Provavel estrutura para o complexo 2.

Para o complexo 3, degradado, nédo foi possivel calcular os valores de porcentagens
de C e H de anélise elementar com base na proporcdo encontrada pela anélise térmica, este
composto  aproxima-se mais de uma estrutura que possui dois Zn®" interagindo com uma
molécula cuja formula € menor que a da quercetina ([Zn2(Q)i2]). Essa degradacéo
provavelmente ocorre devido a oxidacdo da quercetina, que ¢é favorecida em pHs elevados
e/ou excesso de metal ou de ligante.

Quercetina e os complexos 1 e 2 foram caracterizados por espectroscopia de
fotoluminescéncia (EFL).

Na figura 25 estd o espectro de excitacdo (a) e de emissdo (b) das amostras. No
espectro de excitacdo da quercetina [figura 25(a)] é possivel observar duas bandas, uma na
regido de 300-350 nm de menor intensidade, referente a transicdo m —> m* do grupo
benzoila (banda Il), e outra mais intensa na regido de 400-450 nm, referente a transicao

n = 7+ do grupo cinamoila (banda I). No espectro de emisséo [figura 25(b)] é possivel
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observar uma banda intensa entre 500-750 nm referente a transicdo m* - mdo grupo

cinamoila.

Figura 25. Espectros de luminescéncia da quercetina e dos complexos 1 e 2 na temperatura de
20°C: (a) de excitacéo e (b) de emissio.

Comparando os espectros de emissdo e de excitacdo da quercetina com o dos
complexos é possivel observar que apesar de apresentarem mesmo perfil, 0s espectros de
excitacdo dos complexos encontram-se deslocados para maiores A. Os espectros de

emissdo dos complexos também encontram-se deslocados, neste caso para menores A
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quando comparados a quercetina. Esses deslocamentos corroboram com os resultados
anteriores de que houve formacdo de complexos de Zn** com quercetina na qual a
interacdo do metal com o ligante ocorre atraves do C=0 e 3-OH pertencente ao grupo
cinamoila do mesmo. Através do espectro de emissdo, é possivel observar ainda que a
quercetina emite na regido de cor laranja, o complexo 1 e complexo 2 na regido do Verde.

Além disso, foi calculado o deslocamento Stokes da quercetina e dos complexos.
Tal deslocamento ¢ a diferenca entre 0 maximo da emisséo e o da excitacdo (ou absorgéo).
Os valores encontrados foram 5,90 x 10% 1,78 x 10% e 2,55 x 10% cm™ para quercetina,
complexo 1 e complexo 2 respectivamente, indicando que a complexacdo do Zn** com
quercetina diminui o deslocamento Stokes.

Para finalizar os complexos de Zn®*, foram realizadas medidas de cor dos
complexos e do ligante quercetina. Pelo diagrama de cores e escada de brilho (L*) (figura
26), é possivel observar que os complexos 1 e 2 apresentam coloracdo amarela (parametros
a* e b*) mais intensa (parametro *L) quando comparadas com a quercetina. Tal resultado é
interessante, pois torna-se viavel o seu uso como filtros solares em formulagbes de
protetores solares, ndo comprometendo a estética do produto. J& o complexo 3, que sofreu
processo de degradacdo, apresentou coloracdo préxima do marrom intenso, inutilizando o

seu uso como filtro solar em formulacdes de protetores.

Figura 26. indice de cor da quercetina e dos complexos de Zn**.
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4.2. Complexo de Ce** com quercetina

Para obtencdo do complexo de Ce*" utilizando quercetina como ligante foram
utilizadas as propor¢des M:L de 1:4 e 1:8. As amostras obtidas foram nomeadas
respectivamente de complexo 4 e complexo 5.

A figura 27 apresenta o espectro FTIR do ligante e dos complexos 4 e 5. E possivel
observar inicialmente que as duas amostras possuem mesmo perfil espectral, indicando a
formacdo de um mesmo complexo. Desta forma, continuaremos chamando o complexo
formado de complexo 4.

Figura 27. Espectros FTIR da gquercetina e das amostras iniciais denominadas, complexo 4 e
complexo 5 nas regides de (a) 4000-370 cm™* (b) 1800-370 cmi™.
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Na tabela 8 encontra-se a principais bandas observadas no espectro da quercetina,
do complexo 4 e suas respectivas atribuicoes.

Tabela 8: Atribuicdo das principais bandas presentes no espectro FT-IR da quercetina e do
complexo 4.

Fonte: Adaptado de BARBOSA, 2007; DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012; BUKHARI et al., 2009;
SILVERSTEIN, 1994).

Em ambos os espectros, tanto do ligante quanto do complexo, observa-se uma
banda intensa e larga na regi&o de 3400-3000 cm™ referente ao estiramento da ligacéo O-
H, indicando a presenga de ligacdo de hidrogénio intermolecular. O O-H pode estar entre
as moléculas do ligante e/ou entre o ligante e moléculas de &gua, ndo descartando a
presenca de bandas mais finas nesta regido referentes ao estiramento da ligacdo C-H. Tais
bandas provavelmente encontram-se encobertas pela banda larga referente ao v(O-H).
Além disso, o complexo 4 apresenta bandas caracteristicas do ligante quercetina deslocadas
para menores energias, como as bandas na regi&o de 1666 cm™ referente ao v(C=0), que
aparece sobreposta & banda ja existente em 1610 cm™ e a banda em 1560 cm™ referente ao
v(C=C) de anel aromético, que se sobrepde a banda 1517 cm™. Esse deslocamento para
menores energias indica que a coordenacdo do metal com ligante envolve o oxigénio da
carbonila e provavelmente o grupo fendlico 3-OH ou 5-OH.

E possivel observar também que as bandas na regido de 1380 cm™ referente a
combinacdo entre deformacdo angular O-H e estiramento C-O dos grupos fendlicos
presentes na estrutura da quercetina encontram-se deslocadas para menor energia nos

complexos confirmando a interacdo do centro metéalico com o grupo fenol também. Ja as
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bandas localizadas em 1610 e 1262 cm™ referentes respectivamente aos v(C=C) e v(C-O-
C) encontram-se pouco deslocadas nos complexos, indicando que a complexacdo néo
envolve o oxigénio (heterodtomo) do anel C da quercetina.

Na regido de 500 cm™ néo se observa banda referente ao v (Ce-O) ja que nesta
regido a quercetina apresenta bandas pouco intensas caracteristicas de sua estrutura,
dificultando uma possivel atribuicdo da banda (Ce-O). Uma possivel auséncia da banda
pode ser também explicada por seu deslocamento para numeros de onda inferiores a 400
cm™.

A anélise do DRX do complexo 4 (figura 28) indica a principio que este é
cristalino, diferentemente da quercetina de partida, que se mostra pouco cristalina. No
entanto observa-se a presenca do mesmo pico de difracdo (27,40°) presente no complexo 2.
Isso indica que provavelmente temos cristais de quercetina ndo ligada juntamente com o
complexo formado. Assim, o perfil cristalino observado no complexo 4 (complexo de Ce®")
trata-se provavelmente de excesso de quercetina presente nos complexos que foram
obtidos na presenca de grande quantidade de agua, indicando assim que a agua favorece a
precipitacdo de cristais de quercetina juntamente com os complexos.

Assim, seguindo a mesma metodologia utilizada anteriormente no complexo 2, 0s

DRX (Figura 28) indicam a purificacdo da amostra.

Figura 28. DRX da quercetina e do complexo 4 antese ap0s as lavagens.
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Na figura 29 esta o espectro de reflectancia difusa (a) e de absorcdo (b) da
quercetina e do complexo 4 obtidos pela relacdo de Kubelka-Munk (LOYALKA; RIGGS,
1995).

Figura 29. Espectros eletrénicos UV-VIS da quercetina e do complexo 4 (a) ERD (b) Espectro de
absorcao calculado através da relacdo de Kubelka-Munk.

