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RESUMO

O desenvolvimento de novas moléculas que possam prevenir os danos resultantes do
envelhecimento cutdneo ¢ de grande relevancia para sociedade moderna, visto que a
populagdo busca cada vez mais por uma aparéncia fisica melhor. A quercetina possui muitas
propriedades de interesse para aplicacdo cosmética que auxiliam nessa prevencdo. Os
cosméticos desenvolvidos atualmente buscam oferecer multiatividades. Entretanto, poucos
estudos tém avaliado os efeitos da quercetina ou de derivados com esse proposito. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo a obtengdo de derivados da quercetina com
diversas atividades para uso cosmético. Inicialmente, realizou-se uma sintese, por meio da
reacdo de benzilagdao utilizando brometo de benzila. Entdo, foi realizado o isolamento por
cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa, onde foram obtidos dois produtos da
reacdo. Com a caracterizagdo por espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear
foi possivel a elucidagdo da estrutura quimica de dois derivados da quercetina, codificados
como ACD32A e ACD32B. Por meio dos ensaios DPPH, ABTS e ensaios em cultura de
células, verificou-se que os derivados ndo apresentaram atividade antioxidante. No ensaio de
glicagdo in vitro, os derivados inibiram a formacao de produtos finais de glicagao avangada
em colageno pela via do glioxal, com Clso (ug/mL) igual a 12,18 + 4,47 (ACD32A) e 21,27 +
2,04 (ACD32B). Os derivados ndo exibiram atividade inibitoria sobre as enzimas elastase,
hialuronidase e tirosinase. No ensaio de citotoxicidade, por método de Alamar Blue, as
substancias apresentaram baixa toxicidade aos fibroblastos humanos até a concentragao de
200 pg/mL. Na avaliagdo da capacidade proliferativa e de migracdo celular de fibroblastos
humanos, os derivados demonstraram atividade superior aquela obtida pela quercetina. Na
atividade inibitoria sobre a colagenase, por método zimografico, os derivados também
exibiram inibicdo de metaloproteinases melhor que a quercetina. Por ultimo, foi previsto in
silico o coeficiente de particdo e de permeabilidade cutanea da ACD32A e ACD32B pelo
servidor SwissADME e foi verificado que os derivados exibiram um aumento desses
coeficientes, quando comparados com a quercetina. O presente estudo pela primeira vez
descreveu a obtencao de duas substancias benziladas da quercetina com diversas propriedades
a serem aplicadas em cosméticos. Futuros estudos serdo necessarios para explorar
detalhadamente essas aplicagdes, assim como os mecanismos envolvidos nas atividades.

Palavras-chave: quercetina, benzilagdo, pele, envelhecimento, cosméticos.



ABSTRACT

The development of new molecules that can prevent damage resulting from skin aging is of
great relevance for modern society as the population increasingly seeks a better physical
appearance. Quercetin has many properties of interest for cosmetic application that aid in this
prevention. The currently developed cosmetics seek to offer multiactivities. However, few
studies have evaluated the effects of quercetin or derivatives for this purpose. Therefore, the
present study had the objective of obtaining quercetin derivatives with various activities for
cosmetic use. Initially, a synthesis was performed, by the substitution reaction between rutin
and benzyl bromide (benzylation). After, the isolation was carried out by high performance
liquid chromatography semipreparative, where two products of the reaction were obtained. By
the characterization through mass spectrometry and nuclear magnetic resonance was possible
the elucidation of the chemical structure of two quercetin derivatives, encoded as ACD32A
and ACD32B. By DPPH, ABTS, and cell culture assays, the derivatives showed no
antioxidant activity. In the in vitro glycation assay, the derivatives inhibited the formation of
advanced glycation end products in collagen by the glyoxal pathway, with ICso (ug/mL) of
12.18 + 4.47 (ACD32A) and 21.27 + 2,04 (ACD32B). The derivatives did not exhibit
inhibitory activity against the enzymes elastase, hyaluronidase, and tyrosinase. In the
cytotoxicity assay, by Alamar Blue method, the substances present low toxicity to human
fibroblasts up to the concentration of 200 pg/mL. In the evaluation of the proliferative
capacity and cellular migration of human fibroblasts, the derivatives demonstrated higher
activity than the obtained by quercetin. In the inhibitory activity against collagenase, by
zimographic method, the derivatives also exhibited inhibition of metalloproteinases better
than quercetin. Finally, the partition coefficient and cutaneous permeability of the ACD32A
and ACD32B were predicted in silico by the SwissADME server and the derivatives
exhibited an increase in these coefficients, when compared to quercetin. The present study
described for the first time the obtention of two benzylated substances of quercetin with
various properties to be applied in cosmetics. Future studies will be needed to explore these
applications in detail, as well as the mechanisms involved in the activities.

Key words: quercetin, benzylation, skin, aging, cosmetics.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento na expectativa de vida, acredita-se que o Brasil tera cerca de 65
milhdes de idosos até o ano de 2050. Diante da chegada do envelhecimento nos ultimos anos,
a busca pelo cuidado com a aparéncia demonstra que a juventude esta associada com a beleza
(GAMBOA, 2014; ZOUBOULIS e MAKRANTONAKI, 2011).

O envelhecimento resulta de dois processos distintos: intrinseco, geneticamente
programado, e extrinseco, causado por um impacto ambiental externo. Apesar de ocorrer em
todo o corpo, os sinais mais visiveis do envelhecimento sao os da pele e a maior parte da
mudancga ocorre na derme, que ¢ composta principalmente por uma densa matriz extracelular
(MEC) (ALDAG et al., 2016).

Na MEC o envelhecimento estd associado ndo s6 ao espessamento das fibrilas de
colageno, como também a desorganizacao do teor total dessa proteina, devido a diminuic¢ao da
sintese de colageno tipo I e a0 aumento da fragmentacao de fibrila. Além disso, a degradagao
da MEC também esta associada a niveis aumentados da atividade enzimatica dérmica de
colagenase, hialuronidase, elastase e tirosinase (ALDAG et al., 2016; MAITY et al., 2011).

As alteracoes da MEC associadas ao envelhecimento também foram atribuidas a
glicacdo de agucares circulantes com proteinas presentes na derme. Entre os agucares e as
proteinas ocorrem ligacdes que afetam diretamente a suavidade natural da pele, resultante da
conhecida rea¢dao de Maillard (BOGDANOWICZ et al., 2016).

A MEC possui influéncia em alguns processos celulares, como proliferacdo,
migragdo e diferenciagdo. Em razdo disso, e com o envelhecimento, a MEC também sofre
modifica¢des que influenciam na cicatrizagdo de feridas. O colageno tipo I participa de forma
significativa desse processo. Sendo assim, uma diminui¢do do contetido dessa proteina na

MEC pode levar a uma ma cicatrizagdo (KULAR et al., 2014).
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Em virtude do envelhecimento gradual e da preocupacdo da ciéncia em controlar o
seu avango, a busca por substancias que consigam controlar os danos a pele ¢ de grande
importancia. Neste contexto, os produtos naturais tém desempenhado grande papel no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, sendo alvos de modificacdes estruturais por
exercerem efeitos potentes (HAHN et al., 2016; KUMAR et al., 2014; STONIK, 2009).

O laboratorio Biophar investiga diversas atividades bioldgicas de muitas substancias
naturais e sintéticas. Recentemente, o grupo comegou a explorar a modificacdo estrutural
dessas substincias na busca de moléculas mais ativas. Baseado nas diversas atividades
farmacoldgicas ja reportadas na literatura sobre os flavonoides, foi proposta a reagdo de
substitui¢do com brometo de benzila, ja que se trata de uma sintese de facil execugdo e baixo
custo, a fim de potencializar a acdo dos mesmos.

A reagdo de substituicdo entre a rutina e o brometo de benzila, foi uma das sinteses
que apresentou compostos diferentes do produto de partida, resultando em dois derivados da
quercetina. Dessa forma, a ACD32A e ACD32B, como foram denominados os produtos dessa
reacdo, foram escolhidas como objeto do presente estudo.

Em razdo disso, o presente trabalho propds a sintese e caracterizacdo de dois
derivados da quercetina, com a finalidade de melhorar as atividades de aplicagao cosmética da
quercetina. Avaliaram-se os efeitos dos derivados sobre a atividade antioxidante, bem como a
capacidade de inibir a tirosinase e, consequentemente, a melanogénese. Além disso, estudou-
se a capacidade desses derivados de inibirem enzimas envolvidas no processo do
envelhecimento, tais como a elastase, colagenase e hialuronidase. Avaliou-se também a
capacidade de inibirem a reagdo de glicagdo de colageno e a eficacia no estimulo da
proliferagdo e migragdo celular. Por ultimo, realizou-se um ensaio in silico para avaliar o
coeficiente de parti¢do e permeacao cutanea dos derivados, a fim de ofertar ao mercado da

beleza duas substancias com propriedades cosméticas de grande interesse.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pele

A pele ¢ um 6rgao multifuncional e complexo, que ¢ composto por diversos tecidos,
diferentes tipos de células e outras estruturas especializadas (Figura 1). Divide-se,
essencialmente, em trés principais camadas de tecidos: uma camada superior — a epiderme;
uma camada intermedidria — a derme; e uma camada profunda — a hipoderme ou tecido celular
subcutaneo com fung¢des de suporte e de onde provém os apéndices cutdneos, como o0s

foliculos pilosos e as glandulas sebaceas e sudoriparas (TORTORA, 2016).

-

V, v Epiderme
Derme
I\ Hipoderme
LY
r g

Glandula Sebacea

Foliculo Capilar

‘— Vasos Sanguineos

Figura 1. Estrutura da pele humana composta por anexos cutaneos e por trés camadas de tecidos: epiderme,
derme e hiporderme.
Fonte: adaptado de WebMD, 2016

A pele ¢ o maior 6rgdo presente no corpo humano. Desenvolve diversas fungdes,
dentre elas, a protecdo de agentes externos, impede a perda excessiva de agua e fornece
habilidades sensoriais. A 4drea coberta pela pele é de aproximadamente 1-2 m? e recebe cerca
de um terco do total da circulagdo sanguinea, tornando-se uma alternativa ideal para

administracio de agentes terapéuticos (N’DA, 2014).
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2.1.1 Epiderme

A epiderme, por ser avascularizada, ¢ totalmente dependente da camada de tecido
subjacente, a derme. Essa camada garante a epiderme o fornecimento ndo sé de nutrientes,
como também a eliminagdo de residuos, por difusdo, através da jungdo dermoepidérmica. A
epiderme ¢ constituida por tecido epitelial escamoso estratificado, composto por quatro tipos
de células: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans e células de Merkel
(MEDSCAPE, 2015).

Os queratindcitos estdo sempre em estagios progressivos de diferenciagdo. Em
decorréncia disso, ocorrem alteracdes moleculares, estruturais e funcionais. Dispostos da
superficie interna para a externa, os diferentes estratos estdo organizados na seguinte ordem:
camada basal, espinhosa, granulosa e coérnea, respectivamente (Figura 2). Entretanto, nas
regides palmares e plantares ha adi¢ao de mais uma camada, o estrato lacido, localizado entre

o estrato granuloso e o estrato corneo (LORENCINI et al., 2014).

Corneocitos | Camada cdrnea

n . ::Z.Z:Z
Granulos de queratina . Camada granulosa
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2= e -~ o n o
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Célula de Merkel E-;

Figura 2. Estrutura da epiderme humana composta pelas camadas cornea, granulosa, espinhosa, basal e pelas
células de Largerhans, células de Merkel e Melandcito.
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A camada mais interna da epiderme, germinativa ou basal, estd em contato com a
jun¢do dermoepidérmica. E composta por uma camada de células mitoticamente ativas,
conhecidos por queratindcitos basais, responsaveis pela renovagdo da epiderme. Uma vez que
esses queratindcitos deixam a camada basal, ocorre uma migracdo ascendente desses,
podendo durar de 2 a 3 semanas. Apos a saida da camada basal, as células iniciam o processo
de diferenciacdo. Além dos queratindcitos, fazem parte desse estrato os melandcitos, que
produzem um pigmento, a melanina, sendo esta responsavel nao so pela absor¢do dos raios
ultravioleta (UV), como também pela coloragdo da pele e as células de Merkel, especializadas
na percepcao do toque (BRYANT e NIX, 2016; MEDSCAPE, 2015).

A camada espinhosa esta localizada logo abaixo do estrato granuloso. Esta apresenta
diversas camadas de células com espessura variada e sdo reconhecidas por uma estrutura
caracteristica desse estrato, os desmossomos, que fazem uma espécie de juncdo entre os
queratindcitos. Esses queratindcitos nucleados provenientes da camada basal ndo se dividem,
apenas produzem queratina. Na preparacdo para observacdo microscopica, as células
geralmente encolhem e se separam umas das outras, exceto nos locais onde estao unidas pelos
desmossomos, conferindo um aspecto espiculado, dai o nome de camada espinhosa. Esse
estrato também exibe células de Langerhans, envolvidas em processos imunoldgicos
(ANDERSON, 2014; BRYANT e NIX, 2016; STANDRING, 2010).

