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RESUMO

No Brasil, as estimativas para o ano de 2016 apontam para a ocorréncia de,
aproximadamente, 596 mil casos novos de cancer de pele, sendo em sua maioria
relacionados com a exposicao a radiacao ultravioleta. Segundo consenso atual, tais
danos podem ser minimizados através do uso profilatico de protetores solares. Neste
sentido, o presente trabalho propds o planejamento, a sintese, a caracterizacao
estrutural e a avaliacao toxicologica de um novo composto candidato a fotoprotetor
organico, o LQFM184 (20). O planejamento estrutural baseou-se tanto na
semelhanca molecular quanto na acdo quimica de derivados triazinicos (10, 11 e
13), cinamicos (4) e do LQFM048 (14), tendo como partida o composto (E)-2-ciano-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida (18) que foi produzido a partir da vanilina. O
composto LQFM184 (20) apresentou peso molecular de 729,65 Daltons e a rota
sintética proposta constituiu-se por trés etapas com rendimento global de 53%, das
quais foram realizadas sob o ambito da quimica verde. Todos 0s compostos
sintetizados foram caracterizados através das técnicas de ressonancia magnética
nuclear, infravermelho, massas, ultravioleta e fluorescéncia. O composto LQFM184
(20) apresentou dois picos de absor¢cdo maxima (imax.), sendo 298 nm na regido da
UVB e 334 nm na UVA, além de coeficiente de absortividade molar (¢) acima de 104
M-t cm*. Quanto a voltametria ciclica o composto LQFM184 (20) manteve-se estavel
frente aos potenciais aplicados e quando exposto a atmosfera de ar sintético
apresentou uma perda de massa de ~14% na faixa de 254°C, caracterizando-0
estavel sob temperaturas elevadas, visto que seu ponto de fusdo ocorre em 147°C.
A partir da avaliacao in vitro pelo método espectrofotométrico descrito por Mansur o
mesmo apresentou Fator de Protecdo Solar (FPS) igual a 3,69 para a UVB. Além
disso, 0 composto ndo promove irritacdo ocular ou lesdes oculares graves quando
em contato com células de cornea de coelho SIRC e foi classificado na categoria 4
do sistema GHS conforme OECD 423, de baixa toxicidade. Ao término deste trabalho
podemos observar que a rota sintética proposta para a obtencdo do composto
LQFM184 (20) se mostrou eficaz, face aos altos rendimentos obtidos, etapas pouco
laboriosas e de baixo custo, bem como promissor perfil fotoprotetor.

Palavras-chave: Cancer de pele. Radiacdo ultravioleta. Absorbancia. Filtro solar.
Triazina. LQFM184.
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ABSTRACT

In Brazil, the estimates for the year 2016 point to approximately 596,000 new cases
of skin cancer, being mostly related to exposure to ultraviolet radiation. According to
current consensus, such damage can be minimized by prophylactic use of
sunscreens. This way, this study proposes the planning, synthesis, structural
characterization and toxicological assessment of a new candidate compound to
organic sunscreen, LQFM184 (20). The structural planning was based both on
molecular similarity in chemical action triazine derivatives (10, 11 and 13), cinnamic
(4) and LQFMO048 (14), with the starting compound (E)-2-cyano-3-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)acrylamide (18) which was produced from vanillin. In addition,
LQFM184 (20) compound has molecular weight 729.65 Daltons and the synthetic
route proposal consisted of two stages, 53% overall yield, which were performed
under the scope of green chemistry. All the synthesized compounds were
characterized by technigues of nuclear magnetic resonance, infrared, mass,
ultraviolet and fluorescence. From the spectrophotometric absorption technique it
was identified that LQFM184 (20) compound had two peaks of maximum absorption
(Amax.) 306 nm in the region of UVB and 344 nm for UVA and molar absorptivity (€)
whose values were above 10* M cm™. As to the technique of cyclic voltammetry
LQFM184 (20) compound was stable considering the applied potential and when
under an atmosphere of synthetic air showed a weight loss of ~14% in the range of
250°C, characterized as a stable compound at high temperatures. From the in vitro
evaluation by the spectrophotometric method described by Mansur it presented Solar
Protection Factor (SPF) equal to 3.69 for the UVB. Moreover, the compound does not
promote irritation or serious damage when in contact with rabbit cornea cells SIRC
and was classified in category 4 of the GHS system as OECD 423, low toxicity. At
the end of this work it is possible to observe that the proposed synthetic route to
obtain the LQFM184 (20) compound was effective, given the obtained high yields,
laborious and low cost steps as well as promising profile sunscreen.

Keywords: Skin cancer. Ultraviolet radiation. Absorbance. Sunscreen. Triazine.
LQFM184.
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1 INTRODUGCAO

Os efeitos maléficos causados pela radiagéo ultravioleta (UV) emitida pelo sol
sédo cumulativos e severos, tornando indiscutivel a necessidade rotineira do uso de
fotoprotetores, uma vez que, a exposicao aos raios UV € inevitavel (VELASCO et al.,
2008). Estes por sua vez, devem apresentar eficacia, seguranca e auséncia de
efeitos adversos quanto a protecao da pele, pois o excesso de radiacao propicia o
desenvolvimento de patologias tais como ceratose actinica, carcinoma, melanoma,
sensibilizacdo cutanea, reacfes fototoxicas e fotoalérgicas e envelhecimento
precoce (WHO, 1997; SAYRE et al., 2008).

Nos ultimos anos o mercado de fotoprotetores apresentou crescimento
significativo, em grande parte justificado por uma maior preocupacdo com a
prevencao do cancer de pele (INCA, 2016; ABIHPEC, 2016).

Desta forma, com o intuito de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas dos
filtros solares e aumentar a adesdo da populacdo aos fotoprotetores, esta em
ascencao o desenvolvimento de protétipos com caracteristicas inovadoras. Dentres
estas, recomenda-se que apresentem amplo espectro de absor¢éo da radicdo UV,
com croméforos que absorvam tanto na faixa da UVB (290 — 320 nm) quanto na faixa
da UVA (320 — 400 nm) (SHAATH, 2007).

Concomitantemente, para manter a seguranga ao contato com a pele, os filtros
solares devem ser fotoestaveis quando expostos a radiacdo UV, ao passo que ao
sofrerem transicGes eletrbnicas ocasionadas pela absorcdo da radiacdo, estes
compostos ndo podem sofrer isomerizacdo e fragmentacdo em sua estrutura
molecular (MANCEBO; HU; WANG, 2014; NASH; TANNER, 2014). Aléem disso,
devem agir nas camadas mais superiores do tecido cutaneo, para evitar, tanto
guanto possivel, a absorcéo sistémica. Estudos realizados por Bos e Meinardi (2000)
propde que a absorcdo percutanea de compostos fotoprotetores que apresentem
peso mecular acima de 500 Da pode ser drasticamente diminuida.

Os estudos toxicoldgicos necessarios para registro global incluem toxicidade
aguda oral e dérmica; sensibilizacdo da pele, irritacdo ocular e dérmica; fotoirritagcéo,
fotossensibilizacéo; toxicidade subcrbnica oral e topica; toxicidade crdnica; acao
sobre fertilidade: desenvolvimento embrionario precoce; toxicidade embriofetal e

toxicidade peri/pés-natal; absorcéo percutanea in vitro e in vivo; carcinogenicidade;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20SQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nash%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24433498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanner%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24433498

fotocarcinogenicidade; seguranca e eficAcia em humanos (NOHYNEK; SCHAEFER,
2001; ANVISA 2012b).

Para assegurar a eficacia fotoprotetora, os filtros devem apresentar elevada
capacidade absorvedora da radiacdo UV com valores de coeficiente de absortividade
molar (¢) acima de 10* Mt cm™ (SHAATH, 2007).

Apoés a definicdo dos parametros relacionados com a estrutura quimica do
composto candidato a fotoprotetor, este deve ser submetido a testes in vivo e in vitro
para quantificacdo do Fator de Protecao Solar (FPS). Este, por sua vez, quantifica a
protecdo que um determinado produto fotoprotetor é capaz de oferecer, em termos
de tempo de exposicao, contra a queimadura solar se comparado a exposicao
desprotegida (FDA, 1999).

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
um protétipo candidato a fotoprotetor — LQFM184 — que apresente amplo espectro
de absorcéo e que seja fotoestavel quando exposto a radiagcdo ultravioleta, além de
seguro quando em contato com a pele e eficaz quanto a determinacéo do fator de
protecdo solar em relagédo a absorcao das radiacbes UVB e UVA.

A realizacdo deste estudo justifica-se pela crescente demanda de produtos
fotoprotetores eficazes na prevencéo dos danos causados pela radiagcao ultravioleta,

com destaque para o cancer de pele e o envelhecimento precoce.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PELE X RADIACAO ULTRAVIOLETA
2.1.1 O Espectro Solar

O Sol possui cerca de 5 bilhdes de anos e esta a 93 milhdes de quildmetros da
Terra. Seu nucleo produz temperaturas que excedem 15.000.000°C (SHAATH,
2007). Consequentemente, emite radiacbes com varios comprimentos de onda
dentro do espectro de radiacdo eletromagnética, i.e., raios gama, raios X, que fazem
parte da radiacéo ionizante; ultravioleta, visivel, infravermelho, ondas curtas, de radio
e ondas longas, que por sua vez compdem a radiacdo nao ionizante (Tabela 1)
(RANGEL; CORREA, 2002). Quase todas podem atuar de forma benéfica, porém,
guando a quantidade de energia absorvida é superior a dose toleravel os riscos sao
potenciais (EPSTEIN, 1990).

Tabela 1 — Composicao e caracteristicas da radiacao solar ndo ionizante.

Radiac&o Comprimentos de Energi{:\1 Incidéncia Terrestre
Onda (A nm) (KJ mol?) (%)
Infravermelho (IV) 800 -5.000 0,12 -150 40-50
Visivel (VIS) 400 - 800 150 -310 40-50
Ultravioleta (UV) 100-400 310-12.000 05-10

Fonte: Adaptado de EPSTEIN, 1990.

A radiacdo eletromagnética emitida pelo Sol caracteriza-se pelo seu
comprimento de onda (A) e pela sua frequéncia (v). Sendo a velocidade da luz c
constante (3,0 x 10%° cm/s), a equacao de Planck (Equacéo 1) define que quanto
menor o comprimento de onda (1), maior a quantidade de energia (E) transportada,

considerando a constante de Planck (h) igual a 6,63 x 103 J s.

hc
E=— Equagéo 1
A

Neste sentido, 0 comprimento de onda € inversamente proporcional a energia
gue as radiacbes conduzem, assim como a poténcia radiante de um feixe €

diretamente proporcional ao numero de fétons por segundo (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1991; OLIVEIRA et al., 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN,



2002). Todavia, a radiagdo UV possui subdivisbes em funcdo de diferentes

comprimentos de onda (Tabela 2).

Tabela 2 — Subdivisdes da radiacdo UV.

Radiacdo UV Comprimentos de Onda (L nm) Incidéncia Terrestre (%)
UVA 340 -400 95
UVAII 320 -340 95
uvB 290 -320 5
0
uvC 200-290 (Barrada pela camada de
0z06nio)

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2012a; SHAATH, 2007.

O alcance e a intensidade com que estas radiacfes atingem a superficie da
Terra e, consequentemente, a pele depende nédo s6 do comprimento de onda de
cada radiacdo como também da estacdo do ano, da latitude, da altitude e dos habitos
individuais (OLIVEIRA et al., 2004). Outros fatores podem influenciar, indiretamente,
através da reflexdo ou dispersédo da radiacdo UV, tais como a agua, o acrilico, o
vidro, a areia da praia, a neve e até mesmo o asfalto (LUCAS et al., 2006).

Os raios UVC ndo chegam a superficie terrestre, pois sdo bloqueados pela
camada de oz6nio (DE ARAUJO; DE SOUZA, 2008). Atualmente, sabe-se que 0s
raios UVB, apesar de possuir menor comprimento de onda em relacdo a UVA e
menor poder de penetracdo na pele, sdo intensamente absorvidos pela epiderme
devido a sua alta energia (LUND; TIMMINS, 2007). E responséavel pelos danos
agudos e crénicos a pele, tais como manchas, queimaduras, descamacao, cancer
de pele, envelhecimento precoce, bem como danos ao DNA epidérmico e as células
de Langerhans, suprimindo a resposta imunolégica (HEENEN; GIACOMONI;
GOLSTEIN, 2001). Por possuirem maiores comprimentos de onda os raios UVA séo
menos energéticos e de 600 a 1000 vezes menos eritematogénicos. Penetram mais
profundamente na camada dérmica com possiveis danos cumulativos aos
componentes estruturais da pele (WHO, 1997; SAYRE et al., 2008). A radiagdo UVA
promove a etapa de iniciacdo de radicais livres responsaveis pelo envelhecimento
cutaneo precoce e por doencas de fotossensibilidade, além de ser o principal agente
causador de desenvolvimento de melanoma (DE ARAUJO; DE SOUZA, 2008).



De modo geral, a radiacdo UV é responsavel por 90% dos danos causados a
pele por penetrar profundamente no estrato cérneo (Figura 1), afetando a renovagéo
celular e diminuindo sua elasticidade (VOLKOVOVA et al., 2012; ZACARIAS, 2014).

Figura 1 - Espectro solar versus penetragdo cutanea.
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Fonte: Adaptado de VOLKOVOVA et al., 2012; ZACARIAS, 2014.

A radiacdo visivel se estende entre 400 e 800 nm enquanto Os raios
infravermelhos apresentam comprimentos de onda entre 700 nm e 2000 nm. Os
comprimentos de onda entre 700 e 1500 nm atravessam completamente a pele,
dependendo da espessura, cor e caracteristicas individuais. A faixa de 1500 a 5000
nm é barrada pela epiderme e derme. Os comprimentos acima de 5000 nm néo
atravessam o estrato corneo (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002; VOLKOVOVA et
al., 2012; ZACARIAS, 2014).

2.1.2 Fotoenvelhecimento e Fotocarcinogénese

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a 16% do peso
corporal, com superficie de aproximadamente 2,0 m? em uma pessoa acima dos 18
anos. E formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, todas sensiveis
aos raios UV (Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2004; SANCHEZ; DELAPORTE, 2008).



Figura 2 - Camadas da pele e estrutura da epiderme.
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Fonte: Adaptado de BIODERMA, 2011.

A energia eletromagnética da radiagdo UV é absorvida pelos cromoforos
celulares — espécies absorvedoras, cujos elétrons sdo capazes de absorver a
energia eletromagnética — existentes nas camadas da pele, tais como &cidos
nucleicos que formam o DNA, acido urocanico e aminoacidos aromaticos, 0os quais
absorvem a radiacdo em comprimentos de onda abaixo de 300 nm (MATHEUS,;
KUREBAYASHI, 2002). Ja& a melanina, o principal croméforo presente na pele,
absorve desde 300 até 1200 nm (RANGEL; CORREA, 2002).

Dentre os sistemas de defesa do organismo esta a inativacdo do oxigénio
singleto reativo (*O2) e de radicais livres, realizado pela melanina (eumelanina)
(SANCHEZ; DELAPORTE, 2008), a qual se encontra presente na pele, cabelos e
olhos. Seu sistema de absorcdo ocorre em uma extensa faixa espectral, desde o
ultravioleta até as regides proximas do infravermelho (CHEDEKEL, 1998). E
produzida nos melandcitos a partir da tirosina modificada e polimerizada. Os
melandcitos transferem a melanina para os queratinocitos atraves da injecao direta
do melanossoma ou de sua liberacdo no espacgo extracelular seguido de sua
incorporacao pelo queratindcito. Os melanossomas sdo degradados no citoplasma
dos queratinécitos e a melanina é eliminada na superficie cutanea através dos
gueratinécitos descamantes ou excretada na derme por via linfatica (RIBEIRO, 2010;
BOSCH et al., 2015).

Outro mecanismo de defesa presente na pele € a secre¢do sudoripara causada
pela exposicao a radiacdo solar, a qual promove a transformacdo do aminoéacido
histidina em acido urocanico ou acido 4-imidazoilacrilico (1), uma substancia
presente no suor, cuja agdo abrange a faixa da UVB, com o maximo de absor¢cao em
297 nm (Figura 3). Contudo, esta protecdo ndo € duradoura em funcdo da



evaporacao do suor e sua solubilizagdo na agua (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002;
OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 3 — Estrutura quimica do acido urocanico ou acido 4-imidazoilacrilico (1).
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2004.

Dentre os diversos problemas de salide ocasionados por exposicdo excessiva
aos raios solares, tais como sensibilidade a luz, manchas na pele, despigmentacéo
cutanea, queimadura solar, envelhecimento cutdneo e supressdo do sistema
imunoldgico, o cancer de pele € o de maior gravidade (VOLKOVOVA et al., 2012).

A radiacdo ultravioleta absorvida pelos cromoforos, na forma de fotons, é
responsavel por promover transicdes eletrbnicas, sendo que quando os elétrons
retornam ao estado fundamental liberam energia, que, por sua vez, pode ser
absorvida pelo oxigénio molecular (O2) presente nas camadas da pele (SANCHEZ;
DELAPORTE, 2008; BOSCH et al., 2015). A partir da excitacdo do oxigénio ocorre
a formacédo de uma série de intermediarios quimicos téxicos ao organismo e muito
reativos, que ndo apresentam elétrons desemparelhados na sua ultima camada de
valéncia, a exemplo do oxigénio singleto (*Oz2) (Figura 4) e do perdxido de hidrogénio
(H202). Este, ao ser biotransformado, gera radicais livres altamente reativos como o
hidroxila (HO"), o alcoxila (RO") e o peroxila (ROO") (HALLIWELL, 2001; SAID et al.,
2007).



Figura 4 — Disposicao dos orbitais moleculares para as trés configuracdes eletrdnicas do oxigénio
molecular (O2).
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Fonte: Adaptado de SCHWEITZER; SCHMIDT, 2003.

Esse conjunto de radicais livres € denominado de espécies reativas de oxigénio
(ERO), equivalentes nitrogenados, gerados a partir do 6xido nitrico (NO), os quais
sdo responsaveis pela ativacdo da cascata de reacdes radicalares, i.e., iniciacao,
propagacdo e terminacdo, sendo as alteracBes quimicas decorrentes deste fato
denominadas de reacdes fotoquimicas (SANCHEZ; DELAPORTE, 2008; BOSCH et
al., 2015). Estas culminam com a diminui¢ao dos niveis enddégenos de antioxidantes,
bem como peroxidacdo lipidica, inativacdo enzimatica, clivagem do DNA e
consequentemente, fotoenvelhecimento, imunossupressdo e fotocarcinogénese
(BAYNES; DOMINICZAK, 2005; SAID et al., 2007; BOSCH et al., 2015).

O fotoenvelhecimento se caracteriza por mudancas microscopicas e
macroscoépicas que ocorrem em proteinas cutdneas, como o colageno, elastina e
glicosaminoglicanos (MIYACHI, 1995; SAID et al., 2007), manifestadas por lesdes
pigmentadas como a ceratose actinica. A fotocarcinogénese ocorre devido a lesdes
no DNA associado ao alto nivel de producdo de dimeros de pirimidina, que na
auséncia de mecanismo de reparo podem originar mutagdes, que somadas a
eventos como diminuicdo da resposta imunolégica, do nivel de antioxidantes,
possiveis infeccdes por virus e predisposicao genética levam ao desenvolvimento do
cancer (LAUTENSCHLAGER et al., 2007; BOSCH et al., 2015) (Figura 5).



Figura 5 — Desenvolvimento das reaces fotoquimicas.
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Fonte: Adaptado de MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002; BOSCH et al., 2015.

» FOTOCARCINOGENESE

Dentre os tipos de céancer de pele o carcinoma de células basais é 0 mais
frequente, sendo responsavel por 80% dos casos de cancer de pele do tipo ndo
melanoma. Origina-se na camada mais profunda da epiderme, em partes do corpo
gue ficam, constantemente, expostas ao Sol (LONGSTRETH et al., 1998; INCA,
2016). O carcinoma espinocelular — células escamosas — é 0 menos comum e
origina-se na camada média da epiderme (RIBEIRO, 2010). Em geral, o carcinoma
de células escamosas esta associado ao acumulo das doses de exposicdo a
radiacdo UV, enquanto que o carcinoma basocelular estd associado a exposi¢cao
intermitente ao ultravioleta em altas doses (INCA, 2016).