O espectro de reflectancia do complexo 4 [figura 29 (a)] apresenta borda de
absorcdo pouco deslocada para regido do visivel quando comparado ao espectro da

quercetina. Esse deslocamento é um indicio de que houve interacdo entre o centro metalico
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e o ligante sendo esta diferente da observada para os complexos de Zn?*, j& que o
deslocamento observado foi diferente.

Como foi discutido anteriormente, a absorcdo da radiacdo UV pela quercetina
envolve transicbes 1 — w*, e Seu espectro apresenta duas bandas principais: Banda |
(grupo cinamoila) e banda Il (grupo benzoila). Correlacionando esta informacdo com 0s
espectros RD e de absorc¢do obtidos para o complexo em questdo, podemos observar que
ha um deslocamento da banda Il (~25 nm), referente ao grupo benzoila da quercetina, para
regides de maior A. Esse pequeno deslocamento indica uma provavel complexacdo do
metal de forma bidentada pelos grupos C=0 e 5-OH da quercetina ja que este grupo fenol
pertence ao grupo benzoila, diferentemente do grupo 3-OH que pertence ao sistema
cinamoila. Caso a complexacdo ocorresse atraves dos grupos C=0 e 3-OH, como é o caso
dos complexos de zinco, a banda I, deveria ter deslocado consideravel, o que ndo foi
observado neste caso.

Assim, acredita-se que a complexacdo do Ce®*" com a quercetina esteja envolvendo
o grupo carbonila e o grupo 5-OH. Isso pode ser explicado pelo fato de que o Ce** com seu
raio iénico grande (1,14 A), tende a se complexar pelos grupos 5-OH e carbonila formando
um anel de seis membros altamente estavel. Diferentemente do Ce**, o Zn®*, com seu
menor raio ionico (0,74 A), é capaz de se complexar pelos grupos carbonila e 3-OH
formando um anel de cinco membros, estavel para este caso onde o ion metélico possui
menor tamanho, mas menos provavel para fon volumoso, Ce**.

Foi calculado o valor de bandgap para a banda | do complexo 4, A e razdo
UVA/UVB (Tabela 9). O valor de E4 encontrado foi de 2,49 eV, indicando deslocamento
da absorcdo para maiores comprimentos de onda. O valor de A calculado para o complexo
4 foi de 392 nm, indicando sua eficiéncia na absorcdo da radiagdo UVA. O complexo em
questdo apresentou valor satisfatério (classificacdo ultra) para a razdo UVA/UVB,
tornando-o candidato em potencial para a aplicacdo em formulagdes de protetores solares.

Tabela 9: Resultados de bandgap (Eg), comprimento de onda critico e razio UVA/UVB da
quercetina e dos complexos 1 e 2.

Amostra | Eg(eV) | A.(nm) | UVA | UVB | UVA/UVB | Classificagao

Quercetina 2,57 391 0,981 | 0,984 0,996 Ultra
Complexo 4| 2,49 392 0,966 | 0,978 0,988 Ultra
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Foram realizadas medidas de analise térmica (TG/DTA) sob atmosfera de ar

artificial (figura 30) e analise elementar para o complexo 4 (apos as lavagens).

Figura 30. Curvas TG e DTA para complexo 4.

A anélise térmica (figura 30) indica que o complexo 4 é termicamente estavel na
faixa de 25-65 °C. Sua decomposicdo térmica apresentou 2 etapas principais. A primeira
etapa com temperatura maxima de 119 °C, pode ser atribuida a perda de duas moléculas de
agua que podem estar coordenadas ao metal. A segunda etapa de decomposi¢do ocorreu
em temperatura maxima de 490°C e pode ser atribuida a perda de 2 moléculas de
quercetina que no complexo encontram-se ligadas ao metal. Por fim, o residuo final pode
ser atribuida ao éxido do metal (CeQ5).

A tabela 10 reline os resultados da analise térmica: valores de temperatura maxima
de decomposicdo das espécies presentes no complexo suas respectivas porcentagens de
perda de massa calculadas a partir dos resultados experimentais ou da férmula proposta, e
andlise elementar.

Vale destacar que a porcentagem de Ce** obtida experimentalmente (presente na
tabela 10) foi determinada através da titulagdo complexométrica do complexo com EDTA
0,01 mol/L.
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Tabela 10: Resultados encontrados na analise térmica e elementar.

Desta forma, atraves dos resultados obtidos na analise térmica e elementar é
possivel propor a formula minima [Ce(Q)s(H20),] para o complexo 4. Para tal formula foi
proposta a estrutura representada na figura 31.

Figura 31. Provave estrutura para o complexo 4.

O complexo 4 também foi caracterizado por espectroscopia de fotoluminescéncia
(EFL). Na figura 32 encontra-se o espectro de excitagéo (a) e de emisséo (b) desta amostra

e da quercetina.
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Figura 32. Espectros de luminescéncia da quercetina e do complexo 4 na temperatura de 20 °C (a)
excitacéo e (b) emissio.

Comparando os espectros de emissdo e de excitacdo da quercetina com o do
complexo (figura 32) é possivel observar que apesar de apresentarem mesmo perfil, a

banda larga no espectro de excitacdo do complexo 4 encontra-se deslocada para A menores.
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Da mesma forma, a banda larga no espectro de emissdo também se encontra deslocada
para regido do vermelho, quando comparada com a quercetina. E possivel observar ainda
que o complexo 4 emite na regido do laranja, apresenta deslocamento Stokes no valor de
6,96 x10° cm™, indicando que diferentemente dos complexos de Zn?*, o complexo de Ce**
com quercetina apresenta deslocamento Stokes maior que o do ligante (5,90 x10° cm™).

Essa diferenca no deslocamento corrobora com os resultados anteriores de que
houve formagdo de complexo de Ce** com quercetina e que a interacdo do metal com o
ligante é diferente da interacdo que ocorre entre o Zn** e a quercetina.

Também pode ser citado que sob determinadas condicdes de simetria e
especialmente de forca de ligacdo, Ce®" pode apresentar luminescéncia. No entanto, no
complexo 4 nédo se observa nenhuma transicdo que pudesse indubitavelmente ser atribuida
a transicdes do Ce*. A diferenca de energia entre o estado fundamental e o estado excitado
do cério é fungdo das interacbes do ligante com o metal e, no complexo pode assumir
valores nos quais as transi¢des d-f podem ocorrer fora da regido visivel ou estarem
encobertas pela emissdo do ligante. Acredita-se que a excitacdo feita através da transicao
f-d do cério possibilita a transferéncia de energia para niveis emissores da quercetina.
Desta forma s6 é observada a emisséo do ligante.

Por fim, foram realizadas medidas de cor do complexo 4 . Pelo diagrama de cores e
escada de brilho (L*) (figura 33), é possivel observar que este apresenta coloracao
amarelo-esverdeada (parametros a* e b*) sendo mais intensa (parametro *L) quando
comparada com a quercetina. Tal resultado torna viavel o seu uso como filtros solares em

formulacdes de protetores solares, ndo comprometendo a estética do produto.
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Figura 33. indice de cor da quercetina e do complexo 4.

4.3. Complexo heterobimetalico de Zn*" e Ce®** com quercetina

Foram utilizados dois métodos na tentativa de obtencdo do complexo
heterobimétalico. No primeiro método, as amostras foram obtidas a partir de acetato de
zinco e nitrato de cério nas proporgdes 1:1:2, 1:1:4, 1:1:6, 1:1:8 com adi¢do de agua
destilada ao final para favorecer a precipitacdo. Independentemente da proporcdo, as
amostras apresentaram coloragdo esverdeada, sendo analisadas preliminarmente por FT-IR
onde foi possivel observar a formacdo de um mesmo composto que foi denominada aqui de
amostra 1.