A camada granulosa ¢ formada por 3 a 4 camadas de células achatadas. Esse estrato
granuloso ¢ assim chamado devido a presenga caracteristica de granulos querato-hialinos no
interior dos queratinocitos, em razao do aumento do teor em queratina. Nesse estrato, essas
células perdem o seu nucleo, apresentam um citoplasma, com a presenga desses granulos, e
suas organelas degeneram-se (ANDERSON, 2014; STANDRING, 2010).

A camada mais externa da epiderme chama-se cornea. Nesse estrato, a MEC contém

75-80% de proteinas e 5-15% de lipideos (ceramidas, 4cidos graxos, triglicérides, ésteres de
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colesterol e fosfolipidios). Além disso, encontram-se varias células, tais como melandcitos,
células de Langerhans, de Merkel e os cornedcitos. Os queratindcitos, quando adquirem o
estado maximo de diferenciagdo, sdo chamados de cornedcitos, que sdo células mortas, ricas
em queratina € com aspeto escamoso. As cé¢lulas mais internas do estrato corneo (células
corneas) continuam conectadas por desmossomos, e¢ as células mais superficiais (células
escamosas) perdem os desmossomos e se desprendem da pele, estando este estrato em
constante descamacao (ANTUNES, 2016; BIDAUX et al., 2015; LORENCINI et al., 2014;

YOUNG e HEATH, 2001).

2.1.2 Derme

O tecido conjuntivo localizado abaixo da epiderme, conhecido como derme, ¢ a
camada mais espessa da pele e deriva da mesoderme embrionaria. Esta regido da pele ¢
ricamente vascularizada que apoia nutricionalmente a pele e a sua termorregulacdo. A adesao
da epiderme a derme ocorre pela projecao de pregas epidérmicas, enquanto a derme se projeta
superiormente através de suas inumeras papilas dérmicas. A interface entre essas camadas,
conhecida como jun¢do dermoepidérmica, ¢ estabilizada por hemidesmossomos que fixam os
queratindcitos a lamina basal (ANDERSON, 2014; BRYANT e NIX, 2016;
KIERSZENBAUM e TRES, 2012).

A derme ¢ dividida em duas camadas nao muito distintas: papilar e reticular. A
derme papilar ¢ a por¢ao mais superficial e ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo, com
feixes delgados de fibras de coldgeno tipo I. Nesta regido da derme, ha presenca de capilares
que vao realizar o fornecimento de nutrientes e oxigenagao da epiderme avascular e contribuir
na termorregulacao do corpo. J& a derme reticular situa-se junto a hipoderme, ou seja, ¢ a

por¢ao mais profunda e, ao contrario da papilar, apresenta um tecido conjuntivo denso, com
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feixes espessos de fibras de colageno tipo I (GARTNER e HIATT, 2012; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013; VAMPUTTE et al., 2016).

A MEC presente no tecido conjuntivo ¢ composta por liquido extracelular,
substancia fundamental, e fibras. A substancia fundamental ¢ um complexo viscoso, onde hé a
presenca de macromoléculas (glicosaminoglicanas e proteoglicanas) e glicoproteinas
multiadesivas (laminina, fibronectina, entre outras), que proporcionam resisténcia e forca a
matriz. Ainda tem a fun¢@o de preencher os espacos entre as células e fibras do tecido
conjuntivo (elasticas, reticulares e coldgenas). Essas fibras colagenas e redes de fibras
elasticas sustentam a derme e a une a hipoderme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Os fibroblastos sdo as células principais da derme. Os mesmos sdo responsaveis por
sintetizar os componentes da MEC: colageno, elastina, glicosaminoglicanas, proteoglicanas e
glicoproteinas multiadesivas. O coldgeno ¢ uma proteina estrutural relevante encontrada na
derme, pois formam as principais fibras do tecido conjuntivo denso, representando 70% do
peso da derme. Nessa camada da pele, predomina-se coldgeno tipo I (77% a 85%), sendo
responsavel pela formacdo de fibras juntamente com o coldgeno tipo III (15% a 23%).
Também estao presentes quantidades muito pequenas de coldgeno tipo V e VI. No Quadro 1
estdo representados os principais tipos de coldgeno, suas classes e suas distribuicdes

(BRYANT e NIX, 2016; MARIONNET et al., 2015; MEDSCAPE, 2015).
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Quadro 1. Principais tipos e classes de colagenos e suas distribuigdes em diferentes tecidos.

Colagenos formadores de fibrilas

Tipo I Osso, derme, tendao, ligamentos, cornea
Tipo 11 Cartilagem, corpo vitreo, nticleo pulposo
. Pele, parede vascular, fibras reticulares da maioria dos tecidos (pulmdes, figado,
Tipo 111
bago, etc.)
Tipo V Pulmao, cérnea, osso, membranas fetais; junto com o colageno tipo I
Colageno formador de rede
Tipo IV Membrana basal
Colageno microfibrilar
Tipo VI Derme, cartilagem, placenta, pulmdes, parede vascular, disco intervertebral

Fonte: adaptado de GELSE et al., 2003

2.1.3 Hipoderme

Também conhecido como tecido subcutaneo, a hipoderme ¢ a continuagdo mais
profunda da derme. A hipoderme proporciona nao s6 a ligagdo da derme aos oOrgdos
adjacentes, como também ¢ responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas em que
se apoia. Essa camada apresenta um tecido conjuntivo frouxo, com fibras elasticas e
colagenas. As células que a constituem sdo os fibroblastos, os adipocitos e os macréfagos.
Esses adipdcitos atuam como um estoque de energia e prote¢ao contra o frio. A quantidade de
tecido adiposo em uma pessoa pode mudar de acordo com a idade, sexo e dieta

(KIERSZENBAUM e TRES, 2012; VAMPUTTE et al., 2016).

2.2 Envelhecimento cutaneo

Uma pele em condigdes adequadas apresenta boa textura superficial, cor e
propriedades fisioldgicas, tais como a elasticidade, suor, perfume e produgdo de sebo. Porém,

alguns fatores podem afetar a sua aparéncia e funcionalidade, causando fotoenvelhecimento,
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inflamacdo, reducdo da funcdo imune, homeostase epidérmica desequilibrada, e outras
doengas da pele (BOELSMA et al., 2001).

O processo de envelhecimento desenvolve-se por todo o corpo. Entretanto, os sinais
de envelhecimento dos Orgdos internos sdo invisiveis aos nossos olhos, enquanto a pele
demonstra facilmente os resultados ocorridos pela passagem do tempo. Esse processo
bioldgico complexo ¢ influenciado pela combinagdo de fatores enddgenos e exdgenos. O
envelhecimento endégeno ¢ um processo geneticamente determinado e afeta todas as areas do
corpo. Todavia, o envelhecimento extrinseco ¢ ocasionado principalmente por fatores
ambientais, entre esses o fotoenvelhecimento, resultante da exposi¢do ao sol. Ambos os
processos sdo acumulativos. Sendo assim, o fotoenvelhecimento ¢ sobreposto ao
envelhecimento intrinseco (DRAELOS, 2016; GANCEVICIENE et al., 2012).

Como dito anteriormente, a MEC ¢ responsdvel por garantir grande parte das
propriedades mecanicas da derme. Com o passar do tempo, essas propriedades mecanicas
passam por modificacgdes, talvez como resultado direto das mudangas relacionadas a idade nas
moléculas da MEC dérmica. Essas mudangas podem estar relacionadas as enzimas envolvidas
na degradacao da MEC, como metaloproteinases de matriz (MMPs), elastase, hialuronidase e
tirosinase. Além disso, estudos demonstram que a glicagao de colageno também ¢ responsavel
pela degradacio da MEC (BOGDANOWICZ et al., 2016; CARRINO et al., 2003;

LIMTRAKUL et al., 2016; MAITY et al., 2011).

2.2.1 Metaloproteinases de matriz

As MMPs compreendem um amplo grupo de endopeptidases zinco-dependentes que
sdo responsaveis por degradar as fibrilas de colageno e outros componentes da MEC. A partir

de sua estrutura e especificidade do substrato, podem ser divididas em cinco subgrupos
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principais: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMP de membrana do tipo

I (Quadro 2) (PITTAYAPRUEK et al., 2016; QUAN et al., 2009).

Quadro 2. Classificacdo das metaloproteinases de matriz de acordo com sua estrutura organizacional e substrato

Classificacdo | Metaloproteinase Substrato/Funcao
MMP - 1
Capazes de clivar preferencialmente colageno
Colagenases MMP - 8 fibrilar (tipos 1, 1L, III, VII, VIIL, X)
MMP - 13
. MMP - 2 Capazes de processar enzimaticamente varios
Gelatinases . .
MMP - 9 substratos da MEC, tais como coladgeno [ e IV
MMP - 3
Estromelisinas MMP - 10 Capazes de h1dr.ohsar 0 c,olageno IV, mas nao
clivam colageno I
MMP - 11
MMP - 7 : 5
Matrilisinas Capazes de processar colageno IV, mas nao
MMP - 26 colageno |
MMP - 14
MMP - 15 Contém na posi¢ao C-terminal um dominio
MMP de MMP - 16 adicional, representado por uma regiao
Membrana do intermembranar, completado por uma pequena
tipo I MMP - 17 cauda citoplasmatica. Apenas MMP-14 e MMP-16
MMP - 24 sdo capazes de clivar colageno I
MMP - 25
Metaloelastase MMP - 12 Degrada elastase

Fonte: PEDROSA, 2013

Diferentes tipos de células na pele sdo responsaveis pela producao de MMPs, tais
como fibroblastos, queratindcitos, macrofagos, células endoteliais, mastocitos e eosinofilos. E
de grande importancia manter o equilibrio entre a producdo e atividade dessas MMPs com
seus inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), a fim de manter a integridade
tecidual. Como as MMPs exercem papéis importantes em uma variedade de processos

biologicos, deve-se manter o controle da regulacdo de suas atividades. Caso contrario, o

desequilibrio de sua atividade e expressao pode afetar o fotoenvelhecimento, a cicatrizagao de
29



feridas, o crescimento e remodelamento esquelético, artrite, inflamagdo, angiogénese e o
cancer (GOMES, 2014; PITTAYAPRUEK et al., 2016; STANIFORTH et al., 2012)

Diante do seu envolvimento em diversas fisiopatologias, o desenvolvimento de
inibidores de MMPs sdo de grande interesse devido o seu potencial terapéutico (ZHANG e
KIM, 2009).

Um estudo realizado por SIN e KIM (2005) demonstrou que flavondides inibiram a
atividade da colagenase. KIM e colaboradores (2012) realizaram um estudo do efeito do
composto chito-oligossacarideo que promoveu o aumento da sintese de coldgeno e uma
diminuicdo na expressdo de MMPs degradantes de coldgeno em fibroblastos dérmicos

humanos.

2.2.2 Acido Hialurédnico

Uma das causas do envelhecimento da pele esta associada a perda de umidade da
pele. O écido hialurénico ¢ um glicosaminoglicano que esta presente na MEC, sendo uma
molécula chave envolvida na umidade da pele, ja que possui uma capacidade Unica para ligar
e reter moléculas de agua (PAPAKONSTANTINOU et al., 2012).

O &cido hialuronico possui alta massa molecular e uma estrutura linear composta por
repeticdoes de unidades de acido dissacarideo de N-acetil-d-glucosamina e d-glucurénico. Os
fibroblastos sdo as células responsaveis pela sintese do acido hialurénico, tendo uma taxa de
producao 10 vezes maior do que os queratindcitos que também o sintetiza. As suas fungdes
incluem hidratagdo da pele, lubrificacdao das juntas e capacidade de preenchimento do espago
entre as células. Além disso, ¢ um ambiente 1til para a migragao de células da MEC, sua
sintese estd aumentada durante a lesdo de tecidos e cicatrizagdo de feridas, regulando varios

aspectos da reparacao tecidual (LEE et al., 2016; PAPAKONSTANTINOU et al., 2012).
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Tendo uma taxa de rotatividade dinamica, o acido hialurénico tem uma meia-vida de
3 a 5 minutos no sangue, menos de um dia na pele e 1 a 3 semanas na cartilagem. Para isso,
ele ¢ degradado em fragmentos de tamanho varidvel por hialuronidases através da
hidrolizacao das ligagdes B (1-4) hexossaminidicas entre os residuos de acido N-acetil-D-
glucosamina e D-glucurdnico. Em estudos anteriores, relatou-se que a exposicao repetida a
radiacdo UV acelera a sintese dessa enzima, diminuindo a capacidade da pele para manter a
sua hidratacdo, o que implica no seu enrugamento. Os inibidores dessa enzima sdo de grande
relevancia em cosméticos e medicamentos para proteger a pele contra o envelhecimento, por
isso a necessidade da pesquisa de novas substincias (MAITY et al, 2011;
PAPAKONSTANTINOU et al., 2012; TU e TAWATA, 2015).

