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RESUMO

O aumento da expectativa de vida e os fatores ambientais tornam-se fontes precursoras do
envelhecimento cuténeo, este tem sido o alvo de inimeros estudos na inddstria cosmética e
farmacéutica, buscando aumentar a producdo de dermocosméticos provenientes de produtos
naturais, pois o reino vegetal possui uma ampla biodiversidade de matéria-prima. A rutina é
um flavonoide, de origem vegetal, que possui muitas propriedades de interesse para aplicacao
cosmética auxiliando na prevencdo do envelhecimento, mesmo com inUmeras atividades
farmacoldgicas, seus efeitos sdo limitados devido sua baixa lipossolubilidade e
biodisponibilidade variavel, limitando sua penetracdo em uma membrana biolédgica. Diante
disto, o presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de um novo derivado da rutina, com
atividades biologicas destinada a aplicagdo cosmética e auxiliando na melhoria da
biodisponibilidade desta molécula. O derivado benzilado da rutina foi preparado por reacéo de
substituicdo dos hidrogénios e dos anéis aromaticos da rutina por benzilagdo com brometo de
benzila e o produto desta sintese foi codificado como ACD32F2. A elucidacgéo estrutural do
composto foi realizada por meio de RMN. Utilizando os ensaios de DPPH, ABTS e
antioxidante celular, o derivado apresentou uma moderada atividade antioxidante apenas no
sistema biol6gico. No ensaio de glicacdo in vitro, a ACD32F2 inibiu a formacéo de produtos
finais de glicacdo avancada em colageno pela via do glioxal, com Clsy (ug/mL) igual a
2,45+£0,47. Com relagdo a atividade proliferativa a ACD32F2 estimulou a proliferacdo e
migracao celular e aumentou a sintese de colageno em fibroblastos, desenvolvendo atividade
superior a rutina em ambos ensaios. Por meio do estudo in silico, o derivado mostrou um
aumento na permeacao cutanea, apresentando valores superiores ao da rutina. Com relacéo as
analises de seguranca, a ACD32F2 ndo apresentou citotoxicidade em linhagens celulares de
fibroblastos e queratindcitos humano, na concentracdo de 200ug/mL. No ensaio de
genotoxicidade a mesma ndo induziu dano genotoxico em fibroblastos. Na avaliacdo de
irritacdo em modelo de pele reconstruida a ACD32F2 nado induziu efeito irritativo. O nosso
estudo apresentou a obtencdo de um novo derivado benzilado da rutina e aspectos da sua
eficacia e seguranca para aplicacdo como um novo bioativo cosmético, porém, mais estudos
devem ser realizados para elucidar o mecanismo de agdo envolvido com as suas potenciais
atividades bioldgicas.

Palavras-chave: rutina, derivado, benzilado, envelhecimento, cosmético.



ABSTRACT

The increase in life expectancy and environmental factors become precursor sources of skin
aging, this has been the target of numerous studies in the cosmetic and pharmaceutical
industry, seeking to increase the production of dermocosmetics from natural products, as the
plant kingdom has a wide biodiversity of raw materials. Rutin is a flavonoid, of plant origin,
which has many properties of interest for cosmetic application helping to prevent aging, even
with numerous pharmacological activities, its effects are limited due to its low liposolubility
and variable bioavailability, limiting its penetration into a biological membrane. . In view of
this, the present work aimed to obtain a new derivative of rutin, with biological activities
intended for cosmetic application and helping to improve the bioavailability of this molecule.
The benzylated derivative of rutin was prepared by replacing the hydrogens and aromatic
rings of rutin by benzylation with benzyl bromide and the product of this synthesis was coded
as ACD32F2. Structural elucidation of the compound was carried out by NMR. Using the
DPPH, ABTS and cellular antioxidant assays, the derivative showed a moderate antioxidant
activity only in the biological system. In the in vitro glycation assay, ACD32F2 inhibited the
formation of advanced glycation end products in collagen via the glyoxal pathway, with 1C50
(ug / mL) equal to 2.45 + 0.47. Regarding the proliferative activity, ACD32F2 stimulated cell
proliferation and migration and increased the synthesis of collagen in fibroblasts, developing
activity superior to rutin in both tests. Through the in silico study, the derivative showed an
increase in skin permeation, presenting values higher than that of rutin. With regard to safety
analyzes, ACD32F2 did not show cytotoxicity in human fibroblast and keratinocyte cell lines,
at a concentration of 200ug / mL. In the genotoxicity assay, it did not induce genotoxic
damage in fibroblasts. In the evaluation of irritation in a reconstructed skin model, ACD32F2
did not induce an irritant effect. Our study presented the obtaining of a new benzylated
derivative of rutin and aspects of its efficacy and safety for application as a new cosmetic
bioactive, however, further studies must be carried out to elucidate the mechanism of action
involved with its potential biological activities.

Keywords: rutin, derivative, benzylated, aging, cosmetic.
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1. INTRODUCAO

A pele é o 6rgdo de revestimento da parte externa do corpo e é conhecida como o
maior 6rgdo do corpo humano, constituida por um arranjo complexo de células e tecidos que
fornece suporte estrutural, fisico e biologico, desenvolvendo funcdo de barreira, sendo
essencial para a protecdo do organismo. Além desta funcdo, a pele apresenta a¢fes voltadas
na nutricdo, absorcdo, cicatrizacdo de feridas e regeneracdo tecidual, termorregulacao,
controle hemodinamico, informac&o sensorial, sintese de vitaminas, pigmentacéo e atividades
contra agentes infecciosos e radiagdes ultravioletas (HWA; BAUER; COHEN, 2011; WONG
et al., 2016).

Com a exposicdo tecidual a fatores extrinsecos e intrinsecos, ha um desequilibrio
celular danificando as propriedades morfoldgicas e bioldgicas da pele. Essas alteracdes nos
padrbes funcionais dos tecidos, quando ndo revertido, pode desencadear inumeras
complicacdes levando a quadro patoldgicos graves, como melasma, dermatite, melanoma e
vitiligo, decorrentes da reducdo da sintese dos componentes da matriz extracelular (MEC), do
acumulo de radicais livres, da delimitacdo da funcdo imunoldgica e do fotoenvelhecimento
(ALDAG; TEIXEIRA; LEVENTHAL, 2016).