No segundo método utilizado, partiu-se de solugdes metanolicas do ligante e dos
cloretos de Zn** e de Ce®*" na proporcdo de Zn?*:Ce®:ligante de 1:1:2, resultando numa
amostra de coloracédo alaranjada denominada inicialmente de amostra 2

As amostras 1 e 2 foram caracterizadas inicialmente por FTIR, ERD e DRX. Na
figura 34 estdo representados os espectros FT-IR do ligante quercetina e das tentativas de

obtencdo do complexo heterobimetalico, aqui denominadas de amostra le 2.
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Figura 34. Espectros FTIR da quercetina e das amostras nas regides de (a) 4000-370 cm™* e (b)
1800-370 cmi™.

Primeiramente é possivel observar em todos os espectros uma banda larga na regido
de 3400-3000 cm™ correspondente ao v(O-H), indicando a presenca de ligagcdo de
hidrogénio intermolecular entre as moléculas do ligante e/ou entre o ligante e moléculas de
agua. Além disso, nas amostras 1 e 2 essa banda encontra-se mais alargada e deslocada

para menor energia sendo um indicio da presenca de dgua coordenada. N&o se descarta a
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presenca do v(C-H) nesta regido, provavelmente encoberto pela banda larga de O-H. No
espectro da amostra 1 ndo se observa grandes deslocamentos quando comparados a
quercetina, indicando a provavel presenca de quercetina juntamente com o complexo
formado. J& a amostra 2 apresenta algumas bandas caracteristicas do ligante quercetina
deslocadas para menores energias, como a banda em 1560 cm™ referente ao v(C=C) de
anel aromético e a banda na regido de 1666 cm™ referente ao v(C=0) que aparece
sobreposta & banda ja existente na regido de 1610 cm™ . Esse deslocamento para menores
energias indica que a coordenacdo dos metais com ligante envolve o oxigénio da carbonila
presente na quercetina. E possivel observar também que as bandas na regi&o de 1380 cm™
referente & combinacdo entre deformacdo angular (O-H) e estiramento (C-O) dos grupos
fenolicos presentes na estrutura da quercetina encontram-se deslocadas para menor energia
na amostra 2 indicando uma possivel interacdo dos centros metalicos com grupos
fendlicos (3-OH, 5-OH, 3’-OH e 4’-OH) presentes na quercetina. Além disso, a banda
localizada em 1262 cm™ referente ao v(C-O-C) encontra-se pouca deslocada nessas
amostras, indicando que provavelmente ndo ha interacdo do metal com esta regido do anel
C da quercetina.

Na regido de 500 cm™, observa-se uma banda pouco intensa, mas ndo é possivel
atribuir esta banda sendo ela referente ao estiramento da ligacdo Metal-O, pelo motivo ja
exposto anteriormente.

Na tabela 11 estdo as principais bandas encontradas nos espectros FT-IR da

quercetina e dos complexos e suas respectivas atribuicdes.

Tabela 11: Atribuicdo das principais bandas do espectro FT-IR da quercetina e das amostras.

Fonte: Adaptado de BARBOSA, 2007; SILVERSTEIN, 1994,
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As amostras foram caracterizadas por difracdo de raios X (DRX). A analise do
DRX (figura 35) da amostra 2, bem como da quercetina utilizada nas sinteses, indica que
estes ndo sdo cristalinos no nivel de deteccdo da técnica, j& a amostra 1 apresentou-se
cristalina. No entanto observa-se a presenca do mesmo pico de difragdo (27,40°) presente
no complexo 2 e complexo 4. Isso indica que provavelmente temos cristais de quercetina
juntamente com o complexo formado. Assim, tal perfil cristalino observado deve-se
provavelmente ao excesso de quercetina presente nos complexos que foram obtidos na

presenca de grande quantidade de agua.

Figura 35. DRX da quercetina e dasamostras 1 e 2.

Afim de melhor investigar as amostras, estas foram calcinadas na temperatura de
1200 °C por 4 h a fim de verificar ou ndo a presenca de um éxido metalico ou uma mistura
de oOxidos (no caso do complexo heterobimetélico). Apds a calcinacdo, os residuos
provenientes das amostras foram caracterizados por FTIR e DRX (figura 36).

Através dos espectros FTIR dos residuos [figura 36(a)] € possivel observar em
ambos uma banda intensa na regido de 500 cm™caracteristica do estiramento Metal-O,
indicando a presenga de um 6xido metélico. No entanto ndo é possivel determinar se o
estiramento observado refere-se a ligacdo Zn-O e/ou Ce-O. Assim, analisando o DRX dos

residuos [figura 36(b)] é possivel observar que o residuo da amostra 1 é condizente com a
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fase cerianita do CeO, (JCPDS-PDF 34394) indicando assim que trata-se de CeQO,. Ja 0
residuo da amostra 2 apresentou picos referentes a fase cerianita do CeO, e picos
referentes a fase wurtzita do ZnO (JCPDS-PDF 36-1451) indicando assim a presenca de
uma mistura dos oxidos ZnO e CeO,. Isso é um indicio de que na amostra 1
provavelmente h4 a formacdo de um complexo de Ce®*, enquanto que na amostra 2 ha

provavel formacdo de um complexo heterobimétalico de Zn?* e Ce** com quercetina.

Figura 36. (a) Espectro FTIR e (b) DRX dos residuos das amostras 1 e 2.
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As amostras também foram caracterizadas por ERD, onde foi possivel obter os
espectros de Absorcdo no UV-VIS que se encontram abaixo (Figura 37).

O espectro de reflectancia e de absorcdo da amostra 1 (figura 37) apresenta um
pequeno deslocamento (~11 nm) da banda Il referente ao grupo benzoila para maiores A.
Esse deslocamento pode ser um indicio de que estd havendo alguma interacdo dos metais,
ou de um deles com o grupo benzoila da quercetina. J& a banda | referente ao grupo
cinamoila ndo sofreu deslocamento nesta amostra. Note que este espectro € semelhante ao
espectro do complexo de cério com quercetina (complexo 4), indicando possivelmente a
formacdo do mesmo complexo que apresenta excesso de quercetina ndo ligada, observada
no DRX. Além disso, esta amostra quando calcinada apresentou como residuo CeOo,
indicando que ndo ha presenca de Zinco e portanto ndo houve a formacdo do complexo
heterobimetalico pelo método utilizado na obtencdo da amostra 1.

Em contrapartida os espectros RD e de absorcdo da amostra 2 apresentaram-se
bastante deslocados para maiores A quando comparados com a quercetina. Pelo seu
espectro de absorc¢do [figura 37(b)] observa-se que as duas bandas principais referentes as
transicbes n—n* dos grupos benzoila e cinamoila encontram-se deslocadas
consideravelmente. Este resultado indica uma provavel interacdo dos centros metalicos
Zn** e Ce>* com os dois grupos presentes na quercetina. Acredita-se que neste caso o0 fon
Ce*" esteja ligado de forma bidentada na quercetina pelos grupos 4-oxo e 5-OH, que
pertencem ao grupo benzoila e o Zn?* esteja ligado também de forma bidentada pelos
grupos 4’-OH e 5°-OH que pertencem ao grupo cinamoila.

Foram calculados os valores de bandgap para a banda | (grupo cinamoila), A; e
razdéo UVA/UVB das amostras 1e 2. Os valores de Ey encontrados foram 2,40 e 2,33 eV.
Estes valores (Tabela 12) sdo menores que o bandgap da quercetina (2,57 eV) indicando
maior deslocamento da absorcdo do grupo cinamoila para maiores comprimentos de onda,
ou seja, para regido do visivel.

Os valores de A encontrados para as amostras 1 e 2 foi de 392 e 391 nm, e as
razbes UVA/UVB calculadas apresentaram valores satisfatorios (classificacdo ultra),
tornando-os candidatos em potencial para a aplicacdo em formulagGes de protetores

solares.
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Figura 37. Espectros eletronicos UV-Vis da quercetina e das amostras 1e 2 (a) ERD (b) Espectro
de absor¢éo calculado através da relacdo de Kubelka-Munk.
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Tabela 12: Resultados de bandgap (Eg), comprimento de onda critico e razdo UVA/UVB da
quercetinaeamostras 1, 2 e 3.