TU e TAWATA (2015) realizaram um estudo com 0leo essencial de tairin, obtida
das folhas de Alpinia zerumbet, que apresentou forte atividade antienvelhecimento inibindo
colagenase, tirosinase, hialuronidase e elastase. MCCOOK e colaboradores (2015) avaliaram
a atividade do complexo de clorofilina de cobre de s6dio, um composto semissintético, que
apresentou atividade inibidora de hialuronidase, podendo aumentar o nivel de &cido

hialurénico da MEC dérmica para a melhoria da aparéncia do envelhecimento da pele facial.

2.2.3 Tirosinase

A hiperpigmentacdo causa envelhecimento da pele humana e ocorre como resultado
de fatores internos e externos, incluindo os relacionados a hormdnios, exposi¢do aos raios
UV, drogas e a presenga de varios produtos quimicos. A tirosinase ¢ uma enzima dependente
de cobre que esta envolvida no controle da producdo da melanina, que ¢ produzida através do
processo de melanogénese. Esse processo ocorre dentro de organelas intracelulares
especificas nos melanocitos, os chamados melanossomas. Essa enzima, que esta envolvida em
duas etapas da sintese da melanina, catalisa a hidroxilacdo de L-tirosina para L-DOPA e
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oxidagdo adicional de L-DOPA para dopaquinona. Portanto, a inibicdo da atividade da
tirosinase tende a induzir clareamento da pele devido a uma redugdo da sintese de melanina
(EBANKS et al., 2009; LIMTRAKUL et al., 2016).

A tirosinase tem um papel significativo na melanogénese. Em razdo disso, novos
inibidores da enzima sdo sempre pesquisados para tratar a pigmentagdo anormal da pele. Ao
longo desses anos, varios inibidores da tirosinase, dentre eles os compostos fendlicos, tém
sido estudados. Em consequéncia dessas grandes quantidades de pesquisas realizadas, houve a
descoberta de diversos tipos de inibidores, como a arbutina, acido kéjico e hidroquinona. No
entanto, devido a baixa estabilidade, atividade insuficiente, efeitos secundarios, toxicidade
elevada e capacidade de penetracdo insuficiente, a utilizagdo de agentes disponiveis no

mercado ¢ bastante limitada (PEDROSA, 2013).

2.2.4 Glicacao

O escurecimento ndo enzimatico que ocorre durante o armazenamento e
processamento dos alimentos, foi inicialmente investigado pelo quimico Louis Camille
Maillard. Esse processo também ocorre in vivo e ¢ chamado de glicagdo proteica. No
organismo, a reacdo ocorre de forma mais lenta e costuma afetar proteinas de vida longa,
como o colageno, onde os produtos finais de glicacao avancada (AGEs) formados acumulam-
se ao longo da vida. A formagdo dos AGEs esta associada ndo s6 ao processo de
envelhecimento, mas também a diabetes mellitus, doenga de Alzheimer e insuficiéncia renal
(BARBOSA et al., 2016; SASAKI et al., 1998; SCHMID et al., 2002; WAUTIER e
GUILLAUSSEAU, 2001).

Como dito anteriormente, o coldgeno ¢ responsavel pela manuten¢do da integridade
de tecidos e células em funcdo de suas propriedades mecanicas. A glicagdo do colageno

provoca ligacdes cruzadas intermoleculares, resultando no aumento da rigidez e redugdo da
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flexibilidade da pele (Figura 3). Em razdo disso, a cicatrizacdo de feridas, possivelmente, ¢
afetada por essa mudanga na estrutura do coldgeno, j& que essa proteina contribui
significativamente no reparo de feridas. A formagdo desses AGEs também poderd levar a
modificacdo da interagdo entre coldgeno e outras moléculas, como proteoglicanos, enzimas
como, por exemplo, a colagenase, e integrinas celulares. Além disso, a modificag¢do torna o
colageno mais resistente a degradacdo por MMPs, provocando o acimulo dessa proteina
modificada com AGEs na MEC durante o envelhecimento (GKOGKOLOU ¢ BOHM, 2012;

PUTTE et al., 2016; SNEDEKER e GAUTIERI, 2014).

Pele jovem
- Camada superior lisa
Epiderme {
Derme - Fibras de colageno saudavel
Pele madura
. Rugas
Epiderme | B
|
Derme | Fibras de coldgeno glicado

Figura 3. Diferenca do colageno normal que na pele jovem a camada superior da pele esta integra e do colageno
glicado que na pele madura contribui para a formagao de rugas.

Para a formagao dos AGEs ocorre uma reagao chamada de glicagdo. Nesse processo,
ocorre a formacdo da base de Schiff, composto instavel, gerado pela condensacdo de
grupamento carbonila, de um agucar redutor, com um grupamento amina, presente em
proteina, lipideo ou acido nucléico. Essa base de Schiff sofre rearranjos, dando origem a

produtos de estrutura mais estavel, os produtos de Amadori. As bases de Schiff e os produtos
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Amadori sdo reagdes reversiveis. Os grupos carbonilas reativos presentes nos produtos de
Amadori, condensam-se irreversivelmente com os grupos aminas dando origem aos AGEs
(GKOGKOLOU e BOHM, 2012; MONARO, 2012).

Entretanto, a formacao desses produtos ndo se d4 apenas pela via supracitada, outros
caminhos também podem levar a formacdo dos AGEs. Conhecida por via do “estresse
carbonilico”, a formagdo dos AGEs ocorre pela auto-oxidagdo de glicose e a peroxidagdo de
lipideos, devido ao aumento do estresse oxidativo, gerando compostos dicarbonilicos
intermediarios altamente reativos. Esses compostos conhecidos como a-oxaldeidos (glioxal,
metilglioxal e 3-desoxiglucosona) formam AGEs pela interagdo com aminoécidos
(CONTRERAS e NOVAKOFSKI, 2010).

Outro mecanismo citado na literatura que contribui para a formacgdo dos AGEs ¢ a
via poliolica. Essa via, baseia-se numa familia de enzimas aldo-ceto-redutase que podem
utilizar como substratos uma grande variedade de compostos carbonilas e reduzir estes aos
seus respectivos alcoois de acucar. Nessa via a glicose ¢ convertida em sorbitol pela enzima
aldose redutase e depois em frutose pela acdo da sorbitol desidrogenase. A frutose-3-fosfato,
um metabolito da frutose, converte-se em a-oxaldeidos e interagem com aminoacidos para
formarem AGEs. Sendo assim, hé trés rotas que levam a formacao dos AGEs: reacao de
Maillard, oxidacdo de glicose e peroxidagdo de lipideos e via polidlica (Figura 4)

(CONTRERAS e NOVAKOFSKI, 2010).
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Figura 4. Formacao dos AGEs pela via de Maillard, via polidlica e do estresse carbonilico.

Em virtude dos AGEs serem um grupo complexo e heterogéneo de proteinas,
somente alguns AGEs foram claramente identificados: carboximetil-lisina (CML),
pentosidina e pirralina (Figura 5). Quando falamos de produtos finais em alimentos, uma
caracteristica que identifica a maioria deles ¢ a formacdo de cor, sendo possivel mensurar a
absorbancia, transmissdo ou reflectancia da luz na regido visivel. Entretanto, in vivo, essa
formacgdo da cor nao ¢ relevante, sendo possivel detectar a formacao dos AGEs através da
medicao de fluorescéncia, ja que muitos desses produtos finais, dentre eles a pentosidina ¢ a
pirralina sao fluorescentes. Essa caracteristica de fluorescéncia estd associada com a presenca
de anéis aromaticos na estrutura dos AGEs (BARBOSA et al., 2016; GOMES, 2011; SINGH

etal., 2001).
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Figura 5. Estrutura molecular dos AGEs carboximetil-lisina (CML), pirralina e pentosidina.

Para controlar os niveis dos AGEs, muitas células desenvolveram mecanismos de
desintoxica¢do contra o acumulo dos mesmos. O sistema de glioxalase dependente de
glutationa, consistindo em glioxalase I e II, ¢ responsavel pela conversdo de a-oxaldeidos,
como o metilglioxal e glioxal, em produtos menos toxicos. Além desse, existem outros
sistemas enzimaticos, a frutosamina-3-quinase e a frutosamina oxidase, que sdo também
responsaveis pela interrup¢ao de reagdes de glicacdo em diferentes estagios. Entretanto, sob
condi¢des de excesso de AGEs, como no diabetes, hiperlipidemia, insuficiéncia renal e em
individuos que consomem dieta com alto conteido de AGEs, esses sistemas ndo sdo
suficientes para diminuir esse acumulo no organismo (BARBOSA et al, 2008;
GKOGKOLOU e BOHM, 2012).

As consequéncias da acumulagdo dos AGEs levam ao interesse na pesquisa de se
buscar alternativas que melhore a aparéncia e fungdo da pele com o envelhecimento. Devido
ao envolvimento de oxidantes e metais na formacdo dos AGEs, a busca por nutrientes
antioxidantes e quelantes ¢ de interesse crescente. Dessa forma, muitos estudos estdo a
procura de nutrientes e vitaminas, os chamados "suplementos nutritivos", como ferramentas

naturais contra AGEs (GKOGKOLOU e BOHM, 2012; OTT et al., 2014).
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Em um estudo, a piridoxamina causou uma diminui¢do significativa do AGE,
carboximetil-lisina, reticulagdo e fluorescéncia no colageno da pele de ratos diabéticos. Além
dessa substancia, o cha verde e¢ as vitaminas C ¢ E demonstraram retardar a reticulagao do
coldgeno em camundongos adultos. O cha verde também foi capaz de evitar a ascensdo de
marcadores fluorescentes de envelhecimento no colageno. Outro tratamento com oxerutina e a
combinacdo de N-acetil-cisteina e taurina resultaram numa redu¢do do actimulo de
fluorescéncia ligada ao colageno na pele (DEGENHARDT et al., 2002; ODETTI et al., 2003;
RUTTER, et al., 2003).

Alguns produtos, que utilizam substancias naturais, ja estdo disponiveis no mercado

com acao antiglicante (Quadro 3):

Quadro 3. Produtos antiglicantes comercialmente disponiveis com principio ativo natural.

Linha Marca Principio ativo
Chronos Sérum Intensivo Pro-firmeza® Natura™ Concentrado de jatoba
A.G.E Interrupter® SkinCeuticals™ Extrato de blueberry
Retexturing Activator® SkinCeuticals™ Extrato de kombucha
Derm AOX® La Roche-Posay™ Carnosina
Derma Classico® Dermatus™ Carnosina

2.3 Flavonoides para uso em cosméticos

Os flavondides pertencem a uma classe de metabolitos secundarios de plantas com
estrutura polifenolica, amplamente encontrada em frutas, vegetais e certas bebidas. O nucleo
fundamental dos flavonodides € constituido por 15 atomos de carbono que sao distribuidos em
trés anéis A, C e B do tipo C6-C3-C6, respectivamente. Possuem varios subgrupos, que
incluem isoflavonas, antocianinas, chalconas, flavonas, flavonois e flavanonas (Figura 6).
Estes compostos podem ocorrer na forma de aglicona e glicosideo. A variabilidade estrutural

entre estes compostos estd no comportamento dos anéis das agliconas, em relacdo ao seu
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estado de oxidagdo/redugdo, seu padrao e posi¢do dos radicais hidroxila, e nas diferencas

entre os substituintes dos grupamentos hidroxila (PANCHE et al., 2016; ZUANAZZI et al.,

2011).
Flavonas | " © Flavonéis

N |O ° /‘/\/N E
Genisteina HoO HO™ OH

OH © O Floretina

OH

Isoflavonas Chalcona
s & ;\)Ci\/\‘
Daidzeina ¢ HO OH Y ™
Chalconaringenina

OH OH

Naringenina | Flavanonas | . .. Delffinidina | Antocianinas | Cianidina

Figura 6. Estrutura basica dos flavonoides e representantes de seus subgrupos: flavonas (apigenina e luteolina),
flavonois (quercetina e kaempferol), chalcona (floretina e chalconaringenina), antocianinas (delfinidina e
cianidina), flavanonas (naringenina e hesperetina) e isoflavonas (genisteina e daidzeina).

Fonte: adaptado de PANCHE et al., 2016

A biossintese dos flavonoides ocorre a partir das vias acetato e chiquimato.
Resumidamente, ocorre uma condensacdo das rotas do acido chiquimico e acetil-CoA, onde,
respectivamente, ha uma conjugacgao entre a molécula de 4-cumaril-CoA com trés moléculas
de malonil-CoA, originando a chalcona, principal composto intermediario da via de
biossintese dos flavonoides subsequentes (DEWICK, 2002; ORTMANN, 2013).

A pesquisa sobre os flavonodides tem crescido significativamente, em razao de seus
beneficios versateis para a saude relatados em varios estudos epidemiologicos. O interesse

recente nessas substancias foi estimulado pela sua grande atividade antioxidante. Além disso,
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estudos relatam suas atividades, como agentes antimicorbianos, hepatoprotetores, anti-
inflamatorios, anticancerigenos, antivirais, seus efeitos protetores contra doencas
cardiovasculares e outras doencas relacionadas a idade (KUMAR e PANDEY, 2013).