O envelhecimento cutaneo se desenvolve por fontes bioldgicas e ambientais,
ocorrendo de forma gradativa e continua através do encolhimento e diminuigdo da espessura
dos tecidos e da juncdo dermo-epidérmica, reducdo da producdo das células constituintes da
pele (fibroblastos e queratindcitos) afetando a sintese de colageno e elastina, responsaveis
pela sustentacdo e elasticidade dos tecidos (LANGTON et al., 2019). Com a exposi¢do a
radiagdes ultravioletas, ha um aumento exacerbado na expressdo de enzimas primordiais na
degradacéo das proteinas e fibras celulares, que desencadeiam o enrugamento da pele, através
da metaloproteinase (MMP), elastase, tirosinase e os glicosaminoglicano, como o acido

hialurénico (RODRIGUEZ; FOLGUERAS; OTIN, 2017).
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O aumento da expectativa de vida e os fatores ambientais tornam-se fontes precursoras
do envelhecimento cutaneo, este tem sido o alvo de inimeros estudos na industria cosmética
e farmacéutica, onde se busca aumentar a producdo de dermocosméticos provenientes de
produtos naturais, pois o reino vegetal possui uma ampla biodiversidade de matéria-prima
com diversas estruturas quimicas, a fim de elevar a seguranca destes produtos no mercado
com baixas toxicidades, sem dado tecidual.

Os flavonoides, por exemplo, sdo produtos naturais classificados como polifendis,
sendo encontrado de forma abundante no reino vegetal. Na literatura ha indicios de que os
flavonoides, por serem de origem natural, possuem baixa toxicidade e sdo conhecidos por
suas acbes terapéuticas, atuando, como agentes antioxidantes e anti-inflamatorios,
apresentando atividades anticancerigenas, antivirais, antimicrobianas e outras atividades
biolégicas favoraveis a saude (AMALESH; GOURANGA; SANJOY, 2011; PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).

A familia dos flavonoides se subdivide em classes, onde encontra-se a rutina (3, 3', 4,
5,7-penta-hidroxiflavona-3-ramnoglucdsido), pertencente & subclasse dos flavondis. E
conhecida como um derivado da quercetina (quercitin-3-rutinosideo) e por suas inimeras
propriedades farmacoterapéuticas (GANESHPURKAR; SALUJA, 2017). Na pele, a rutina
apresenta efeito sobre inflamacGes como dermatite e auxilia na protecdo contra raios
ultravioletas, consequentemente atuando na eliminacdo das causas e efeitos do
envelhecimento cutdneo, fortalecendo a elasticidade e densidade dérmica por meio da
regulacao de enzimas da matriz extracelular (CHOI et al., 2016; TOMAZELLI et al., 2018).

Mesmo com todas as evidencias dos diversos beneficios no uso de compostos
fenolicos, a rutina apresenta como principal desvantagem, em seu uso, a baixa
lipossolubilidade e biodisponibilidade variavel, limitando sua penetracdo em uma membrana

bioldgica prejudicando seu potencial farmacologico (SINGH et al., 2012). Para aumentar a
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eficacia desta classe de polifendis, sdo desenvolvidas diversas pesquisas com diferentes
estratégias de formulagdes para auxiliar nesta problematica, através de manipulages com
nanoemulsdes, nanoparticulas, microemulsdes, mudancas quimicas e estruturais para
melhorar sua biodisponibilidade e lipossolubilidade potencializando seus efeitos terapéuticos
(NAGULA; WAIRKAR, 2019; KHAN et al., 2019).

Em nosso estudo, a rutina foi modificada estruturalmente para a criacdo de um
derivado semissintético, com caracteristicas quimicas destinadas a uma molécula com
propriedades farmacoterapéuticas superior a da molécula de origem, no intuito de melhorar a
sua lipossolubilidade, biodisponibilidade e seus efeitos sobre o envelhecimento cuténeo.
Diante disto, avaliamos a eficacia e seguranca deste derivado através de ensaios in vitro
buscando novas alternativas para o ndo uso de animais, a fim de oferecer a indudstria
farmacéutica e cosmética um produto, desenvolvido através de um ativo natural, com uma
maior taxa de liberacdo do principio ativo, aumentando assim sua distribuicdo em uma
possivel formulagdo tdpica para a fabricagdo de um dermocosmético, com a¢des bloqueadoras

dos eventos que desencadeiam o envelhecimento e doencas voltadas aos tecidos da pele.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pele

A pele, dada como o maior 6rgdo do corpo humano, é também conhecida como
excelente barreira contra agentes agressores, impedindo a invasdo de substancias estranhas e
protegendo contra danos quimicos, fisicos, e biolégicos como o calor, radiacGes e infecces.
Esse importante orgdo faz parte do sistema tegumentar, auxiliando na regulacdo da
temperatura corporal, além da producdo de pigmentacdo, excrecdo de sais, barreira contra
perda excessiva de agua e fornece habilidades sensoriais abrangendo sistemas assistenciais
gue sdo bases ao corpo, como o sangue, musculos e nervos (BARONI et al., 2012; WONG et
al., 2016).

A pele possui diversas caracteristicas histoldgicas, diferenciando-a no aspecto liso,
fino, grosso, seco, macio, envelhecido, hiper e hipopigmentado, onde €é constituida por
inimeros tecidos e diferentes células formando camadas distintas responsaveis pela
preservacdo e manutencdo de sua forma estrutural. Este 6rgdo é dividido anatomicamente em
uma serie de camadas (figura 1), onde o estrato cdrneo € a mais externa, atuando como
barreira principal de protecdo, sendo este produzido na epiderme gque € a primeira camada da
pele. Localizada de forma adjacente a epiderme tem-se a derme, cuja funcédo esta direcionada
ao suporte mecanico ou componente conectivo de nutricdo da pele (GANCEVICIENE et al.,

2012; DESMOND, 2017).
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EPIDERME

Figura 1. Imagem das camadas da pele.
Fonte: Autor.

2.1.1 Epiderme

A epiderme € a camada mais externa da pele, sendo conhecida como um epitélio
renovavel devido as caracteristicas do seu tecido, onde fornece o primeiro contato do corpo
humano com o ambiente externo, abrangendo a caracteristica de camada protetora criando
uma barreira que impede a exposicdo do organismo a invasdo de patdgenos, produtos
quimicos, radiacdes e atua no controle da perda excessiva de agua transepidérmica (HWA,;
BAUER; COHEN, 2011; GALLAGHER et al., 2012).

A origem da epiderme se d& na ectoderme, onde é constituida por tecido epitelial
estratificado pavimentoso queratinizado e escamoso, sendo uma camada avascularizada
nutrida por processo de difusdo com a derme. A epiderme é formada por diversas camadas,
categorizadas como estrato corneo, estrato IUcido, estrato granuloso, estrato espinhoso e o
estrato basal ou germinativo. E composta por quatro tipos de células, os queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (BREITKREUTZ; MIRANCEA,;

NISCHT, 2009).
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O estrato corneo é a parte mais externa da epiderme, é um tecido formado por diversas
camadas compostas por células cornificadas (cornedcitos) e interpostas por lipidios. Suas
células sdo conhecidas por apresentarem caracteristicas pavimentosas, anucleadas,
queratinizadas e escamosas que sofrem o processo de descamacgdo quando ocorre a acao de
friccdo (MATSUI; AMAGALI, 2015). A queratina é um componente do estrato cdrneo que
confere ao tecido uma resisténcia fisico-quimica, fornecendo protecdo sobre forcas mecanicas
externas e preservando a saude do tecido (MENON; CLEARY; LANE, 2012).