Diante desses resultados de FTIR, ERD e DRX, acredita-se que a amostra 1 ndo é
um complexo heterobimetélico de Zn®* e Ce®" como se esperava inicialmente, mas trata-se
provavelmente de um complexo de Ce** com quercetina, que apresenta excesso de ligante.
Em contrapartida, a amostra 2, apresentou resultados que indicam interacGes distintas de
todos os complexos obtidos até o presente momento com varios indicios de formacao do
complexo heterobimetalico. Assim, para obter maiores informacdes a respeito do
complexo formado, tal amostra foi caracterizada por analise térmica, elementar, EFL e
indice de cor. A partir do presente momento a amostra 2 passara a ser denominada de

Complexo H (complexo heterobimetalico).

Na figura 38 estdo representadas as curvas TG e DTA com temperatura maxima de

para o complexo H.
Figura 38. Curvas TG e DTA do complexo heterobimetalico H.
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Os dados obtidos indicam que a decomposic¢éo térmica do complexo apresentou 3
etapas principais de decomposicéo. A primeira etapa, com temperatura maxima de 160 °C
pode ser atribuida a perda de 4 moléculas de &gua que podem estar coordenadas no
complexo. A segunda etapa e terceira etapa com temperatura maxima total de 480 °C
podem ser atribuidas a decomposicdo de 2 moléculas do ligante quercetina. Por fim, o
residuo final pode ser atribuido a uma mistura de Oxidos metéalicos ZnO e CeO,,
comprovada por DRX.

A tabela 13 reline os resultados da analise térmica: valores de temperatura maxima
de decomposicdo das espécies presentes no complexo suas respectivas porcentagens de
perda de massa calculadas a partir dos resultados experimentais ou da formula proposta, e
andlise elementar.

Vale destacar que a porcentagem de Zn®* e de Ce**obtida experimentalmente
(presente na tabela 13) foi determinada através da titulagio complexométrica dos
complexos com EDTA 0,01 mol/L realizada para cada um dos metais separadamente.

Tabela 13: Resultados de anélise térmica e elementar do complexo H.

Os resultados de analise térmica e elementar indicam que o complexo H apresenta a
formula minima [CeZn(Q),(H20)4]Cl. Na figura 39, podemos observar uma proposta de

estrutura para tal complexo.
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Figura 39. Proposta de estrutura para o complexo H.

&

Na figura 40 encontra-se o espectro de excitacdo (a) e de emissao (b) da quercetina
e do complexo H.

Comparando os espectros de emisséo e de excitacdo da quercetina com o do
complexo H (figura 40) é possivel observar que a banda larga no espectro de excitacdo do
complexo H encontra-se deslocada para A menores. Ja a banda larga no espectro de
emissdo também se encontra deslocada, neste caso para A maior quando comparado a
quercetina. Esse deslocamento corrobora com os resultados anteriores de que alguma
interacdo estd ocorrendo entre 0s centros metalicos e a quercetina. Além disso, no caso das
amostras em questdo, com as medidas realizadas ndo se observa nenhuma transicédo
referente ao fon Ce**, da mesma forma que o complexo de Ce** obtido (complexo 4).

O valor calculado do deslocamento Stokes do complexo H foi 6,6 x10° cm™. Desta
forma, tal complexo, assim como o complexo 4 (complexo de Ce®*" com quercetina)

apresenta deslocamento Stokes maior que o do ligante (5,90 x10° cm™).
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Figura 40. Espectros de luminescéncia da quercetina e do complexo heterobimetalico H na
temperatura de 20 °C (a) excitacdo e (b) emissio.

Por fim, foram realizadas medidas de cor do complexo 4 . Pelo diagrama de cores e

escada de brilho (L*) (figura 41), é possivel observar que este apresenta coloracao
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alaranjada (parametros a* e b*) sendo mais intensa (parametro *L) quando comparada com
a quercetina. Tal resultado torna viavel o seu uso como filtros solares em formulacGes de

protetores solares, ndo comprometendo a estética do produto.

Figura 41. indice de cor da quercetina e do complexo H.

4.4. Capacidade antioxidante

Para expressdo dos resultados obtidos nos ensaios, foi calculado o ICsp, que € a
guantidade de determinada amostra capaz de sequestrar metade dos radicais livres ou
especies reativas presentes na solucdo. Quanto menor o valor do ICs, apresentado, menor a
quantidade da amostra necessaria para reduzir em 50% a espécie reativa a ser inibida.

Todas analises foram feitas em triplicata, e 0s resultados sdo médias das inibicdes.

Capacidade de captura sobre o ABTS""

Nos estudos da interacdo de varios compostos com radicais livres, € comum utilizar
radicais-modelos, ndo bioldgicos, para se avaliar o potencial desta interagdo. Destaca-se
dentre esses radicais, 0 ABTS (figura 11)(PRABHU et al., 2011; RE et al., 1999).

Este método é um ensaio de descoloracdo, no qual depois da adicdo de um
antioxidante, observa-se reducdo da absorbancia em 734 nm, que por sua vez, é
proporcional & concentracdo e atividade antioxidante (PELLEGRINI et al.,1999). E

considerado um ensaio de triagem laboratorial com varias vantagens porque, além de ser
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um ensaio simples, colorimétrico, ndo requer equipamentos analiticos sofisticados, e pode
fornecer uma boa estimativa de atividade antioxidante de compostos puros ou de misturas
complexas (KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008; PELLEGRINI et al.,1999).

A quercetina (figura 42), ligante utilizado neste trabalho, tem mostrado uma
importante atividade antioxidante e efeitos benéficos contra danos oxidativos mediante os
processos de lipoperoxidacdo. Assim como ela, o flavondide glicosilado Rutina (figura
42), que difere da quercetina pela presenga do agUcar na posi¢cdo 3-OH, também vem
apresentando relevante atividade antioxidante. Além desses compostos encontrados em
vegetais, daremos destaque para a Glutationa reduzida (GSH) (figura 42), um antioxidante
muito importante em sistemas vivos, encontrado na maioria das células estando em sua

maior quantidade no figado.

Figura 42. Estrutura da quercetina, rutina e glutationa reduzida (GSH).

Assim, dentro desse contexto, elegeu-se a quercetina, rutina e glutationa como
“padrdes” para validar os ensaios. As amostras testadas foram os complexos 1 e 2
(complexos de Zn** com quercetina), complexo 4 (complexo de Ce®** com quercetina) e o
complexo H (complexo heterobimetélico de Zn** e Ce®* com quercetina).

Na figura 43 sdo apresentados os valores de ICsy dos “padrdes” quercetina, rutina e

glutationa frente o radical ABTS®".
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Figura 43. Inibic&o (captura) do ABTS™ pelos padrdes (a) quercetina, (b) rutina e (c) glutationa,
em tampao fosfato de sodio 10 mmol/L, pH 7,4; 4 = 734 nm. A figura inserida apresenta a média
das absorbancias do ABTS™ na presenca de diferentes concentragdes dos respectivos padrdes.
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Na figura 44 estdo apresentados os valores de ICsq frente a0 ABTS®" determinados
para 0s complexos obtidos neste trabalho.

Figura 44. Inibicdo (captura) do ABTS™ pelo (a) complexo 1, (b) complexo 2, (c) complexo 4 e (d)
complexo H, em tampéo fosfato de sddio 10 mmol/L, pH 7,4; 4 = 734 nm. A figura inserida
apresenta a média das absorbancias do ABTS™ na presenca de diferentes concentracdes dos
respectivos complexas.

Na tabela 14 sdo apresentados os valores em umol/L do ICsy das amostras em
ordem crescente, 0 que representa uma ordem decrescente na eficiéncia da captura do
radical ABTS"".
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Tabela 14: Capacidade de captura do ABTS™, expressa em por centagem de inibic&o (1Csy).

Atraveés das figuras 43 e 44 é possivel observar a seguinte ordem crescente do ICsg:
complexo H < complexo 4 < complexo 2 < guercetina< complexo 1 < rutina< glutationa, o
que representa uma ordem decrescente na eficiéncia para a captura do ABTS™.