Os flavonoides representam um grande grupo de compostos de baixo peso molecular.
Sua estrutura quimica permite reduzir o estresse oxidativo de algumas formas: inibindo a
formagao de radicais livres, interrompendo as reacdes em cadeia da auto-oxidagdo, regulando
e protegendo mecanismos de defesa de antioxidantes celulares, neutralizando a agdo de ions
pré-oxidantes metélicos, inibindo a ag¢do de enzimas prd-oxidativas e aumentando as
atividades de outros antioxidantes (SOTO et al., 2015).

Como falado anteriormente, envelhecimento da pele ¢ uma deterioragdo complexa e
progressiva causada por fatores intrinsecos e extrinsecos. A pele é o maior 6rgao do corpo e a
sua capacidade de autorreparo com idade avancada ¢ limitada. Isso ocorre em resposta ao
desgaste dos telomeros, exaustao hormonal, estresse oxidativo, eventos genéticos e exposi¢ao
a radiacdo ultravioleta, instabilidade genomica e mutagdes epigenéticas. A formagao de
radicais livres, que pode reagir com DNA, proteinas e acidos graxos, pode causar danos
oxidativos e ¢ um mecanismo amplamente aceito por causar o envelhecimento da pele. Em
decorréncia disso, muitos problemas acabam comprometendo a integridade da pele, como
enrugamentos, fotoenvelhecimento, elastose, desidratagdo, rugosidade, aparéncia de linhas
finas, falta de elasticidade e hiperpigmentacao (SOTO et al., 2015).

Como a pele estd sujeita a muitos danos, uma caracteristica desejavel dos cosméticos
desenvolvidos atualmente ¢ que eles apresentem multiatividades que permitam efeitos
complexos multidirecionais, ainda que em formulagdes relativamente simples. As industrias
cosméticas estdo em constante busca por substancias, sendo compreensivel que estas deem
mais atencao aos produtos multiativos, que atuem em diferentes sistemas de receptores e que

fornecam efeitos de cuidados complexos como resultado dessa acdo. Tais substancias podem
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ser encontradas em muitas matérias-primas naturais, especialmente de origem vegetal. Apesar
de suas propriedades multiativas, os flavondides estdo longe de serem totalmente utilizados
(ARCT e PYTKOWSKA, 2008).

Em virtude do envelhecimento gradual e da preocupacdo da ciéncia em controlar o
seu avango, a busca por substancias que consigam controlar esses danos causados pela idade ¢
de grande importancia. Segundo o setor que representa a beleza, Associagdo Brasileira da
Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), as vendas de cosméticos
e similares no Brasil foi de R$ 102,2 bilhdes em 2016 e a estimativa ¢ que chegue a R$ 115
bilhdes em 2020. Os cosméticos antienvelhecimento estdo crescendo rapidamente no mercado
e podem potencialmente beneficiar o tratamento de rugas, elasticidade, densidade dérmica e
tom de pele (ABIHPEC, 2017; HAHN et al., 2016).

Diante disso, as atividades antienvelhecimento dos flavondides estdo sendo

amplamente estudadas (Quadro 4):

Quadro 4. Exemplos de diferentes flavonodides e suas atividades estudadas em relagdo ao envelhecimento da
pele

Flavonoides

Atividade

Referéncias

Artocarpanona

Inibicao de tirosinase

NGUYEN et al., 2016

Rutina, kaempferol,
quercetina e miricetina

Inibicao de
hialuronidase

LEE e KIM, 2010

Apigenina, luteolina, a
baicalina e baicaleina

Inibicdo de colagenase

LEE e KIM, 2010

Galangina, kaempferol,
quercetina e miricetina

Inibicao de elastase

KANASHIRO et al., 2007

Antiglicante de

CERVANTES-LAUREAN et al.,

Quercetina coldgeno/ Antioxidante 2006 / ZHENG et al., 2017
. Antiglicante de CERVANTES-LAUREAN et al.,
Rutina .
colageno 2006
Apigenina Sintese de colageno ZHANG et al., 2015
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2.4 Quercetina

A quercetina (3,3',4',5,7-penta-hidroxiflavona) (Figura 7) pertence a classe chamada
flavonois e apresenta coloragdo amarela. Esse flavondide tem sido utilizado como suplemento
nutricional e pode ser benéfico contra uma variedade de doencas: protecdo cardiovascular,
anticancerigena, antitumoral, antiulcera, antialérgico, antiviral, anti-inflamatoria,
antidiabético, efeitos gastroprotetores, anti-hipertensivos, imunomoduladores, anti-infecciosos
e outros (DAVID et al., 2016).

OH

OH

HO @)

C |

OH @)

Figura 7. Estrutura quimica da quercetina

Evidéncias sugerem diversos beneficios no uso de compostos fenolicos ndo sé pela
dieta, mas também através da aplicagdo na pele. Em virtude de sua origem natural e baixa
toxicidade, os compostos fenolicos sdo uma ferramenta promissora na eliminacao das causas e
efeitos do envelhecimento, doengas e danos a pele, incluindo feridas e queimaduras.
(DZIALO et al., 2016).

Um estudo realizado por CASAGRANDE e colaboradores (2006) demonstrou que a
quercetina, flavondide com maior atividade antioxidante, diminui o dano da pele induzida
pela exposi¢do a radiacdo UV. Esse achado sugeriu uma possivel utilidade da quercetina em

formulagdes topicas para prevenir danos a pele pela radiagao UV.
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Outro achado na literatura investigou a atividade inibidora da formag¢do dos AGEs
em colageno pela quercetina. Esse flavonoide inibiu a formacdo dos AGEs fluorescentes e
ndo fluorescentes induzidos pela glicacdo de coldgeno com glicose in vitro (CERVANTES-
LAUREAN et al., 2006).

CHEN e KUBO (2002) estudaram os efeitos da quercetina, kaempferol e morina
sobre a atividade da tirosinase de cogumelo. A quercetina mostrou atividade inibitdria sobre a
tirosinase de forma superior aos flavonoides testados.

A atividade cicatrizante da  quercetina também foi avaliada por
GOPALAKRISHNAN e colaboradores (2016). Os resultados sugerem que a aplicagdo topica
da quercetina pode promover a cicatrizacao de feridas.

A quercetina e seus derivados sdo fortes representantes na atividade antioxidante
com expansao para varias situagdes relacionadas a oxidagdo, como doengas e envelhecimento
de varios tecidos, incluindo pele. Seus efeitos rejuvenescedores relatados colocam esse
flavonoide entre os mais pesquisados para produtos naturais antienvelhecimento
(CHONDROGIANNI et al., 2010).

Diante do exposto, baseando-se nas atividades de aplicagdo cosmética da quercetina,
este trabalho visa sintetizar, caracterizar e avaliar as aplicagdes cosméticas de dois derivados

desse flavonoide na prevencao do envelhecimento cutaneo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar aplicagdes cosméticas de derivados benzilados da

quercetina.

3.2 Objetivos Especificos

= Sintetizar e caracterizar os derivados benzilados da quercetina;

= Avaliar as propriedades antioxidante, antiglicante e de inibicdo de enzimas de aplicacdo
cosmética dos derivados benzilados;

= Estudar os efeitos dos derivados benzilados sobre a viabilidade, migracdo e proliferacdo de
fibroblastos;

= Avaliar por meio de ensaio in silico o coeficiente de particdo e de permeagdo cutanea dos

derivados benzilados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Marca Sigma Aldrich: DPPH, ABTS, glioxal, rutina, quercetina, acido gélico,
DMSO, SDS, Comassie Blue, enzima colagenase (obtido de Clostridium histolyticum),
enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo bovino, DCF-DA, AAPH, gelatina
(obtida da pele de bovinos), doxorrubicina, poliacrilamida, acido kdjico, substrato N-succinil-
Ala-Ala-Ala-p nitroanilida, acido eldgico, heparina, enzima tirosinase, enzima elastase
pancredtica, enzima hialuronidase, substratoacido hialurdnico, hexadecyltrimethylammonium
bromide (BCTA).

Outras marcas: colageno tipo I (Corning), azida sodica (Nuclear), FBS, DMEM e

penicilina/estreptomicina (Gibco®, Life Technologies), vitamina C (VETEC).

4.2 Analises cromatograficas

4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises em camada delgada foram realizadas em cromatoplacas de aluminio
(silica gel 60 - ALUGRAM®), com espessura de 0,20 mm e indicador de fluorescéncia
UV2s4. Os spots foram revelados com luz UV (254 e 366 nm), bem como reagente NP-PEG

(difenilboriloxietilamina 1,0 % em MeOH).

4.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As anélises foram obtidas no laboratério da Central Analitica do Centro de Apoio

Multidisciplinar (CAM).
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As andlises em HPLC analitico foram realizadas em cromatografo Accela® (7Thermo
Scientific) equipado com bomba Accela 600 Pump, autoamostrador Accela Autosampler Plus,
valvula de injecdo Rheodyne (25 pL), operando simultaneamente com detector de arranjo de
diodos (DAD) Accela PDA e de espectrometria de massas (MS) (TSQ Quantum Acess).

As andlises em HPLC semipreparativo foram realizadas em cromatografo modelo
UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba LC-6AD (sistema bindrio), degaseificador DGU-
20A5, detector de UV SPD-20AV, moddulo de comunicacio CBM-20A e valvula de inje¢ao

Rheodyne (200 pL).

4.3 Analises espectrométricas/espectroscopicas

As analises foram obtidas no laboratério da Central Analitica do Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM).

Os espectros de massas foram registrados em equipamento do tipo ion-trap, modelo
LCQ Fleet® (Thermo Scientific), ou Triplo Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess
Thermo Scientific), operando com fonte de electrospray (ESI) ou com fonte de ionizagdo
quimica a pressao atmosférica (APCI).

Os espectros das analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de uma e duas
dimensdes (1D e 2D) foram adquiridos em equipamentos Bruker AVANCE III HD, operando
a 11,75 teslas, observando os nticleos de 'H e *C a 500 e 125 MHz, respectivamente,
equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe™) com gradiente
de campo na direcdo Z. As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO)
deuterado. Todos os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em ppm relativos ao sinal
do tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz

(Hz).
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4.4 Analises de aplicacdo cosmética

4.4.1 Leitor de ELISA

As andlises de absorbancia e fluorescéncia dos experimentos de aplicacdo cosmética

foram obtidas em leitor de ELISA, modelo DTX800, marca BeckmanCoulter.

4.4.2 Eletroforese

A corrida do gel do ensaio de colagenase por método zimografico foi realizada em

equipamento de eletroforese BioRad® Protean II, Hercules, USA.

4.5 Sintese e isolamento

Os compostos foram sintetizados (Figura 8) a partir da metodologia proposta por
ZHANG e colaboradores (2011). Pesou-se a rutina (21,2 mg; 0,0347 mmol) em baldo de
reacdo de 50 mL e adicionou-se dimetilformamida (DMF) (3,0 mL), carbonato de potassio
(K2CO3) (9,6 mg; 0,0694 mmol) e brometo de benzila (BnBr) (2 mL), deixou-se sob agitagao
e aquecimento (A = 40 °C) por 24 h. A formagdo do produto foi acompanhada por CCD
usando hexano: diclorometano: acetato de etila (5:1:4). A reacao foi finalizada com a lavagem
da solucdo com hidroxido de s6dio (NaOH(aq)) a 1 % (2x 5 mL), em seguida com agua
destilada (2x 10 mL) e extraida com acetato de etila (AcOEt). A fase organica foi seca com
sulfato de sddio (NaxSOs) anidro, filtrado em papel de filtro e evaporado, obtendo um produto

bruto de massa de 167,2 mg.
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Figura 8. Fluxograma da sintese entre a rutina e o brometo de benzila para obtengdo dos derivados

O método utilizado para isolamento em HPLC semipreparativo foi desenvolvido em
sistema HPLC analitico, sendo utilizadas as seguintes condi¢des: 10 uL da solucao estoque (1
mg/mL) foram analisados em sistema HPLC-DAD-MS, utilizando uma coluna C18 (Luna) (5
um, 150 x 4,60 mm) da Phenomenex. Como fases moéveis foram utilizadas uma solugao
aquosa acida (2 % acido formico) (A) e metanol (B), com gradiente de eluicdo de 75-100 %
(B) em 9 minutos (1 mL/min), seguido de 100 % por mais 10 minutos. O detector de DAD
monitorou a faixa de 200-400 nm. Os parametros analiticos utilizados na fonte de APCI
foram os seguintes: discharge current: 5 PA; vaporizer temperature: 350 °C; capilary
temperature: 270 °C; sheath gas: 35 psi; aux gas: 15 arb, mass range, m/z 150-800.