O melanoma é o terceiro tipo e 0 mais raro de todos os tumores de pele, porém,

€ 0 mais agressivo. Resulta da transformacdo maligna dos melandcitos, sendo

9



responsavel pelo desenvolvimento de metastases. Acomete principalmente os
caucasianos que moram em paises com alta intensidade de radiagdo ultravioleta.
Seu surgimento pode ser provocado por continuas e prolongadas exposi¢cdes ao Sol
na infancia até a fase adulta (LONGSTRETH et al., 1998; BOSCH et al., 2015).

A fotoprotecdo exdgena inclui todos os métodos e estratégias utilizados com a
finalidade de diminuir os efeitos adversos da radiacdo que incide sobre a pele. Este
objetivo pode ser atingido evitando-se a exposi¢cao solar prolongada, principalmente
em horarios de maior incidéncia de radiacdo, bem como a utilizacdo de bonés,
chapéus, roupas adequadas, Oculos solares e principalmente fotoprotetor (ADAD,
2007; SBD, 2016). Dentre as medidas preventivas sugeridas pela Sociedade
Brasileira de Dermatologia (SBD), os fotoprotetores se destacam por sua eficacia
(SBD, 2016). Alguns estudos apontam que a prevenc¢ao de danos agudos e crénicos
a pele esta ligada a necessidade de protecédo contra a radiacdo UV em amplo
espectro (UVA-UVB) (MOYAL; FOURTANIER, 2008).

2.1.3 Impacto Sécio-Econdmico do Cancer de Pele

O céancer no Brasil ganha relevancia pelo seu perfil epidemiolégico, no qual
pesquisas recentes demonstram que essa doenca € responsavel por uma em cada
guatro mortes, sendo considerada a segunda causa de mortalidade no mundo,
ficando atras apenas dos 6bitos decorrentes de problemas cardiovasculares (INCA,
2016).

O principal fator de risco para o cancer de pele, tanto para melanoma quanto
para ndo melanoma, é a exposicdo prolongada a radiagdo solar de forma
desprotegida. Para o tipo ndo melanoma, em particular para o0 carcinoma
epidermoide, a incidéncia aumenta com a idade, sendo mais frequente na populacéo
masculina do que feminina. No Brasil, as estimativas para os anos de 2016 apontam
para a ocorréncia de aproximadamente 596 mil casos novos de cancer. Nesta
vertente, o cancer de pele destaca-se como o de maior incidéncia, com 182 mil casos
do tipo ndo melanoma, representado por 98.420 casos novos em homens e 83.710
em mulheres. Quanto ao melanoma, sua letalidade é elevada, porém sua incidéncia
é baixa, com 2.960 casos novos em homens e 2.930 em mulheres. Possivelmente
existe um sub-registro dessas neoplasias em funcdo do subdiagnostico, sendo as
taxas de incidéncia e os numeros esperados de casos novos, subestimados (INCA,

2016).
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De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (CDC) o cancer
de pele é o cancer mais diagnosticado nos Estados Unidos com ocorréncia de
aproximadamente 5 milhdes de casos, com custos anuais estimados de 1,8 bilhdes
de ddlares. O National Cancer Institute estimou que mais de 76 mil novos casos de
melanoma foram diagnosticados em 2015 com mais de 10 mil mortes. Sendo o tipo
de cancer de pele mais comum em adolescentes e adultos, com custos anuais de
tratamento em torno de 3,3 bilhdes de délares (PHRMA, 2016).

Orgdos oficiais internacionais como American Cancer Society (ACS) e
American Academy of Dermatology (AAD) estimam que um terco dos Obitos
decorrentes de cancer apresente correlacdo com obesidade, sedentarismo, habitos
inadequados de alimentacdo, bem como exposicdo a radiacdo solar. Isto significa
gue mudancas de habitos podem contribuir profilaticamente (AAD, 2015; ACS, 2015;
PHRMA, 2016). E incontestavel que o cancer & hoje, no Brasil, um problema de
saude publica, cuja prevencao, monitoramento continuado e controle dos fatores de
risco devem ser priorizados em todas as regifes. Para a prevencdo do cancer de
pele é recomendado praticas de seguranca em exposi¢cdo ao Sol como a utilizacéo
rotineira de filtro solar (INCA, 2016).

Dentro destas vertentes, cabe ao mercado farmacéutico e aos centros de
pesquisas continuarem investindo em novos candidatos a protétipos de
fotoprotetores a fim de obter produtos eficazes e seguros quanto a absorcédo da
radiacdo solar e, assim diminuir, gradualmente, a incidéncia de cancer de pele em

todo o mundo.
2.2 FILTROS SOLARES

Os filtros solares surgiram quando se observou que existiam substancias
capazes de prevenir gueimaduras na pele causadas pelos raios solares. No inicio do
século XX era observado que o sulfato de quinina e, mais tarde, o Antilux ou 2-naftol-
6,8-dissulfonato de sédio, preveniam o aparecimento de eritemas (URBACH, 2001).
Ao longo deste século muitas substancias foram utilizadas com eficacia relativa na
prevencdo de queimaduras solares e seu uso se tornou mais popular apos a
Segunda Guerra Mundial com o &cido para-aminobenzdico (PABA), patenteado e
introduzido no mercado em 1946 (SHAATH, 2010).

Filtros solares sdo compostos quimicos, que atualmente sdo encontrados em

muitos tipos de produtos para cuidados da pele. Inicialmente, foram desenvolvidos
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para prevenir queimaduras solares, ao passo que evoluiram para proteger a camada
cuténea contra outros efeitos nocivos da radiagdao UV (SAMBANDAN; RATNER,
2011). Estas substancias podem ser divididas em filtros organicos e inorganicos,
sendo lipofilicos ou hidrofilicos, solidos ou liquidos. De acordo com o espectro de
absorcdo podem ser caracterizados em absorvedores ou refletores/refratores de
radiacdo UVA e/ou UVB (RANGEL; CORREA, 2002).

2.2.1 Filtros Inorgéanicos

Os filtros inorgéanicos, também chamados de filtros fisicos, sdo pds inertes,
opacos, insoluveis em agua e materiais graxos (RIBEIRO, 2010). Os compostos mais
usados e aprovados tanto nos Estados Unidos quanto no Japéo e na Europa sdo o
didxido de titanio (TiO2) e o 6xido de zinco (ZnO). Embora ambos sejam oriundos de
metais, possuem propriedades Gticas diferentes, especialmente quando na forma de
microparticulas ou nanoparticulas (PINNELL et al., 2000; GINESTAR, 2003; BOTTA
et al., 2011). Estes O6xidos metalicos possuem baixos potenciais alergénicos e néo
apresentam absorcdo percutdnea. Formam uma barreira fisica sobre a pele,
refletindo e/ou espalhando a radiacdo UVA e UVB (SHAATH, 2007; WOLF et al.,
2001).

Atualmente, os Oxidos usados como filtros solares sdo incorporados as
formulacdes na forma de nanoparticulas com tamanhos da ordem da radiacdo que
se quer espalhar, na faixa de 70-200 nm. Essas versdes nanoparticuladas, também
chamadas de pigmentos microfinos, representam grande avanc¢o, porque nao
deixam peliculas brancas de filtro visivel sobre a pele (SCHUELLER;
ROMANOWSKI, 2000; DE PAOLA; RIBEIRO, 1998). A relagcdo entre este
espalhamento, tamanho de particula e comprimento de onda da radiacao incidente
é expressa pela teoria de Lorenz-Mie (Equacéao 2) (KERKER, 1969):

Ir

~ 16754R6[ n? —n? j
r’A* \n?+2n) Equackio 2
Sendo Ir - intensidade de espalhamento da radiacdo; R - raio da particula; A -
comprimento de onda da radiagao incidente; r - distancia entre amostra e o detector;
ni - indice de refracdo da particula e nz - indice de refragdo do meio.
Desta forma, a intensidade do espalhamento da radiacdo depende do

comprimento de onda e é proporcional ao raio da particula (R) do filtro inorganico
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(FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da Resolucdo RDC numero 47, de 16 de marco de 2006,
restringiu o uso destes fotoprotetores em concentracdo maxima de 25% em

formulacdes comerciais (ANVISA, 2006).
2.2.2 Filtros Organicos

Os filtros orgéanicos ou quimicos atuam, basicamente, na absorcéo da radiacao
UV, mas podem, também, refletir e emitir a radiagdo ao mesmo tempo, convertendo-
a em radiagbes menos nocivas a saude humana (SHAATH, 2007). De acordo com a

estrutura quimica sao classificados conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Classifica¢do dos filtros solares orgénicos.

Fotoprotetores Organicos Amax. Protecdo UV
(nm)
Acido para-aminobenzéico (2) 290 uvB
O
> —< :>—NH2
HO
Salicilato de Octila (3) 300, 310 uvB
° O\/E/\/
5/OH
para-Metoxicinamato de Octila (4) 310 uvB
[¢]
/©/\)‘\ AC/\
o
\O
Benzofenona 2 (5) 286, 324 UVB, UVAII
(o] OH
HO II OH ~I OH
Avobenzona (6) 357 UVAI
o o)
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Octocrileno (7) 303 uvB

N
Metilbenzidileno Canfora (8) 345 UVAI

SOzH

Acido Fenilbenzimidazol Sulfénico (9) 270, 360 UVB, UVA

N

HO5S N
Metileno-Bis-Benzotriazolil Tetrametilbutilfenol 305, 360 UVB, UVAI

(Tinosorb® M) (10)

oH OH =

7

:<\\N/\N I I

Bis-Etilexiloxifenol Metoxifenil Triazina 310, 343 UVB, UVAI
(Tinosorb® S) (11)
v

O

HO M HO

Fonte: MANCEBO; HU; WANG, 2014.

Os protetores solares organicos sao essencialmente sistemas aromaticos
conjugados a subunidades que aumentam (-NH2, -OCHs, -OH) e/ou diminuem (-
CO2zR) a densidade eletronica do sistema conjugado, ligados na posi¢éo orto ou para

do anel aroméatico (Figura 6). Esses grupamentos, denominados cromoéforos,
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atribuem efeito batocrémico ao sistema conjugado e sdo responsaveis pela absor¢éo
da radiacao que incide sobre a pele (MANCEBO; HU; WANG, 2014).
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Figura 6 — Estrutura quimica dos isdbmeros de absorcao dos filtros UV.

HO

OH

RO RO
para orto

Fonte: SHAATH, 2007.

A natureza do substituinte na posicéo orto, por exemplo, pode conferir efeito
batocrébmico em funcéo da possibilidade de ligacdo de hidrogénio intramolecular.
Estes compostos absorvem em maiores comprimentos de onda, pois sua
ressonancia € facilitada pela disponibilidade eletrénica (GASPARRO; MITCHNICK;
NASH, 1998; WOLF et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004; SHAATH, 2007).

A presenca de cromoforos ligados ao sistema aromatico permite a conjugacao
de elétrons entre os mesmos, 0 que favorece as transicdes eletrbnicas entre os
orbitais de fronteira High Occuped Molecular Orbital (HOMO) e Low Unoccuped
Molecular Orbital (LUMO) (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Durante a absorcéo
da radiacdo UV, os elétrons situados no orbital ligante ou fundamental = HOMO
recebem energia eletromagnética UV e sdo promovidos para o orbital antiligante ou
excitado n* LUMO passando a ocupar um orbital de maior energia. No entanto, os
elétrons ndo permanecem no orbital 7* ad eternum e, ao retornarem para o orbital
ligante, dissipam a radiagdo eletromagnética absorvida anteriormente, sendo o
processo global denominado de transigdes eletronicas (Figura 7).

Figura 7 — Transic¢oes eletrdnicas entre os orbitais HOMO-LUMO.

Ut G*

n* LUMO n* LUMO
V¢ uw I(Hn) l{n*en] VIS-IV,
<C oy L) o -y
LY . (%) Lomo . e —

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014.

Atomos ou moléculas podem emitir a energia absorvida quando elétrons, no
estado excitado, decaem ao estado fundamental. O processo de formacédo e

desativacdo dos estados excitados de atomos e moléculas pode ser representado
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através do diagrama de Jablonski, no qual as energias relativas dos estados
envolvidos assim como os processos de desativagao radiativos e néo radiativos séo
representados (LAKOWICZ, 2006). A temperatura ambiente, a maioria das
moléculas mantém-se no estado fundamental So. Neste nivel, a absor¢cdo de um
foton pode levar as moléculas para um dos niveis vibracionais excitados de Si, S2
ou S3. Uma vez excitados, o excesso de energia da molécula pode ser dissipado
através de processos de conversao interna, cruzamento intersistema, fluorescéncia
e fosforescéncia (Figura 8) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Figura 8 — Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de LAKOWICZ, 2006.

Para entender as diferencas nos maximos de absor¢cdo que ocorrem com 0S
filtros solares, pode-se utilizar a teoria dos orbitais moleculares de maneira
simplificada (Figura 9A) (SANTOS FILHO, 1999). Ao inserir no anel aromatico do
benzeno uma subunidade que aumenta a densidade de elétrons, aumenta-se a
possibilidade de ressonancia e a estabilidade do anel. Sendo mais estavel, a energia
dos orbitais ligantes diminui e consequentemente, a dos antiligantes aumenta,
elevando a diferenga de energia entre os orbitais HOMO e LUMO (Figura 9B),
favorecendo assim, a absor¢ao da radiacdo na faixa da UVB. Por conseguinte, a
adicdo de uma subunidade que diminui a densidade de elétrons do anel promove a
reducdo na estabilidade do sistema aromatico. Desta forma, a energia dos orbitais
ligantes aumenta e a dos antiligantes diminui, reduzindo a diferenca de energia entre
os orbitais HOMO-LUMO (Figura 9C) e dessa forma promovendo a absor¢cao na
regido da UVA (GILLAM; STERN, 1957).
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Figura 9 - Esquema do deslocamento de elétrons em um filtro organico (ex.: PABA) apo6s absorcéo
da radiacdo UV. (A): PABA simplificado; (B): Estrutura do Benzeno com grupo doador de elétrons.
(C): Estrutura do Benzeno com grupo aceptor de elétrons.

Fonte: Adaptado de GILLAM; STERN, 1957.
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Devido aos varios efeitos de conjugacao e estabilizacdo, alguns substituintes

podem deslocar o comprimento de onda de absor¢éo de filtros solares a exemplo

dos grupos metila, hidroxila, alcoxila, halogénio e amina, chamados auxocromos

(PAVIA et al., 2010). Casos como do PABA, cuja insercéo de cadeias alquilicas em

sua estrutura quimica resultou na obtencdo do Padimato O (Figura 10),

proporcionam aumento da lipofilicidade e, consequentemente, a adesdo do

fotoprotetor & pele evitando sua retirada pela agdo da agua. Tais alteracbes

estruturais podem conferir diferentes efeitos na absorcdo da radiacdo como

deslocamento batocrémico (Figura 10), hipsocrémico, efeito hipercromico e/ou
hipocrémico (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991; SHAATH, 2007).
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Figura 10 — Alteracao estrutural no PABA.
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Acido para-aminobenzoico (PABA) 4-dimetilaminobenzoato de 2-gtilexila (Padimato O)
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Fonte: Adaptado de SHAATH, 2007.

As diferencas de energia entre niveis eletrénicos na maioria das moléculas
variam de 125 a 650 Kj/mol (PAVIA et al., 2010). Ao retornarem ao estado inicial os
elétrons dissipam a energia absorvida na faixa do visivel (450-800 nm) ou do
infravermelho (>800 nm), ou seja, quando a radiacdo incidente € nao destrutiva a
estrutura molecular, alguns fotoprotetores organicos podem sofrem isomerizacao
fotoquimica cis-trans, i.e., para-metoxicinamato de octila (4) (PATTANAARGSON et
al.,, 2004), no qual estes dissipam a energia absorvida na forma de radiacao
fluorescente ou fosforescente (Figura 11) (WOLF et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004;
FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007; SHAATH, 2007; RIBEIRO, 2010;
NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014).

Figura 11 — Fotoisomerizacao do para-metoxicinamato de octila (4).

(trans)

|lzbmero Z (cis)

Fonte: Adaptado de SANTOS; MIRANDA,; SILVA, 2012.

Estes compostos sdo considerados fotoestaveis e dissipam a energia
processada durante a fotoisomerizagdo, sendo que ao absorver a radiagdo UV o
isdmero E (trans) é convertido ao isdmero Z (cis), mais energético. Durante o retorno
a configuracdo original mais estavel (Isbmero E), ocorre a liberacdo de energia na
regido do infravermelho e do visivel, sendo este um processo continuo (SANTOS;
MIRANDA,; SILVA, 2012).

Os filtros solares organicos podem, também, sofrer tautomerismo do tipo ceto-

enolico sendo classificados como fotoldbeis. A ressonéncia facilitada pela
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disponibilidade eletrdnica do tautdmero endlico o torna mais estavel do que o
tautdbmero cetdnico. Tal processo pode ser observado no caso da avobenzona (6),
na qual os tautdmeros ceto-enodlicos absorvem em Jmax 260 nm (UVC) e 357 nm
(UVA), respectivamente (Figura 12) (PAVIA et al.,, 2010; KOCKLER et al., 2012;
YAMAJI; KIDA, 2013).

Figura 12 — Tautomerismo ceto-endlico da avobenzona (6).
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Fonte: KOCKLER et al., 2012; YAMAJI; KIDA, 2013.

Como resultado destas reacdes de fotoisomerizagdo ou tautomerismo, podem
ser formadas estruturas de degradacéo que comprometem a habilidade de absor¢éo
da radiacdo UVB e/ou UVA dos filtros organicos, e consequente diminuicdo da
eficiéncia dos fotoprotetores ao longo do tempo de exposicdo solar (Figura 13).
(KOCKLER et al., 2012; YAMAJI; KIDA, 2013)

Figura 13 — Degradacéao da avobenzona (6) em radical fenacil e benzoil.
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Fonte: KOCKLER et al., 2012; YAMAJI; KIDA, 2013.

A perda da capacidade fotoprotetora pode atingir até 38% dependendo dos
constituintes da preparacdo cosmética (HUONG et al.,, 2007; MACMANUS-
SPENCER et al., 2011). Desta forma, o desenvolvimento racionalizado de filtros
solares constitui uma ampla e promissora area de pesquisa, cujo intuito é
desenvolver produtos fotoprotetores com maior fotoestabilidade e determinar como

este parametro afeta a capacidade de proporcionar a protecdo UV necessaria.
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2.2.3 Fator de Protecéo Solar (FPS)

Devido a relevancia da fotoprotecdo com relacdo a manutencao da saude, tem-
se estabelecido critérios rigorosos para os fotoprotetores, principalmente quanto aos
parametros de avaliacdo e classificacdo das formulacdes contendo filtros solares,
assim como a determinacao do Fator de Protecdo Solar (FPS). Este fator estabelece
o tempo de exposicao a radiagdo solar com o produto fotoprotetor aplicado sobre a
pele sem a ocorréncia de eritema, tendo em vista que, quanto maior o FPS
apresentado pelo produto fotoprotetor maior ser4d o tempo permitido para uma
exposicao segura a radiacdo ultravioleta (ANVISA, 2012a).

A avaliagdo do FPS pode ser realizada por métodos in vivo e in vitro. Para
registro de fotoprotetores na ANVISA, em consonancia com o Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL), devem ser apresentados relatorios de testes de eficacia
realizados in vivo, seguindo as metodologias United States Food and Drug
Administration (FDA). Assim como o Método Internacional de Avaliagdo de FPS de
2006 descrito pelo grupo composto por European Trade Association representing
Cosmetic Industry (COLIPA), Japan Cosmetic Industry Association (JCIA) e
Cosmetics, Toiletries and Fragance Association (CTFA-AS), que representam as
associacfes de industrias cosméticas da Europa, Japdo e Africa do Sul,
respectivamente. Além da norma australiana Therapeutic Goods Act (TGA), utilizada
na Austrélia e Nova Zelandia, que avalia somente a influéncia da radiacdo UVB.
Estes métodos in vivo utilizam voluntarios humanos para determinar o FPS e por isso
sdo contestados por alguns autores (MANSUR et al., 1986; DIFFEY et al., 1997;
RUVOLO JUNIOR, 1997; KHOURY; NAKANO, 2007).