De acordo com os resultados obtidos observa-se primeiramente que os “padrdes”
quercetina e rutina e 0os complexos testados apresentam valores de ICs entre 1 a 4 umol/L.
J& a glutationa apresentou valor maior, portanto menos eficiente frente ao radical testado.
De forma geral, todas as amostras testadas mostram-se eficientes na captura do radical
testado. Além disso, os complexos H, 4 e 2 apresentaram-se mais eficientes que o ligante
quercetina, indicando que a complexacdo com estes metais potencializa sua propriedade
antioxidante frente ao radical ABTS"*, especialmente quando ha Ce** ligado a quercetina
(complexo H e complexo 4). Diferente dos demais, 0 complexo 1 e a rutina, apesar de
apresentarem atividade antioxidante relevante, apresentam valores de ICsy maiores que 0s
demais complexos e quercetina, isso se deve a possiveis problemas de solubilidade dessas
amostras frente ao solvente utilizado (dmso). Também héa que se considerar que 0s grupos
3’, 4’ e 7 estdo provavelmente mais envolvidos em liga¢do hidrogénio, o que pode impedir
a interacdo efetiva desses grupos com o radical.

Foram encontrados alguns trabalhos na literatura que relatam o potencial
antioxidante do ligante quercetina em relacéo ao radical testado.

Nunes e seus colaboradores (2012) avaliaram a atividade antioxidante de alguns
compostos isolados da planta C. lineatifolia, dentre eles a quercetina e obteve como valor

de ICsy 4,18 + 0,35 umol/L. Ja Orlandi et al. (2012), com o objetivo de avaliaram o
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potencial antioxidante da curcumina em sistemas-modelo in vitro, utilizaram como padrao
a quercetina e encontraram o valor de 3,27 0,05 umol/L.

Dehgham e Khoshkam (2012) sintetizaram um complexo de estanho com
quercetina e verificaram a atividade antioxidante deste complexo e do seu ligante frente
aos radicais ABTS"" e DPPH". Os resultados frente ao radical ABTS®" mostraram que a
presencga do metal diminuiu a atividade antioxidante da quercetina.

N&o ha relatos da obtencdo e nem da atividade antioxidante dos complexos obtidos

frente ao radical ABTS®", visto que os complexos sdo inéditos.

Capacidade de captura sobre o DPPH"*

O DPPH- ¢ um radical modelo, ndo bioldgico, bastante estavel e sua captura foi
monitorada observando-se o decréscimo da absorbancia em 517nm. As figuras 45 e 46
apresentam as curvas resultantes destas medidas.

Na tabela 15 sdo apresentados os valores em pumol/L do ICso das amostras em
ordem crescente, 0 que representa uma ordem decrescente na eficiéncia da captura do
radical ABTS"".

Os valores de ICsy dos “padrdes” e dos complexos para a captura do DPPH’
indicam a seguinte ordem crescente de 1Csy: complexo H < complexo 4 < quercetina <
complexo 2 < complexo 1 < rutina< glutationa, o que representa uma ordem decrescente na

eficiéncia para a captura do DPPH".
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Figura 45. Inibicao (captura) do DPPH’ pelos padrbes (a) quercetina, (b) rutina, e (c) glutationa,
em A = 517 nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do DPPH* na presenca de
diferentes concentracfes dos respectivos padr&es.
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Figura 46. Inibicdo (captura) do DPPH® pelo (a) complexo 1, (b) complexo 2, (¢) complexo 4 e
(d) complexo H, em 2 = 517 nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do DPPH*
na presenca de diferentes concentracdes dos respectivos complexos.
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Tabela 15: Capacidade de captura do DPPH®, expressa em porcentagem de inibicao (1 Csp).

Através dos resultados é possivel observar que o complexo heterobimetalico
(complexo H) mais uma vez apresenta o melhor desempenho, seguido do complexo de
cério (complexo 4). J& os complexos de Zn?**, apesar de apresentarem atividade
antioxidante relevante frente ao radical DPPH’, apresentam atividade antioxidante inferior
ao ligante quercetina. Os demais padrdes ndo foram tdo eficientes quanto as amostras
relatadas. Esse resultado mostra que a atividade de um antioxidante além de depender da
sua estrutura dependeré do radical a ser inibido.

Como os compostos obtidos no trabalho s&o inéditos, a pesquisa na literatura
resultou em alguns trabalhos envolvendo quercetina e outros complexos metalicos com
DPPH" a seguir comentados.

A fim de avaliar a atividade antioxidante de flavonoides, Masuoka et al. (2012)
pelo método do DPPH’ obtiveram para quercetina o ICs no valor de 9,53 + 0,36 umol/L,
valor este proximo ao encontrado neste trabalho (6,55 + 0,12 umol/L).

Aguiar et. al. (2009) estudaram a relacdo estrutura atividade antioxidante da
quercetina e dos seus derivados glicosilados. Eles encontraram o valor de ICsy para
quercetina que foi de 22,22 umol/L. Além disso, eles concluiram que a acdo antioxidante
dos flavondides depende da estabilidade do radical flavonoil formado, dado a sua
habilidade em deslocalizar o elétron desemparelhado. Para eles, os fatores que auxiliam na
estabilizacdo do radical flavonoil da quercetina sdo a presenca de hidroxilas orto no anel B,

insaturacdo e hidroxila na posicdo 3 do anel C. A presenca de grupos glicosideos
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interferem na planaridade do radical e deslocalizacdo do elétron, o que diminui a
possibilidade de transferéncia de elétrons para o radical DPPH".

Vale destacar aqui que os complexos com cério (complexo 4 e complexo H) deixam
livre 0 grupo 3-OH do anel C para a atuagdo como antioxidante, o que pode justificar os
melhores resultados de atividade antioxidante destes frente as demais amostras.

Bukhari et al. (2009) sintetizaram, caracterizaram e investigaram a atividade
antioxidante de complexos de cobre com quercetina frente ao radical em questdo. Segundo
este trabalho, a capacidade do flavonoide de agir como antioxidante depende da sua
estrutura molecular. A maior atividade antioxidante da quercetina pode ser atribuida a
contribuigdo altamente significativa dos grupos 3’-0H e 4’-OH do anel B. Além disso, eles
verificaram que a atividade antioxidante do complexo Cu-quercetina (Cu ligado aos grupos
3’-0H e 4’-OH, e 4-oxo e 3-OH) frente ao radical DPPH’ era maior do que a quercetina
livre.

Dehghan e Khoshkam (2012) sintetizaram um complexo de estanho com quercetina
e verificaram que a atividade antioxidante deste complexo frente ao radical DPPH® foi

menor que a atividade da quercetina pura.

Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superéxido (O,")

O 0," é formado apds a reducdo monoeletronica do oxigénio a agua, a partir do
qual poderd ocorrer a formacdo das demais ERO. Ocorre em quase todas as células
aerobicas e é uma ERO produzida constantemente no organismo humano em processos
fisiologicos. Em diversas etapas da via mitocondrial de reducdo do oxigénio & &gua,
observa-se a producdo de radicais livres altamente reativos, sendo que tais espécies podem
danificar células e tecidos. O radical anion superoxido é um exemplo representativo, pois é
altamente reativo e sua formacdo também leva a producdo do HO®, que é ainda mais
reativo. Estas ERO podem provocar sérios danos, reagindo com proteinas, lipideos de
membranas e acidos nucleicos (NELSON; COX, 2011).

Neste ensaio, 0 anion superoxido gerado pela reacdo entre PMS e NADH, reage
com NBT para formar uma formazana. Os complexos foram testados em concentracfes
crescentes ¢ foram utilizados como “padrdes” a quercetina, rutina e glutationa. Todas as
amostras foram solubilizadas em dimetilformamida visto que se verificou
experimentalmente que o solvente dmso utilizado nos demais testes apresentou-se como

um interferente, reagindo com os componentes geradores do anion superoxido.
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As figuras 47 e 48 apresentam os valores de ICsy dos “padrdes” e dos complexos
para a captura do O,". Note que tanto os complexos quanto os padrfes atingiram o ICso

para este radical.