Para o isolamento em HPLC semipreparativo utilizou-se as mesmas condi¢des
supracitadas. 20 mg do produto de sintese foram solubilizadas em 200 puL. de metanol e
submetidos a fracionamento. Nesta etapa, utilizou-se uma coluna C18 (Luna) (5 um, 250 x
10,00 mm) da Phenomenex. Os comprimentos de onda foram monitorados nas faixas de 256 e
370 nm. O fluxo utilizado na analise foi de 4,7 mL/min. O fracionamento resultou nas
amostras ACD32A (15,3 mg) e ACD32B (1,8 mg). Para elucidagdo estrutural, os produtos da

sintese foram submetidos as analises de espectrometria de massa (fonte EST) e RMN.
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4.6 Ensaios para aplicacio cosmética

4.6.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

O ensaio foi realizado segundo metodologia utilizada por MOLYNEUX (2004), com
modifica¢des. Foram pesados 2 mg de 2,2-difenill-picril-hidrazila (DPPH) e dissolvidos em
12 mL de etanol absoluto. Em seguida, adicionou-se 270 uL dessa solugdo e 30 puL de etanol
na microplaca, fazendo-se o ajuste com etanol na solucgdo até que fosse atingida a absorbancia
de 1,00 + 0,1 nm. Para conhecer a absorbancia dos brancos, em uma placa de 96 pogos foram
adicionados 30 puL dos derivados da quercetina (1 mg/mL) e 270 uL de alcool etilico. Para o
teste, foram adicionados 30 uL dos derivados da quercetina e 270 pL da solugdo de DPPH ¢ a
placa permaneceu incubada ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds esse tempo, realizou-se a
leitura a 517 nm no leitor de ELISA. Como padrdo e controle negativo, utilizou-se o acido
gélico e DMSO, respectivamente. Os resultados foram calculados segundo a equacdo abaixo:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100

4.6.2 Ensaio de varredura do radical ABTS

O 2,2’-azino-bis(acido-etilbenzoalina-6-sulfonico) (ABTS), foi diluido em &agua
destilada e oxidado com persulfato de potassio a 5 mM por 24 horas e coberto com papel
aluminio, no escuro, em temperatura ambiente. Para conhecer a absorbancia dos brancos, em
uma placa de 96 pogos foram adicionados 30 puL dos derivados da quercetina (I mg/mL) e
270 uL de agua. Para o teste, foram adicionados 30 pL dos derivados da quercetina e 270 puL
da solugdo de ABTS e a placa permaneceu incubada ao abrigo de luz por 30 minutos. Apos
esse tempo, realizou-se a leitura a 630 nm no leitor de ELISA. Como padrdo e controle

negativo, utilizou-se acido galico e DMSO, respectivamente. Em seguida, foram efetuados os
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calculos de inibicdo conforme metodologia descrita por WAHYNUNINGRUM e
colaboradores (2016), com modifica¢des, por meio da seguinte formula:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100

-----

Primeiramente, preparou-se uma solug¢do de tampao fosfato a 200 mM, pH 7,4 com
conservante azida sddica 3 mM. Apoés isso, obteve-se uma solucdo de glioxal a 90 mM, e
colageno tipo I a 0,5 mg/mL, em tampdo fosfato na concentracdo e pH supracitada. Na
cavidade do branco, colocou-se 30 pL dos derivados da quercetina nas concentragdes de (100;
50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781 pg/mL), 135 uL. de coldgeno e 135 pL. de tampao. No
teste, colocou-se 30 puL dos derivados da quercetina (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562;
0,781 pg/mL), 135 uL de colageno e 135 puL de glioxal. Em seguida, a placa foi vedada com
plastico Parafilm M® e incubada em estufa a 37 °C por 4 dias. Apos esse tempo, realizou-se a
leitura por fluorescéncia (Aex = 365 nm, Aem = 465 nm) em leitor de ELISA. Como padrio,
utilizou-se a rutina (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781 pg/mL) e controle negativo
DMSO. Em seguida, foram efetuados os calculos por meio da seguinte formula:

100 - (luminescéncia da amostra / luminescéncia do controle) x 100

4.6.4 Inibicdo enzimatica

4.6.4.1 Tirosinase

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por HERING (1987),
utilizando tampao fosfato pH 6,5 10 mM, enzima tirosinase dissolvida em tampdo, e o

reagente de cor L-DOPA a 1 mmol/L dissolvido em tampao.
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Para realizagdo do ensaio, adicionou-se, primeiramente, em cada cavidade da
microplaca, 20 pL dos derivados da quercetina (1 mg/mL), o padrao acido kdjico e o controle
negativo DMSO. Foram adicionados 80uL da solu¢do de enzima e a placa foi incubada por 5
minutos em temperatura de 37 °C. Apos esse tempo, realizou-se a primeira leitura (branco)
em 405 nm em leitor ELISA. Em seguida, 100uL do reagente de cor foi adicionado e,
imediatamente, a leitura do tempo 0’ foi realizada. A microplaca foi incubada a temperatura
ambiente € o monitoramento da absorbancia foi realizado durante 20 minutos, de 5 em 5
minutos.

A atividade inibitdria foi expressa em percentagem de acordo com o céalculo a seguir:

% inibigdo = 100 — (Abs2 amostra — Abs1 amostra / Abs2 controle — Abs1 controle) x 100

4.6.4.2 Elastase

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por THRING e colaboradores
(2009), utilizando tampao Tris-HCL pH 7,5, elastase pancreatica (0,4 mg/mL) dissolvida em
agua estéril e o substrato N-succinil-Ala-Ala-Ala-p nitroanilida a 1,6 mM dissolvido em
tampao.

Adicionou-se, em cada cavidade da microplaca, 10 pL dos derivados da quercetina
(1 mg/mL), o padrdo acido elagico, o diluente tampao e o controle negativo DMSO. Foram
adicionados 90 pL da solucdao de enzima, seguida de incubagao por 15 minutos a 37 °C. Em
seguida, adicionou-se 100 uL do substrato e realizou-se a primeira leitura em 405 nm em
leitor ELISA. A microplaca foi incubada a temperatura ambiente € o monitoramento da
absorbancia foi realizado durante 50 minutos, de 5 em 5 minutos.

A atividade inibitoria foi expressa em percentagem de acordo com o célculo a seguir:

% inibi¢do = 100 — (Abs2 amostra — Abs] amostra / Abs2 controle — Abs1 controle) x 100
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4.6.4.3 Hialuronidase

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita MARCHESAN e
colaboradores (2006) com modificagdes, utilizando tampdo fosfato 10 mM pH 6,5,
hialuronidase (2 mg/mL) dissolvida em tampao, o substrato acido hialurénico (I mg/mL)
dissolvido em agua e hexadecyltrimethylammonium bromide (BCTA) a 2,5 % dissolvido em
solugdo de NaOH 2%.

Adicionou-se, em cada cavidade da microplaca, 10 pL dos derivados da quercetina
(1 mg/mL), o padrao heparina e o controle negativo DMSO. Foram adicionados 30 pL da
solugdo de enzima (derivados e controle) e 90 puL no branco, seguida de incubacdo por 5
minutos a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 60 pL do substrato (derivados e controle) e
incubou-se por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, adicinou-se 200 pL de BCTA (derivados,
controle ¢ branco) e realizou-se a leitura em 405 nm em leitor ELISA.

A atividade inibitdria foi expressa em percentagem de acordo com o calculo a seguir:

% de inibicao = (Abs amostra / Abs padrao) x 100

4.7 Ensaios em cultura de células

As células utilizadas foram fibroblastos humanos (MRC-5), adquiridas do Banco de
C¢lulas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF). No Laboratorio de Cultura Celular da
FCF da Universidade Federal do Amazonas (FCF/UFAM), as células foram cultivadas com
meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) alta glicose, suplementados
com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina-estreptomicina, em estufa a 37 °C,

atmosfera imida e com inje¢do de 5 % de COa.
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4.7.1 Citotoxicidade pelo ensaio do Alamar Blue

O alamar blue, identificado como resazurina, ¢ um indicador fluorescente/
colorimétrico com propriedades redox, que como ocorre com os sais de tetrazdlio, reduz-se
em células em proliferagdo. A forma oxidada ¢ azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a
forma reduzida € rosea (fluorescente/célula viavel).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme a metodologia de AHMED e
colaboradores (1994) com o intuito de se analisar a viabilidade celular em células da linhagem
MRC-5 apo6s exposicao por 24, 48 e 72 h aos derivados da quercetina. Em placa de 96 pogos,
as células de MRC-5 foram plaqueadas na concentra¢do de 0,5 x 10* células por poco. Apds
24 horas de incubagdo e aderéncia das células, as mesmas foram tratadas com os compostos
bioativos nas concentragdes de (200, 100, 75, 50, 25, 1 ug/mL).

Passados os tempos de tratamento, adicionou-se 10 pL da solugdo de uso de Alamar
Blue (solugao estoque 0,4% 1:20 em meio de cultura), ou seja, da resazurina na respectiva
triplicata de tratamento. Para controle negativo foi utilizado apenas o meio de cultura com
DMSO a 0,01 %. Apds o tempo de metabolizagdo da resazurina (3h), realizou-se a leitura da
fluorescéncia em leitor de ELISA. A viabilidade foi calculada conforme a formula abaixo:

% viabilidade = (Abs da amostra / média da Abs do controle negativo) x 100

4.7.2 Atividade Antioxidante Celular

A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada segundo a metodologia
descrita por WOLFE e LIU (2007), com modificagdes. Nesse ensaio, utilizou-se células
MRC-5, plaqueadas na concentragdo de 6 x 10% em 100 uL do DMEM alta glicose, e
incubadas por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, os pocos foram lavados com tampao
fosfato-salino (PBS). Posteriormente, adicionou-se, em uma microplaca de 96 pocos, 100 nL

de uma solucao de 2,7-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) a 25 uM, dissolvida em
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tampao de Hank’s, contendo os derivados da quercetina (50 pg/mL), e incubados durante 60
minutos a 37 °C e 5 % CO». Apo6s o periodo de incubagdo, os pogos foram novamente lavados
com PBS. Em seguida, tratou-se com 600 pM de dihidrocloreto de 2,2°-
azobis(2metilpropionamidina) (AAPH), e a fluorescéncia dos mesmos foi mensurada
utilizando leitor de ELISA, imediatamente, no comprimento de onda de excitagdo de 485 nm
e de emissdo 520 nm, durante 60 minutos, em intervalos de 5 minutos. O controle positivo
(quercetina — 50 pg/mL) foi preparado com DCFH-DA e tampao Hank’s e o controle negativo
(DMSO) com PBS. Os resultados foram calculados segundo a equacdo abaixo:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100

4.7.3 Avaliacao sobre a proliferacao celular

O ensaio avaliou a proliferagcdo celular pelo método de exclusdao por Azul de Tripan
(FRESHNEY, 1994) com modificacdes. As células MRC-5 foram plaqueadas na
concentragdo de 1x10* de células/mL (meio DMEM, com SBF 10 %) em placas de 12 pogos,
mantidas em estufa a 37 °C, e 5% de CO..

Ap6s atingirem uma confluéncia celular de 80 % da superficie ocupada, as células
foram tratadas na concentragdo nao citotdéxica de 50 pg/mL dos derivados da quercetina,
determinada previamente pelo ensaio de viabilidade celular. Como padrao e controle
negativo, utilizou-se vitamina C e DMSO, respectivamente. O estudo teve intervalos medidos
em trés tempos experimentais: 24, 48 ¢ 72 h de contato com a substancia. Apos tripsinizagao e
inativacao com meio ¢ PBS, utilizou-se 90 puL da suspensao celular e 10 uLL de azul de tripan.
Desta suspensao celular, transferiu-se 10 uL para a camara de Neubauer para a contagem

celular, excluindo-se aquelas que se apresentaram coradas de azul (células nao vidveis).
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Para o calculo do numero de células de cada poco foi utilizada a seguinte equacao:
NCxDx 10*

NC=média do numero de células viaveis contadas, D= dilui¢do da amostra.

4.7.4 Ensaio de migracao in vitro

No experimento de cicatrizacdo in vitro, as células de MRC-5 foram plaqueados em
placa de 6 pogos, com uma densidade de 5x10° células/pogo e foram incubadas a 37 °C com
5% CO,, ar atmosfera at¢ 100% de confluéncia. A placa com as células foi arranhada
manualmente com uma pipeta de 200 pL, removendo células de uma area com desvio entre
380 e 580 mm. As células foram lavadas com PBS e tratadas com os derivados da quercetina
na concentragdo de 50 pg/mL, determinada previamente pelo ensaio de viabilidade celular,
juntamente com meio DMEM. Como padrao e controle negativo, utilizou-se vitamina C e
DMSO, respectivamente. A placa foi analisada por microscopia Optica apds os tempos de

tratamento de 24h, 48h e 72h de acordo com ASCIONE e colaboradores (2016).