A determinacdo do nivel da protecdo UVA (FPUVA) deve ser realizada
conforme as metodologias in vivo European Commission — Standardization Mandate
Assigned to CEN Concerning Methods for Testing Efficacy of Sunscreen Products -
2006 Annex 2 - Determination of the UVA protection factor based on the principles
recommended by the Japanese Cosmetic Industry Association (PPD method
published 15.11.1995); COLIPA Guideline, In Vitro Method for the Determination of
the UVA Protection Factor and "Critical Wavelength" Values of Sunscreen Products,
2009. A amplitude da protecdo UV deve ser avaliada através do comprimento de
onda critico a ser determinado conforme as metodologias mencionadas (ANVISA,
2012a).
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A eficécia dos filtros solares € dependente do intervalo, da capacidade e do
comprimento de onda onde ocorre absorcdo maxima no espectro do UV, sendo
proporcional as concentracbes de cromoéforos absorvedores e/ou refletores de
radiacdo ultravioleta que os compdem. A associacdo de diferentes filtros orgéanicos
e inorganicos em formulagdes € um recurso para melhorar a eficicia e potencializar
o efeito FPS (DE PAOLA; RIBEIRO, 1998).

2.2.3.1 Fator de Protecdo UVB (FPUVB)

A metodologia para avaliacdo do FPUVB in vivo é a mais aceita pela
comunidade cientifica e exigida pela legislacédo brasileira atualmente. Para declarar
o FPS no roétulo de uma formulagédo fotoprotetora, apds seu desenvolvimento, é
necessaria a determinacdo do grau de protecdo promovido em relacdo a dose de
radiacdo recebida, conforme as normas da resolucdo n° 30 de 1° de junho de 2012
da ANVISA (ANVISA, 2012a).

A avaliagdo in vivo requer um minimo de 25 voluntarios para um teste
estatisticamente significativo e com tipos de pele de | a lll, segundo a escala
Fitzpatrick de 1976, que classifica a pele em fototipos a partir da capacidade de cada
pessoa em se bronzear quando em exposi¢ao solar (Tabela 4) (SBD, 2016).

Tabela 4 — Classificagdo dos fototipos cutaneos a partir da escala Fitzpatrick.

Grupo/Cor da Pele Eritema Pigmentacéo Sensibilidade ao Sol

| — Branca Sempre Queima Nunca Bronzeia Muito Sensivel

Il — Branca Sempre Queima Bronzeia Muito Pouco  Sensivel

Il = Morena Clara Queima Bronzeia Sensibilidade Normal
Moderadamente Moderadamente

IV — Morena Moderada  Queima Pouco Sempre Bronzeia Sensibilidade Normal

V — Morena Escura Queima Raramente Sempre Bronzeia Pouco Sensivel

VI — Negra Nunca Queima Totalmente Insensivel

Pigmentada

Fonte: Adaptado de SBD, 2016.

A quantidade padronizada de produto aplicado deve ser de 2 mg/cm? numa
area minima de 50 cm?, sob irradiacéo simulada (94% de 290 - 400 nm) com lampada
UV de 300 W, vinte minutos apos a aplicacdo do produto. A dose de radiacéo
incidente é a quantidade de energia a que o voluntario € exposto durante o processo

de irradiacéo solar. A dose minima seria aquela necessaria para produzir sinais de
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gueimadura na pele do voluntério apds periodo de 16 a 24 horas ap0s a exposi¢ao
a radiacdo UVB, sendo denominada Dose Minima Eritematégena (DME) expressa
em KJ/minutos (ANVISA, 2012a).

O padréo utilizado pelo FDA é uma formulacédo contendo 8% de salicilato de
homomentila com FPS de 4,47 (ANVISA, 2012a). Para a metodologia COLIPA a
férmula padréo contém 2,7% de para-metoxicinamato de octila (4) (FPS 3,7 + 0,3)
(COLIPA, 2009). A média final encontrada ndo pode ser inferior ao FPS declarado
na embalagem do produto pelo seu fabricante e a variacdo dos 25 valores
encontrados ndo pode ser maior que 5% (DE ARAUJO; DE SOUZA, 2008).

Desta forma defini-se o fator de protecao para a UVB (FPUVB) como sendo a
relacdo individual entre a dose minima de energia UV capaz de provocar eritema na
pele protegida pelo fotoprotetor e a dose energética minima necessaria para se obter
a mesma resposta na pele desprotegida em funcdo do tempo de exposicéo
(Equacédo 3) (KHOURY; NAKAZAWA; SILVA, 1995; JANOUSEK, 1997, ANVISA,
2012a).

DME (pele fotoprotegida)

FPUVB =
DME (pele fotodesprotegida)

Equacédo 3
A DME deve ser determinada empiricamente por muitos dias, para ndo causar
gueimadura excessiva ha pele dos voluntarios como resultado da exposicao repetida
a radiacdo UV (WOLF et al., 2001; BLEASEL; ALDOUS, 2008). Além disso, a DME
depende do tipo de pele do individuo, da quantidade de melanina da pele, do
comprimento de onda e da intensidade da radiagéo incidente (ANVISA, 2012a).
Contudo, o FPS néo possui linearidade de prote¢cdo UVB e o seu valor somente
sera alcancado a partir da aplicacdo da sua porcdo minima padronizada. Um FPS
15 ja absorve cerca de 93% da radiacdo UVB, mas desde que aplicado corretamente,
se ndo, por exemplo, numa aplicacdo quatro vezes menor (0,5 mg/cm?) este FPS
sofrerd uma reducédo para 2,0 (Tabela 5) (FDA, 1999; GLASER; PRODANOVIC,
2009).
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Tabela 5 - Influéncia da quantidade aplicada de filtro solar no FPUVB.

FPS Protecéo contra a UVB (%) FPS/
(aproximadamente) Aplicagdo do Filtro Solar (mg/cm?)

2,0 1,0 0,5
2 50 2,0 1,4 1,2
75 4,0 2,0 1,4
87 8,0 2,8 1,7
15 93 15 3,9 2,0
30 96 30 55 2,3

Fonte: FDA, 1999; GLASER; PRODANOQVIC, 2009.

O método de determinacdo do FPUVB em humanos é indispensavel, porém
deve ser o ultimo estagio dentro do processo de pesquisa e desenvolvimento de
novos ativos fotoprotetores, pois depende da selecdo de voluntarios, apresenta custo
elevado, além de depender também do acompanhamento de técnicos e médicos
especializados (VELASCO et al., 2011).

Agéncias reguladoras como o FDA e COLIPA fazem testes clinicos in vivo
usando o aparecimento de eritema como ponto final para determinar o FPUVB de
protetores solares topicos. Estes sao testes caros e demorados, que ndo sao praticos
para avaliacdo do produto de rotina. Ainda existem muitas controvérsias sobre a
exatidao cientifica e reprodutibilidade de avaliagdes in vivo (SPRINGSTEEN et al.,
1999; PISSAVINI et al., 2003). Assim, ambas as consideracdes éticas e legais
apontam para a maior aceitacédo ao longo do tempo de técnicas de medicéo in vitro.

A metodologia in vitro pode ser, em geral, reproduzida através de métodos que
envolvem a medicdo da absorcdo ou a transmissédo de radiacdo UV em filmes de
fotoprotetores aplicados sob diferentes substratos tais como Transpore® (DIFFEY;
ROBSON, 1989), Vitro-Skin® (DIFFEY et al., 2000), placas asperas de
polimetiimetacrilato (PMMA) (COLIPA, 2007), Teflon (PTFE) (GAROLI et al., 2009)
e placas de quartzo (AKRMAN et al., 2009). Este teste é baseado na determinagéo
fisica e Optica da reducdo da energia na faixa do UV ocasionado por filme de
fotoprotetor que tenha sido previamente espalhado em substrato adequado que por
sua vez € sustentado por um suporte. A montagem recebe a amostra e é acoplada
ao equipamento emissor de UVA e/ou UVB. Parte da radiacdo incidente é retida pelo
filtro e parte é transmitida na forma de fétons e o calculo do FPS da formulacgéo teste
e realizado conforme equacéo abaixo (Equacéo 4) (PISSAVINI et al., 2003; COLIPA,
2007; MATTS et al., 2010):
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400nm
I ErxIaxda

_ 290nm
FPS= 400nm

EAXIAx TAXx dA
290nm

Equacéo 4
Sendo E;, — energia necessaria para causar eritema (CIE - Commission International
de I'Eclairage, 1987) (MCKINLAY; DIFFEY, 1987); I, - intensidade da radiagdo UV
emitida no comprimento de onda A; T, — transmitancia espectral da amostra; d; —
intervalo entre os comprimentos de onda (1 nm). As duas fun¢des padronizadas, Ex
e |, descrevem a sensibilidade relativa do eritema para comprimentos de onda
individuais e a distribuicdo espectral da radiacdo solar, uma vez que atinge a
superficie da Terra (DIFFEY; ROBSON, 1989; COLIPA, 2007; MATTS et al., 2010).

Outra opc¢ao para a determinacao do FPUVB in vitro é a reproducédo do método
espectrofotométrico que se caracteriza pela leitura da absorcao dos filtros solares
através de amostras diluidas sob comprimentos de onda estabelecidos (DUTRA et
al., 2004). Dentre estes, 0 método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et
al. (1986), a partir de dados padronizados por Sayre et al. (1979), se destaca pela
boa correlacdo ao teste in vivo, além da agilidade e acessibilidade, ja tendo sido
utilizada em outros trabalhos (GARCIA; SANTOS, 1990; BARTH, 2000). A partir
desta metodologia mede-se a absorbancia de uma solugdo do filtro solar a
concentracdo de 0,2 pL/mL em solvente apropriado em varios comprimentos de onda
(290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm) e os resultados séo aplicados na Equacao
5 (MANSUR et al., 1986).

320nm

FPS =FC x ZEE)\Xl)\XAbSA Equacdo 5
290nm

Sendo FC - fator de correcéo (igual a 10), determinado de acordo com dois filtros
solares conhecidos e de tal forma que um creme contendo 8% de homossalato tenha
FPS igual a 4,0; EE,. - efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda
A; I - intensidade da radiacdo solar no comprimento de onda A; Abs, - leitura
espectrofotométrica da absorbancia da solucéo do filtro solar no comprimento de
onda A (MANSUR et al., 1986).

Os valores de E; x I, sdo constantes, como mostrados na Tabela 6 (SAYRE et
al.,1979).
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Tabela 6 — Relacgdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo UVB em cada
comprimento de onda.

UVB (A nm) EEM x 1A (Normalizado)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1

Fonte: Adaptado de SAYRE et al., 1979.

Desta forma, o FPS estimado por espectrofotometria € um nimero que avalia
o filtro de acordo com a altura, a largura e a localizacdo da sua curva de absorcéo
dentro do espectro de ultravioleta (MANSUR et al., 1986).

2.2.3.2 Fator de Protecédo UVA (FPUVA)

Existem diversos métodos de avaliacao da protecdo UVA, tanto in vivo como in
vitro. O principal método in vivo € o Persistent Pigment Darkening (PPD) que é
recomendado pela Associacdo das Industrias Cosméticas do Japao (JCIA). Ele se
baseia na resposta de pigmentacao tardia ou persistente da pele frente a radiacéo
UVA (320-400 nm) apos periodo de exposicéo de 2 a 4 horas a radiacdo simulada
(15 J/icm?) (JCIA, 1995; MOYAL; CHARDON; KOLLIAS, 20004, b). O PPD ¢é a razédo
entre a dose minima pigmentéaria (DMP) de radiagdo UVA requerida para produzir
escurecimento pigmentario persistente da pele com bordas claramente definidas,
observado entre 2 e 4 horas ap0s a exposicdo a radiagdo UVA com e sem
fotoprotetor na pele (Equacdo 6) (ANVISA, 2012a; NASCIMENTO; SANTOS;
AGUIAR, 2014).

DMP (pele fotoprotegida)

FPUVA =
DMP (pele fotodesprotegida)

Equacéo 6

A Associagdo da Industria Cosmética do Japdo adotou o método PPD como

método oficial para avaliacdo da eficacia UVA dos fotoprotetores desde janeiro de
1996 e avalia o FPS dos produtos conforme Tabela 7 abaixo (JCIA, 1995):
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Tabela 7 — Relacdo entre o grau de protecdo UVA e o valor de PPD para fotoprotetores.

Grau de protecdo UVA

Valor de PPD (FPUVA) Classificacéao
0-2 - Sem protegcdo UVA
2-4 PA+ Baixa protegdo UVA
4-8 PA++ Moderada protecdo UVA
8+ PA+++ Alta protecdo UVA

Fonte: Adaptado de JCIA, 1995.

Esta metodologia também foi aceita pela Comunidade Europeia no qual se
recomenda que o Fator de Protecdo UVA (PPD) deve ser de no minimo 1/3 do
FPUVB declarado no rétulo do produto comercial (MOYAL; CHARDON; KOLLIAS,
20004, b; JO, 2006; MOYAL, 2008).

Utiliza-se também o Immediate Pigment Darkening (IPD) que se baseia no
escurecimento transiente da pele observado ap6s a exposicdo a UVA. O IPD
compreende as alteracdes da estrutura de melandécitos e queratindcitos, assim como
a modificacdo da melanina pré-existente (ROUTABOUL; DENIS; VINCHE, 1999). O
IPD progride em PPD, que € estavel 2 horas ap6s a exposi¢édo. O escurecimento da
pele é uma das respostas imediatas, sendo considerada estavel e reprodutivel (JCIA,
1995; MOYAL; CHARDON; KOLLIAS, 2000a, b).

Recentemente, o FDA emitiu alguns documentos que abordam testes de
eficicia e rotulagem de produtos fotoprotetores nos Estados Unidos intitulado “Final
Rule: Labeling and Effectiveness Testing” no qual inclui critérios para avaliacdo do
fator de protecdo UVA (FDA, 2011). De acordo com este documento final, a partir do
ano de 2012 produtos fotoprotetores contendo filtros UVA de curto, longo ou ambos
espectros de absor¢des na faixa de 320 - 400 nm podem ser considerados de amplo
espectro de acdo para a radiagdo UV. Desta forma, o FDA aprovou a metodologia in
vitro de determinacdo do comprimento de onda critico (A) como Unico método
validado para a determinacgao do fator de protecdo UVA (WANG; LIM, 2011).

A determinacédo do Ac baseia-se na utilizacdo da espectrofotometria com esfera
de integracdo na faixa de 290 - 400 nm e o resultado corresponde ao valor de 90%
da curva integral de absorcao, ou seja, a area sob a curva entre os comprimentos de
onda pré-estabelecidos como expressa a Equacédo 7 (DIFFEY; ROBSON, 1989;
COLE, 2001):
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AC 400nm
J.AxdiZO,gx IAxxdx Equacéo 7
290nm 290nm
Sendo A, - absorbancia do produto no comprimento de onda definido; d - intervalo
entre os comprimentos de onda (1 nm).

Produtos para protecédo solar sdo entdo classificados como "amplo espectro”,
tendo parte de sua absorcéo no espectro UVA quando o comprimento de onda critico
€ maior ou igual a 370 nm. Esta técnica tem sido objeto de avaliagdo pela COLIPA e
grupos da industria CTFA (COLE, 2001) e foi regulamentada pelo FDA por ser uma

metodologia simples, barata e reprodutivel (FDA, 2011).
2.2.4 Produtos Fotoprotetores

Segundo a Associacgéo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria
e Cosmeéticos (ABIHPEC), o segmento cosmético brasileiro apresentou um
crescimento médio deflacionado de 111,4% nos ultimos 20 anos, passando de um
faturamento liquido de imposto sobre venda de R$ 4,9 bilh6es em 1996 para R$ 42,6
bilhdes em 2015. O Brasil ocupa, atualmente, a primeira posicdo mundial em
comercializacdo de protetores solares e a terceira posicao no setor cosmético em
geral. E responséavel por cerca de 20% do consumo de fotoprotetores solares no
mundo e 82% na América Latina. O segmento de protecdo solar foi 0 que mais
cresceu nos Ultimos anos gracas a maior conscientizacdo dos consumidores
brasileiros em relacdo a protecdo de sua pele contra as radiacbes UVB e UVA
(ABIHPEC, 2016).

Preocupacdbes com a prevencdo do cancer de pele, além do
fotoenvelhecimento ajudam a sustentar e fazer crescer o mercado de fotoprotetores
gue atualmente se aproxima de 1 bilhdo de doélares somente nos Estados Unidos da
América (EUA) (DATAMONITOR, 2014).

A ANVISA atualizou a classificacdo do protetor solar como sendo “qualquer
preparacdo cosmeética destinada a entrar em contato com a pele e labios, com a
finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiacdo UVB e UVA,
absorvendo, dispersando ou refletindo a radiagao” (ANVISA, 2012a). As substancias
permitidas para uso como filtros solares estéo listadas na Resolu¢cdo RDC n° 47 de

16/03/2006. Este documento correlaciona 38 substancias com suas respectivas
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concentragcfes maximas de dosagem, onde, destas, 36 sdo compostos organicos
(ANVISA, 2006).

Os produtos fotoprotetores devem apresentar na rotulagem principal o nUmero

inteiro

de protecdo solar precedido da sigla "FPS", ou das palavras "Fator de

Protecdo Solar”, assim como constar da embalagem a Denominacéo de Categoria
de Protecao (DCP), como demonstrado na Tabela 8 (ANVISA, 2012a).

Tabela 8 - Designacao de Categoria de Protecdo (DCP) relativa a protecao oferecida pelo produto
contra radiacdo UVB e UVA para a rotulagem dos protetores solares.

INDICAGOES
ADICIONAIS NAO . FPUVA AC
OBRIGATORIAS NA DCP FPS medido minimo minimo
ROTULAGEM
Fototipo V Baixa Protecao 6,0-14,9
. 1/3 do FPS
F Vel . o T
ototipo IV e Média Protecdo 15,0-29,9 indicado na 370 nm
. rotulagem
F Il
ototipo Alta Protecéo 30,0-50,0
Fototipo | Maior que 50,0 e

Protec&o Muito Alta menor que 100

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2012a.

De modo geral, para que o produto fotoprotetor apresente eficacia e seguranca,

0 mesmo deve estar de acordo com 0s seguintes atributos:

Absorgao na faixa do UV deve estar entre 280 - 400 nm (ANVISA, 2012a);
Possuir coeficiente de absortividade molar (¢) acima de 10* M cm
(SHAATH, 2007);

Apresentar peso molecular superior a 500 Da para se prevenir a absor¢ao
percutanea (BOS; MEINARDI, 2000);

N&o ter o pico de absorcéo alterado por solventes (SHAATH, 2007);

Ter baixa solubilidade em agua (GIOKAS; SALVADOR; CHISVERT, 2007;
SHAATH, 2007);

Ser nao toxico, irritante e sensibilizante (ANVISA 2012b);

Ter preco acessivel e ser compativel com veiculos cosméticos;

N&o deve descolorir ou manchar roupas; nao cristalizar, ressecar a pele ou
ter odor desagradavel (ANVISA, 2012a).

Para explorar plenamente o potencial econdmico, as industrias de produtos

fotoprotetores estdo em busca de uma padronizacdo mundial quanto a concentracao

de compostos fotoprotetores em produtos finais, uma vez que estas diferem
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consideravelmente em todo o mundo. Na Unido Europeia a lista dos filtros permitidos
em produtos cosmeéticos tem sido atualizada com regularidade nas dltimas duas
décadas, existindo atualmente 27 compostos absorvedores de radiacdo UV
(EUROPEAN COMMISSION, 2005). Na Australia 30 fotoprotetores sdo aprovados
(ARGOM, 2016). Em contrapartida, apenas 17 filtros estdo listados na ultima
monografia FDA nos EUA. Desde a criagéo do primeiro conjunto de regras em 1978,
a FDA permitiu apenas a adicdo da avobenzona e do 6xido de zinco como novos
filtros solares (FDA, 2011) e esta em andamento a avaliacdo de mais 8 ativos
fotoprotetores (FDA, 2015).