O estrato lacido é a camada intermediaria entre o estrato corneo e o granuloso,
apresentando células achatadas, sem nucleos e transluzentes, possui eleidina em sua
composicao, sendo esta uma barreira impermeavel. Esse estrato € encontrado em regides onde
a pele € mais espessa, como nas areas palmar, plantar e nos labios (JAMES; MILLE, 2019). O
estrato granuloso é formado por camadas de células achatadas e losangulares, de coloragédo
mais escura, possuem uma grande quantidade de lipidios e proteinas. No interior de suas
células ha a presenca de granulos querato-hialinos e de granulos lamelares, um age como
precursor da queratina e a outra forma uma barreira impermeavel controlando o fluxo de dgua
(BIDAUX, et al., 2015).

O estrato espinhoso, localiza-se posteriormente ao estrato granuloso, sendo a camada
mais espessa da epiderme, possui desmossomos que auxiliam na aderéncia intercelular junto
aos queratinocitos, exibindo também células de Langerhans em sua composi¢do. As células
aparentam-se de forma espiculada devido as pontes intercelulares formadas pelos
desmossomos, conferindo o aspecto espinhoso, cuja principal funcdo € criar uma maior
resisténcia para a epiderme auxiliando contra os atritos mecanicos externos (GALLO;
HOOPER, 2012).

O estrato basal é encontrado junto a ligacdo dermo-epidermica, conhecido como a

camada mais interna da epiderme, exibindo a presenca de melandcitos, queratindcitos,
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células-tronco e células de Merkel em sua composicdo. Essa camada também é chamada de
estrato germinativo, possui células que estdo em constante dinamismo mitotico, sendo
conhecidas por queratindcitos basais, necessario para a continua renovacao da epiderme. Suas
células apresentam formato cilindricos, com citoplasma baséfilo e nucleos grandes,
alongados, ovais e hipercromaticos (CAMPO; MERCURIO, 2009; JAMES; MILLE, 2019).

Os queratindcitos sdo células que estdo em constante renovacdo na epiderme,
participam de forma essencial na sintese de queratina e auxiliam na formacao dos estratos que
compdem a epiderme, sua proliferacdo se da no estrato basal, exercendo a atividade de
barreira contra a invasdo de patdgenos e corpusculos estranhos (SHIRAKATA, 2010). Os
melandcitos possuem formato arredondado com prolongamentos ramificados, citoplasma de
cor clara e o nlcleo com aparéncia ovoide, estdo presentes na juncdo dermo-epidermica,
localizada no estrato basal da epiderme. Essas células sdo produtoras de melanina que déao
origem a pigmentacdo da pele, desenvolvendo acdo de protecdo contra radiacfes, além disso
exercem atividade no sistema imunolégico. (BANDYOPADHYAY, 2009).

As células de Langerhans estdo presentes, em sua maioria, no estrato espinhoso da
epiderme, sdo provenientes da medula 6ssea apresentando em sua morfologia inimeras
ramificacdes, desempenhando funcdo essencial no sistema imunolégico da pele, atuando
como células apresentadoras de antigenos, identificando, processando e apresentando para 0s
linfocitos T, liberando citocinas pré-inflamatorias ativando a reagdo imunoldgica sobre o
antigeno (SANTOS et al, 2010). As células de Merkel localizam-se no estrato basal da
epiderme onde estdo entrelacadas nos queratinocitos através dos desmossomos em
comunicacdo com fibras nervosas, formando ligacGes sindpticas junto com as terminacdes
nervosas sensitivas, dando a essas células a funcdo de mecanorrecptores, relacionadas a

atividade sensorial da pele (XUE; THAKURIA, 2019).
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2.1.2 Derme

A derme é conhecida por ser uma camada vascularizada, rica em tecido conjuntivo,
considerada a camada mais consistente da pele, onde encontra-se localizada entre a epiderme
e a hipoderme (tecido subcuténeo), sendo responsavel pelo suporte de sustentacdo da
epiderme, além de desempenhar algumas atividades fisiologicas na pele, como a elasticidade,
resisténcia, nutricdo, oxigenacdo, manutencao, regulacdo da temperatura corporal e etc. Em
relacdo a composicdo da derme, as células primordiais nesta camada séo os fibroblastos onde
sua acdo biologica esta voltada na producdo de substancias essenciais na formacdo da pele,
como o colageno, que da resisténcia, e a elastina, responsavel pela elasticidade. Outros
componentes encontrados nesta camada sdo as fibras proteicas, glandulas sudoriparas e
sebaceas, terminacBGes nervosas e 6rgdo sensoriais que atuam no reconhecimento de acdes
provenientes do meio externo como o frio, calor, umidade, viscosidade e etc. (WATT;
FUJIWARA, 2011; KOROSEC et al., 2019).

A derme possui em sua formacdo estrutural trés camadas identificadas por derme
papilar, reticular e perianexial. A derme papilar é conhecida como camada superficial estando
diretamente ligada com o estrato basal da epiderme através de numerosas papilas que estdo
presentes na porcdo dermoepidérmica, € a camada mais delgada e demasiadamente
vascularizada, composta abundantemente por fibroblastos e tecido conjuntivo frouxo,
contando também com a presenca de fibras finas de colédgeno tipo Il e elastina em sua
composi¢do. A camada reticular é a fragdo mais interna da derme, sendo a mais condensada
por conter tecido conjuntivo denso, com fibras espessas de colageno tipo | e elastina. A
camada perianexial da derme, é encontrada nas proximidades dos anexos cutaneos, de forma
estrutural, é semelhante camada papilar (MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

O componente principal que desencadeia as funcdes fisioldgicas da derme € o tecido

conjuntivo, nele esta presente a matriz extracelular, na qual exerce atividades de comunicacao
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celular, divisdo, crescimento e cicatrizacdo tecidual. A MEC é formada por fibras de colageno
e elastina, emergidas em uma solucdo viscosa constituida por um gel hidrofilico com
polissacarideos, juntamente com as glicosaminoglicanas e proteoglicanas e as glicoproteinas
multiadesivas (laminina e fibronectina) fornecendo resisténcia a matriz, auxiliando na
sustentacdo dérmica através do envoltorio com as proteinas fibrosas (KULAR; BASU,;
SHARMA, 2014; NARGISA; ALDREDGEA; GUYB, 2018).