4.7.5 Ensaio de inibicido da colagenase por método zimografico in
vitro

A atividade de inibigdo da colagenase foi avaliada pelo ensaio zimografico de
eletroforese em gel (poliacrilamida 10 %, gelatina 0,1 %), segundo o método descrito por
SALAMONE e colaboradores (2015); SNOEK e VON (2005), com algumas modificagdes.
As células MRC-5 foram semeados em placas de 12 pocos numa densidade de 1x10* de
células/mL. Apo6s 24 h, o meio foi substituido por meio de cultura isento de FBS contendo os
derivados, quercetina e rutina a 50 uM. Decorrido o periodo de 24, 48 ¢ 72 horas de
tratamento, esse meio foi coletado para tubos ependorfs para realizacio do teste de

eletroforese em gel de SDS-PAGE 1,0 mm, poliacrilamida 30 %, contendo 10 % de dodecil
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sulfato de soédio (SDS), copolimerizado com 1,0 % de gelatina. Cada poco do gel foi
carregado com os derivados da quercetina nas concentragdes de 12,5 ug/mL e brevemente
solubilizadas em tampao de amostra (62 mM Tris-HCI pH 6,8; 10 % glicerol; 2% SDS; 0,01
% azul de bromofenol e 25 pg/mL de colagenase (obtido de Clostridium histolyticum). A
eletroforese foi realizada com tampao de corrida (0,025 M TRIS, 0,192 M glicina, ¢ 0,1%
SDS, pH 8,5) a 100 V constante por 150 min. Apoés isso, os géis foram lavados duas vezes por
30 min em 2,5 % Triton X-100 (v/v) para remover o SDS e em seguida incubados a 37 °C,
overnight em solugao tampao (Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, ZnCl, 50 mM). Apos este periodo,
o gel foi corado pelo corante Comassie Blue G-250 e descorado com uma solu¢do de metanol
e acido acético até a visualizagdo das bandas caracteristicas da atividade das colagenases. A

avalia¢do da atividade enzimatica foi realizada através do software ImageJ®

4.8 Previsao do coeficiente de particio e permeacio cutinea por
SwissADME

A previsdo do coeficiente de particdo e permeagdo cutdnea dos compostos
sintetizados foi comparada com a quercetina e rutina através da ferramenta online

SwissADME do Swiss Institute of Bioinformatics (http://www.sib.swiss) (DAINA et al.,

2017). No servidor SwissADME as estruturas foram desenhadas e depois convertidas para

modelo SMILES, obtendo-se os resultados.

4.9 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média = D.P.M. (desvio padrao da média) de
dois ensaios independentes. As médias foram analisadas pelo software GraphPad Prisma®
6.0 através da analise de varidncia two-way ANOVA seguida do teste de Dunnett de

comparagdes multiplas com nivel de significancia de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese

A partir da reagdo de substitui¢do entre a rutina e o brometo de benzila, obteve-se um
produto so6lido amorfo de coloragdo amarela com massa igual a 167,2 mg. A partir de 20 mg
desse produto, foi realizado o isolamento por HPLC semipreparativo, onde foram obtidas
duas substancias, codificadas como ACD32A e ACD32B. A porcentagem da fragdo isolada
de cada derivado foi de 76,5 % (ACD32A) ¢ 9 % (ACD32B). Os derivados foram entdo
armazenados na temperatura de -22 °C, até serem submetidos as andlises de caracterizacdo e

de aplicacdo cosmética.

5.2 Analises quimicas dos produtos de sintese

A reacdo de substituicdo entre a rutina e brometo de benzila foi avaliada por CCD
(Figura 9), onde foi observada a formacao de produtos isolaveis. Esses produtos apresentaram

menor polaridade que a rutina e maior afinidade pelo sistema de eluigao.

Figura 9. CCD da reagdo de substituicdo (MR) comparada com a rutina (RUT), a qual foi utilizada como
produto de partida. O tempo de retengdo da MR foi modificada, demonstrando a formagdo de produtos diferentes
da rutina.

De acordo com os cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (Figura 10), observou-se
dois picos majoritarios nos tempos de 4,63 e 8,42 minutos, os quais foram codificados como

ACD32A e ACD32B, respectivamente.
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Figura 10. Cromatogramas com tempos de retengdo em 4,63 (ACD32A) e 8,42 (ACD32B) minutos.

No HPLC de fase reversa os compostos polares sao eluidos primeiro e os mais
apolares eluidos posteriormente, ja& que essa ordem de eluicdo ¢ baseada no aumento da
hidrofobicidade dos solutos. Com esse entendimento, pode-se dizer que, com base nos tempos
de retencdo, os derivados ACD32A ¢ ACD32B sao mais hidrofébicos ou menos
hidrossoliveis que a rutina, caracteristica esperada visto que o brometo de benzila ¢ uma
substancia pouco soluvel em agua (AGUILAR, 2004; PUBCHEM, 2018).

Os espectros de absor¢ao obtidos por HPLC-DAD (Figura 11) foram utilizados para
se obter o comprimento de onda maximo de cada derivado e para confirmar as absor¢des
caracteristicas de derivados da quercetina. Os picos majoritarios na regiao do UV (200-400
nm) dos derivados apresentaram absorbancias tipicas de flavonois, os quais exibem dois
grandes picos de absor¢ao na regido de 240-280 nm (comumente referido como Banda II) e
300-380 nm (comumente referido como Banda I) (SINGH et al., 2010).

No estudo de SINGH e colaboradores (2010), observou-se que ndo havia mudancas
significativas nas bandas I e II dos espectros de absor¢ao dos flavondis, quando substituidos
nas posicdes 4’ e 7. Na sintese houve uma substitui¢do das hidroxilas por um grupamento
benzila na posi¢ao 4’ (ACD32A) e posigoes 7 ¢ 4’ (ACD32B), demonstrando similaridades

espectrais entre os derivados.
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Figura 11. Espectros de absor¢ao obtidos por HPLC-DAD dos derivados ACD32A (A) e ACD32B (B) na regido
do UV (200-400 nm).

O isolamento dessas moléculas foi realizado por HPLC semipreparativo (Figura 12)

e, em seguida, submetidas a determinagdo estrutural.

v
Detector A Ch1:256nm
4505 ctector A Ch2:370nm

(4)

o (B)

T T T T T T T T T T T
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 225 25.0 275 min

Figura 12. Cromatogramas apresentados por HPLC semipreparativo para isolamento dos derivados ACD32A
(A) e ACD32B (B).
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5.3 Determinacio estrutural

5.3.1 ACD32A

A amostra codificada como ACD32A, apresentou-se como um sélido amorfo de
coloragdao amarela. O espectro de ions totais, modo positivo, revelou a presenga de um pico
base de m/z 393 (Figura 13). A partir desse espectro, pode-se dizer que a peso molecular da
amostra ¢ de, aproximadamente, 392 g/mol, ja que no modo positivo ha o acréscimo de uma

unidade de massa devido a adi¢do de um proton na molécula.
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Figura 13. Espectro de massas da amostra ACD32A com pico base de m/z 393.

No espectro de RMN de 'H (Figura 14) foram observados diversos sinais de
hidrogénios aromaticos em ¢ 6,19 (1H, d), 6,42 (1H, d), 7,71 (1H, d), 7,15 (1H, d) e 7,60 (1H,
dd), correspondendo respectivamente aos hidrogénios H6, H8, H2’, H5’e H6’ da estrutura da
quercetina. Em adi¢do, foram observados sinais referentes aos hidrogénios aromaticos do
grupamento benzila em ¢ 7,50 (2H, m), 7,40 (2H, m) e 7,33 (1H, m), além do hidrogénio

metilenico em 6 5,20 (2H, s).
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Figura 14. Espectro de NMR de 'H (500 MHz, DMSO deuterado) da amostra ACD32A

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 15) foi observado a correlagdo J' dos
hidrogénios em ¢ 5,20, 6 7,33, &6 7,40 ¢ 6 7,50 com os respectivos carbonos em 6 70,36,
128,53, 128,87 e 128,36. No HMBC (Figura 16), observou-se correlagdo a longa distancia
dos hidrogénios em & 5,20, com os carbonos 6 128,3, 137,2 e 148,7. A confirmagdo de
substitui¢do da hidroxila no anel B se deu a partir da comparacao dos dados obtidos (Tabela
1) com aqueles existentes na literatura para a quercetina (MOUFFOK et al., 2012), sendo
proposta a substancia 2-(4-(benziloxi)-3-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4H-cromen-4-ona
(Figura 17).

Uma extensa busca foi realizada na literatura, a fim de verificar se a ACD32A estava
entre os derivados da quercetina ja sintetizados. Muitas moléculas apresentaram semelhancas,

mas nenhuma dessas exibiu a exata estrutura da substincia de estudo, indicando que, pela

primeira vez, essa molécula estd sendo descrita e que provavelmente seja inédita.
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Figura 15. Mapa de contorno HSQC (‘H 500 MHz, '3C 125 MHz, DMSO deuterado) da amostra ACD32A.
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Figura 16. Mapa'de contorno'HMBC ('H 500 MHz,,)2(*125 MHz, DMSO deuterddo) da amostra ACD32A.

Tabela 1. Dados de NMR de 'H e '3C da amostra ACD32A.

Posicio 'H & (mult.,J em Hz)* 1H & (mult., J em Hz)® HSQC® HMBC®

6 6,19 (1H, d, 2,1) 6,18 (1H, d, 2,0) ogg OV 1?2;5; 162
7 . i 164,5 i

8 6,42 (1H, d, 2,1) 6,39 (1H, d, 2,0) 940 BSOS 1367
2 771 (14, d, 2,1) 7.74 (1H, d, 2,1) 1155 120,1/ 146,6/ 148,7
" i i 148,7 i

5 7,15 (1H, d, 8,9) 6,88 (1H, d, 8,3) 14,1 1243/ 14722

6 7.60(1H,dd, 85¢2,5) 7.62(IH,dd,83¢21) 120,1 1155/ 146,6/ 148,7
1 520 (2H, 5) i 703 1283/ 137,2/ 1487
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37e7” 7,50 (2H, m) - 128,3 128,5

4”e6” 7,40 (2H, m) - 128,8 128,8/ 137,2

5” 7,33 (1H, m) - 128,5 128,3

2 0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H em DMSO deuterado, utilizando TMS como padrio interno.
b Dados da literatura da quercetina de acordo com MOUFFOK et al., 2012 (metanol deuterado, 500 MHz).
¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quartenarios foram usados dados de

HMBC.

OH
Figura 17. Estrutura do derivado da quercetina (ACD32A) com substitui¢do do grupamento hidroxila por uma
benzila na posigdo 4’.

5.3.2 ACD32B

A amostra codificada como ACD32B, apresentou-se como um s6lido amorfo de
coloragdo amarela. O espectro de ions totais, modo positivo, revelou a presenga de um pico
base de m/z 483 (Figura 18). A partir desse espectro, pode-se dizer que a peso molecular da
amostra ¢ de, aproximadamente, 482 g/mol, ja que no modo positivo hd o acréscimo de uma

unidade de massa devido a adi¢do de um proton na molécula.
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Figura 18. Espectro de massas da amostra ACD32B com pico base de m/z 483.

No espectro de RMN de 'H (Figura 19) foram observados diversos sinais de
hidrogénios aromaticos em ¢ 6,43 (1H, d), 6,81 (1H, d), 7,75 (1H, d), 7,16 (1H, d) e 7,62 (1H,
dd), correspondendo respectivamente aos hidrogénios H6, H8, H2’, H5’e H6’ da estrutura da
quercetina. Em adi¢do, foram observados sinais referentes aos hidrogénios aromaticos do
grupamento benzila em o 7,50 (4H, m), 7,41 (4H, m) e 7,35 (2H, m), além do hidrogénio

metilenico em 6 5,23 (2H, s).

NMR-889-17_CAROLINA VALENTIM.012 ESP

PnooNPITEANONOY
Se22SR3AIGEERE2E

-0.008 ﬁ

7
7
5
5
4
4
4
4
4
3
3
3:
1
4|
t 8
o
-t6437
6432
232
L2

NNNNNNNNNNNNNNNN

i

0.040 DIS0-06

0.015
0.010 f J\__J
n:ns j ; 'm‘,.‘ ﬂ ) .i l JJI " ij J *

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 19. Espectro de NMR de 'H (500 MHz, DMSO deuterado) da amostra ACD32B

Normalized Irtensity

No HMBC (Figura 20), observou-se correlagao a longa distancia dos hidrogénios em
4 5,21, com os carbonos 6 128,4, 137,5 ¢ 148,9 ¢ 6 5,23, com os carbonos 6 1284, 136,8 e
164,6. A confirmagdo de substituicdo da hidroxila no anel B e anel A se deu a partir da

comparagdo dos dados obtidos (Tabela 2) com aqueles existentes na literatura para a
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quercetina (MOUFFOK et al., 2012), sendo proposta a substincia 7-(benziloxi)-2-(4-
(benziloxi)-3-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-4H-cromen-4-ona (Figura 21).