Nos EUA, os ativos de protetores solares sédo tratados como farmacos, sendo
gue o filtro solar somente pode ser registrado apds um periodo minimo de cinco anos
de existéncia no mercado de cinco paises estrangeiros. Ap0s a experiéncia
comercial, devem ser apresentados os dados de eficacia e seguranca (FDA, 2011).
Ja nas agéncias regulatérias da Europa, América do Sul e Asia os protetores solares
sdo regulamentados como cosméticos e a aprovacao é possivel dentro de dois anos
apos a solicitacéo oficial (MANCEBO; HU; WANG, 2014).

2.2.5 Fotoprotetores Organicos Inovadores

Os filtros ultravioletas tradicionais surgiram por volta da década de 1960 com a
classe dos cinamatos e derivados do PABA, ambos de baixo peso molecular e
comprovada absorcdo percutanea (SHAATH, 2007). O que requer constante
monitoramento quanto a seguranca, justificando uma tendéncia de investimento em
pesquisas cientificas no desenvolvimento de compostos organicos absorvedores de
radiacdo UV eficazes, seguros e mais acessiveis através da sintese organica
racionalizada (MANCEBO; HU; WANG, 2014).

Nos ultimos 14 anos, na Europa, foram lancados no mercado oito novos
compostos fotoprotetores de peso molecular acima de 500 Da, cuja finalidade é
diminuir a absorc¢do percutanea (BOS; MEINARDI, 2000; TUCHINDA et al., 2006;
SHAATH, 2010; COUTEAU et al., 2015). Destes, o composto tris-bifenil triazina -
Tinosorb® A2B (12) (Figura 14) foi o primeiro filtro solar de amplo espectro de
absorcdo no UV com peso molecular de 537 Da a ser adicionado no Anexo VI do
Cosmetics Regulation (EC) n.1223/2009 do Parlamento Europeu que estabelece a
lista de filtros que sé@o autorizados em produtos cosméticos na Europa, uma vez que

o regulamento entrou em vigor em julho de 2013 (COUTEAU et al., 2015).
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Figura 14 — Estrutura quimica do filtro solar orgéanico tris-bifenil triazina (12).
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T

Fonte: CIBA, 2004.

O composto tris-bifenil triazina (12) faz parte da classe das hidroxi-fenil-triazinas
(HPTs) e assim como os filtros orgénicos da classe dos hidroxi-fenil-benzotriazéis
(HBzTs) representam a mais avancada classe de absorvedores UV para
fotoprotecao de todos os tipos de substratos para teste de FPS e foram apresentados
como filtros organicos na forma de pequenas particulas que aumentam a
estabilidade da dispersao (0,05-1,0 um). Estes compostos possuem multiplos
cromoforos com altos coeficientes de extincdo especifico (E) e amplo espectro de
protecdo contra as radiacfes UVB e UVA, simultaneamente (CIBA, 2004; HERZOG;
HUEGLIN; OSTERWALDER, 2005; SHAATH, 2007; COUTEAU et al., 2015).

O produto comercial Tinosorb® M com o ativo denominado metileno-bis-
benzotriazolil tetrametilbutilfenol — MBBT (10) faz parte dos fotoprotetores da classe
dos hidroxi-fenil-benzotriazéis, possui peso molecular de 659 Da e Amax. em 305 nm
(UVB) e em 360 nm (UVA |) (HERZOG; HUEGLIN; OSTERWALDER, 2005). Ja o
fotoprotetor Tinosorb® S - bis-etilhexiloxifenol metoxifenil triazina (BEMT) (11)
compdem a classe das HPTs, possui peso molecular de 629 Da, € lipossoltuvel com
ponto de fusédo igual a 80°C e cobre as radiacdes UVB e UVA, com Amax. de 310 e
342 nm, respectivamente (SHAATH, 2007). Ambos os ativos fotoprotetores foram
desenvolvidos pela companhia CIBA Specialty Chemicals, Sui¢ca. Suas particulas
organicas sao microfinas (100-200 nm), de modo que, além de absorver, também
reflete e dispersa a radiacdo UV (CIBA, 2004; KULLAVANIJAYA; LIM, 2005;
TUCHINDA et al., 2006). Além disso, possuem peso molecular acima de 500 Da,
conferindo-lhes menor capacidade de absorcado percutanea e consequentemente,
menor toxicidade cuténea, absorcdo sistémica ou enddcrina (TUCHINDA et al.,
2006; GONZALEZ-PEREZ et al., 2007; PALM; O'DONOGHUE, 2007), com estudos
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in vitro que relatam que estes tinosorbs ndo apresentam atividade
estrogénica/antiestrogénica ou androgénica/antiandrogénica quando comparado a
outros fotoprotetores (ASHBY et al., 2001; GIOKAS; SALVADOR; CHISVERT, 2007;
GONZALEZ, 2010).

Tanto o MBBT (10) quanto o BEMT (11) apresentam elevada fotoestablidade
(DURAN-GINER; ENCINAS; MIRANDA, 2013) como um resultado de suas
estruturas moleculares que facilitam a dissipacdo de energia por transferéncia de
calor incidente intramolecular e relaxamento vibracional (WAIBLINGER et al., 2001).
Os dois grupos orto-OH, além de contribuirem para caracterizar o BEMT (11) como
de amplo espectro, também permitem dissipacdo eficiente de energia por meio de
ligacbes de hidrogénio intermolecular, no qual a radiacdo UV é convertida,
guantitativamente, em energia vibratéria (calor) (HERZOG; HUEGLIN;
OSTERWALDER, 2005; KULLAVANIJAYA,; LIM, 2005) (Figura 15).

Figura 15 - Ciclo de conversao da energia UV em calor (cerca de 1012 s), representando o modelo
de protecdo UV por absorcéo.
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Fonte: Adaptado de ATKINS, 1994.

Todo o ciclo de dissipagéo de energia (Figura 15) possui periodo de duragéo
por volta de 10*? s, ndo havendo a formacéo de espécies reativas intermediarias e
de produtos de decomposicéo fotolitica como oxigénio singlete ou radicais livres

guando em contato com o0 as camadas cutaneas. Isso explica a fotoestabilidade do
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BEMT (11), além de recuperacao de mais de 95% ap0s a irradiacdo UV de 50 doses
eritematicas minimas (KECK et al., 1998; HERZOG; HUEGLIN; OSTERWALDER,
2005; KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

Assim como os fotoprotetores Tinosorb® A2B e Tinosorb® S, o filtro comercial
Uvinul T150® - etilexil triazona (13) (Figura 16) também faz parte da classe das
HPTSs, possui peso molecular de 823 Da e Amax. de 314 nm (HERZOG; HUEGLIN;
OSTERWALDER, 2005). Mesmo agindo apenas na faixa da UVB é considerado um
potente ativo absorvedor de radiacdo ultravioleta, até porque foi o primeiro filtro cuja
estratégia de planejamento estrutural baseou-se na extensdo e multiplicacdo de
grupos croméforos (BASF, 2002; SHAATH, 2007).

Figura 16 — Estrutura quimica do filtro solar orgéanico etilexil triazona ou Uvinul T150® (13).
o

o

Fonte: CIBA, 2004.

Recentemente, o Uvinul T150® (13) foi empregado como prototipo por Vinhal
e colaboradores (2016), no qual foi realizado o desenvolvimento racionalizado de um
novo composto fotoprotetor organico 2,4,6-tris((E)-etil 2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilato)-1,3,5-triazina — LQFM048 (14) (Figura 17). Este foi obtido em
duas etapas sintéticas em rendimento global de 78%. Apresentou absorgdo na faixa
da UVB (lmax. = 306 nm) e da UVA | (Amax. = 344 nm), simultaneamente; peso
molecular de 816 Da, significativo coeficiente de absortividade molar (¢ > 10%),
termoestavel em atmosfera de oxigénio, estavel frente a potenciais de oxidacao e
reducdo (VINHAL et al., 2016). Além de mostrar-se fotoestavel, seguro em modelos
de cultura de células de fibroblastos in vitro e por via oral em modelos in vivo (VIEIRA,
2014; AVILA et al., 2016).
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Figura 17 — Estrutura quimica do composto LQFM048 (14).
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O estudo de novos compostos sintéticos requer protocolos que apresentem
informacdes amplas e seguras a respeito dos candidatos a fotoprotetores organicos
(MANCEBO; HU; WANG, 2014; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014). Desta
forma, esta em andamento a execucdo de ensaios de pureza, FPUVA e FPUVB in
vitro e in vivo, absorcao percutanea, imunossupressao, além do desenvolvimento de
formulacdo envolvendo o LQFMO048 (14).

Em consonancia com o éxito obtido por Vinhal e colaboradores (2016), o
presente projeto tem por finalidade dar continuidade ao desenvolvimento de
compostos candidatos a fotoprotetores inéditos, inovadores e seguros. Justificando-
se por se apresentar como um vasto campo de atuacdo cientifica, visto sua
documentada importancia quanto a eficacia na profilaxia da carcinogénese e do
fotoenvelhecimento (GILBERT et al., 2013; AAD, 2015; ACS, 2015; INCA, 2016).
Além disso, ha evidéncias do depodsito de apenas 3% das 111 solicitagbes de
patentes voltadas para a pesquisa de novos ativos absorvedores de radiacdo UV
entre 0os anos de 1980 e 2008 (GUARATINI et al., 2009). Sendo que, 0S poucos
ativos fotoprotetores comerciais das classes das HPTs e HBzTs desenvolvidos ainda
apresentam elevados custos para o consumidor, pois sado patenteados por grandes
companhias como a BASF, CIBA, Merck e L"Oréal (SHAATH, 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Planejar, sintetizar, caracterizar e avaliar um novo composto organico
candidato a prototipo absorvedor de radiacdo ultravioleta - LQFM184 (20),
originalmente desenhado a partir da semelhancga estrutural com o fotoprotetor
comercial etilexil triazona (Uvinul T150®) (13) (Figura 18).

Figura 18 — Planejamento estrutural do composto LQFM184 (20) a partir da andlise retrossintética do
composto comercial Uvinul T150® (13).
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3.2 Objetivos Especificos

|. Planejamento estrutural do composto LQFM184 (20);
Il. Sintese dos compostos precursores 17 e 18 e do composto objeto de estudos
LQFM184 (20);
[ll. Caracterizagdo dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20) atravées de métodos
fisicos usuais:
* Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H Unidimensional
e 1H-13C Bidimensional;
» Espectroscopia de Absorgéo no Infravermelho;
» Espectrometria de Massas;
* Espectrofotometria de Absor¢ao no Ultravioleta;
* Espectroscopia de Fluorescéncia;
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IV. Avaliar o potencial redox dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20) através de
voltametria ciclica;
VI. Avaliar a degradacdo do composto LQFM184 (20) através de analise
térmica termogravimétrica (TG);
VII. Estimar o FPUVB de uma solucéo contendo o composto LQFM184 (20) a
partir do método espectrofotométrico in vitro proposto por Mansur e colaboradores;
VIII. Avaliar o perfil toxicoldgico in vitro do composto LQFM184 (20) através dos
ensaios:
e Avaliacao do potencial de irritacdo ocular através do ensaio de STE;
e Avaliacdo da citotoxicidade basal in vitro para estimar DLso através do

método de captacao do corante vermelho neutro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e Solventes

Os solventes e reagentes utilizados foram: hexano (CsHi14), acetato de etila
(AcOEt), cloroformio (CHCI3), acetona ((CH3)2CO), acetonitrila (CH3CN), alcool
etilico 95% (EtOH), alcool metilico (MeOH) e tolueno (C7Hs), todos grau P.A.; acetato
de cobre (Il) [Cu(OAc)2.H20], bicarbonato de sodio (NaHCOs), carbonato de sodio
(Na2CO0:s), cloreto de sodio (NaCl), &cido acético glacial (CHsCOOH), acido cloridrico
(HCI) e dimetilformamida (DMF), todos da marca Vetec Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil;
morfolina (C4H11N), cloreto cianurico (2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina) (C3ClsNs), brometo
de potassio (KBr), malononitrila (CsH2N2) todos da marca Acros Organics;
cloroformio deuterado (CDCIls) e dimetilsulfoxido (DMSO), ambos da marca
Cambridge Isotope Laboratories Inc (CIL); vanilina da Merck Company. Cloreto de
Benzalcénio, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), HEPES (acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazina-etanossulfénico), penicilina G, tripsina/EDTA
(0.025%:0.02%, p/v), todos da marca Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. Soro
bovino fetal, Células de proliferacdo ELISA, BrdU (colorimétrico) e kits Quantikine®
ELISA human IL-18 BPa foram obtidos de Invitrogen, Life Technologies, Roche
Applied Science e R&D Systems, respectivamente. Pen Strep® da Gibco, EUA.

A acidificacdo e neutralizacdo, quando necessarias, foram efetuadas através
do emprego de solucdo de HCI 10% (v/v) e solucdo de NaHCOs 10% (p/v). A
neutralizagcéo foi monitorada com papel pHmetro da marca Merck Company.

Quando necessario a vidraria foi seca em estufa a temperatura de 100°C, pelo

periodo de 2 horas.
4.2 Planejamento Estrutural do Composto LQFM184 (20)

O projeto de um filtro solar eficiente, de amplo espectro de acdo e com peso
molecular acima de 500 Da foi baseado tanto na semelhanca estrutural quanto na
acao quimica de derivados triazinicos (10, 11 e 13), cinamicos (4) e do LQFM048
(14). No ambito de uma linha de pesquisa que visa o planejamento, a sintese, a
caracterizacdo estrutural e a avaliacao toxicolégica de compostos inovadores com
perfil fotoprotetor, foi proposto o planejamento um novo composto candidato a
protétipo absorvedor de radiacdo ultravioleta LQFM184 (20), originalmente

desenhado através de estratégia de modificacao racional, ou seja, de bioisosterismo
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de anéis (PATANI; LAVOIE, 1996) entre o nucleo triazinico (2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina (19)) (A), também chamado de cloreto ciandrico presente no protétipo
LQFMO048 (14) (VINHAL et al., 2016) e o derivado arilacrilamidico (B) — (E)-2-ciano-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida (18), cuja sintese foi realizada através de

abordagens de quimica verde (Figura 19).

Figura 19 — Bioisosterismo de anéis entre os compostos LQFM048 (14) (A) e (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)acrilamida (18) (B).
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A 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (19) € comumente empregada na sintese de
compostos heterociclicos, em especial os fotoprotetores (CIBA, 2001), devido a
elevada reatividade dos atomos de cloro em relagdo aos nucleofilos, além de ser um
reagente de baixo custo comercial (BLOTNY, 2006; REIS et al., 2013).

Desta forma, o (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida (18) substituiu
os trés atomos de cloro presentes no anel triazinico para formar o composto
LQFM184 (20). O composto 18 foi escolhido para este trabalho devido sua
semelhanca estrutural com compostos da classe dos cinamatos (4), visto a
comprovada importancia deste grupo na absor¢cdo do UV (NASCIMENTO et al.,
2014). Além disso, possui grupos cromoforos com acéo fotoprotetora contra a UVA,

semelhante ao composto comercial (E)-etil 2-ciano-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilato
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patenteado pela Companhia Merck em 2007 (CHAUDHURI, 2007) e também
estudado por Vinhal e colaboradores (2016).

Para analise comparativa das caracteristicas fotoprotetoras esperadas para o
candidato a prototipo LQFM184 (20) utilizou-se dados dos compostos comerciais
para-metoxinamato de octila (4), Tinosorb® M (10), Tinosorb® S (11) e Uvinul T150®

(13) recolhidos da literatura.
4.3 Metodologia Sintética

4.3.1 Sintese do Composto 2-(4-Hidroxi-3-Metoxibenzilideno)Malononitrila (17)
(GOMES et al., 2011)

Em um Bécker de 50 mL foram adicionados 3,28 mmol de vanilina (15), 3,28
mmol de malononitrila (16), 5,0 mL de agua destilada e 1 gota de morfolina. A
suspensdao foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Ao término
o precipitado foi filtrado a vacuo e o produto obtido foi mantido em dessecador para
a retirada da umidade (Figura 20).

Figura 20 — Reacgédo de obtencdo do composto 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila (17).

-

o}

Morfolina
N NC\/CN
H,O
HO 2
(16) t.a.

o 1h

.

(15)

Foram obtidos 0,185 g (92 %) de 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila
(17) (C11HsN202), como um p6 amarelo; P.M. = 200,19; P.F. = 131°C; R.f. = 0,9 em
CH2Cl2:MeOH (95:5 v/v) e 0,6 em hexano:AcOEt (70:30 v/v).

RMN 1H (500,13 MHz) CDCIs/TMS (3): 8,27 (1H, s, H-3); 7,63 (1H, d, J = 2,05
Hz, H-2"); 7,50 (1H, dd, J = 2,05 e 8,35 Hz, H-6’); 6,98 (1H, d, J = 8,35 Hz, H-5’); 3,80
(3H, s, OCHz3).

HSQC e HMBC (125,76 MHz) CDCIs/TMS (8): 115,5(1C, C-1); 148,4 (1C, C-2);
160,8 (1C, C-3); 113,3(1C, C-4); 55,6 (1C, CHgs); 154,1 (1C, C-1"); 113,6 (1C, C-2’);
148,2 (1C, C-3%); 123,5 (1C, C-4’); 116,1 (1C, C-5’); 127,8 (1C, C-6)).

IV max. (KBr) cm™: 3400 - 3300 (v OH); 2951 (v CHz); 2236 (v CN); 2220 (v CN).
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EM: [(M - Hy, m/z = 199.05122].

4.3.2 Sintese do Composto (E)-2-Ciano-3-(4-Hidroxi-3-Metoxifenil)Acrilamida
(18) (XIN et al., 2013)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 1 mmol de 2-(4-
hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila (17), 0,1 mmol de Cu(OAc)2 . H20, 0,2 mL
de agua destilada e 10 mL de CH3COOH. A temperatura foi gradualmente elevada
até 80°C e a mistura reacional foi mantida sob refluxo por 7 horas. A mistura foi
tratada com solucéo saturada de NaCl e o precipitado formado foi filtrado em bomba
a vacuo (Figura 21).

Figura 21 — Reacdo de obtencdo do composto (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida
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Foram  obtidos 0,202 g (93%) de (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilamida (18) (C11H10N203), como um p6 amarelo esverdeado; P.M. =
218,2; P.F. = 205°C; R.f. = 0,5 em CH2Cl2:MeOH (95:5 v/v) e 0,1 em hexano:AcOEt
(70:30 v/v).

RMN H (500,13 MHz) CDCIs/TMS (d): 8,05 (1H, s, H-3); 7,66 (1H, d, J = 2,06
Hz, H-2"); 7,45 (1H, dd, J = 2,06 e 8,31 Hz, H-6’); 6,93 (1H, d, J = 8,31 Hz, H-5’); 3,80
(3H, s, OCHz3).

HSQC e HMBC (125,76 MHz) CDCIs/TMS (8): 163,8 (1C, C-1); 113,6 (1C, C-
2); 151,0 (1C, C-3); 117,6 (1C, C-4); 55,8 (1C, CHs3); 126,1 (1C, C-1’); 113,4 (1C, C-
2’); 151,7 (1C, C-3); 148,3 (1C, C-4’); 116,5 (1C, C-5'); 126,3 (1C, C-6’).

IV méx. (KBr) cm: 3474 (v NH); 3465 (v NH); 3400 - 3300 (v OH); 2211 (v CN);
1683 (v C=0).