A célula mais presente na derme sdo os fibroblastos, sendo o componente celular
essencial do tecido conjuntivo conferindo a conservacdo do tecido, sintetizando
macromoléculas e proteinas, através da MEC, responsaveis no processo de cicatrizacao,
elasticidade, resisténcia e sustentacdo da pele, como as fibronectinas, glicosaminoglicanas,
proteoglicanas, elastina e o colageno. Sao diversos os tipos existentes de colageno, cada um
com sua respectiva funcdo, na qual coldgeno é uma proteina presente de forma numerosa na
camada dérmica e no organismo humano, o mais constante na derme € o tipo | representando
mais de 80% do colageno nesta camada, atuando na construcdo de fibras encarregadas em da
suporte a pele, tornando-a resistente ao atrito e forcas mecénicas e atuando como uma

ancoragem estrutural a inimeros tecidos (ZHANG et al., 2019).

2.1.3 Hipoderme

A camada da pele mais interna intitulada como um tecido subcutaneo é a hipoderme,
localizada posteriormente a derme, € uma camada vascularizada, composta, em sua maior
parte, por tecidos adiposos, tecido conjuntivo frouxo com fibras proteicas de elastina e
coldgeno, vasos linfaticos e terminacfes nervosas. Esse tecido confere a acdo de isolante
térmico, reservatdrio energético, desenvolve uma camada protetora e amortecedora contra
choques fisicos, atua como fixador da pele a estruturas e anexos vizinhos, exerce também o

papel essencial de modelagem corporal (MURPHREE, 2017). A hipoderme pode ser
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encontrada de duas formas distintas, a camada areolar formada por adipécitos globulares e
volumosos sendo irrigada de forma exacerbada por vasos sanguineos, é considerada a por¢éo
mais superficial da hipoderme auxiliando nas funcdes biologicas deste tecido através da
presenca de vasos e terminacdes nervosas. A camada lamelar € a fragdo mais interna,
constituida por células adiposas pequenas e alongadas com as extremidades mais estreitas que
0 centro e sobrepostas em laminas fibrosas, responsaveis pelo armazenamento de gorduras,
desencadeando alteracGes na espessura do tecido, atuando como isolante térmico e contra

forcas mecanicas (SILVA, 2010; CUNHA; CUNHA; MACHADO, 2014).

2.2 Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento cutaneo deriva de processos multifatoriais sendo desencadeado por
diversas fontes, sendo elas bioldgicas (intrinsecas) e ambientais (extrinsecas), onde se
desenvolvem de forma gradativa e continua, expondo a pele a mudancas em sua morfologia e
na sua atividade bioldgica, promovendo inflamacdo dos tecidos, delimitacdo da funcéo imune,
reducdo da sintese de proteinas, vitaminas e fluxo sanguineo, encolhimento e diminuicdo da
espessura da juncdo dermo-epidérmica, alteracGes na permeabilidade, fotoenvelhecimento e
outras complicacdes (LANGTON et al., 2019).

O envelhecimento bioldgico também conhecido como cronoldgico ou intrinseco
ocorre de forma lenta, nos quais sdo expressados em individuos com a idade mais avancgada,
conferindo aspecto tecidual mais seco, liso e enrugado. Essas caracteristicas sdo provenientes
de fatores genéticos e hormonais, onde ocorre a reducdo da produgdo e da agdo das células
constituintes da pele, como os fibroblastos e queratindcitos, ha uma restricdo, também, na
sintese de colageno e elastina apresentando uma reducdo da sintese de matriz na camada da

derme (DESMOND, 2017; SUNDER, 2019).
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Em contraposicdo ao envelhecimento intrinseco temos o extrinseco ou
fotoenvelhecimento que é considerado o desenvolvimento rapido do envelhecimento cutaneo,
devido a fatores ambientais, como habitos alimentares, uso de drogas, ingestdo de alcool,
consumo de cigarro, e o fator primordial é a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), sendo
estas consideradas fontes que desencadeiam na pele uma pigmentacdo desordenada, aspecto
aspero e rugas mais grosseiras (VENKATESH; MAYMONE; VASHI, 2019; WANG, WU,
2019).

A pele, no processo de envelhecimento extrinseco, desenvolve alteracdes rapidas na
composicdo das camadas que a constituem, afetando de forma continua o tecido conjuntivo,
as fibras de colageno, a elastina e os glicosaminoglicanos que sdo os elementos primordiais na
formacéo da pele, e sdo os mais afetados pela irradiacdo da luz UV, diminuindo a regulagéo
térmica, vascularizacdo e o suprimento nutricionais dos tecidos cutaneos (CHUNG; EUN,
2007). A matriz extracelular também ¢é afetada com os raios UV, expressando um grande
namero de enzimas nos tecidos envelhecidos, como as metaloproteinases (MMP), elastase,
tirosinase e o &cido hialurénico (glicosaminoglicanos), contribuindo para a degradacdo das
proteinas, fibras e vasos sanguineos, fornecendo a perda das propriedades mecanicas,
caracterizando a diminuicdo da elasticidade e o enrugamento da pele (QUAN; FISHER,

2015).

2.2.1 Metaloproteinases (MMPs)

Como dito anteriormente, a matriz extracelular, através da exposi¢do excessiva do
tecido da pele aos raios UV, pode desregular a producdo das metaloproteinases, onde essas
MMPs sdo um grupo de enzimas conhecidas como endopeptidases dependentes de zinco e
calcio, que deterioram as proteinas da MEC, como colagenos, elastinas, fibronectinas e

proteoglicanos, desencadeando a perda de algumas fungGes bioldgicas da pele, levando ao
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envelhecimento cutaneo (RODRIGUEZ; FOLGUERAS; OTIN, 2017). As metaloproteinases
encarregam-se de diversas a¢des no sistema bioldgico e o desequilibrio de sua sintese, alem
do envelhecimento, pode acarretar no despertar de outras disfuncdes celulares, sendo
precursor de algumas patologias, como artrites, céanceres, inflamacGes, infarto e
neurodegeneracdo (MIEKUS et al., 2019).

As MMPs séo geradas por diferentes modelos celulares, como fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos, mastocitos, eosindfilos e macréfagos, onde sdo categorizadas
através da estrutura e particularidade de cada uma, formando subgrupos distintos, sendo eles
conhecidos por colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMP de membrana do
tipo I. As MMPs pertencentes ao grupo das colagenases sdo as MMP — 1, 8 e 13 cuja funcéo €
clivar especificamente o colageno fibrilar (tipos I, 11, 11, VII, VIII, X), as do grupo das
gelatinases sdo as MMP-2 e 9 as quais processam enzimaticamente varios substratos da MEC,
sendo estes o colageno I e 1V, no grupo das estromelisinas sdo encontradas as MMP-3, 10, 11
onde possuem a capacidade de hidrolisar o colageno IV, sem clivar o colageno I, as
matrilisinas sdo representadas pelas MMP-7 e 26 que sdo capacitadas a processar apenas 0
coladgeno IV e o grupo das MMP de membrana do tipo | é representado pelas MMP do tipo
14, 15, 16, 17, 24 e 25 onde apenas as MMP-14 e MMP-16 sdo capazes de clivar colageno |
(ARAUJO et al, 2011; QUIN; VOORHEES; QUAN, 2014; PITTAYAPRUEK et al., 2016).