Figura 47. Inibicdo (captura) do O,” pelos padrdes (a) quercetina, (b) rutina, e (c) glutationa, em
tamp&o pirofosfato de sddio 25 mmol/L, pH 8,3, 2 = 560 nm. A figura inserida apresenta a média
das absorbancias do O," na presenca de diferentes concentracdes dos respectivos padr des.
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Figura 48. Inibicdo (captura) do O,” pelo (a) complexo 1, (b) complexo 2,(c) complexo 4 e
(dycomplexo H em tampao pirofosfato de sddio 25 mmol/L, pH 8,3, 2 = 560 nm. A figura inserida
apresenta a média das absorbancias do O,” na presenca de diferentes concentracbes dos
respectivos padrGes.

E possivel observar a seguinte ordem crescente de ICso: complexo H < complexo 2
< complexo 1 < complexo 4 < quercetina < rutina< glutationa, o que representa uma ordem
decrescente na eficiéncia para a captura deste radical.

Na tabela 16 sdo apresentados os valores em pumol/L do ICsy das amostras em

ordem crescente, 0 que representa uma ordem decrescente na eficiéncia da captura do

radical ABTS"".
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Tabela 16: Capacidade de captura do anion superdxido expressa em porcentagem de inibicdo
(1Cs0).

Através dos resultados é possivel observar que o complexo heterobimetalico
(complexo H) mais uma vez apresenta 0 melhor desempenho, seguido dos complexos de
zinco (complexo 2 e complexo 1) e do complexo de cério (complexo 4). De forma geral 0s
complexos apresentaram valores no minimo duas vezes menores que o ligante quercetina.
Os demais padrdes ndo foram tdo eficientes quanto as amostras relatadas anteriormente.
Mais uma vez, os resultados mostram que a atividade de um antioxidante além de depender
da sua estrutura dependera do tipo de interacdo com o radical a ser inibido.

Vale comentar que o complexo 4 pode ter tido comportamento diferente com o
radical superoxido porque o superéxido pode estar oxidando o Ce** a Ce** e os compostos
de decomposicdo apresentarem comportamento diferente. No caso do complexo
heterobimetalico, o zinco como redutor pode estar protegendo essa oxidacao.

Masuoka et al. (2012), a fim de avaliar a atividade antioxidante de flavonoides,
pelo método do anion superdxido obtido pela reacdo do PMS com NADH, obtiveram para
quercetina o 1Csp no valor de 60,0 £ 5,0 umol/L, valor este proximo ao encontrado neste
trabalho (79,5 £ 1,12 umol/L).

Ndo foram encontrados trabalhos envolvendo a investigacdo da atividade

antioxidante frente ao radical superdxido de complexos metalicos de quercetina.

Capacidade de captura sobre o HOCI / OCI
O HOCI é formado pela acdo da mieloperoxidase (MPO) sobre 0 H,O, e CI. A

MPO é uma enzima armazenada nos granulos azurdéfilos de leucécitos polimorfonucleares,

a qual utiliza o H,0,, para oxidar o ion cloreto (CI), e gerar o HOCI, um potente oxidante
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e agente bactericida (WINTERBOURN et al., 2000). A producao de HOCI por este sistema
constitui um importante mecanismo de defesa contra micro-organismos, entretanto, sua
producdo excessiva pode levar a danos nos tecidos, contribuindo para o desenvolvimento
de doengas.

Na figura 49 observa-se que a os “padrdes’’ atingiram o ICsy para 0 HOCI/OCI,
cujos valores apresentaram- se entre 1,23 a 5,03 umol/L.
Figura 49. Inibicéo (captura) do HOCI /OCI" pelos padrdes (a) quercetina, (b) rutina, e (c)
glutationa, em tampao fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4; A = 655 nm. A figura inserida

apresenta a média das absorbancias do HOCI /OCI™ na presenca de diferentes concentracdes dos
respectivos padrfes.
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Figura 50. Inibicdo (captura) do HOCI /OCI" pelo (a) complexo 1, (b) complexo 2, (c) complexo 4,
e (d) complexo H, em tampao fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,4; 2 = 655 nm. A figura inserida
apresenta a média das absorbancias do HOCI /OCI™ na presenca de diferentes concentracdes dos
respectivos padrGes.

Na tabela 17, sdo apresentados os valores em umol/L do ICsy das amostras para o

HOCI/OCI-.
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Tabela 17: Capacidade de captura do HOCI/OCI", expressa como a porcentagem de inibicao
(1Cs0) da oxidagdo do TMB.

AMOSTRA ICso £ EPM¥/(pmol/L)
Complexo 4 0,32+ 0,02
Complexo H 0,35+ 0,01
Complexo 2 1,03+ 0,09
Rutina 1,23+ 0,03
Quercetina 1,27 £ 0,01
Complexo 1 411+0,13
Glutationa 5,03+ 0,21

*EPM (Erro Padrao da Média)

De uma forma geral, os complexos apresentam resultados melhores que a
quercetina, com exce¢do do complexo 1. Mais uma vez os complexos 4 e H que contém em
sua estrutura o fon Ce®" foram os complexos com os menores valores de ICsq, indicando
que a presenca desse ion que se coordena de forma diferente interfere de maneira positiva
na atividade antioxidante do ligante quercetina.

Ndo ha relatos na literatura que trazem informacdo a respeito da atividade
antioxidante de complexos metalicos com quercetina frente ao acido hipocloroso utilizando

0 método testado nesse trabalho.

Capacidade de captura sobre o H,0O,

O H20, é o segundo intermediario do processo de redugdo monoeletrdnica do Oy;
ndo é um radical livre por definicdo, porém exerce um papel importante no estresse
oxidativo por ser capaz de permear membranas celulares facilmente, gerando o radical
hidroxila (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O perdxido de hidrogénio € gerado in vivo pela dismutacdo do radical anion
superéxido (O,) ou é produzido por enzimas oxidases e pela oxidacéo de &cidos graxos.
O efeito deletério do H,O, vem de sua facil conversdo para o radical hidroxila, por
exposicao a luz ultravioleta ou por interacdo com metais de transicdo como o ferro, através

da reacgdo abaixo, conhecida como reacdo de Fenton (ALVES et. al, 2010).

Fe2*+H,0, —> Fe*+OH"+OH (Equacio 4
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A capacidade de captura foi determinada segundo Ching et al. (1994) pelo ensaio
com o TNB. Antes de utilizar as amostras (complexos e padrdes), foi utilizada a catalase
para validar o método, pois a catalase € reconhecidamente eficaz na conversdo do H,O, em
4gua e oxigénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

Com a concentracdo da catalase comercial expressa em unid/mg de solidos (2950
unidades/mg de sélidos), preparou-se uma solugéo de 20 unidades/mL para a realizacdo do
ensaio. Assumindo que a massa de sélido pesada estivesse pura, ou seja, somente catalase
e ainda considerando a sua massa molecular de 240.000 Da (BUDAVARI et al., 2006),
pode-se converter o valor obtido do I1Cso de 0,29 unid/mL (figura 51) para 0,983 ng/mL ou
40,9 nmol/L.

Figura 51. Inibicdo (captura) do H,O, pela catalase; em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L,
H.O, 0,3 mM, pH 6,6; 4 = 412 nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do TNB
na presenca de diferentes concentragtes da catalase.

Nesse ensaio, a maioria das amostras ndo atingiu o ICso nas concentragdes

utilizadas, apenas o padréo Glutationa conseguiu atingi-lo (figura 52).
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Figura 52. Inibicdo (captura) do H,O, pela glutationa; em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L,
H.O, 0,3 mM, pH 6,6; 4 = 412 nm. A figura inserida apresenta a média das absorbancias do TNB
na presenca de diferentes concentragdes da catalase.