EM: [(M - H), m/z=217.06177].
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4.3.3 Sintese do Composto 2,4,6-Tris((E)-2-Ciano-3-(4-Hidroxi-3-
Metoxifenil)Acrilamida)-1,3,5-Triazina - LQFM184 (20) (MENICAGLI et al., 2004;
DUAN et al, 2011)

Em um baldo contendo uma mistura de 3,5 mmol de (E)-etil 2-ciano-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)acrilato (18), 3,5 mmol de Na2COs e 5,0 mL de acetonitrila,
ambos sob agitacdo, foi adicionado solu¢cdo de 1,0 mmol de 2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina (19) em 5,0 mL de acetonitrila. A temperatura foi gradualmente elevada até
80°C e a mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo por 24 horas. O
solvente foi removido a pressdo reduzida, a mistura foi solubilizada em DMF
procedendo-se a recristalizacdo em solucdo aquosa acidificada com CH3COOH
(Figura 22).

Figura 22 - Reacdo de obtencdo do composto 2,4,6-tris((E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilamida)-1,3,5-triazina - LQFM184 (20).
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Foram obtidos 0,450 g (62%) de 2,4,6-tris((E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilamida)-1,3,5-triazina - LQFM184 (20) - (C3sH27N9Og), como um pé
branco amarelado; P.M. = 729,65; P.F. = 147°C; R.f. = 0,2 em CH2Cl2:MeOH (95:5
v/v) e 0,1 em hexano:AcOEt (70:30 v/v).

RMN *H (500,13 MHz) CDCI3/TMS (3): 8,20 (1H, s, H-3); 7,70 (1H, d, J = 1,68
Hz, H-2"); 7,60 (1H, dd, J = 1,68 e 8,34 Hz, H-6’); 7,40 (1H, d, J = 8,34 Hz, H-5’); 3,80
(3H, s, OCHs3).
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HSQC e HMBC (125,76 MHz) CDCIs/TMS (8): 162,5 (1C, C-1); 107,0(1C, C-2);
150,0 (1C, C-3); 116,4 (1C, C-4); 56,0 (1C, CHs3); 123,2 (1C, C-1’); 114,3 (1C, C-2’);
150,7 (1C, C-3’); 142,5 (1C, C-4’); 131,2 (1C, C-5); 123,0 (1C, C-6’); 172,8 (1C, C-
17).

IV max. (KBr) cm™: 3290 (v NH); 3275 (v NH); 2937 (v CH3); 2218 (v CN); 1692
(v C=0).

EM: [(M + H)*, m/z = 730.20082].

4.4 Experimental
4.4.1 Métodos Cromatograficos

Para o monitoramento das reacdes utilizou-se cromatografia em camada
delgada (CCD) com placas cromatograficas de aluminio da marca Whatman® AL SIL
G/UV fluorescente em ultravioleta no comprimento de onda 254 (UV2s4), 0,2 mm de
espessura empregando-se como fase movel CH2Cl:MeOH (955 viv) e
hexano:AcOEt (70:30 v/v). As visualizacdes em cromatografia de camada delgada

foram realizadas em lampada de ultravioleta 254 e 365 nm.
4.4.2 Medidas do Ponto de Fuséao

Os pontos de fusado foram determinados em aparelho Gehaka Modelo PF1500,
no Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da Faculdade de Farmacia -
UFG.

4.4.3 Métodos Espectroscopicos

4.43.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Unidimensional e *H-13C Bidimensional

Os compostos sintetizados foram caracterizados através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Para isso, espectros de RMN de H
Unidimensional e 'H-13C Bidimensionais (HSQC e HMBC) foram obtidos no
Laboratério de RMN do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias
(IQ/UFG) em espectrdmetro BRUKER — AVANCE Il 500 de 11.75 Tesla, operando

a 500,13 MHz (frequéncia do hidrogénio) e equipado com 0s seguintes acessorios:

e Sonda multinuclear para tubo de 5 mm de diametro com deteccéo inversa e

gradiente de campo no eixo z;
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e Sonda multinuclear para tubo de 5 mm de diametro com deteccao direta e
gradiente de campo no eixo z;

e Unidade de temperatura variavel.

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm. Na aquisi¢cao destes
espectros foram utilizados CDCIs e Tetrametilsilano (TMS). Utilizou-se como
referéncia interna o sinal do TMS. Os espectros foram tabulados na ordem dos
nameros de nucleos, mutiplicidade (s, simpleto; d, dupleto; dd, duplo dupleto; q,
guarteto; t, tripleto) e a constante de acoplamento (J) em Hz.

4.4.3.2 Espectroscopia de Absorcédo no Infravermelho

Os espectros de absor¢cdo no infravermelho foram obtidos na Central Analitica
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (CA/IQ/UFG) no
espectrometro de infravermelho, Perkin-Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-FIR
Spectrometer, com as frequéncias de absorcdo expressas em cm™t. As amostras

foram preparadas em pastilhas de brometo de potéssio (KBr).
4.4.3.3 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas (EM) foram adquiridos no Laboratério de
Caracterizacao do Petréleo (LabPetro) da Universidade Federal do Espirito Santo
(LabPetro - UFES) em equipamento FT-ICR MS BRUKER 9,4T, operando no modo
de ionizacdo por eletrospray (ESI). Os dados foram processados em um software
Compass SolariX Control 1.5.0 103 (28 fev de 2011) Bruker Daltonics, Breker,
Alemanha, Data analysis 4.0 SP 4.

A taxa de aquisicdo do aparelho foi ajustada para a obtengéo de uma varredura
por segundo com intervalos de 0,4 s. Os dados obtidos foram expressos de 90 a
1000 ions baseado em sua razdo massa/carga (m/z) em potencial elétrico negativo.
Os parametros utilizados no espectrometro de massas foram: injecdo do gas de
nebulizacdo do qual foi configurada para 500 L/h até a temperatura de 140°C; o fluxo
de gas foi definido para 50 L/h; e a temperatura da fonte foi configurada para atingir
100°C. A tenséo capilar e a tensdo do fluxo foram definidas para 4.500 V e 25V,
respectivamente.

As analises foram adquiridas utilizando Iso Spray Voltage e padrao interno para
garantir precisdo na obtencdo da massa. As solu¢gbes amostra foram preparadas:

5,0 mg da amostra foi dissolvida em 10 mL de tolueno. Um volume de 0,5 mL desta
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solucéo foi transferido para um vial de 1,0 mL de metanol contendo 0,2% de hidroxido
de amobnia para analises no modo negativo. As andlises foram realizadas por infuséo
direta em um fluxo de 5,0 uL/min., sendo que dois tipos de ionizacéo foram utilizados:

modo positivo [M + H]*, [M + Na]* ou modo negativo [M - HJ.
4.4.3.4 Espectrofotometria de Absorg&o no Ultravioleta

Para calculo dos parametros comprimento de onda maximo (imax) € coeficiente
de absortividade molar (¢) mediu-se a absorbancia em triplicata de uma solugéo do
composto LQFM184 (20).

Para a construcéo da curva de calibracdo (Absorbéancia x Concentracao) foram
preparadas solu¢des nas concentracdes de 12,5, 25, 50, 75, 100 e 200 puM contendo
0 composto objeto de estudos LQFM184 (20) utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) P.A.
como solvente (ISAAC et al., 2005; SHAATH, 2007).

Solucdes dos compostos 17 e 18, foram preparadas sob as mesmas condicfes
e solubilizadas em cloroformio P.A. e DMSO, respectivamente. As leituras foram
realizadas em triplicata na faixa do UV de 250 a 450 nm e os comprimentos de onda
maximos (imax.) foram obtidos no Laboratorio de Fotofisica do Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Goias (IF/UFG) em espectrofotbmetro UV-Vis U-2900
Spectrophotometer on COM1 — Hitachi, com cubeta de quartzo de 2,0 mm x 10 mm
(ISAAC et al.,, 2005). Foram construidas curvas espectrais das solucdes dos
compostos 17 e 18 para efeito comparativo a curva do composto LQFM184 (20).

O coeficiente de absortividade molar (g) foi calculado conforme Equacéao 8:

. Abs,
bxc

€ Equacéo 8

Sendo ¢ — coeficiente de absortividade molar (M1 cm™?) caracteristico do filtro UV;
Abs; - absorbancia no imax.; b — distancia percorrida pelo feixe de radiacdo através

da amostra (cm); ¢ — concentragéo do filtro UV na solug&o (mol/L).
4.4.3.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

A partir das solucdes preparadas para os ensaios de espectrofotometria no UV
puderam-se realizar as leituras espectrofotométricas de fluorescéncia. Estas foram
realizadas no Laboratorio de Fotofisica do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Goias (IF/UFG) em Fluorimetro FL solutions F-7000 FL

44



Spectrophotometer on USB — Hitachi. Utilizou-se cubeta de quartzo de 2,0 mm x 10
mm e os solventes foram cloroférmio P.A. para o composto 17 e DMSO para os
compostos 18 e LQFM184 (20). As leituras foram realizadas em triplicata sendo os
compostos excitados na faixa de absorcdo conforme o comportamento de cada um
no UV.

4.4.4 Avaliacdo do Potencial Redox por Voltametria Ciclica

Para as medidas voltamétricas foram usados trés eletrodos: (i) de trabalho,
sendo eletrodos de pasta de carbono modificados (EPC) com as amostras dos
compostos 17, 18 e LQFM184 (20) (60 mg grafite, 5 mg da amostra e 20 mg de 6leo
mineral), em cuja superficie ocorrem processos redox envolvendo os constituintes
do analito; (ii) de referéncia de calomelano (ECS), cujo potencial € mantido, a medida
gue o potencial aplicado sobre o eletrodo de trabalho varia; (iii) e o eletrodo auxiliar
de espiral de platina, o qual, sendo um material condutor, possibilita que o fluxo da
carga ao longo do tempo seja apenas entre este eletrodo e o de trabalho. Isto
contribui para que o potencial do eletrodo de referéncia se mantenha constante,
evitando a ocorréncia de processos com os constituintes do eletrodo de referéncia.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em
Potenciostato/Galvanostato JAUTOLAB Type IllI® da Eco-Chemie (Holanda)
acoplado ao software GPES versao 4.9 para aquisi¢do de dados; conectado a uma
célula eletroquimica com sistema de trés eletrodos pertencente ao Laboratério de
Analises Farmacéuticas e Ambientais da Faculdade de Farmécia (LAFAM/UFG).

As medidas eletroquimicas foram feitas através de voltametria ciclica,
utilizando-se como eletrélito suporte solugdo tampédo fosfato 0,1 M, pH 5,0;
velocidade de varredura 50 mV s; faixa de varredura de -0,25 a 1,25 V.

Para ajuste do pH da solucdo tampéao fosfato utilizou-se pHmetro da marca

Logen modelo LSPHS 25CW com eletrodo de vidro universal da marca Eltex.
4.4.5 Avaliacdo da Degradacdo por Analise Térmica Termogravimeétrica

Para a avaliacdo da estabilidade térmica, por volta de 1,0 a 5,0 mg de amostra
do composto LQFM184 (20) em cadinho de alumina, foi submetido a atmosfera de
ar sintético em fluxo de 50 mL/min., em aparelho Shimadzu com detector DTG-60 H
pertencente a Central Analitica do Instituto de Quimica — UFG. Seguiu-se uma rampa

de aquecimento que iniciou em 5°C e variou de 5°C/min. até 700°C em ar sintético
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de forma a tentar reproduzir o aquecimento que o composto LQFM184 (20) sofreria
no uso cotidiano ou na producao industrial.

Esta rampa apresenta trés ciclos de aquecimento e resfriamento, para tal
reproduzir uma exposicao prolongada. Ao passo que cada um dos ciclos cobre um
periodo de aproximadamente 7 horas, considerando intervalos de extrema incidéncia
de radiacao solar.

A partir da obtencdo da rampa térmica proposta, construiu-se o grafico
termogravimétrico (TG) ao qual podem ser analisadas alteracdes fisicas ou quimicas
sofridas pelo composto LQFM184 (20) em funcdo da temperatura e do tempo
(IONASHIRO, 1999).

4.4.6 Determinacdo do FPUVB através do método espectrofotométrico in vitro

proposto por Mansur e colaboradores

Para a determinagcéo do FPUVB do fotoprotetor aqui proposto LQFM184 (20),
utilizou-se o método in vitro espectrofotomeétrico desenvolvido por Mansur (MANSUR
et al., 1986) e utilizado por outros autores (GARCIA; SANTOS, 1990; BARTH, 2000;
RIBEIRO, 2004).

Pesou-se 10,0 mg do composto LQFM184 (20) do qual foi transferido
guantitativamente para baldo volumétrico de 10,0 mL, contendo cerca de 5,0 mL de
DMSO P.A. (ISAAC et al., 2005); solubilizou-se e completou-se o volume com o
mesmo solvente. Transferiu-se uma aliquota de 0,01 mL para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completou-se o volume com o0 mesmo solvente. A concentragao final obtida
foi de 1,3 x 10° M, que é a concentracdo padronizada para o calculo do FPS. A
solugcéo padrdo para-metoxicinamato de octila (4) foi preparada sob as mesmas
condicdes.

A analise foi realizada em triplicata e as absorbancias das solu¢des da amostra
LQFM184 (20) e do padrdao para-metoxicinamato de octila (4) foram obtidas no
Laboratorio de Fotofisica do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias
(IF/UFG) em espectrofotometro UV-Vis U-2900 Spectrophotometer on COM1 —
Hitachi, com cubeta de quartzo de 2,0 mm x 10 mm, usando DMSO P.A. como
branco, com intervalos de leitura de 5,0 nm (ISAAC et al., 2005) e o espectro foi
registrado na faixa entre 250 a 400 nm (RIBEIRO, 2004).
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O FPS médio foi calculado através da Equacao 5 (Célculo do FPS segundo
MANSUR et al., 1986). Os valores de E, x I, sdo constantes e estdo dispostos na
Tabela 6 (SAYRE et al.,1979). Construiu-se curva ponderal do valor relativo da
absorcdo versus comprimento de onda para 0 composto padrdo para-
metoxicinamato de octila (4) (MANSUR et al., 1986).

4.4.7 Determinacgao do perfil toxicolégico in vitro
4.4.7.1 Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular do através do ensaio de STE

A avaliacdo do potencial de irritagdo ocular do composto LQFM184 (20) foi
realizada no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Celular — LFTC da
Faculdade de Farmacia — UFG, utilizando o ensaio Short Time Exposure (STE),
conforme o guia Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)
n° 491 (OECD, 2015).

O ensaio de citotoxicidade STE avalia a viabilidade de células de cérnea de
coelho SIRC apds 5 minutos de exposicdo ao composto-teste, para identificar e
classificar compostos quimicos que induzem lesdes oculares graves ou irritacdo
ocular conforme sistema de classificacdo da United Nations Globally Harmonized
System for Classification (UM GHS) (OECD, 2015).

No presente estudo, as células SIRC, obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (RJ, Brasil), foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor, glutamina
(2 mM), HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanossulfénico) (4,5 mM),
bicarbonato de sddio (170 mM) e penicilina G (100 U/mL) em estufa de cultura celular
(37°C, 5% de CO2 e 90% de umidade). Para a remocéo das células dos frascos de
cultivo celular, utilizou-se solucao de tripsina/ EDTA (0,025%:0,02%, p/v).

No ensaio STE, as células SIRC (3,0 x 102 células/poco) foram semeadas em
placas de microtitulagcdo de 96 pocos e incubadas por cinco dias. Em seguida, as
células foram expostas por 5 minutos a concentracdes de 5,0 e 0,05% (p/p) de
solugdes dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20) (200 pL/pogo). Em paralelo, grupos
de células tambéem foram incubados com cloreto de benzalconio (controle positivo),
solucéo-veiculo do controle positivo (salina tamponada com fosfato - PBS) ou
solucdo-veiculo dos compostos-teste (5,0% de DMSO em PBS). Posteriormente,
cada poco foi lavado duas vezes com 200 pL de tampéo PBS seguido pela adicéo
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de 200 pL de solucéo de sal de tetrazélio [brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazélio — MTT] (0,5 mg/mL em meio de cultura). Apos duas horas, os cristais
de formazana formados foram extraidos pela adicdo de DMSO (200 pL/poco) e a
absorbancia medida a 560 nm utilizando espectrofotbmetro Thermo Scientific
Multiskan® Spectrum (MA, EUA). Os valores de densidade Optica obtidos para cada
composto-teste foram usados para calcular a viabilidade celular relativa ao controle
negativo, considerado como 100% de viabilidade celular.

O potencial de irritacdo ocular foi classificado de acordo com a viabilidade

celular de cada composto, conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Modelo de predico de irritagéo ocular pelo ensaio STE conforme OECD 491.

Viabilidade Celular

Classificacdo UN GHS

5% 0,05%
>70% > 70% Sem categoria
<70% >70% Nenhuma predi¢éo pode ser feita
<70% <70% Categoria 1

Fonte: Adaptado de OECD, 2015.

4.4.7.2 Avaliacédo da citotoxicidade basal in vitro para estimar DLso através do

método de captacdo do corante vermelho neutro

A avaliacao da citotoxicidade com células 3T3 para estimar a dose letal aguda
50% (DLso) do composto LQFM184 (20) foi realizada no Laboratério de Farmacologia
e Toxicologia Celular — LFTC da Faculdade de Farméacia — UFG, utilizando o método
de captacao do corante vermelho neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de
fenazina), conforme o The Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM), 2006.

O ensaio de citotoxicidade basal in vitro utilizando o método de captacao do
corante vermelho neutro avalia a viabilidade de células 3T3 apés 3 horas de
exposicao a diferentes concentracdes do composto-teste. O procedimento baseia-
se na capacidade das células viaveis de se incorporar e ligar ao corante vermelho
neutro, uma vez que a morte celular ou inibi¢do do crescimento das células diminui
a quantidade de vermelho neutro retido pela cultura de 3T3 (ICCVAM, 2006).

Neste estudo foram utilizados a linhagem de fibroblastos de camundongos
Balb/c 3T3-A31 (ICCVAM,2006) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro

(BCRJ, RJ, Brasil). Foram cultivados dentro de garrafas plasticas (75 cm?) em meio
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DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB) e solucéo de antibiético Pen Strep® (100 UI/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina) em estufa de cultura celular (5% CO2, 37°C, 90% de
umidade). A manutencdo das células foi realizada através de repiques periodicos
(trés vezes por semana) e para a remocao das células das garrafas de cultivo
utilizou-se solucdo de tripsina/EDTA (0.025%:0.02%, p/v) diluida em salina
tamponada de fosfato (phosphate buffered saline - PBS) (1:1) quando a confluéncia
celular atingiu cerca de 70-80%. Posteriormente, a viabilidade celular foi avaliada
utilizando o contador celular automatico TC20™ (Bio-Rad, CA, EUA) para realizacdo
dos ensaios, os quais foram conduzidos se a viabilidade era superior a 90%.