As MMPs estdo presentes de forma positiva no crescimento embrionario, na
estruturacdo da matriz extracelular, no desenvolvimento do sistema nervoso, na ovulagéo,
angiogénese, cicatrizagcdo entre outros processos bioldgicos. Quando essas enzimas sdo
expostas a fatores que influenciam sua expressdo, de forma exacerbada e descontrolada,
ocorre uma desordem metabolica afetando danos em diversas partes do organismo celular.
Para miminimizar o efeito dessa desestruturacdo, sdo produzidas as TIMPs que sdo 0s

inibidores teciduais de metalopriteinases de matriz, sendo peca fundamental para a obtencéo
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do equilibrio metabdlico, a fim de reestabelecer um bom funcionamento da MEC impedindo e

mantendo a integridade tecidual (RANSON et al., 2019).

2.2.2 Acido Hialurdnico (glicosaminoglicano)

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo constituintes primordiais da MEC, onde sdo
formados por cadeias longas de polissacarideos lineares unidos por ligac6es glicosidicas, 0s
quais sdo encontrados em ceélulas teciduais sofrendo modificacfes estruturais devido as
alteracbes metabdlicas e enzimaticas provenientes dos fatores internos e externos que sao
responsaveis pelas causas do envelhecimento cutdneo (ANILKUMAR et al., 2011). Os
GAGs, sem alteracGes em suas cadeias, atuam no processo de retengéo e suporte do fluxo de
agua nos tecidos, além de participar da ancoragem estrutural, sendo enxertado em meio do
emaranhado de células e fibras que compdem a estrutura da pele. Sdo seis 0s principais
GAGS envolvidos nos processos biolégicos da pele, sdo eles conhecidos por, sulfato de
dermatano, sulfato de condroitina, sulfato de queratano, sulfato de heparano, heparina e acido
hialurénico (FELDNER et al., 2008).

O acido hialurénico (AH) € o glicosaminoglicano essencial da MEC, sendo sintetizado
primordialmente por fibroblastos e queratindcitos, quimicamente é conhecido como um
polimero de alta massa molecular, linear, onde é composto estruturalmente por inimeras
unidades de acido d-glucurénico e N-acetil-d-glucosamina, unidos por ligac6es B (GALLO et
al., 2019). As funcdes do AH esté voltada no suporte e manutencdo da umidade, arquitetura,
elasticidade, lubrificagdo, nutricdo dos tecidos da pele, facilitando o processo de cicatrizagao e
atuando na regulagfo da inflamagio (VAZQUEZ et al., 2010; LEE; OH; CHUNG, 2016).

No sistema dos glicosaminoglicanos é encontrada a hialuronidase, apresentando-se
como uma proteina soltvel estando associada com o processo de degradacdo enzimatica desta

classe de polissacarideos, na qual age hidrolisando o &cido hialurénico, quebrando a ligagéo
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R-1 residual do acido d-glucurénico e N-acetil-d-glucosamina, onde altera a permeabilidade
da pele e reduz a viscosidade da juncéo intercelular (WOHLRAB et al., 2012). A reducéo da
sintese do AH esté relacionado também com os fatores intrinsecos como o estresse oxidativo,
horménios desregulados e a fatores cronoldgicos, referente a idade e a questdo genética.
Fontes extrinsecas como o fotoenvelhecimento, através da exposicéo a radiacdo ultravioleta,
aceleram a producdo dessa enzima, o que também é prejudicial, interferindo na composicéo
estrutural e quimica do acido hialurénico afetando o desenvolvimento de suas atividades
bioldgicas nos tecidos desencadeando as caracteristicas de uma pele envelhecida, com aspecto
seco, sem elasticidade e com o surgimento de rugas (SCHANTE et al., 2011; QUAN;

FISHER, 2015).

2.2.3 Tirosinase

A tirosinase é uma enzima essencial na sintese de melanina, onde se faz presente no
interior dos melandcitos, que sdo células constituintes da epiderme, responsaveis pela
protecdo do tecido contra radiacdes e sdo células responsaveis pelo processo de pigmentacdo
da pele, onde atua sobre a tirosina convertendo-a em DOPA em seguida em DOPA-quinona,
sendo esta responsavel pelo surgimento de pigmentos provenientes a partir da producdo de
melanina, como a eumelanina (pigmentos mais escuros) e a feomelanina (pigmentos mais
claros) (BANDYOPADHYAY, 2009; ZANG; NIU; AISA, 2019).

Qualquer irregularidade referente a estrutura e funcdo dos melandcitos afeta a
biossintese de melanina ocasionando disturbios pigmentares, reduzindo ou aumentando a
producdo de pigmentacdo, casos esses chamados de hipomelanose (reducdo de melanina)
adquirida, como o vitiligo, ou congénita, como por exemplo o albinismo e piebaldismo e a
hipermelanose (aumento de melanina) na qual associa-se ao melanoma maligno e a respostas

inflamatorias na pele (VILLAREAL, et al, 2010). Quando a MEC sofre danos em sua
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estrutura atraves dos raios UV e fatores bioldgicos, ha um aumento na expressao da tirosinase,
levando ao surgimento de desordens metabodlicas em sua sintese, desencadeando o0 processo
de hiperpigmentacdo e o envelhecimento tecidual, afetando as fun¢des que a mesma exerce no

organismo (QUAN; FISHER, 2015; KYOUNGSEON et al., 2019).

2.2.4 Elastina

A elastina sdo proteinas que compde a matriz extracelular, é constituida por glicina,
alanina, valina, prolina, e por outras proteinas estruturais, como fibrilinas, fibulinas e
glicoproteinas associadas a microfibrilas formando uma arranjo complexo de fibras de
elastina, onde sdo mais delgadas que as fibras de coladgenos, conferindo elasticidade e
resisténcia aos tecidos do organismo humano, como os pulmdes, vasos e a pele. E uma
proteina bastante abundante no tecido envelhecido apés danos da MEC (PAGE et al., 2019).

De acordo com a exposi¢éo tecidual aos fatores internos e externos que desencadeiam
o envelhecimento, a eslatina sofre mudanca em sua estrutura quimica, alterando as
caracteristicas das fibras elastica, apresentando-se com o aspecto poroso, perdendo sua fungédo
elastica. Com a exposi¢do a raios UV a mutacao sobre essas enzimas é mais severa, reduzindo
a espessura dos tecidos e estratos que compde a pele, sendo este, responsavel pelo surgimento
das rugas (HALABI; MECHAM, 2018). A enzima cuja funcdo primordial é clivar a elastina,
é conhecida como elastase, pertencente a familia das proteases de quimiotripsinas, onde
possui, também, acdo sobre o colageno e fibronectina, sendo essencial no reparo do dano
tecidual, auxiliando na degradacdo de proteinas anormais na MEC (TAMSYN; THRING;

DECLAN, 2009).
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2.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo classificados como metabolitos secundarios de origem natural
provenientes do reino vegetal, onde estdo presentes em frutas, casca de arvores, flores, raizes,
folhas e sementes, na qual sdo encontrados em grande escala na alimentagdo, através da
ingestdo de sucos, chas, verduras e outros alimentos e bebidas. A biossintese desse composto
acontece na via acetato e na do chiquimato, através da condensacdo do movimento e da
direcdo do &cido chiquimico e da acetil-CoA, onde ocorre a conjugacdo da molécula de 4-
cumaril-CoA junto de trés moléculas de malonil-CoA, formando a substancia intermediaria
essencial da sintese dos flavanoides, a chalcona (TRIPOLI et al., 2007; KUMAR; PANDEY,
2013).