A quercetina e seus complexos foram testados até a concentracdo de 0,1 mmol/L
dissolvidos em dmso e rutina foi testada até a concentragdo de 1 mmol/L, ambos
dissolvidos em dmso, no entanto acima dessas concentracfes a absorbancia impossibilitou
a realizacdo do ensaio, pois ambos absorvem com eficiéncia (tem um coeficiente de
extincdo molar muito alto) em A préximo a 412 nm.

Orlandi et al. (2012), também utilizaram o método do H,O, para avaliar o potencial
antioxidante da curcumina em sistemas-modelo in vitro. Usaram como padréo a quercetina
e também verificaram que a absorbancia elevada na regido de 412 nm impossibilitou
determinar o valor de 1Cs, para este composto.

Nao foram encontrados na literatura, trabalhos que investiguem a atividade

antioxidante de complexos metalicos com quercetina obtidos frente ao H,O..

4.5. Formulacéo de protetores solares

Foram preparadas uma formulacdo base (sem filtro) e protetores contendo
isoladamente ZnO, quercetina, complexo 1, complexo 2, complexo 4 e complexo H como
filtros nas porcentagens de 1, 3 e 5 % a fim de verificar a quantidade minima de cada um
dos complexos capaz de se obter a protecdo de todo o UVA e UVB. Para comparar a
eficiéncia dos complexos de Zn** (Complexo 1 e 2), do complexo de Ce** (Complexo 4) e
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do complexo heterobimetélico de Zn** e Ce®*" (Complexo H) como filtros solares em
formulacGes de protetores, formulagbes comerciais com FPS 15, 30 e 60 também foram
caracterizadas por ERD e medidas reoldgicas.

Os espectros ERD e de absorcdo no UV-VIS obtidos através da relacdo de
Kubelka-Munk (LOYALKA, RIGGS, 1995) para as formulagdes preparadas com ZnO,
Quercetina (Q) e os protetores solares comerciais (FPS 15,30 e 60) encontram-se na figura
53.

E possivel observar primeiramente que as formulacdes que contém ZnO como filtro
solar [figura 53 (a) e (b)] apresentam absor¢cdo da radiacdo UV a partir de 375 nm,
comportamento este semelhante ao filtro ZnO isolado, demonstrando assim que estas
formulagdes sdo eficientes na absorcdo da radiacdo UVB e de parte da radiagdo UVA. As
formulagdes contendo quercetina como filtro [figura 53 (c) e (d)] apresentam absorcdo a
partir de 450 nm, podendo entdo ser denominados de protetores solares de amplo espectro
ja que absorvem radiacdo UVA e UVB. Ja as formulagdes comerciais [figura 53 (e) e (f)],
independente do FPS, apresentam absorcédo a partir de 400 nm, sendo classificadas também

como formulacgdes de amplo espectro.
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Figura 53. Espectros no UV-VIS de reflectancia e de absorcdo respectivamente dos. (a) e (b)
Zn0, (c) ed) quercetina (€) e (f) protetores comerciais.



Resultados e Discussao 113

Na figura 54 encontram-se os espectros ERD e de absor¢do no UV-VIS para as
formulagbes contendo o complexo 1, 2, 4 ou H como filtro. Independente da porcentagem
de filtro solar utilizado é possivel observar a presenca do mesmo na formulagdo e sua
consequente absorcdo da radiacdo UVA e UVB.

Através dos espectros de absorcéo nota-se diferencas na intensidade da absorcao da
radiagdo UV de acordo com a porcentagem de filtro utilizado nas formula¢6es. Em todos
0S casos, observa-se que o espectro do filtro solar isolado é mais intenso que 0s espectros
das suas respectivas formulacdes e a medida que a porcentagem de filtro aumenta de 1 a
3% na formulacgdo a intensidade de absorcdo também aumenta, como ja era de se esperar,
ja que a concentracdo de filtro na formulacdo aumenta. No entanto, quando as
porcentagens de filtro aumentam de 3 para 5 %, ndo se observa aumento na intensidade.
Assim, para a formulacdo base escolhida, 3% de filtro solar é o suficiente para a finalidade
desejada e acima desta porcentagem algo acontece na formulacdo de modo que uma maior
porcentagem de filtro ndo causa mudangas significativas na intensidade da absorcdo da
radiacéo.

Acredita-se que a partir de 3 % esteja ocorrendo a formacdo de agregados de
particulas do filtro que podem espalhar radiacéo.

A partir dos espectros de ERD foram calculados o bandgap referente ao grupo
cinamoila, comprimento de onda critico e razdo UVA/UVB para todas as formulagdes. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 18. E possivel observar que as formulagdes
apresentaram valores muito préximos quando comparados ao filtro solar de partida,
indicando que até mesmo as formulagdes com 1% de filtro apresentaram resultados
satisfatorios, com grande potencial para aplicacdo como protetores solares de amplo

espectro.
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Figura 54. Espectros no UV-VIS de reflectancia e de absorcdo respectivamente dos. (a) e (b)
complexo 1, (c) e d) complexo 2, (€) e (f) complexo 4, (g) e (h) complexo H.
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Tabela 18: Resultados de bandgap (Eg), comprimento de onda critico e razio UVA/UVB para as
formulacdes.

E interessante ressaltar que os protetores comerciais analisados apresentam em sua
formulacdo uma mistura de filtros solares para que possam ser eficientes absorvendo toda a
regido UVA e UVB. Esta mistura além de em alguns casos permear a pele causando
irritabilidade, eleva o preco do produto final. Desta forma, acredita-se que os complexos
obtidos e até mesmo a propria quercetina apresentam grande potencial como filtros em
formulacbes de protetores ja que seus resultados indicam grande eficiéncia na absor¢édo da

radiacdo UVA e UVB, além de que a adicéo de apenas um filtro solar na formulacéo pode
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reduzir o risco de irritacdes e até mesmo o custo do produto final. Além do que o uso de
filtros com propriedades bioldgicas, como é o caso da quercetina e possivelmente dos
complexos obtidos, torna o protetor um produto cosmético multifuncional.

Na figura 55 estdo os reogramas dos protetores solares obtidos no laboratério com
as porcentagens de filtro de 1%. Vale destacar que os protetores com maior porcentagem
de filtro apresentaram resultados semelhantes, por isso ndo estdo aqui representados.
Analisando a figura 55 (a), pode-se observar primeiramente que os valores de viscosidade
das formulacBes obtidas no laboratorio apresentaram-se compardveis aos protetores
comerciais analisados. Além disso, em todas as formulacGes, inclusive nas comerciais, a
medida que a velocidade de cisalhamento aumenta a viscosidade diminui. Tal
comportamento, que foi observado também nas temperaturas de 40 [figura 55 (b)] e 60°C
[figura 55 (c)] € definido como cisalhamento restrito, ou seja, a resisténcia do material a
escoar diminui e a energia requerida para sustentar o escoamento a altas razdes de
cisalhamento é reduzida. Dessa forma, pode-se afirmar que os protetores solares ndo
possuem comportamento Newtoniano. Em contrapartida, a 4gua é um exemplo de fluido
newtoniano (FN), ja que sua viscosidade permanece constante independente da velocidade

de cisalhamento.
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Figura 55. Curva da viscosidade em funcdo da vel ocidade de cisalhamento dos protetores solares
nas temperaturas (a) 25 °C. (b) 40 °C e (c) 60 °C.
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Além de serem considerados como fluidos ndo newtonianos, as formulagdes
analisadas apresentam como caracteristica principal a diminuicdo da viscosidade com o
tempo quando submetidos a uma velocidade de cisalhamento constante. Tal
comportamento é definido como Tixotropia e pode ser observado na figura 56. Essa
caracteristica é essencial para um protetor solar, pois a viscosidade diminui com o tempo
quando se aplica uma determinada forca, facilitando a sua aplicacao sobre a pele. E quando
essa forca é retirada, o protetor solar retorna ao seu estado inicial permitindo a formacé&o de

um filme homogéneo na pele.

Figura 56. Curva da viscosidade em funcdo do tempo dos protetores solares com 1% de filtro,
submetidos a mesma vel ocidade de cisalhamento (V= 0,3 rpm).