As células 3T3 (3 x 102 células/poco) foram semeadas em microplacas de 96
pocos e incubadas por 24 h em estufa celular. Posteriormente, o meio foi removido
e as células foram tratadas com 8 diferentes concentracdes da LQFM184 (20) (1,6-
200 pg/mL), diluidas em meio completo, por 48 h. Grupos de células controle (apenas
meio de cultura) e veiculo do composto LQFM184 (20) (0,12% de DMSO em DMEM)
foram incluidos assim como grupos brancos sem células (meio de cultura ou
LQFM184 (20) diluido em meio de cultura) Figura 23.
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Figura 23 — Microplaca de 96 pocos semeada com células 3T3 para o teste de citotoxicidade in vitro
do LQFM184 (20) nas concentra¢des de 1,6; 3,1; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL. O LQFM184
(20) foi solubilizado totalmente em DMSO e as dilui¢des foram feitas em DMEM suplementado com
10% de SFB. DMSO 0,12% (veiculo) também foi exposto as células do controle.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Meio Meio Branco Branco Branco Branco Branco Branco Branco Branco |Branco |Meio

B Meio | Controle [ 1,6 uyg/mL |3,1pg/mL 6,25 pg/mL{12,5 pg/mL| 25 pg/mL | 50 pg/mL |100 pg/mL|200 pg/mL | Veiculo | Meio

C Meio | Controle [ 1,6 uyg/mL |3,1ug/mL |6,25 pg/mL{12,5 pg/mL| 25 pg/mL | 50 pg/mL |100 ug/mL|200 pg/mL | Veiculo | Meio

D Meio | Controle [ 1,6 uyg/mL |3,1pg/mL |6,25 pg/mL{12,5 pg/mL| 25 pg/mL | 50 pg/mL |100 ug/mL|200 pg/mL | Veiculo | Meio

E Meio |Controle [1,6 ug/mL |3,1pg/mL 6,25 ug/mL{12,5 ug/mL| 25 ug/mL | 50 ug/mL |100 pg/mL|200 pug/mL| Veiculo | Meio

E Meio | Controle [1,6 ug/mL |3,1pug/mL (6,25 ug/mL{12,5 pg/mL{ 25 ug/mL | 50 ug/mL |100 pug/mL|200 pug/mL| Veiculo | Meio

G Meio | Controle [1,6 ug/mL |3,1pug/mL (6,25 pug/mL{12,5 pg/mL{ 25 ug/mL | 50 ug/mL |100 pug/mL|200 pug/mL| Veiculo | Meio

H Meio | Controle [ 1,6 ug/mL |3,1pug/mL (6,25 ug/mL{12,5 pg/mL| 25 ug/mL | 50 ug/mL |100 pug/mL|200 pug/mL| Veiculo | Meio

| Meio | Controle [ 1,6 ug/mL |3,1ug/mL 6,25 pg/mL{12,5 pg/mL| 25 pug/mL | 50 pg/mL |100 ug/mL|200 pg/mL | Veiculo | Meio

J Meio Meio Branco Branco Branco Branco Branco Branco Branco Branco |Branco |Meio

Ao término do tempo de incubacao de 48 h, a placa foi lavada duas vezes com
PBS (100 pL/poco) e a solucédo de corante vermelho neutro em DMEM (25 pg/mL)
foi adicionada em cada poc¢o (200 pL/poco). Apds 3 h de incubacgéo, o sobrenadante
foi descartado, a placa lavada novamente com PBS e a solugéo de fixagao (100
pL/poco) (1% acido acético glacial:50% etanol:49% agua ultrapura) foi adicionada
em cada poco. A placa foi agitada mecanicamente por 20 minutos e a absorbancia
medida a 545 nm em espectrofotdmetro Multiskan Spectrum Thermo Scientific®, MA,
EUA. A viabilidade celular para cada concentracdo de LQFM184 (20) foi obtida

conforme a Equacéo 8:

Grupo Tratado — Branco

Viabilidade Celular (%) = 100

Grupo Controle — Branco) x

Equacéo 8

A partir dos valores de viabilidade celular, a concentracdo que promoveu
inibicdo do crescimento celular em 50% das células tratadas quando comparado as
células controle ndo tratadas (Clso) foi determinada e utilizada para estimar a dose
letal mediana - DLso (mg/kg) a partir da Equacéo 9 (VIEIRA et al., 2011):

Log (DLsy) = 0,545 x log (Clgo) + 0,757

Equacéo 9
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Composto candidato a protétipo fotoprotetor organico - LQFM184 (20)

Como consequéncia de sua estrutura molecular, o derivado triazinico
LQFM184 (20) pode ser caracterizado como composto absorvedor da radiagao UV
na faixa da UVB e da UVA, assim como os fotoprotetores comerciais Tinosorb® M
(10) e Tinosorb® S (11). Isso se deve a presenca de cromoforos que aumentam (R-
O-R; -OCHs) e que diminuem (-CN; -R-CO-NH2) a densidade eletrénica do sistema
aromatico, constituindo um sistema conjugado de amplo espectro de absorcao da
radiacdo UV. Tal processo é identificado pela ocorréncia de transicdes eletrénicas
com fortes momentos bipolares, ambas polarizadas perpendicularmente uma a outra
(Figura 24).

Figura 24 — Estrutura molecular do composto candidato a protétipo fotoprotetor LQFM184 (20) com
indicacdo da polarizacdo das transicées com consequente absor¢éo na regido da UVA e UVB.
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Visando conseguir um composto que apresente amplo espectro de absorcao
no UV, além de peso molecular acima de 500 Da, foi introduzido o (E)-2-ciano-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida (18) em substituicdo aos trés grupos cloretos
presentes no anel triazinico para formar o composto LQFM184 (20), no qual

apresentou-se como composto de peso molecular de 729,65 Da, que de acordo com
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alguns autores dificulta a absorcéo percutanea (BOS; MEINARDI, 2000; TUCHINDA
et al., 2006; SHAATH, 2010).

De modo geral, o planejamento de um filtro solar organico eficiente LQFM184
(20), de amplo espectro e com peso molecular acima de 500 Da foi baseado na
semelhanca estrutural e na agdo quimica dos derivados triazinicos (10, 11 e 13),
cindmicos (4) e LQFMO048 (14). Este ultimo foi sintetizado e patenteado por Vinhal e

colaboradores (2016), e apresenta comprovadas caracteristicas fotoprotetoras.
5.2 Analise Retrossintética

Através da andlise retrossintética proposta por Warren e Wyatt (2008), ilustrada
na Figura 25, observa-se que o composto LQFM184 (20) pode ser obtido a partir de
trés desconexdes sucessivas C-0, a partir dos compostos 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina
(19) e (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida (18). Por sua vez, o composto
18, pode ser obtido de uma interconversédo de grupos funcionais (IGF) a partir do
composto 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila  (17). A obtencdo do
composto 17 ocorre através de uma desconexdo C-C, tendo como matérias de

partida vanilina (15) e malononitrila (16).

Figura 25 — Analise retrossintética de obtencao do composto LQFM184 (20).
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5.3 Propostas Mecanisticas
5.3.1 Composto 2-(4-Hidroxi-3-Metoxibenzilideno)Malononitrila (17)

O inicio da rota sintética se deu pela reacdo de condensacéo da vanilina (13)
com a malononitrila (16) em meio aquoso, catalisado por morfolina, a temperatura
ambiente e agitacao, levando a  obtencao de 2-(4-hidroxi-3-
metoxibenzilideno)malononitrila (17) apds uma hora, em rendimento de 92% (Figura
20) (GOMES et al., 2011).

O mecanismo da reacdo de Knoevenagel se da através de duas etapas
principais, sendo a primeira de adigdo e a segunda de eliminagdo, com sucessivas
etapas de transferéncia de protons (KNOEVENAGEL, 1894; SMITH; MARCH, 2001).
Usualmente, a reacado de Knoevenagel faz uso das modificacdes de Doebner, a qual
emprega piperidina como catalisador, piridina como solvente, durante seis horas, sob
temperatura de refluxo (DOEBNER, 1900). No entanto, recentemente em nosso
grupo, foi descrito a condensacéao de aldeidos aromaticos com cianoacetato de etila,
empregando morfolina como catalisador e agua como solvente, a temperatura
ambiente (GOMES et al., 2011). O efeito hidrofébico da agua induz a disperséo dos
compostos organicos em meio aquoso sob forma de micelas (BRESLOW, 1991).
Devido as interacfes de hidrogénio da agua, bem como da sua maior densidade em
relacdo aos compostos organicos, a mesma aumenta a pressdo do sistema,
comprimindo 0S compostos organicos presentes nas micelas uns contra os outros, 0
gue acaba por favorecer as reacdes intermoleculares (MENEGATTI, 2012). Neste
sentido, podemos concluir que o efeito da agua em reacfes organicas se da atraves
do aumento da presséo da reacdo, aumentando a velocidade da mesma.

Antes da etapa de adicao, o catalisador morfolina abstrai um préton metilénico
da malononitrila (16), levando a formacéao do intermediario carbanion (16a), que se
caracteriza por ser um melhor nucleéfilo, quando comparado a 16. Na sequéncia, 0
intermediario 16a se adiciona a subunidade carbonila da vanilina (15), levando a
formacao do intermediario de adicdo 16b, além da morfolina protonada. Na proxima
etapa, o intermediario alcoolato (16b) abstrai um dos protons da morfolina
protonada, levando a formacdo do intermediario alcool (16c) mais o catalisador
morfolina. Para a proxima etapa da reacado, duas possibilidades mecanistiscas para
a eliminagdo da subunidade hidroxila séo possiveis, ou seja, eliminacao por etapas

ou consertada. Na eliminacéo por etapas, ap0s a abstracdo do proton metilénico
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(16c) a morfolina protonada teria um dos seus prétons abstraidos pela subunidade
hidroxila, a qual seria eliminada durante a formacao da dupla ligagéo. Na eliminacéo
consertada, ao mesmo tempo em que o préton estaria sendo abstraido pela
morfolina, o solvente (H20) assistiria a eliminacéo do ion hidroxido, sendo este ultimo

0 mecanismo mais provavel devido ao meio de alta constante dielétrica (Figura 26).

Figura 26 — Mecanismo de formacdo do composto 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila
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Vale salientar que a rota sintética acima segue alguns principios de quimica verde

nao utilizar solventes organicos, bem como auséncia de aquecimento, além de

reagentes de fontes renovaveis, i.e. da vanilina 17 a qual € obtida a partir de fontes

naturais, uma vez que é extraida de uma espécie de orquidea chamada Vanilla planifolia
(BYTHROW, 2005).

5.3.2 Composto (E)-2-Ciano-3-(4-Hidroxi-3-Metoxifenil)Acrilamida (18)

A reacao de formacdo do composto 18 deu-se pela hidratacédo da 2-(4-hidroxi-

3-metoxibenzilideno)malononitrila (17) em meio contendo acido acético (CHsCOOH)

e acetato de cobre Il [Cu(OAc)2.H20], a temperatura de refluxo de 80°C, levando a
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obtencdo do produto com rendimento de 93% apds 7 horas de reacao (Figura 21)
(XIN et al., 2013).

O mecanismo da reacdo de hidratacdo de nitrilas ocorre, inicialmente, pela
formacao de um complexo A entre o Cu(OAc)2.H20 e 2% de agua em meio contendo
acido acético (Figura 27). A hidratacdo tem inicio a partir da coordenacao do 2-(4-
hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila (17) ao centro divalente do complexo A,
formando entZo o intermediario 17a (SHARROCK; MELNIK, 1985). Este processo
de coordenacdo ao centro divalente do complexo A é favorecido por ambos o0s
efeitos eletrbnicos e alostéricos apresentados pelos grupos metoxila presentes no
composto 17 (KUDER et al., 1977). Por conseguinte, o ataque nucleofilico da 4gua
ao carbono da nitrila do intermediario 17a favorece a formacéo do intermediario 17b.
Este por sua vez, um iminol, sofre tautomerizacdo, ou seja, os dois produtos
formados, a monoamida 18, ficam em equilibrio quimico dindmico apds a
regeneracao do complexo A (Figura 27).

Figura 27 — Mecanismo de formag&o do composto (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida
(18).
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5.3.3 Composto 2,4,6-Tris((E)-2-Ciano-3-(4-Hidroxi-3-Metoxifenil)Acrilamida)-
1,3,5-Triazina - LQFM184 (20)

A sintese do composto LQFM184 (20), se deu através da reacdo de
substituicdo nucleofilica aromatica, a partir da reacéo entre o intermediario 18 com o
composto 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (19) em meio contendo Na2COs e acetonitrila,
a temperatura de refluxo, levando a formacgéo do produto em 62% apos 24 horas de
reacao (Figura 22) (MENICAGLI et al., 2004).

Como pode ser observado na Figura 28, a formacao do produto LQFM184 (20)
ocorre através de uma etapa de adicdo seguida de uma etapa de eliminacéo,
permeada por sucessivas etapas de transferéncia de prétons. Inicialmente, ocorre a
abstracdo do proton fendlico (18) pela base carbonato, uma vez que o fenolato (18a)
€ melhor nucledfilo quando comparado ao fenol (18). O fenolato (18a), por sua vez,
se adiciona ao atomo de carbono sp? do composto triazinico (19), levando a
formacdo do intermediario de adicdo (19a). Na proxima etapa, o par de elétrons
sobre o0 atomo de nitrogénio restitui a aromaticidade do heterociclo triazinico através
da eliminacao do atomo de cloro, levando a obtencdo do composto objeto de estudo
LQFM184 (20) apos este processo ter ocorrido trés vezes consecutivas (MENICAGLI
et al., 2004; DUAN et al, 2011).

Figura 28 - Mecanismo de formacdo do composto 2,4,6-tris((E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilamida)-1,3,5-triazina - LQFM184 (20).
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Existe facilidade do deslocamento dos atomos de cloro presentes no cloreto
cianuarico (19) por varios nucledfilos, sendo que na presenca de um aceptor de
protons (K2COs ou Na2COs3), este reagente torna-se eficaz na preparacao de 1,3,5-
triazinas mono-, di- e tri-substituidas. Além disso, a substituicdo do cloro pode ser
controlada pela temperatura, no qual a monossubstituicdo do cloro ocorre abaixo ou
a 0°C, a dissubstituicdo a temperatura ambiente e a trissubstituicdo acima de 60°C
(BLOTNY, 2006). Desta forma, as condicdes, ideiais, relacionadas a sintese
organica do composto LQFM184 (20) foram semelhantes aos protocolos
preconizados para os fotoprotetores comerciais Tinosorb® M (10), Tinosorb® S (11)
e Ulvinul T150® (13) (CIBA, 2004).

5.4 Rota Sintética

De modo geral, a rota sintética € composta por trés reacées e mostrou-se
adequada, perfazendo rendimento global satisfatorio de 53%, sendo realizadas sob
0 ambito da quimica verde. Ressalta-se que néo foi realizada extracdo com solventes
organicos em nenhuma das etapas reacionais, pois ambos 0s compostos sofreram
recristalizacdo em meio aquoso, ao passo que na primeira etapa utiliza-se agua
como solvente, cujo rendimento é de 92% para o composto 17. A partir da segunda
reacao obteve-se o composto 18 com rendimento de 93%, seguida pela reacdo de
obtencdo do composto LQFM184 (20) com um rendimento de 62%, semelhante ao
apresentado na obtencdo dos ativos fotoprotetotes comerciais Tinosorb® M (10),
Tinosorb® S (11) e Ulvinul T150® (13) (CIBA, 2004), no qual foi obtido por

recristalizacdo em meio acido (Figura 29).
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Figura 29 — Rota sintética e rendimento global.
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A rota sintética do LQFM184 (20) apresenta relevancia significativa quanto a
auséncia de solventes aromaticos ou halogenados, sendo que estes solventes
apresentam residuos de dificil remocdo no produto final e sua utilizacdo é

inadequada em produtos de aplicacdo cosmética.

5.5 Caracterizacédo estrutural dos compostos sintetizados através de métodos

espectroscépicos

5.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H Unidimensional

e 1H 13C Bidimensional

A completa atribuicdo dos hidrogénios e carbonos para os compostos 17, 18 e
LQFM184 (20) se encontra na Tabela 10, assim como a sobreposi¢céo dos espectros
na Figura 30. A partir destes dados pode-se observar a concretizagcao reacional para
formacdo do composto 20 pela diferenca de deslocamentos entre os hidrogénios

atribuidos.
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Tabela 10 - Atribuicdo dos atomos de hidrogénios e carbonos para os compostos 17, 18 e LQFM184
(20), através de RMN H unidimensional e *H e 13C bidimensional.

n’ 14 BC
1 - 115,5
2 - 148,4
3 8,27 (1H, s) 160,8
4 -
5

113,3
3,80 (3H, s) 55,6
- 154,1

2’ 7,63 (1H, d, J = 2,05 Hz) 113,6
- 148,2

- 123,5
5 6,98 (1H, d, J = 8,35 Hz) 116,1
6 | 7,50 (1H,dd, J=2,05€ 8,35 Hz) | 127,8

1H 13C
- 163,8
- 113,6
8,05 (1H, s) 151,0
- 117,6

3,80 (3H, s) 55,8
- 126,1
7,66 (1H, d, J = 2,06 Hz) 113,4
- 151,7
- 148,3
6,93 (1H, d, J = 8,31 Hz) 116,5
7,45 (1H, dd, J= 2,06 e 8,31 Hz) | 126,3

QAR QN2 g W[N] P,

1H 13C
- 162,5
- 107,0
8,20 (1H, s) 150,0
- 116,4

3,80 (3H, s) 56,0
- 123,2
7,70 (1H, d, J = 1,68 Hz) 114,3
- 150,7
- 142,5
7,40 (1H, d, J = 8,34 Hz) 131,2
7,60 (1H,dd,J=1,68e 8,34 Hz) | 123,0
1” - 172,8

o

A
TKN%

[FaVaVaVal

/

n

1
2
3
4
5
1
2’
3’
4
5’
6’

Como ilustrado na Figura 30, para ambos os compostos 17, 18 e LQFM184
(20) o atomo de hidrogénio 3 é o que se apresenta mais desblindado, pois além de
ocupar a posi¢éo B em relagédo a subunidade carbonila a,p-insaturada, também se
encontra vizinho a fenila. Por ndo acoplar com outros atomos de hidrogénio, o
mesmo se apresenta como simpleto. Na sequéncia, o atomo de hidrogénio 2’ é o
mais desblindado devido ao efeito de anisotropia diamagnética, uma vez que se
encontra préximo a subunidade o,B-insaturada e metoxila, seguido dos hidrogénios
6'eb.
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Figura 30 - Sobreposicdo dos espectros de RMN de H unidimensional dos compostos 17, 18 e
LQFM184 (20), respectivamente.

: "Cémposto 15" 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.1\Daniela
: Scal 0.062
. -OCH,3
‘H3 : :
: H-2’§ e H-5" -
|y | A
: : aruker\To 1\Daniel
e : 4.00
L J ._JLJH___ JL_ i ~ . : A T G . .J-_. |
: . 5’55 : . : "Composto LOFM1BR* 1 1 C:\Bruk¢r\TopSpin3.1\Daniela
: 0
N/l\:r MHz
PNy
C|] \N 1 0 4
: : : LQFM184 (20)
: : eV o ]
ol ' : R L
I _'__JL_‘_,A/\JM L : i _.._,/"IKL..__, J L—&_J L —
T T - T - T T - T | T - T “T T T T T T T
8 6 4 2 [ppm]

Quando observamos a subunidade fenila, identificamos trés atomos de
hidrogénios aromaticos, que variam apenas quanto aos seus deslocamentos
guimicos, face aos diferentes ambientes quimicos, mas o padréo de multiplicidade é
igual para ambos. Neste sentido, o atomo de hidrogénio H-2’' se apresenta como
dupleto com J=2,05, 2,06 e 1,68 Hz, para 17, 18 e LQFM184 (20), respectivamente,
caracteristico de acoplamento meta com H-6'. Por sua vez, o H-5’' se apresenta como
dupleto com J = 8,35, 8,31 e 8,34 Hz, para ambos 17, 18 e LQFM184 (20),
caracteristico de acoplamento orto com H-6’. Por fim, o H-6’ se apresenta como um
duplo dupleto com J =2,05 e 8,35Hz; J=2,06 e 8,31 Hz, bem como J = 1,68 e 8,34
Hz, para 17, 18 e LQFM184 (20) respectivamente, caracteristico de acoplamento
meta e orto com H-2' e H-5'.

A Figura 30 apresenta forte indicio de formac¢édo do composto LQFM184 (20),
devido a presenca da hidroxila apenas nos compostos 17 e 18. Além disso, 0 atomo
de H-5 se encontra mais desblindado & = 7,40 quando comparado a0 mesmo
hidrogénio dos compostos 17 e 18, com & = 6,98 e 6,93, respectivamente. Este fato

pode ser explicado pela maior proximidade de H-5 ao sistema 1,3,5-triazinico
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presente apenas no composto LQFM184 (20), ao qual sofre o efeito de anisotropia
diamagnética.

Na regido do espectro dos hidrogénios alifaticos da posicdo 5 observamos o
simpleto relativo a metoxila, apresentando os mesmos valores de acoplamento para
ambos os compostos 17, 18 e LQFM184 (20) como ilustrado na Figura 30. Os
atomos de hidrogénio das metoxilas se apresentam como simpleto por ndo estarem
acoplando com outros atomos de hidrogénio.