Uma extensa busca foi realizada na literatura, a fim de verificar se a ACD32B estava
entre os derivados da quercetina ja sintetizados. Muitas moléculas apresentaram semelhancas,
mas nenhuma dessas exibiu a exata estrutura da substincia de estudo, indicando que, pela

primeira vez, essa molécula estd sendo descrita e que provavelmente seja inédita.
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Figura 20. Mapa de contorno HMBC ('H 500 MHz, *C 125 MHz, DMSO deuterado) da amostra ACD32B.

Tabela 2. Dados de NMR de 'H e 13C da amostra ACD32B.

iemical Shif (ppm}

F1 Ch

Posigio  'H 3 (mult., J em Hz)* 1H § (mult., J em Hz)" HMBC*

6 6,43 (1H, d, 2,1) 6,18 (1H, d, 2,0) 460/ 1?22‘52161’2/

8 6,81 (1H, d, 2,1) 6,39 (1H, d, 2,0) 98,8/ l?gfg 16,7/

2 7,75 (1H, d, 2,1) 7,74 (1H, d, 2,1) 120,1/ 146,6/ 148,7

5 7,16 (1H, d, 8,9) 6,88 (1H, d, 8,3) 124,3/ 147,2

6 7,62 (1H, dd, 8,5 ¢ 2,4) 7,62 (1H, dd, 8,3 ¢ 2,1) 115,5/ 146,6/ 148,7

1” 521 (2H, s) - 128,4/137,5/ 148,9
37e7” 7,50 (2H, m) - 128,4
47e6” 7,41 (2H, m) - 128,8/137,5

5” 7,35 (1H, m) - 128,4

1> 5,23 (2H, s) - 128,4/ 136,8/ 164,6
37e7” 7,50 (2H, m) - 128,4
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4>e6” 7,41 (2H, m) - 128,8/ 136,8

5 7,35 (1H, m) - 128,4

2 O experimento foi realizado a 500 MHz para 'H em DMSO deuterado, utilizando TMS como padrio interno.
b Dados da literatura da quercetina de acordo com MOUFFOK et al., 2012 (metanol deuterado, 500 MHz).
¢ Para os carbonos protonados foram usados os dados de HSQC e carbonos quartenarios foram usados dados de

HMBC.

5"!

6'"

Figura 21. Estrutura do derivado da quercetina (ACD32B) com substitui¢do do grupamento hidroxila por uma
benzila na posi¢cdo 4’ e 7.

Ensaios para aplicacdo cosmética
Todos os ensaios de atividade biologica foram realizados comparado-se a quercetina

com os seus derivados (ACD32A ¢ ACD32B) e a rutina que foi o produto de partida da

sintese.

5.4 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante da ACD32A e ACD32B foi avaliada ndo s6 por ensaios
colorimétricos, através da atividade sequestrante dos radicais DPPH e ABTS, mas também
pelo ensaio de atividade antioxidante celular. Os resultados foram expressos em porcentagem

de inibigao (Tabela 3).
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Tabela 3. Estudo da atividade antioxidante pelos ensaios de DPPH, ABTS e antioxidante celular. Todas as
amostras encontram-se na concentragdo unica de 100 pg/mL e os dados expressos em porcentagem de inibi¢cdo
com D.P.M.

Amostras DPPH ABTS Antioxidante celular
Acido Gilico 86,1 + 1,19 99,8 + 0,18 -
ACD32A 11,4 +1,81 2,6 £1,08 41,8 +3,51
ACD32B 13,2+ 3,74 5,9+1,45 2,5+2,77
Quercetina 85,3+2,28 98,7+ 0,72 98,4+ 0,20
Rutina 75,1 +£0,62 85,5+ 0,81 79,9 £ 1,29

A partir da analise dos resultados, conclui-se que os derivados ndo possuem atividade
antioxidante, ja que na concentragao unica de 100 ug/mL a porcentagem de inibi¢cao em todos
os ensaios foi menor que 50 %, quando comparados com o padrdao de acido galico (DPPH e
ABTS) e quercetina (antioxidante celular).

A atividade antioxidante de um flavonoéide, ou seja, de inibir eventos mediados por
radicais livres ¢ conduzida pela sua estrutura quimica. Os multiplos grupos de hidroxilas
presentes na estrutura conferem a molécula esse potencial antioxidante (FLORA, 2009).

Um estudo realizado por MATERSKA (2008) relatou que a alta atividade anti-
radical da quercetina na reacdo com o radical DPPH, mostrou-se determinada pela presenca
de 1,2-dihidroxibenzeno (anel B) em sua estrutura. Também foi demonstrado que derivados
da quercetina que foram glicosilados na posi¢do 4' tiveram uma diminui¢do relevante na
capacidade de doagdo de H.

ZIELINSKA e colaboradores (2010) realizaram os ensaios de DPPH ¢ ABTS da
rutina e descreveram que sua atividade antioxidante estd mais correlacionada com a
capacidade do anel B ser mais facilmente oxidavel do que o anel A. A rutina e a quercetina
sao flavonoides estruturalmente similares, diferindo apenas no agtcar presente na rutina, por
essa razdao, ambas possuem a mesma correlagdo entre a capacidade antioxidante e as suas

estruturas (LADAN et al., 2017).
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Essa caracteristica estrutural, compartilhada pelas substancias supracitadas, foi
modificada e, possivelmente, est4 relacionada com a incapacidade antioxidante dos derivados,
ja que a ACD32A teve uma hidroxila substituida por um grupamento benzila na posi¢do 4’ e a
ACD32B teve duas hidroxilas substituidas nas posicdes 7 ¢ 4°.

Além dos ensaios colorimétricos, a capacidade antioxidante também foi avaliada em
células. Entretanto, os derivados também ndo apresentaram inibi¢do acima de 50%, apesar da
ACD32A ter exibido um aumento dessa inibi¢do, quando comparada com os resultados
obtidos pelos ensaios de DPPH ¢ ABTS. E provavel que esse aumento seja em razdo do
método ser mais biologicamente relevante, pois avalia os compostos antioxidantes sob

aspectos de absor¢do e metabolismo dentro das células (WOLFE e LIU, 2007).

5.5 Atividade inibitoria sobre a glicacdo de colageno

Os AGES tém ganhado destaque por sua relagdo com o envelhecimento da pele, em
razdo do comprometimento do colageno. Alguns desses AGES, como falado anteriormente,
possuem propriedades autofluorescentes, o que permite a sua avaliacdo in vitro
(GKOGKOLOU e BOHM, 2012).

A atividade inibitoria sobre a glicagdo de colageno da ACD32A ¢ ACD32B foram
avaliadas e comparadas com a quercetina e rutina que ja possuem relatos na literatura como
agentes antiglicantes dessa proteina (CERVANTES-LAUREAN et al., 2006).

Na figura 22 ¢ possivel observar que na formacao dos AGEs via glioxal, a ACD32A
apresentou inibi¢do significativa na concentragao de 100 pg/mL, sendo essa inibi¢cdo superior
a quercetina e ao padrdo de rutina. Observa-se uma inibi¢ao dose-dependente em todos as
substancias, pois conforme a diminui¢do da concentracdo, houve uma diminuigdo da inibigao

da formag¢ao dos AGEs.
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Nas concentracdes de 100 e 50 pg/mL os derivados exibiram inibi¢do superior a
quercetina. No entanto, os derivados sé apresentaram inibi¢do acima de 50 % até a
concentracdo de 25 pug/mL e a rutina e a quercetina tiveram inibi¢do acima de 50% até a
concentracdo de 12,5 pg/mL. Nesta via, a ACD32A, ACD32B, quercetina e rutina
apresentaram Clso, igual a 12,18 + 4,47, 21,27 + 2,04, 11,64 = 0,68 e 5,75 = 1,76 pg/mL,

respectivamente.
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Figura 22. Inibi¢ao da glicacdo de colageno com glioxal para a formacdo dos AGEs pela ACD32A, ACD32B,
quercetina nas concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781 pg/mL. Dados sdo expressos como
média + desvio padrdo (em relagcdo ao padrdo de rutina) analisados por two-way ANOVA seguido do teste de
Dunnett. *p < 0,05

De acordo com YOUNUS e ANWAR (2016), o glioxal, uma espécie de carbonila
reativa, ¢ formado durante o processo de peroxidagdo lipidica, auto-oxidag¢ao de glicose e na
via poliol, contribuindo para a formagdo de AGEs. Sendo assim, os derivados conseguiram
prevenir a ligagdo entre essa espécie reativa de carbonila com o grupamento amina presente
no coladgeno nas concentragdes de 100 e 50 pg/mL de forma superior a quercetina. Ressalta-
se que a ACD32A teve uma porcentagem de inibig¢do superior que o proprio padrao de rutina
na concentragao de 100 pg/mL.
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Na literatura, relata-se que a atividade antiglicante de flavondides pode estar
associada com sua atividade antioxidante. Entretanto, a ndo atividade antioxidante dos
derivados sugere que mais estudos sejam feitos, a fim de avaliar outros meios de inibi¢ao
desses AGEs (YOUNUS e ANWAR, 2016).

Diante disso, pode-se dizer que os derivados apresentam potencial para o
desenvolvimento de produtos que previnam o envelhecimento cutdneo, por meio da inibi¢ao

de glicagao de coldgeno.

5.6 Atividade inibitoria sobre as enzimas elastase, hialuronidase e
tirosinase

Os derivados ACD32A e ACD32B, na concentragdo unica de 100 pg/mL, nao
apresentaram atividade inibitdria sobre enzimas elastase, hialuronidase e tirosinase.

Na inibi¢ao da elastase, os derivados nao apresentaram atividade, enquanto o padrao
utilizado, acido elagico, apresentou média de 99% de inibicao.

Na atividade inibitoria da enzima hialuronidase, os derivados exibiram médias com
valores menores que 50 %. A ACD32A apresentou inibicao de 15,2 % e a ACD32 de 3,7 %,
enquanto o padrdo utilizado, heparina, apresentou média de 88 % de inibicao.

Assim como na inibi¢do da elastase, os derivados ndo apresentaram atividade,

enquanto o padrdo utilizado, 4cido kdjico, apresentou média de 81 % de inibigao.
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5.7 Citotoxicidade pelo ensaio do Alamar Blue

A quercetina, rutina e os derivados ACD32A e ACD32B foram avaliados quanto a
citotoxicidade pelo método de alamar blue, a fim de determinar ndo s6 as concentragdes a
serem utilizadas nos ensaios celulares, como também tornar conhecida a seguranca dos
derivados em testes in vitro.

Uma curva concentragdo-resposta de cada substancia foi construida para verificar
quais as concentragdes seguras para os outros ensaios celulares. As substancias foram testadas
na linhagem de MRC-5, a mesma utilizada para os outros ensaios, nas concentragdes de 200,
100, 75, 50, 25, 1 pg/mL nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Na figura 23, observa-se que em todos os tempos, o derivado ACD32A apresentou,
até a concentracdo de 75 pg/mL, viabilidade superior a 80%, e mesmo na concentracao
maxima de 200 pg/mL, teve viabilidade superior a 68%.

A ACD32B apresentou, no tempo de 24 h, viabilidade superior a 80% somente na
concentragdo de 1 pg/mL. Entretanto, na concentragdo méaxima de 200 pg/mL ainda
apresentou viabilidade acima de 57 %. Nos tempos de 48 e 72 h, exibiu viabilidade superior a
80% até a concentragdo de 50 pg/mL e na concentracdo maxima de 200 pg/mL, teve
viabilidade superior a 63%.

No tempo de 24 h, a quercetina apresentou viabilidade acima de 80% mesmo na
concentragdo mais alta. Em 48 e 72 h, essa viabilidade permaneceu até a concentragdo de 100
ug/mL. E, em 200 pg/mL, a viabilidade foi superior a 68% (48H) e 64% (72H).

Em todos os tempos, a rutina exibiu viabilidade acima de 80%, até a concentragdo de

100 pg/mL, e acima de 62% na concentragdo maxima.
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Figura 23. Avaliagdo da citotoxicidade dos derivados ACD32A, ACD32B, quercetina e rutina. As células
testadas foram MRC-5 por 24, 48 e 72 horas. Dados expressos como média + desvio padrio (em relagdo ao
controle de DMSO) analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05 e nenhuma
significancia (ns)

Segundo a padronizagdo internacional dos testes de citoxicidade in vitro, que
determina alguns parametros quantitativos e qualitativos de avaliagdo da citotoxicidade,
quando a porcentagem de células vidveis estd acima de 80% considera-se nenhuma
citotoxicidade; entre 80 ¢ 60% baixa; 60 e 40% moderada e abaixo de 40% alta citotoxicidade
(ISO 10993-5, 2009).