A estrutura quimica dos flavanoides é formada por 15 atomos de carbonos, unidos por
trés anéis, sendo dois benzénicos e um heterociclico, onde podem sofrer modificacdes
quimicas, estruturais e funcionais conhecidas por hidroxilacdo, hidrogenacdo, acilagdo,
metilacdo, malonilacdes, sulfonacdo e glicosilaces, sendo precursores para a formacdo de
diferentes tipos e subclasses de flavonoides (tabela 1), as mais conhecidas sdo as
antocianidina (delfinidina e cianidina), isoflavonas (genisteina e daidzeina), chalconas
(floretina e chalconaringenina), flavonas (apigenina e luteolina), flavonois (quercetina e
kaempferol) e flavanonas (naringenina e hesperetina) (SINGH; KUMAR.; MALIK, 2017,
MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019).

Os flavonoides possuem inumeras propriedades farmacoldgicas, como atividade
antioxidante, antiinflamat6ria, antimutagénicas, anticarcinogénicas, antinociceptva,
anticonvulsivante, atuam contra agentes microbianos e virais, possuem efeitos protetores
contra doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (ONTIVEROS et al.,, 2019). A
habilidade dos flavonoides de operar como antioxidantes se da pela ancoragem dos grupos

funcionais na estrutura nuclear, onde a modificagdo, conformagéo e a quantidade de grupos
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hidroxilas induz a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), atraves da atividade
quelante de ions metéalicos, bloqueando as reacdes em cadeia da auto-oxidacéo, e pela quebra
da acdo de algumas enzimas responsaveis pela formacdo dos ROS, como a mono-oxigenase,
NADH oxidase, glutationa S-transferase entre outras (SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ,
2015).

A propriedade antiinflamatdria dos flavonoides esta presente em diversas classes deste
composto secundario, inibindo a sintese de prostaglandinas, a expressdao dos mediadores do
processo inflamatério como o éxido nitrico, a ciclooxigenase, lipooxigenase, citocinas,
qguimiocinas. A eficacia desta atividade antiinflamatoria esta associada com a biossintese das
citoguinonas proteicas que aderem os leucdcitos circulantes no local lesionado (MALEKI,
CRESPO; CABANILLAS, 2019). Em relacdo a acdo dos flavonoides contra agente
microbianos, os mesmos agem formando grupos proteicos mediante a ligacdes como pontes
de hidrogénio e através de ligacdes covalentes, onde o alvo antimicrobiano esta voltado no
rompimento das membranas celulares microbianas, atuando na inativagdo das enzimas,
adesinas e proteinas transportadoras de envelope celular (KUMAR; PANDEY, 2013).

Os polifendis de acordo com suas estruturas e alvos terapéuticos, discorridos acima,
tornam-se eficazes na eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, reduzindo o estresse
oxidativo, inflamacdo e imunossupressao, podendo ser essencial na fabricacdo de produtos
para aplicacOes topicas afim de ser utilizado como agente fotoprotetor e com designo ao
antienvelhecimento, inibindo a acdo de enzimas responsaveis pelo envelhecimento cutaneo e
aumentando a sintese de colageno e acdo antioxidantes através dos flavonois (kaempferol,
quercetina, rutina) (AGATI; TATTINI, 2010; ZHENG et al., 2017).

Os flavonoides por serem compostos com lipofilicidade elevada, sdo de dificil
absorcéo por via oral, dificultando sua biodisponibilidade oral. A via tdpica, € uma alternativa

de administracdo medicamentosa que auxilia na melhora da absorcdo, através da liberacédo
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controlada do farmaco sem interferéncias de fluidos fisioldgicos (SHELKE; SHINKAR;
SAUDAGAR, 2013). Com isso, inumeras novas estratégias, como nanoemulsdo,
nanocapsulas, nanoparticulas, etc., sdo estudadas para aumentar a solubilidade e

permeabilidade dos flavonoides em formulages topicas (MENAA et al., 2014).

Subclasse Estrutura Tipos
Flavonol o Quercetina/ Rutina /
- N Kaempferol
|
= TOH
L]
_ ]
Flavona o s Luteolina/ Apigenina/
o Crisina
=]
= I\
T L= T
Flavonona = ‘;:l’ Naringenina/ Hesperetina
el
s S
Isoflavona o L. Genisteina/ Daidzeina
—’x‘\
-/h\"ﬁw"'o-\.\w R
Antocianidin S
tocianidina OH Delfinidina/ Cianidina

Chalconas ° Floretina/ Chalconaringenina

Tabela 1: subclasse, estrutura e diferentes tipos de polifendis.

2.3.1 Quercetina

A quercetina (3, 5, 7,3’- 4’-pentahidroxiflavona) (figura 2) é um flavonoide
pertencente a subclasse dos flavondis (3-hidroxiflavona), sendo comumente encontrada e
extraida a partir de frutas (macds, mirtilo, morango, amora) vegetais (cebola, aspargo,
pimentdo e tomate) e algumas bebidas como chas e vinhos. Assim como 0s demais compostos
pertencentes a familia dos flavonoides, a quercetina possui inUmeras propriedades
farmacologicas, desempenhando acgdes antiinflamatorias, anticancerigenas, neuroprotetora,

hipoglicemiantes, hepatoprotetora, anti-histaminica, antioxidante, antiviral, antibacteriana,
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atua também na melhora do sistema imunologico e auxilia na protecdo cardiovascular
(MASSI et al., 2017; CARULLO et al., 2017).

Quimicamente a formula molecular da quercetina € C15H1007, sendo Sseu peso
molecular de 302,24 g/mol, em sua forma in natura encontra-se um agucar ligado na posicéo
C-3 de sua molécula apresentando-se na forma glicosilada, sua forma aglicona (livre) é a base
para diversos derivados desta molécula. A quercetina é absorvida na microflora intestinal e
metabolizada em glucoronidato ou sulfato conjugado, sendo excretados através da bile e
urina. Este flavonol é sensivel a luz, possui baixa solubilidade o que acaba limitando o seu

potencial terapéutico. (MLCEK et al., 2016; CHATZIATHANASIADOU et al., 2018).