Uma vez identificados os atomos de hidrogénios, procedeu-se entdo a
interpretacdo dos experimentos de correlagdo bidimensionais, inicialmente
caracterizando os acoplados a 1J com os atomos de hidrogénio, para os compostos
17, 18 e LQFM184 (20), através do experimento de Heteronuclear Single Quantum
Coherence (HSQC) (Tabela 10). Da mesma forma, os atomos de carbono acoplados
em longas distancias 23J aos atomos de hidrogénio foram atribuidos através de
experimentos de Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC). Dentre todas as
atribuicbes, o C-5" para o composto LQFM184 (20) foi o que apresentou diferenca
significativa no acoplamento, uma vez que os compostos 17 e 18 apresentaram
acoplamentos em 116,1 e 116,5, respectivamente; enquanto para 0 composto
LQFM184 (20) o mesmo apresentou acoplamento em 131,2. Este fato pode ser
justificado pela maior proximidade do C-5’ ao anel triazinico (Tabela 10).

A partir do experimento de 3C bidimensional para o composto LQFM184 (20)
foi possivel se confirmar a formacdo do mesmo, uma vez que o atomo de H-5
apresentou correlacdo 4J com o atomo de C-1" triazinico com 6 = 172,8, semelhante
ao observado em outros compostos ja publicados (MENICAGLI et al., 2004; KOC et
al., 2010; DUAN et al., 2011) (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de 13C do composto LQFM184 (20) com destaque para o carbono da posicdo
1” do anel triazinico.
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5.5.2 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho (V) € uma técnica de inestimavel
importancia na analise organica qualitativa, pois constitui um dos principais recursos
complementares para a identificagdo e elucidacdo estrutural de compostos
organicos. Os espectros de infravermelhos fornecem correlagdes entre as absorgdes
de estiramento e deformacédo em nimero de onda v (4000400 cm™) e os respectivos
e principais grupos funcionais ou ligacdes quimicas correspondentes. Além disso, a
comparacéo da regido de impresséo digital (1400 - 900 cm™) com o espectro de uma
amostra padrdo é de fundamental importancia para confirmar a identidade do
composto analisado (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991; LOPES; FASCIO,
2004). Cada tipo de ligacao tem sua propria frequéncia natural de vibracéo, desta
forma, tipos idénticos de ligacdo em diferentes compostos podem apresentar
padrdes de absorcao no infravermelho semelhantes, mas ndo exatamente iguais.
Por conseguinte, as absor¢des de cada tipo de ligacdo sdo encontradas apenas em

certas faixas do infravermelho vibracional (PAVIA et al., 2010).
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As principais frequéncias de absorcao no infravermelho para os compostos 17,
18 e LQFM184 (20) estéo dispostas na Tabela 11.

Tabela 11 - Principais frequéncias de absorcdo no infravermelho para os compostos 17, 18 e
LQFM184 (20).

n° Frequéncia (cm™)
v O-H aromético 3400 - 3300
v C-H aromatico Sobreposto ao OH
v C-H CHs 2951
v C-N Nitrila 2236 e 2220
pr Frequéncia (cm™)
v N-H Amida 3474
NH, v N-H Amida 3465
v O-H aromético 3400 - 3300
v C-H aromatico Sobreposto ao OH
v C-N Nitrila 2211
v C=0 Amida 1683
n’ Frequéncia (cm™)
v O-H aromético -
v C-H aromético -
NH, v N-H Amida 3290
v N-H Amida 3275
LQFM184 (20) vC-HCH, 2937
v C-N Nitrila 2218
v C=0 Amida 1692

Através da analise dos espectros de absorgéo no infravermelho, os compostos
17, 18 e LQFM184 (20) apresentaram frequéncias de estiramento muito proximas
em 2236/2220, 2211 e 2218 cm™!, respectivamente, relativas as subunidades nitrilas
(v CN). De acordo com a literatura, as amidas primarias apresentam frequéncias de
estiramento N-H na faixa de 3475 a 3150 cm™ (PAVIA et al., 2010), sendo assim, as
subunidades amidas (v NH2) para os compostos 18 e LQFM184 (20) apresentaram
frequéncias de estiramento em 3474/3465 e 3290/3275 cm™, respectivamente. Em

ambos, as subunidades v NH2 apresentaram duas bandas na regido N-H resultantes
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de vibracdes de estiramento assimétrica e simétrica, caracterizando-as como amidas
primérias. Devido ao efeito de conjugacdo, a subunidade amida do composto
LQFM184 (20) absorve a radiacdo em frequéncias mais baixas quando comparado
a frequéncia de absor¢cdo da mesma subunidade do composto 18. Para estes dois
compostos pode-se observar também bandas de absorcdo de alta intensidade em
1683 e 1692 cm relativas a subunidade carbonila (v C=0), respectivamente
(Figuras 18 e 19; Tabela 11).

No entanto, os compostos 17 e 18 apresentam frequéncias de estiramento na
faixa de 3400 - 3300 cm™, relativas a subunidade hidroxila (v OH) (Figuras 32 e 33).

Figura 32 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho para o composto 17.

HO!

o

0.0 ; ' ; o
3800.0 QH() 2000 1500 1000 450.0

bY

Na Figura 32 o pico relativo a subunidade v OH para o composto 17 se
apresenta como um pico largo e longo, caracterizando formacdo de ponte de
hidrogénio intermolecular, assim como o apresentado no espectro de absor¢céo do

composto 18 (Figura 33).
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Figura 33 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o composto 18.
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Todavia, tal subunidade v OH né&o esta presente no espectro de absorgcéo do

LQFM184 (20), uma vez que sao observadas nesta faixa apenas as duas bandas de

absorcao da subunidade amida, caracterizando a estrutura proposta (Figura 34).

Apesar do espectro de absorcéo no infravermelho apresentar outras frequéncias, as

mencionadas acima sao as mais relevantes.
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Figura 34 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o composto LQFM184 (20).
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5.5.3 Espectrometria de Massas

A partir das analises por espectrometria de massas através da técnica de
ionizagao por “electrospray” (ESI-EM) com analisador do tipo FT-ICR, para os
compostos 17, 18 e LQFM184 (20) foi possivel evidenciar, sem ambiguidade, se
tratar das estruturas idealizadas. Uma vez que seus picos de ions moleculares
encontram-se presentes nos espectros das Figuras 35, 36 e 37, assim como 0S
valores do modo negativo ([M - H]") para os compostos 17 e 18 e positivo ([M + H]*)
para o composto LQFM184 (20), respectivamente.

No espectro de massas do composto 15, presente na Figura 35, observamos
gue o pico do ion molecular [(M - H)", m/z =199,05122], cujo m/z tedrico € 200,05130,
coincide com o pico base do espectro. A partir da ionizacdo do composto,
observamos o ion molecular [(M - H), m/z = 199] referente a perda do atomo de
hidrogénio fendlico, cuja exatiddo de massa é igual a 0,42 ppm. As mesmas
caracteristicas podem ser observadas no espectro do composto 18, cujo pico do ion
molecular corresponde a [(M - H), m/z = 217,06177] com m/z tedrico igual a
218,06914 e exatiddo de massa de 0,45 ppm (Figura 36).
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Figura 35 — Espectro de massas do composto 17.
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Figura 36 — Espectro de massas do composto 18.
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No espectro de massas do composto LQFM184 (20) observamos que o pico do

ion molecular [(M + H)*, m/z = 730,20082] também coincide com o pico base, sendo

a m/z tedrico igual a 729,19317 (Figura 37). Devido ao seu peso molecular e maior
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estrutura quando comparado aos compostos 17 e 18, o espectro de massas para o
LQFM184 (20), cuja exatiddo de massa corresponde a 0,50 ppm, é habilitado como
metodologia complementar a formacao estrutural deste candidato a protétipo de

fotoprotetor.

Figura 37 — Espectro de massas do composto LQFM184 (20).
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5.5.4 Espectrofotometria de Absorg&o no Ultravioleta

Varios dados podem ser gerados a partir de espectros UV para auxiliar na
identificacéo e caracterizacdo de compostos quimicos presentes em fotoprotetores
(SHAATH, 2007; REZENDE et al., 2014).

Para avaliarmos o comportamento do composto LQFM184 (20) frente as
possibilidades de transi¢des eletrdnicas, realizamos leituras espectrais na regiao do
ultravioleta de 250 a 450 nm e, assim, procedemos ao calculo do coeficiente de
absortividade molar ().

Inicialmente foram analisados os espectros de ultravioleta dos compostos 2-(4-
hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitrila  (17) e  (E)-2-ciano-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilamida (18) para efeito comparativo ao composto LQFM184 (20). De
acordo com resultados obtidos, o composto 17 apresentou picos maximos de

absorcdo na faixa da UVA em 320 e 366 nm apos a realizacdo de varreduras de
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solugdes sob variadas concentrac¢des utilizando cloroférmio grau P.A. como solvente

(Figura 38). Na sequéncia, o0 composto 18 apresentou picos de absorgéo no UV em

256, 310 e 356 nm. Este que apresentou absorbancias relevantes apenas na faixa

da UVB e UVA, sendo que os picos em UVA apresentaram perfil espectral

semelhante ao composto 17 (Figura 39).

Figura 38 — Espectro de absorcéo no ultravioleta para o composto 17 com varreduras em variadas

concentraces utilizando cloroférmio como solvente.
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Figura 39 — Espectro de absor¢éo no ultravioleta para o composto 18 com varreduras em variadas

concentracdes utilizando DMSO como solvente.
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Por fim, foram realizadas as varreduras do espectro de ultravioleta para o
composto LQFM184 (20), no qual o mesmo apresentou dois picos de absorgéo

maxima, relevantes, em 298 e 334 nm do UV, como ilustrado na Figura 40.

Figura 40 — Espectro de absorcéo no ultravioleta para o composto LQFM184 (20) com varreduras em
variadas concentracfes utilizando DMSO como solvente.
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A partir dos resultados obtidos para o composto LQFM184 (20) podemos
considerar que 0 mesmo é uma otimizacao das propriedades fotoprotetoras, quando
comparado aos seus precursores, compostos 17 e 18, uma vez que absorve a
radiacdo UV nas faixa da UVB (Amax. = 298 nm) e da UVA (Amax. = 334 nm)
configurando-o como um absorvedor de amplo espectro. O pico apresentado em 254
nm nao é relevante para este trabalho, pois o mesmo esta presente na faixa da UVC
e esta radiacdo ndo atinge a superficie terrestre. Este composto apresenta
subunidades cromoéforas em sua estrutura que lhe confere perfil semelhante aqueles
presentes em filtros solares disponiveis no mercado, i.e., Tinosorb® S (11), cujos
maximos de absorcdo ocorrem em 310 e 343 nm (SHAATH, 2007); tal como o
composto LQFMO048 (14) desenvolvido por Vinhal e colaboradores (2016), que

apresenta picos maximos de absorbancia em 306 nm (UVB) e 344 nm (UVA I).
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Dando prosseguimento a investigacdo dos descritores de fotoprotecéo, foi
calculado o coeficiente de absortividade molar (¢) como ilustrado na Figura 41.
Foram utilizados os dados de absorbancia gerados a partir das varias concentracdes
de solucdes preparadas do composto LQFM184 (20), e estes foram exportados para

o software Origin 8.0 obtendo-se o grafico contido na Figura 41.

Figura 41 — Curva de calibracédo utilizada no calculo do coeficiente de absortividade molar (¢) para o
composto LQFM184 (20) utilizando DMSO como solvente.
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Frente aos dados estabelecidos para fotoprotetores ja comercializados como o
Tinosorb® M e Tinosorb® S, cujos valores de € correspondem a 26.600 Micm™? e
46.800 M*cm, respectivamente, (SHAATH, 2010), o coeficiente de absortividade
molar (g) igual a 37.900 M-cm* apresentado pelo LQFM184 (20) no Amax. SUgere que
este composto absorve intensamente a radiacéo UV. Visto que valores acima de 10*
sdo denominados absorcdes de alta intensidade, enquanto valores abaixo de 103
sédo absorgbes de baixa intensidade no espectro eletromagnético (PAVIA et al.,
2010).

A absortividade molar € uma propriedade do composto que passou por
transicOes eletronicas, ndo estando relacionada aos parametros variaveis envolvidos
na preparacao da solucédo. As dimensdes do sistema absorvente e probabilidade de
a transicao eletronica ocorrer séo os fatores que controlam a absortividade, que vai

de 0 a 10°. Para uma mesma espessura do absorvedor (caminho éptico), quanto
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maior o valor de € maior serd a taxa de absorcao observada e mais sensivel o método
espectrofotométrico (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991; SHAATH, 2007).
Assim sendo, a absortividade molar, depende da substancia, do comprimento de
onda utilizado, da temperatura e do solvente. Esta e outras caracteristicas
apresentadas acima colocam a triazina LQFM184 (20) como promissor candidato a
fotoprotetor, bastante semelhante aos pertencentes as classes das HPTs e HBzTs.

De acordo com Shaath (2007), a analise espectroscopica € o método de
escolha para identificacdo de filtros UV e elucidacao de suas estruturas moleculares,
além de ser um método crucial em sua caracterizagdo. A absor¢cdo molecular de
radiacao ultravioleta ou visivel geralmente resulta da excitacéo de elétrons de ligacédo
e depende da estrutura eletrénica do composto. Como resultado, os comprimentos
de onda dos picos de absorcédo podem ser correlacionados com os tipos de ligacGes
nas espécies em estudo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; REZENDE et al.,
2014).

Assim, as aplicacbes da espectroscopia de absorcdo no UV-Vis séao
importantes para a determinacao quantitativa e qualitativa de compostos contendo

grupos croméforos, tais como aquelas presentes nos protetores solares.
5.5.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

Embora a absorcéo no UV seja a propriedade primaria utilizada para decidir se
um composto pode agir como protetor solar eficaz, a investigacao de processos pés-
absorcdo sao igualmente importantes. Desta forma, os compostos 17, 18 e
LQFM184 (20) foram submetidos a analise de espectroscopia de fluorescéncia com
o intuito de verificar em qual regido do espectro estes emitem a radiacao incidente.
De modo geral, os compostos, em seu nivel mais baixo de energia, foram excitados
por absorcao de radiacéo eletromagnética em comprimentos de onda dos quais 0s
mesmos apresentaram absor¢do no UV. Posteriormente, mediu-se a intensidade
relativa da radiacdo eletromagnética emitida quando as espécies retornaram ao
estado fundamental liberando o excesso de energia absorvida na forma de fotons
(fluorescéncia).

A fluorescéncia é um processo rapido e se completa em cerca de 108 s depois
do momento da excitagdo. As bandas de fluorescéncia molecular reproduzidas no
espectro sdo constituidas por linhas de comprimentos de onda maiores e de menor

energia que a banda da radiacdo absorvida, responsavel pela sua excitacdo, que
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representam as transicdes do estado vibracional mais baixo — estado excitado (E1)
para os muitos niveis vibracionais diferentes de Eo (estado fundamental) (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002; ENCHEV et al., 2015).

O composto 17 apresentou pico de absor¢cdo no UV em 320 nm de baixa
intensidade e outro pico em 366 nm de maior intensidade. Estes comprimentos de
onda foram utilizados para a excitacdo da amostra do composto no qual apresentou
picos de emissdo em 333 nm e 417 nm com baixa intensidade de fluorescéncia
(Figura 42).

Figura 42 — Espectro de fluorescéncia para o composto 17 submetido a excitagdo em comprimentos
de onda na faixa de absor¢éo no UV, utilizando cloroférmio como solvente.
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O composto 18 apresentou picos de emissdo em 321, 327 e 437 nm, enquanto
gue os picos maximos de absorcao no UV foram em 256, 310 e 356 nm. O padréo
do espectro de emissdo e de intensidade de fluorescéncia foi semelhante ao
apresentado pelo composto 17, ao passo que ambos apresentam estruturas

moleculares semelhantes (Figura 43).
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Figura 43 — Espectro de fluorescéncia para o composto 18 submetido a excitacdo em comprimentos
de onda na faixa de absorcdo no UV, utilizando DMSO como solvente.
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Como ilustrado no espectro de fluorescéncia da Figura 44, observamos que o
composto LQFM184 (20) apresentou pico maximo de emissdao em 448 nm. A
intensidade de fluorescéncia para 0 Amax. de 298 nm foi menor em relagao ao Amax. de
334 nm. Este resultado demonstra que o composto 20 proposto absorve na regiao
da UVB e UVA e emite a radiacdo excedente em comprimentos de onda maiores e
menos energeéticos, ou seja, atribui deslocamento batocrémico - deslocamento para
o vermelho (KHOEE; ZAMANI, 2007; KRISHNAN; NORDLUND, 2008;
NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014) ao sistema conjugado LQFM184 (20)
uma vez que a radiacdo incidente é ndo destrutiva a estrutura molecular,
caracterizando-o como promissor candidato a filtro solar eficiente.

Outro parametro espectroscopico a ser avaliado € o rendimento quantico de
fluorescéncia molecular que consiste na razdo entre o nimero de moléculas que
fluorescem e o numero total de moléculas excitadas, ou a razdo entre os fotons
emitidos e os fétons absorvidos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; KRISHNAN;
NORDLUND, 2008; ENCHEV et al., 2015). Desta forma, o composto LQFM184 (20)
apresentou eficiéncia quantica qualitativa maior quando comparado aos compostos

17 e 18 por apresentar maior intensidade de fluorescéncia (Figura 44).
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Figura 44 — Espectro de fluorescéncia para o composto LQFM184 (20) submetido a excitacdo em
comprimentos de onda na faixa de absorcdo no UV, utilizando DMSO como solvente.
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Tal fato pode ser justificado pela sua composicdo estrutural, uma vez que o
composto LQFM184 (20) contem varios anéis aromaticos, além de apresentar uma

estrutura rigida que facilita a ocorréncia da relaxacao por fluorescéncia.
5.6 Avaliacdo do Potencial Redox por Voltametria Ciclica

A fim de identificarmos a estabilidade dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20)
frente aos potenciais de oxidacao e redugcao, ambos 0os compostos foram avaliados
através da técnica de voltametria ciclica.

O perfil redox dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20) estao ilustrados na Figura
45, ao qual foram empregados eletrodos de pasta de carbono modificados. Analises
voltamétricas das amostras dos compostos 17, 18 e LQFM184 (20) em solucéo
tampéo fosfato 0,1 M, pH 5,0 como eletrolito suporte, resultaram em voltamogramas
reprodutiveis que podem, a principio, serem utilizados como meio de caracterizagdo

complementar destes compostos.
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Figura 45 - Voltamograma ciclico comparativo entre amostras dos compostos 17, 18 e LQFM184
(20). Tampao Fosfato 0,1 M, pH 5,0. Faixa de varredura -0,25 a 1,25 V. Velocidade de varredura 50
mV s,
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Sao identificados maiores niveis de corrente nos compostos 17 e 18, devido a
presenca da subunidade fenélica, qguando comparado com composto LQFM184 (20)
do qual apresentou picos anddicos quase que imperceptiveis. Diferentemente dos
compostos 17 e 18 que apresentaram picos anédicos em torno de 0,60 V e 0,55V,
respectivamente; fato este que aponta para a presenca de maior variedade e
guantidade de espécies eletroativas quando comparado ao composto LQFM184 (20)
(Figura 45). Em face de tais dados, podemos concluir que os compostos 17 e 18
apresentam perfis antioxidantes, pois apresentam potenciais oxidativos e redutivos.
Por outro lado, o candidato a protoétipo fotoprotetor LQFM184 (20) n&o apresenta
perfil antioxidante, mas apresenta maior estabilidade frente a reacfes redox quando
comparado aos compostos 17 e 18, uma vez que foi praticamente inerte aos

potenciais aplicados.
5.7 Avaliacdo da Degradacgéo por Analise Térmica Termogravimeétrica

A fim de avaliarmos a estabilidade do candidato a protétipo fotoprotetor
LQFM184 (20) frente a temperatura, procedemos a analise termogravimétrica em
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atmosfera de ar sintético utilizando 5,0 mg do composto. Este apresentou perdas de

massa em diferentes niveis de temperatura, como pode ser observado na Figura 46.