Outro parametro a ser analisado foi como a viscosidade das formulacdes se
comporta de acordo com a temperatura. Através da figura 57 (a) € possivel observar que a
medida que a temperatura aumenta a viscosidade diminui acentuadamente. Isso acontece
porque & medida que aumentamos a temperatura, as forgas coesivas diminuem, diminuindo

também a resisténcia do fluido ao movimento.
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Pode-se notar também através da figura 57 (b) que o0 aumento da concentracdo dos
filtros proporciona o aumento da viscosidade dos protetores solares. Este aumento esta
associado a interacdo entre os filtros e os demais componentes da formulagdo alterando a
viscosidade e favorecendo a estabilidade coloidal. Ndo se descarta a probabilidade de
formacdo de agregados entre as particulas de filtro, devido a quantidade de particulas

presentes o que resulta na modificacdo do valor da viscosidade.

Figura 57. (a) Curva da viscosidade em funcéo da temperatura e (b) Curva da viscosidade em
funcéo da porcentagem de filtro para os protetores solares com 1% de filtro, submetidos & mesma
vel ocidade de cisalhamento (V= 0,3 rpm).
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5- CONCLUSOES

As tentativas de obtencdo do complexo de Zn** com quercetina, variando-se as
condicgdes reacionais (sal de partida, pH da solucdo de quercetina, proporcdo M:L e
quantidade agua reacional- concentracdo da solucdo) foram eficientes levando a obtencao
de 54 amostras iniciais, que de acordo com resultados de FTIR e ERD foram agrupadas

em trés perfis espectrais distintos denominados de complexo 1, complexo 2 e complexo 3.

- O complexo 1 representa as amostras obtidas a partir de pequena guantidade de
agua no meio reacional (0-5 mL) na proporcdo M:L de 1:1, independente do pH e do sal de
partida. Atraves das caracterizagdes utilizadas, foi possivel verificar que tal complexo nao
é cristalino, apresenta formula minima [Zn(Q)(H20):], com provavel estrutura polimérica,
e a interacdo do metal com a quercetina ocorre provavelmente pelos grupos carbonila e 3-
OH, causando deslocamento da absor¢do do grupo cinamoila (banda Il) para maiores
comprimento de onda.

- O complexo 2 representa as amostras obtidas a partir de grande quantidade de
agua no meio reacional (155 mL) independente da proporcdo M:L, do pH e do sal de
partida. Os resultados indicam que a interacdo do metal com a quercetina ocorre pelos
grupos carbonila e 3-OH, ja que este apresentou absorcdo referente ao grupo cinamoila
deslocada para maiores comprimentos de onda. Diferentemente do complexo 1, analises
térmica e elementar indicam provavel formacdo de um complexo com férmula minima
[Zn(Q)2(H20)2].

- O complexo 3 representa as amostras obtidas na propor¢cdo M:L de 1:2 e 2:1 na
presenca de pequena quantidade de &gua (0-5 mL). Tais amostras apresentam-se nao
cristalinas, com coloragdo marrom sendo levadas a degradacdo quando expostas a luz
ambiente. Tal resultado € um indicio de que o excesso de metal ou de ligante na presenca
de pequena quantidade de agua, independente do pH reacional, pode estar contribuindo
para a oxidag&o da quercetina e escurecimento do produto formado.lsso pode ser explicado
pelo fato de a quercetina, como agente antioxidante, ser capaz de agir como redutora do
Zn**,

As tentativas de obtencdo de complexos de Ce** com quercetina nas proporgdes de
1:4 (complexo 4) e 1:8 (complexo 5) levam a formacdo de um mesmo complexo com
férmula minima [Ce(Q)3(H20)2], um complexo com nimero de coordenagdo maior, como

esperado para o Ce®. Através das técnicas de caracterizacdo utilizadas foi possivel
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verificar deslocamento da absor¢do do grupo benzoila (banda I1) para maiores A, 0 que
justifica o fato da interacdo do Ce®" com a quercetina se dar neste caso pelos grupos
carbonila e 5-OH, ja que Ce®*, com seu raio idnico grande, tende a se complexar pelos
grupos 5-OH e carbonila formando um anel de seis membros altamente estavel.
Diferentemente do Ce**, o Zn?*, com seu menor raio idnico, é capaz de se ligar pelos
grupos carbonila e 3-OH formando um anel de cinco membros, estavel para este caso onde
0 ion metalico possui menor tamanho, mas instavel e menos provavel entdo para ion
volumoso, Ce®". Este resultado corrobora com os de EFL, indicando interacdes diferentes
das observados para os complexos de Zn®*. No espectro EFL ndo sdo observadas bandas
que pudem ser indubitavelmente atribuidas as transi¢fes do ce*.

As tentativas de obtencdo de complexos heterobimetalicos de Zn** e Ce®*" com
quercetina apresentam resultados distintos. A amostra 1 apresenta resultados que indicam a
formacdo de um complexo de cério com quercetina. JA& a amostra 2, denominada de
complexo H, apresenta resultados bastante promissores, com indicios de interacdo da
quercetina com os dois centros metélicos, Ce** e Zn?*. De acordo com as anélises térmica e
elementar este complexo apresenta a formula minima [CeZn(Q)2(H20)4]CI.

Foram utilizados sistemas-modelo in vitro, geradores de espécies reativas e/ou
radicalares para o ABTS®"; DPPH®; O,"; HOCI / OCI" e H,0,, a fim de verificar a
atividade antioxidante dos complexos sintetizados neste trabalho. De uma forma geral os
complexos apresentam atividade superior ao ligante quercetina indicando que a
complexacdo deste com metais potencializa a atividade antioxidante do ligante e que o0s
pontos de coordenacdo sdo muito importantes. Além disso, estes ensaios demostraram ser
ferramentas poderosas para confirmacdo das interacbes entre os metais e o ligante
quercetina.

Por fim, foram preparadas formulacdes de protetores solares utilizando quercetina
e 0s complexos de Zn®* (complexo 1 e complexo 2), de complexo de Ce** (complexo 4) e
complexo heterobimetélico de Zn** e Ce** com quercetina (complexo H), como filtros
solares, nas porcentagens de 1, 3 e 5%. Tais formulagdes, independente da porcentagem de
filtro utilizada, apresentam absorcdo condizente com o filtro solar de partida, sendo que
para formulacao base utilizada, 3% de filtro é o suficiente para se ter uma absorcéo intensa
no UV. Acima desta porcentagem ndo se observa grandes diferencas na intensidade da
absorcdo. Além disso, todas as formulagfes apresentam como caracteristica principal a

tixotropia, caracteristica essa essencial para um protetor solar, pois a viscosidade diminui
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sob uma forca, facilitando a sua aplicacdo sobre a pele e retorna a viscosidade inicial
cessada a aplicacdo da forca permitindo a formacao de um filme homogéneo na pele.
Assim, 0s complexos obtidos neste trabalho apresentam grande eficiéncia na
absorcdo da radiagdo UVA e UVB quando utilizados isoladamente em uma formulagdo
base, sendo esta eficiéncia comparavel a dos protetores comercias que utilizam uma
mistura de filtros, o que encarece o produto final. Além disso, o uso de filtros que
apresentem propriedades bioldgicas, em especial atividade antioxidante elevada, como é o

caso dos complexos obtidos, torna o protetor um produto cosmético multifuncional.
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6-PERSPECTIVAS

Como perspectivas desse trabalho tém-se:
- Realizagdo de medidas complementares para a comprovacdo da estrutura dos complexos
obtidos tais como medidas de RMN de hidrogénio e carbono nos complexos de zinco;
- Ensaios para cristalizagdo dos complexos e determinacdo de estrutura cristalina dos
complexos;
- Estudo da fotoestabilidade dos complexos como filtros nas formulagdes de protetores
solares;
- Previséo do FPS dos protetores solares através dos espectros de absorbancia;
- Estudo do poder antioxidante da formulacéo;

- Otimizacéo de formulacGes mais simples.
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