Figura 2. Estrutura quimica da quercetina.
Fonte: Autor.

Sua atividade antioxidante estd direcionada com a eliminacdo dos radicais livres e a
quelacdo de ions de metais, na qual sdo associadas com a presenca do catecol e do grupo OH
na posicdo C3 da molécula de quercetina, onde estabelece a reducdo da producéo de ROS,
sendo assim, este efeito antioxidante atua sobre o radical hidroxil (OH) e o anion superéxido
(02-), sequentrando o radical de oxigénio, inibindo a peroxidag&o lipidica e a xantina oxidase
(SKOWRON; KRAWCZYK; ZGOLA, 2015; MLCEK et al., 2016).

Além de possuir alta especificidade na atividade antioxidante sequestrando radicais
livres, a quercetina atua na inibicdo de enzimas como as ciclooxigenase e lipooxigenase,

presentes no metabolismo do acido araquiddénico, diminuindo a sintese dos mediadores
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inflamatdrios conhecidos por prostaglandinas, leucotrienos, e inibe a sintese do 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), este flavonol bloqueia a producdo de histamina, sendo essencial em
casos alérgicos, onde estabiliza os basofilos e mastocitos (CHIRUMBOLO, 2010;

MARZOCCHELLA etal., 2011; KUMAZAWA et al., 2014).

Devido as limitagBes da quercetina na penetracdo da pele, diversas estratégias estdo
sendo desenvolvidas para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade dessa substancia e de
seus derivados. Dentre essas alternativas estdo a complexacdo com ciclodextrinas,
encapsulacdo de lipossomas, e a nanoemulsdo, que pode ser definida como um sistema
heterogéneo, onde é composto por uma fase aquosa e uma oleosa, na qual a fase interna é
dispersa na fase externa na forma de goticulas nanométricas e na presenca de um agente
emulsionante, aumentando a interacdo das substancias pouco hidrossollveis na pele
promovendo a penetracdo de ativos, desempenhando acdo na superficie ou efeito sistémico

(KARAGAG et al., 2013; DAJAS et al., 2015).

2.3.2 Rutina

A rutina (figura 3) € um flavonoide da subclasse dos flavonéis, é conhecido como um
derivado da quercetina, onde no seu arranjo quimico possui uma molécula de quercetina,
unida a duas moléculas de glicose (uma glicose e uma ramnose) substituintes na posi¢do 3 do
anel pirano. Quimicamente a rutina é conhecida como 3, 3', 4', 5, 7-penta-hidroxiflavona-3-
ramnoglucosido, também é chamada de vitamina P e quercetina-3-O-rutinosideo, sua formula
molecular é representada por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio C27H30016

(HOSSEINZADEH.; NASSIRI-ASL, 2014; RASHIDINEJAD et al., 2019).
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Figura 3. Estrutura quimica da Rutina
Fonte: Autor.

Por pertencer a familia dos flavonoides a rutina também é um polifenol comumente
encontrada no reino vegetal onde se deriva em diversas fontes alimentares como cebola,
maca, tomate, trigo mourisco, feijdo vermelho, assim como chads e outras bebidas
(GANESHPURKAR; SALUJA, 2017). Sua biossintese inicia-se pela juncdo da via do
shiquimato e a via do acetato onde se faz continua através de algumas modificacGes
enzimaticas responsaveis pela producdo da rutina (FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012).

A rutina por ser um derivado da quercetina apresenta propriedades terapéuticas
semelhantes, exibindo potencial antioxidante, atuando na reducdo da produgédo excessiva de
espécies reativas de oxigénio, inibindo a formacdo de radicais livres, agindo sobre o ion
superoxido e radicais peroxil lipidicos, atuando na diminuicdo do estresse oxidativo,
desencadeando um efeito benéfico a patologias que sdo oriundas do desequilibrio
antioxidante, como doencas neurodegerativas e até mesmo o cancer (GANESHPURKAR,;
SALUJA 2017; KIRSCHWENG et al., 2018).

GANESHPURKAR & SALUJA (2017) apresentam em sua literatura uma revisédo do
potencial farmacoldgico da rutina demonstrando que a mesma possui agdo no sistema nervoso

central com atividade sedativa, anticonvulsivante, anti- Alzheimer, antidepressiva, desenvolve
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também atividades analgésicas e antiartriticas, atua no sistema enddcrino demonstrando
efeitos antidiabéticos, anti-hipercolesterolémico, no sistema cardiovascular ela desenvolve
efeito na hipertensdo, coagulacdo sanguinea, no sistema gastrintestinal exerce acdo
antiulcerosa, no sistema respiratorio apresenta atividade anti-histaminica, na pele age como
fotoprotetor contra os efeitos induzidos por UV nas células da pele, e apresenta efeitos
benéficos sobre a dermatite atdpica.

Assim como quercetina, a rutina apresenta baixa solubilidade, sendo esta uma
caracteristica comum da familia dos flavonoides, onde sdo altamente lipofilicos e de dificil
absorcdo por via oral e cutdnea (SINGH et al., 2012). NAGULA & WAIRKAR (2019)
realizaram em seu estudo um levantamento de diversos flavonoides associados a diferentes
estratégias de formulagdes para sua utilizacdo tépica com fins terapéuticos, auxiliando na
problematica desses compostos através de manipulacdes com nanoemulsdes e mudancas
estruturais que influenciam na eficacia para a utilizacdo dos flavonoides tanto para fins
farmacoterapéuticos como estéticos. Essas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito
de produzir novos derivados que ndo s6 aumentara sua solubilidade, mas também melhorara

sua permeabilidade na pele (RASHIDINEJAD et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.10Dbjetivo Geral

Obter um novo derivado da rutina e avaliar aspectos da sua eficécia e seguranca para

aplicacdo cosmeética.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar o derivado da rutina.

e Avaliar as propriedades antioxidante e antiglicante do derivado.

e Estudar os efeitos do derivado sobre a viabilidade, migragdo, proliferacdo celular e
sintese de colageno em linhagens de fibroblastos humano.

e Auvaliar por meio de ensaio in silico o coeficiente de particdo e de permeacdo cutanea
do derivado.

e Auvaliar o potencial genotdxico do derivado em fibroblastos humanos.

e Analisar o efeito irritativo do derivado em modelo de pele reconstruida.
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4. METODOLOGIA

4.1 Sintese

O derivado rutina benzilada foi sintetizado no Laboratério de Produtos Naturais e
Semi-sintese — Fitophar/UFAM. A substancia foi sintetizada a partir a metodologia proposta
por ZHANG e colaboradores (2011), onde a rutina sofreu uma reacdo de benzilagdo,
formando a rutina benzilada.