Figura 46 — Curva de TG em funcéo do tempo e temperatura do composto LQFM184 (20) submetido
a atmosfera de ar sintético.
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A amostra iniciou sua decomposi¢ao por volta de 226°C e apresentou perda de
massa ~14% com pico em 254°C e término em 297°C, ao passo que a partir desta
temperatura o composto LQFM184 (20) pode apresentar altera¢cdes quimicas e
fisicas relevantes. E por volta de 638,2°C a amostra concluiu a perda de massa
perfazendo um total de 100% de degradacao.

Pelo exposto, podemos observar que a técnica de analise térmica fornece
informacdes relevantes frente a estabilidade térmica, além de apresentar as
vantagens de utilizar pequenas quantidades de amostra (1,0 a 5,0 mg), de nao exigir
preparo sofisticado e disponibilizar varios resultados em um Unico gréafico. A amostra
€ colocada em ambiente no qual é possivel se observar, direta ou indiretamente,
modificacGes de massa em funcéo da temperatura e do tempo (MOTHE; AZEVEDO,
2009).

A técnica de TG termoanalitica utilizada no trabalho p6de demonstrar que
alteracdes de massa do composto LQFM184 (20) ndo estdo relacionadas com
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interagdes com o0 oxigénio, mas com elevac¢des da temperatura, visto que apresentou
decomposicado térmica evidente no pico de 254°C. Este resultado demonstra que o
composto LQFM184 (20) apresenta-se termicamente estavel frente a atmosfera de
oxigénio, uma vez que possui ponto de fusdo em 147°C.

5.8 Determinacdo do FPUVB a partir do método espectrofotométrico in vitro
proposto por Mansur e colaboradores

A absorcdo maxima da solugéo padréo contendo para-metoxicinamato de octila
(4) a concentracéo de 1,2 x 10> M ocorre no comprimento de onda de 310 nm com
absorbancia de 0,290 (Figura 47). Segundo a literatura, o para-metoxicinamato de
octila (4) apresenta absor¢cao maxima no comprimento de onda de 311 nm (SHAATH,
2007). O que esta de acordo com o realizado neste trabalho.

Figura 47 — Espectro de absorcéo no ultravioleta para o para-metoxicinamato de octila (4), utilizado
como padréo, utilizando DMSO como solvente.
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Para o calculo do FPS o para-metoxicinamato de octila (4) apresentou fator de
protecdo contra o UVB igual a 2,79 (Tabela 12). Considerando que o minimo
esperado para a solucdo era FPS = 2,0 e que protocolos de COLIPA definem que
2,7% de para-metoxicinamato de octila (4) em formulacdes utilizadas em testes in

vivo produzem FPS de 3,7 £ 0,3 (COLIPA, 2009), a amostra padréo analisada esta
conforme descrito na literatura.

Tabela 12 - Comprimento de onda versus absorbancia média para as amostras com solugéo padrao

de para-metoxicinamato de octila (4) em concentracao tedrica de 1,2 x 105 M, utilizando DMSO como
solvente.
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L(nm) Absl Abs2 Abs3 Média DP FC ErxIA (EAxIL) x Média
290 0,2464 0,2471 0,2477 0,247067 0,000651 10 0,015 0,003706

295 0,2682 0,2715 0,2665 0,268733 0,002542 10 0,0817 0,021955513

300 0,2759 0,2749 0,2748 0,2752 0,000608 10 0,2874  0,07909248

305 0,2825 0,2827 0,283 0,282733 0,000252 10 0,3278 0,092679987

310 0,2895 0,2909 0,2912 0,290533 0,000907 10 0,1864 0,054155413

315 0,28 0,2813 0,2799 10,2804 0,000781 10 0,0839 0,02352556

320 0,243 0,2456 0,2447 0,244433 0,00132 10 0,018 0,0043998

Total 1,0002

FPS 2,795147533

Por conseguinte, a amostra contendo o composto LQFM184 (20) foi submetida

a trés varreduras na faixa do UV conforme Figura 48.

Figura 48 — Varredura em triplicata para o espectro de absorcdo no ultravioleta do LQFM184 (20),
utilizando DMSO como solvente.
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A partir dos dados de absorbancia obtidos em triplicata e com a utilizacéo da

Equacdo 5, além dos paréametros apresentados pela Tabela 6, o candidato a

protétipo de fotoprotetor apresentou FPS de 3,69 (Tabela 13) para o UVB

alcancando valor adequado para filtros solares conforme declarado na Resolugéo
RDC n° 30, de 01 de junho de 2012 (ANVISA, 2012a).
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Tabela 13 - Comprimento de onda versus absorbancia média para as amostras com solucdo do
composto LQFM184 (20) em concentracao te6rica de 1,3 x 10-°> M, utilizando DMSO como solvente.

A(nm) Abs1l Abs2 Abs3 Média  DP FC  Eaxli (EAxI1) x Média

290 0,36 0,362 0,361 0,361 0,001 10 0,015 0,005415
295 0,384 0,384 0,38 0,382667 0,002309 10 0,0817 0,031263867
300 0,383 0,382 0,383 0,382667 0,000577 10 0,2874 0,1099784
305 0,371 0,37 0,374 0,371667 0,002082 10 0,3278 0,121832333
310 0,356 0,355 0,358 0,356333 0,001528 10 0,1864 0,066420533
315 0,37 0,336 0,337 0,347667 0,019348 10 0,0839 0,029169233
320 0,311 0,31 0,313 0,311333 0,001528 10 0,018 0,005604

Total 1,0002

FPS 3,696833667

Todavia, pode-se concluir que o FPS estimado por espectrofotometria € um
numero que avalia o filtro de acordo com a intensidade, largura e localizacdo da sua
curva de absorcédo dentro do espectro do ultravioleta. Contudo, este método proposto
por Mansur et al. (1986) ignora a capacidade de aderéncia, penetracao e distribuicdo
do produto fotoprotetor na pele. Apesar disso, existem estudos (DIFFEY; ROBSON,
1989) que demonstram boa correlacao deste teste com metodologias in vivo, quando

o filtro solar apresenta-se incorporado em formulacao.
5.9 Determinacéao do perfil toxicolégico in vitro
5.9.1 Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular através do ensaio de STE

O ensaio de STE é um método in vitro que pode ser utilizado em determinadas
circunstancias e com limitacdes especificas para a classificacao de risco e rotulagem
de compostos quimicos que induzem lesdes oculares graves bem como aqueles que
nao requerem classificacéo tanto para lesées oculares graves ou irritacdo ocular, tal
como definido pela UN GHS (UN, 2013).

Desta forma, o STE apresentou-se como metodologia viavel para a avaliacdo
do potencial de irritacdo ocular do composto LQFM184 (20). A Tabela 14 demonstra
os resultados de irritacado ocular obtidos no ensaio STE, baseados na concentracao
e viabilidade relativa resultante de uma exposicao a 5,0% ou 0,05% do composto-

teste.

Tabela 14 — Resultados do ensaio de STE para 0 composto LQFM184 (20).

) Viabilidade Celular (%) o
Exposicéo Classificacdo UN GHS
5,0% 0,05%
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Controle Negativo (PBS) 100 100 Sem Categoria
Controle Positivo )

. 2,7 5,6 Categoria 1
(Cloreto de Benzalc6nio)

LQFM184 (20) 72,1 86,5 Sem Categoria

O controle positivo cloreto de benzalconio, composto altamente irritante as
células oculares, classificado na categoria UN GHS 1, promoveu reduzida viabilidade
celular de 2,7 e 5,6% nas concentracbes de 5,0 e 0,05%, respectivamente. Em
contraste, o LQFM184 (20) foi incapaz de reduzir significativamente a viabilidade das
células SIRC em ambas as concentra¢cfes. Desta forma, o candidato a protétipo
fotoprotetor LQFM184 (20) parece nao promover irritagao ocular ou lesdes oculares
graves, assim como € preconizado para compostos de uso cosmeético, uma vez que
a avaliacado de parametros toxicolégicos como irritagdo ocular faz-se necessario para
viabilizar a inclusdo deste em produtos cosméticos (ANVISA, 2012b; INOMATA,
2014).

5.9.2 Avaliacdo da citotoxicidade basal in vitro para estimar DLso através do

método de captacdo do corante vermelho neutro

O corante vermelho neutro é utilizado como indicador de citotoxicidade, uma
vez que acumula-se nos lisossomos de células viaveis. Este penetra na membrana
celular por difusdo passiva ndo-ibnica e se fixa através de ligacGes eletrostéaticas a
grupos anibnicos, inclusive fosfatos hidrofébicos, na matriz lisossomal (FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006). Por se tratar de metodologia amplamente difundida no meio
cientifico, reprodutivel, de facil execugéo e de baixo custo, o0 ensaio vermelho neutro
pode ser empregado para auxiliar a escolha da dose na avaliacéo da toxicidade oral
aguda (OECD, 2001).

Segundo o guia OECD 423 “Toxicidade Oral Aguda de Classe”, 2001, a
toxicidade é classificada em 5 categorias: classe 5 (2000 mg/Kg < DLso < 5000
mg/Kg), classe 4 (300 < DLso < 2000 mg/Kg), classe 3 (50 mg/Kg < DLso < 300
mg/Kg), classe 2 (5 mg/Kg < DLso < 50 mg/Kg) e classe 1 (dose < 5 mg/Kg)

caracterizando uma amostra altamente toxica (Figura 49).

Figura 49 - Classificacdo da toxicidade oral aguda iniciando com a dose de 2000 mg/Kg conforme
OECD 423 “Toxicidade Oral Aguda de Classe”, 2001.
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Fonte: Adaptado de OECD, 2001.

- Teste na dose 2000me/kg peso corporal Quando 1o teste desta dose
nenhum dos § animais trafados morrerem e nio mostrarem sinais
clinicos deve-se assumir a DL 50=5000mg’kg de peso corporal.

Desta forma, a exposicdo das células 3T3 a diferentes concentracbes do

LQFM184 (20) (1,6—200 pg/mL) por 48 h promoveu redugéo da viabilidade celular

de maneira concentragdo-dependente, obtendo valor de Clso = 15,2 pg/mL (0,02 mM)

(Figura 50). A partir desse valor encontrado, a DLso foi estimada em 495,4 mg/kg,

sendo o composto LQFM184 (20) classificado na categoria 4 (300

< DLso < 2000

mg/kg) do sistema GHS de baixa toxicidade (OECD, 2001), assim como 0S
fotoproterores comerciais Tinosorb® M (10), Tinosorb® S (11) e Uvinul T150® (13)
(SHAATH, 2007).
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Figura 50 - Avaliacdo da citotoxicidade basal in vitro do LQFM184 (20) em células 3T3. As células
foram expostas a diferentes concentracdes da substancia-teste (1,6-200 pg/mL) e, apos 48 h, a
viabilidade celular foi avaliada pelo método de captacdo do vermelho neutro.
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6 CONCLUSOES

Pelo exposto ao longo deste trabalho, podemos concluir que o planejamento
estrutural do LQFM184 (20) levou a obtencdo do composto constituido por
cromoforos absorvedores de radiacdo UVB e UVA, além de possuir peso molecular
igual a 729,65 Da, fato este que segundo alguns autores minimizam ou mesmo
impedem a absorgéo percutanea.

A rota sintética proposta para a constru¢cao do composto LQFM184 (20), objeto
de estudo deste trabalho, se mostrou eficiente, uma vez que o mesmo foi obtido em
grau de pureza adequado e com rendimento global de 53% ap0s trés etapas. Vale
salientar que a primeira etapa sintética foi obtida com um rendimento (92%) maior
ao descrito pela literatura, além de ter sido efetuada em ambiente aquoso; estando
de acordo com as tendéncias atuais da quimica verde, principalmente quando se
objetiva produzir produto tecnoldgico de interesse industrial para uso topico; assim
como a segunda etapa apresentou rendimento de 93% e néao foi utilizado solvente
organico na obtencao do produto.

As técnicas de RMN e IV mostraram-se eficientes na caracterizacao estrutural
do comporto LQFM184 (20), ao passo que possibilitaram identificar e quantificar os
grupos funcionais modificados. Além disso, a técnica de EM foi crucial para a
confirmacéo da identidade estrutural do composto LQFM184 (20).

Adicionalmente, a partir dos descritores espectrofotométricos de absor¢éo e
emissao, o composto LQFM184 (20) apresentou comprimentos de onda maximos na
faixa da UVB e UVA, mostrando-se um absorvedor do UV de amplo espectro,
semelhante aos fotoprotetores comerciais Tinosorb® M e Tinosorb® S e ao
LQFMO048 (14). Além disso, apresentou valores de coeficiente de absortividade molar
(¢) acima de 104, caracterizando-o como eficiente absorvedor na regido do UV.
Quanto a espectroscopia de fluorescéncia o composto LQFM184 (20) apresentou
pico maximo de emissdo em 448 nm com deslocamento batocromico em relagéo a
absorcdo na regido do UV, emitindo o excesso de radiacdo absorvida em
comprimentos de onda maiores e menos energéticos.

O composto LQFM184 (20) se mostrou estavel frente a reacdes redox quando
submetido aos ensaios de voltametria ciclica, uma vez que apresentou baixos
potenciais oxidativos e redutivos. Frente aos ensaios de analise térmica

termogravimétrica, o mesmo também se manteve estdvel, pois demonstrou
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degradacdo em temperaturas préoximas de 226°C com perda de massa inicial de
14,2%, visto que seu ponto de fusdo ocorre em 147°C.

Por conseguinte, o composto LQFM184 (20) apresentou valor de FPS in vitro
para o UVB superior ao fotoprotetor comercial para-metoxicinamato de octila (4),
sendo que ambos os compostos foram preparados sob as mesmas condi¢bes de
acordo com a metodologia desenvolvida por Mansur e colaboradores.

Quanto ao perfil toxicolégico, o composto ndo tem potencial de promover
irritacdo ocular ou lesBes oculares graves quando em contato com células de cérnea
de coelho SIRC durante o ensaio de citotoxicidade STE preconizado pela OECD 491.
Além disso, o valor de DLso foi estimado em 495,4 mg/kg, de modo que o composto
LQFM184 (20) foi classificado na categoria 4 do sistema GHS conforme OECD 423,
de baixa toxicidade.

Neste sentido, podemos concluir que o planejamento, a sintese, a
caracterizacao estrutural, a avaliacéo in vitro do efeito FPS, de toxicidade ocular e
de citotoxicidade basal para o composto LQFM184 (20) foram adequados e atendem
plenamente as expectativas quanto ao desenvolvimento preliminar de novo

composto com perfil fotoprotetor organico originalmente desenhado.
PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho, temos a obtencdo do composto LQFM184
(20) em maior quantidade para desenvolvermos formulagéo farmacéutica do mesmo.

Para a elucidacao estrutural complementar, estamos aguardando a resolucéao
da estrutura através da difrac@o de raios X de monocristais e iremos fazer um estudo
complementar de degradacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector por arranjo de diodos (HPLC-PDA).

Para concluir a parte relativa a estabilidade, ainda € necessario a realizacao de
ensaios de fotoestabilidade, além de ensaios de toxicidade aguda in vivo, bem com

ensaios de absorcado percutanea e de biodisponibilidade.
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GLOSSARIO

Anisotropia diamagnética: Fendmeno em que os protons de uma molécula

circulam em direcdo oposta ao campo magnético aplicado.

Bioisosterismo: Estratégia de modificacdo molecular para otimizacdo de um

composto prototipo baseado na troca de determinado fragmento molecular.

Ceratose actinica: Também chamada de queratose actinica, € uma condi¢do pré-
maligna caracterizada pela presenca de manchas escamosa espessas na pele a
semelhanca de verrugas que podem progredir para carcinoma de células
escamosas. Estd associada a pessoas de pele clara que frequentemente ficam
expostas a radiagéo ultravioleta.

Constante dielétrica: E a raz&o entre a quantidade de energia elétrica armazenada

em um material por uma tensao aplicada, em relacdo ao armazenado em Vvacuo.

Cromoforos: Sado grupos de atomos que possuem a propriedade de absorver

energia em comprimentos de onda na regido do espectro ultravioleta.

Deslocamento batocrémico: Deslocamento para energia mais baixa ou para

comprimento de onda maior, como consequéncia ocorre emissao de luz vermelha.

Deslocamento hipsocromico: Deslocamento para energia mais alta ou para

cmprimento de onda menor, como consequéncia ocorre emissao de luz azul.

Efeito eritematdégeno: Efeito do excesso de exposicdo a radiacdo ultravioleta
caracterizado por coloragdo avermelhada da pele em virtude da vasodilatacao

capilar.

Efeito hipercromico: Efeito que leva ao aumento da intensidade de absorcéo da
radiacéo ultravioleta.

Efeito hipocrémico: Efeito que ocasiona uma reducédo da intensidade de absorcéo

da radiacao ultravioleta.

Efeito pigmentdégeno: Estimulacdo da pigmentacdo direta e de curta duracdo da

pele.
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Melanossoma: S&o estruturas responsaveis pelo acumulo de melanina.

Peroxidacgo lipidica: E o processo através do qual as espécies reativas de oxigénio
agridem os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das membranas das
células, desintegrando-as e permitindo desta forma a entrada dessas espécies nas

estruturas intracelulares.

Telangiectasias: Sao pequenos vasos dilatados na regiao superficial da pele ou em
membranas de mucosas. Podem ocorrer por causas genéticas ou adquiridas, sendo

esta Ultima ocasionada por exposicao a radiacao ultravioleta em excesso.
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ANEXOS - ESPECTROS SELECIONADOS



Anexo 1 - Espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDClz) para o composto 17.
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Anexo 2 - Espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDCIz) para o composto 18.
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Anexo 3 - Espectro de RMN de *H (500,13 MHz, CDCIlsz) para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 4 - Espectro de RMN HSQC (500,13 MHz, CDCI3) para o composto 17.
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Anexo 5 - Espectro de RMN HSQC (500,13 MHz, CDCI3) para o composto 18.

"Composto 16 200 1 Ci\Bruker\TopSpind.l\Daniela

JU’UUL = 1 T

JLJUUL___




Anexo 6 — Espectro de RMN 13C (500,13 MHz, CDCls) para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 7 — Espectro de RMN HMBC (500,13 MHz, CDCls) para o composto 17.
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Anexo 8 — Espectro de RMN HMBC (500,13 MHz, CDClIz) para o composto 18.
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Anexo 9 — Espectro de absor¢do no infravermelho (IV) para o composto 17.
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Anexo 10 — Espectro de absorcéo no infravermelho (V) para o composto 18.
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Anexo 11 — Espectro de absorcdo no infravermelho (IV) para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 12 — Espectro de massas para o composto 17.
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Anexo 13 - Espectro de massas para o composto 18.
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Anexo 14 — Espectro de massas para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 15 — Espectro de absor¢do no ultravioleta (UV) para o composto 17.
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Anexo 16 — Espectro de absorcdo no ultravioleta (UV) para o composto 18.
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Anexo 17 — Espectro de absorc¢éo no ultravioleta (UV) para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 18 — Espectro de fluorescéncia para o composto 17.

750

500 4

Fluorescencia

250

333 nm

CH

HO

Exc. 290 nm
----Exc. 310 nm
- Exe. 320 nm
=== Exc. 360 nm
—— Exc. 366 nm
----- Exc. 380 nm

1 !
400 500

Comprimento de Onda (nm)

19



Anexo 19 - Espectro de fluorescéncia para o composto 18.
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Anexo 20 — Espectro de fluorescéncia para o composto LQFM184 (20).
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Anexo 21 — Voltamograma ciclico comparativo entre os compostos 17, 18 e LQFM184 (20).
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Anexo 22 — Curva de TGA em funcao do tempo e temperatura do composto LQFM184 (20) submetido a atmosfera de ar sintético.
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Anexo 23 — Espectro de absor¢do no ultravioleta para o para-metoxicinamato de octila (4).
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