De acordo com estes parametros, as substancias apresentaram baixa citotoxicidade
nas concentragdes em todos os tempos testados. As substancias ndo apresentaram nenhuma
citotoxicidade até a concentracdo de 100 pg/mL, exceto a ACD32B que apresentou baixa
citotoxicidade a partir de 50 pg/mL (24 h) e 75 pg/mL (48 e 72 h). Dessa forma, escolheu-se
a concentragdo de 50 pg/mL para ser utilizada nos ensaios posteriores, ja que essa

concentracao nao iria interferir nos resultados.
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5.8 Avaliacao sobre a proliferacao celular

No processo de envelhecimento cutaneo, diversos fatores intrinsecos e extrinsecos
contribuem para uma diminui¢do da producdo de fibroblastos. Os fibroblastos sdo o principal
tipo celular responséavel pela formagdo de constituintes da matriz. Dentre esses constituintes
estd o colageno, uma proteina de grande relevancia na regeneragdo dos tecidos. A diminui¢ao
das células de fibroblastos enfraquece a estrutura dos tecidos da pele, promovendo o seu
ressecamento, a diminuicdo da elasticidade e capacidade de cicatrizacdo de feridas. Dessa
forma, o estudo do estimulo da proliferacdo celular fibroblastica ¢ de grande importancia para
substancias de aplicacdo cosmética (GOMES, 2014).

Na figura 24, observa-se que no tempo de 24 horas o derivado ACD32A exibiu o
valor de 14,2x10* nimeros de células, enquanto o DMSO e a rutina apresentaram o valor de
13,1x10%, ou seja, a cé¢lula tratada com derivado foi mais estimulada a proliferar, quando
comparada ao controle sem nenhum tratamento e com a rutina.

Com 48 horas de tratamento, a ACD32A também teve o niumero de células maior
que o DMSO, apresentando o valor de 23x10%, ficando bem préxima ao padrio de vitamina C,
com 24,1x10* nimeros de células. A vitamina C desempenha fun¢des importantes, como o
aumento da proliferacio e migracdo de fibroblastos dérmicos e, consequentemente, na
formag¢ao de coldgeno. Este conhecimento ¢ frequentemente usado como razao para a adi¢ao
de vitamina C a aplicagdes topicas, o que indica, possivelmente, que esse derivado também
pode ter essa capacidade (PULLAR et al., 2017).

Apesar dos derivados ndo apresentarem uma proliferagdo significativa, quando
comparados ao controle de DMSO, esses apresentaram aumento no nimero de células maior
que a quercetina em todos os tempos de tratamento, demonstrando uma provavel melhora na

capacidade proliferativa dos derivados em relacdo a quercetina.
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Um estudo realizado por REN e colaboradores (2016) relatou que a quercetina
bloqueou a ativacdo de fibroblastos intersticiais no rim. Em outra literatura, a quercetina

impediu o aumento da proliferacdo celular e o teor de colageno tipo I em fibroblastos

pulmonares (HAN et al., 2009).
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Figura 24. Avaliagdo da proliferagao celular da ACD32A, ACD32B, quercetina, rutina e o padrao de vitamina C
em células MRC-5. O grafico indica a proliferagdo das células apo6s incubacdo com amostras por 24,48 e 72 h e
a fotomicrografia mostra a proliferagdo no tempo de 48 h, conforme avaliado por coloragdo com azul de tripan.

Dados expressos como média = desvio padrido (em relagdo ao controle de DMSO) analisados por two-way
ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05 e nenhuma significancia (ns)
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5.9 Ensaio de migracao in vitro

De forma complementar ao ensaio de proliferacao celular, realizou-se a avaliagdo da
atividade migratdria de células fibroblasticas tratadas com a ACD32A, ACD32B, quercetina e
rutina nos tempos de 24, 48 ¢ 72 h.

Como citado nos resultados de proliferacdo, as células de fibroblastos possuem
grande importancia na reparagdo de tecidos, j4 que ¢ responsavel pela sintese de colageno.
Essa proteina participa ativamente da cicatrizag¢do tecidual, tornando-se importante a pesquisa
de substancias que estimulem os fibroblastos a migrarem para regido do dano tecidual, para
que seja feita a sintese de colageno (TRAINOTTI e SCHEITHAUER, 2017).

Apoés a formagdo de uma estria na monocamada de fibroblastos, mimetizando um
dano tecidual, avaliou-se a capacidade das substancias de estimularem a migra¢do dessas
células até a regeneragcdo dessa monocamada (Figura 25).

No tempo de 0 h, observa-se que em todas as amostras foi realizada uma estria, sobre
a monocamada de células MRC-5, com os mesmos tamanhos. Apos 24h de tratamento, as
células nas bordas do espaco recém-criado, foram mais estimuladas a migrarem em dire¢do ao
centro da drea para que a estria fosse fechada pelos derivados, quando comparados ao DMSO,
quercetina e rutina.

Em 48 horas, o padrdo de vitamina C apresentou fechamento da estria um pouco
mais acentuado que os derivados. Entretanto, essa mesma migracdo ndo foi observada na
quercetina e rutina, j& que apresetaram quase o mesmo espago que as células ndo tratadas
(DMSO).

Com 72 horas de tratamento, a quercetina ainda apresentou um nitido espago vazio
maior que o DMSO, enquanto as cé¢lulas tratadas com os derivados e a rutina, apresentaram

fechamento semelhante ao padrao de vitamina C.
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Diante do exposto, nota-se que os derivados tiveram um desempenho melhor que a
quercetina neste ensaio. Possivelmente, como relatado na discussdo anterior, o ndo estimulo
da proliferacdo de fibroblastos pela quercetina pode ter dificultado a migra¢do dessas células
para o fechamento do espaco vazio (HAN et al., 2009; REN et al., 2016).

Diante desse resultado, pode-se inferir que os derivados possuem potencial para o
desenvolvimento de produtos que auxiliem no ressecamento, no aumento da elasticidade e no

reparo de danos teciduais.
DMSO Vitamina C ACD32A ACD32B Quercetina Rutina

Oh

24h

48h

72h

Figura 25. Avahagao da migragdo celular da ACD32A, ACD32B, quercetina, rutina ¢ o padrdo de vitamina ¢
em células MRC-5. A fotomicrografia indica a migracdo das células para o fechamento de uma estria,
mimetizando um dano tecidual, em uma monocamada de células apds incubagdo com amostras por 24, 48 ¢ 72 h.
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5.10 Ensaio de inibicio da colagenase por método zimografico in vitro

As MMPs participam de forma significativa do envelhecimento da pele, seja este
causado por fatores extrinsecos ou intrinsecos. Essas enzimas sdo responsaveis por
degradarem componentes da MEC, principalmente o coldgeno. Com o envelhecimento, essas
MMPs podem estar desreguladas, promovendo uma degradacdo acentuada desses
componentes. Nesse sentido, o desenvolvimento de inibidores de MMPs podem representar
uma estratégia terapéutica importante para auxiliar no antienvelhecimento da pele (SARDY,
2009).

Esse ensaio avaliou a inibicdo da atividade das colagenases de Clostridium
hystoliticum pela ACD32A, ACD32B, quercetina e rutina, quando comparadas com o
controle negativo (DMSO).

Observa-se na Figura 26 que todas as substancias tiveram inibicdo méxima da
atividade de colagenase de forma significativa no tempo de 24 horas, exceto a ACD32A e a
quercetina que exibiram 51 e 78% de inibicdo maxima da banda 1 de colagenase no tempo 48
horas.

As maiores inibi¢des da colagenase ocorreram no tempo 24 horas, onde a ACD32B
apesentou inibicdo de 55% (banda 1) e 47% (banda 2) de colagenase e a rutina 36% (banda 1)
e 58% (banda 2), quando comparadas com o controle negativo (DMSO), que foi utilizado
para observar 100% de atividade da colagenase.

No geral, os derivados apresentaram melhores inibi¢cdes da atividade de colagenase
do que a quercetina, tornando-os possiveis inibidores de MMPs envolvidas no
envelhecimento, ja que a quercetina ja foi citada na literatura como um agente inibidor de
MMPs responsaveis pela degradacdo de colagenos importantes para a integridade da pele

(SONG et al.,2001; VIJAYABABU et al., 2006).
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Entretanto, faz-se necessario estudos de inibicdo de MMPs de forma mais especifica,
com intuito de diferenciar que tipos de coldgenos serdo degradados por essas enzimas, ja que

as MMPs degradam colagenos de tipos diferentes (SARDY, 2009).
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Figura 26. Avaliacdo dos efeitos da ACD32A, ACD32B, quercetina e rutina na inibi¢do da atividade de
colagenase de Clostridium Hystoliticum. A) A foto indica as bandas 1 e 2 de colagenase. B) Graficos de inibi¢do
das bandas 1 e 2 de colagenase pelas amostras (12,5 ng/mL) apos a coleta do sobrenadante das células MRC-5
nos tempos de 24, 48 ¢ 72 h. A analise foi realizada utilizando o software ImageJ®. Dados s@o expressos como
média + desvio padrdo (em relagdo ao controle DMSO) analisados por two-way ANOVA seguido do teste de
Dunnett. *p < 0,05
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5.11 Previsdo do coeficiente de particio e permeacdo cutanea por
SwissADME

O presente trabalho visa a utilizagdo dos derivados para aplicacdo cosmética. Dessa
forma, foi realizado um ensaio in silico para prever a permeacdo cutanea dos derivados,
comparados com a quercetina e a rutina.

De acordo com os dados obtidos pelo SwissADME (Tabela 4) os derivados
apresentaram coeficiente de partigdo (Log P), que representa a lipossolubilidade da
substancia, maior que a quercetina e a rutina. Entretanto, o derivado ACD32B exibiu maior
Log P com valor de 4,41.

No coeficiente de permeabilidade da pele (Log Kp) os melhores resultados também
foram aqueles obtidos pela ACD32A (-6,31) e ACD32B (-5,57). Novamente, a ACD32B foi a

que exibiu melhor resultado dentre as substancias avaliadas.

Tabela 4. Avaliacgao in silico do coeficiente de particao e permeacao cutanea da ACD32A, ACD32B, quercetina
e rutina por SwissADME.

Amostras Log P Log Kp
(coeficiente de particio) (permeabilidade cutinea)
ACD32A 2,88 -6,31 cm/s
ACD32B 4,41 -5,57 cm/s
Quercetina 1,23 -7,05 cm/s
Rutina -1,12 -10,26 cm/s

O coeficiente de particdo descreve como uma substancia ¢ distribuida entre dois
solventes imisciveis, sendo uma fase organica (octanol) e uma fase aquosa. Eles sdo utilizados
nao s6 como uma medida da lipossolubilidade da substancia, mas também uma forma de
avaliar a sua permeabilidade a membrana. A penetracdo pelas membranas ocorre de acordo
com a solubilidade dos ativos, quanto menor o coeficiente de particdo 6leo/dgua, menor € a
penetracao na pele (ALVES, 2015; BANNAN et al., 2016)
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No estudo de ARAUJO (2016) foi realizada a sintese de novos derivados de
flavonoides, onde esses apresentaram coeficiente de particio maior do que seus flavondides
de origem, sugerindo que o aumento da lipofilicidade pode facilitar suas aplicagdes
tecnoldgicas em meios lipofilicos.

O Log Kp ¢ um modelo adaptado de Potts e Guy, que encontraram Kp linearmente
correlacionada com tamanho molecular e lipofilicidade. Quanto mais negativo o log Kp,
menos permeavel a pele ¢ a molécula (DAINA et al., 2017).

Por meio desses resultados, pode-se dizer que a sintese, possivelmente, melhorou a
lipossolubilidade, assim como a permeabilidade na pele dos derivados. Ja que o uso topico da
quercetina ¢ freqiientemente dificultado pela sua baixa permeabilidade cutinea (CHESSA et
al.,2011).

A partir desses resultados, sugere-se um melhor estudo da permeabilidade cutanea
desses derivados como, por exemplo, a avaliacdao pelo ensaio de células de Franz, que busca

avaliar de forma mais especifica a permeagao de substancias com potencial para uso topico.
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6 CONCLUSAO

Por meio da reagdo de substitui¢do entre a rutina e o brometo de benzila, foi possivel
a obtencdo de dois novos derivados da quercetina: ACD32A (2-(4-(benziloxi)-3-hidroxifenil)-
3,5,7-tri-hidroxi-4H-cromen-4-ona) e ACD32B (7-(benziloxi)-2-(4-(benziloxi)-3-
hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-4H-cromen-4-ona).

Os derivados nao possuem atividade antioxidante. Contudo, inibiram a formagao dos
produtos finais de glicagdo avangada em coladgeno pela via do glioxal.

A ACD32A e ACD32B apresentaram baixa citotoxicidade aos fibroblastos humanos
até a concentracao de 200 pg/mL.

Os derivados melhoraram o efeito estimulante sobre a proliferagdo e migracao de
fibroblastos, quando comparados a quercetina.

Foi demonstrado que os derivados também exibiram melhor inibicdo de
metaloproteinases de matriz, quando comparados a quercetina, no ensaio de colagenase por
método zimografico.

Quanto ao coeficiente de particdo e permeabilidade cutanea, os derivados,
possivelmente, tiveram sua permeacao melhorada, pois apresentaram valores acima daqueles
obtidos pela quercetina.

Esses resultados observados no presente estudo mostram que os derivados possuem
potencial para diversas aplicacdes cosméticas relacionadas a prevenc¢ao do envelhecimento da

pele.
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