A rutina (1500,7 mg; 2,46 mmol) foi colocada em baldo de reagdo de 50 mL e
adicionou-se dimetilformamida (DMF) (3,0 mL), carbonato de potassio (K,COs) (2eg-g; 4,92
mmol) e brometo de benzila (BnBr) (2,0 mL), deixou-se sob agitacdo e aquecimento (A=60-
80°C) por 24h. AplGs esse tempo o produto da reacdo foi acompanhado por CCD
(cromatografia em camada delgada) e a reacdo foi finalizada pela lavagem da solucdo com
hidroxido de sodio (NaOHyg) a 1% (2x5 mL), em seguida com agua destilada (2x10 mL) e
ambas extraidas com acetato de atila (AcOEt). A fase organica foi seca com sulfato de sddio
(Na,SO,4) anidro e filtrado em papel de filtro. Deixou-se evaporar e o produto bruto foi
isolado por CCPD (cromatografia em camada delgada preparativa) em Hex:AcOEt (8:2) e por
cromatografia em coluna aberta (¢=2,0cm; h=12cm) de silica gel 60 (70-230 mesh) com

Hex:AcOEt (8:2) rendendo o derivado ACD32F2 (41,0 mg).

4.2 Caracterizacdo quimica

As andlises quimicas foram realizadas no laboratorio da Central Analitica do Centro

de Apoio Multidisciplinar (CAM).

4.2.1 Analises espectroscopicas
Os espectros das analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de uma e duas

dimensoes (1D e 2D) foram realizados em equipamentos Bruker AVANCE Il HD, operando



42

a 11,75 teslas, observando os nicleos de *H e *C a 500 e 125 MHz, respectivamente,
equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe™) com gradiente
de campo na direcdo Z. A substéncia foi solubilizada em cloroférmio deuterado. Todos os
deslocamentos quimicos () foram expressos em ppm relativos ao sinal do tetrametilsilano

(TMS). As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

4.3 Cultivo celular

As células utilizadas neste estudo foram as linhagens de fibroblastos humano (MRC-
5), e queratindcitos humano (HaCat), todas as linhagens foram obtidas do banco de células do
Laboratorio de Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas. Os fibroblastos foram cultivados em garrafas estéreis de cultura celular
e 0s queratindcitos em garrafas estéreis revestidas com colageno do tipo IV a fim de favorecer
o crescimento e a morfologia propria dessas células.

O meio de cultura utilizado foi 0 Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibidtico Penicilina/Estreptomicina, e
as células foram mantidas em incubadora com atmosfera umidificada a 37°C com injecdo de
5% de CO,. Para observacéo do crescimento celular a cada 24 horas, utilizando o microscépio

oOptico invertido (Zeiss).

4.4 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo teste do Alamar Blue, seguindo a
metodologia de AHMED e colaboradores (1994) com o intuito de analisar a viabilidade
celular em células da linhagem MRC-5 e HACAT ap0s exposicdo por 24, 48 e 72h ao
derivado da rutina. O alamar blue, identificado como resazurina, € um indicador fluorescente/

colorimétrico com propriedades redox, que como ocorre com 0s sais de tetrazdlio, reduz-se



43

em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a
forma reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel).

Em placa de 96 pocos, as células de MRC-5 e Hacat foram plaqueadas na
concentracdo de 0,5 x 10* células por poco. Apds 24 horas de incubagdo e aderéncia das
células, as mesmas foram tratadas com o derivado da rutina na concentracdo de 200 pg/mL,
nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Passados os tempos de tratamento, foram adicionados 10puL da solug¢do de uso de
Alamar Blue (solucédo estoque 0,4% 1:20 em meio de cultura), ou seja, solucdo de resazurina.
Apdbs o tempo de metabolizacdo da resazurina (3h), foi realizada a leitura da fluorescéncia no
leitor de placas ELISA. A viabilidade foi calculada conforme a férmula abaixo:

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

4.5 Ensaios antioxidantes

4.5.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

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

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100
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4.5.2 Ensaio de varredura do radical ABTS

A atividade antirradical foi realizada mediante a descoloracdo da solucdo de ABTS de
acordo com o método descrito por Re, et al. (1999), com modificacbes A solucdo de ABTS
foi realizada pela reacdo de 0,7/mM do radical dissolvido em agua deionizada 2,4mM de
persulfato de potassio (K;S;0g) e a mistura reacional foi incubada em temperatura
ambiente na auséncia de luz por 16 horas. Para conhecer a absorbancia dos brancos, em uma
placa de 96 pocos foram adicionados 30 pL dos derivados da quercetina (1 mg/mL) e 270 pL
de &gua. Para o teste, foram adicionados 30 pL do derivado da rutina e 270 pL da solucao de
ABTS e a placa permaneceu incubada ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds esse tempo,
realizou-se a leitura a 630 nm no leitor de ELISA. Como padrdo utilizou-se acido galico. Em

seguida, foram efetuados os calculos de inibicdo por meio da seguinte férmula:

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

4.5.3 Atividade Antioxidante Celular

A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada segundo a metodologia
descrita por WOLFE e LIU (2007), com modificacbes. Nesse ensaio, utilizou-se células
MRC-5, plaqueadas na concentragdo de 6x10* (células/pogo), em 100 pL do DMEM alta
glicose, e incubadas por 24 horas. Apds o periodo de incubacéo, os pogos foram lavados com
tampdo fosfato-salino (PBS). Posteriormente, adicionou-se, na microplaca, 100 pL de uma
solucdo de 2,7-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) a 25 uM, dissolvida em tampdao
Hank’s, contendo o derivado da rutina (50, 100 e 200 pg/mL), e incubados durante 60
minutos a 37°C e 5 % CO,. Apds o periodo de incubagdo, os pocos foram novamente lavados
com PBS. Em seguida, tratou-se com 600 pM de dihidrocloreto de 2,2’-azobis

(2metilpropionamidina) (AAPH), e a fluorescéncia dos mesmos foi mensurada utilizando
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leitor de ELISA, imediatamente, no comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de
emissdo 520 nm, durante 60 minutos, em intervalos de 5 minutos. O controle positivo
(quercetina — 100 pg/mL) foi preparado com DCFH-DA e tampao Hank’s e o controle
negativo (DMSO) com PBS. Os resultados foram calculados segundo a equacéo abaixo:

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

4.6 Atividade inibitdéria sobre a glicacdo de colageno

Para a andlise da atividade inibitéria sobre a glicacdo de colageno, foi utilizado a
metodologia descrita por KIHO e colaboradores (2004), com algumas modificages.
Primeiramente foi preparada uma solucdo de tampdo fosfato a 200 mM, pH 7,4 com
conservante azida sodica 3 mM. Apos isso, obteve-se uma solucdo de glioxal a 90 mM, e
colageno tipo 1 a 0,5 mg/mL, em tampdo fosfato. No poco referente ao branco, colocou-se 30
uL do derivado da rutina nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781
pg/mL, 135 uL de colageno e 135 ulL de tampao. No teste, colocou-se 30 uL do derivado da
rutina (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781 ug/mL), 135 puL de colageno e 135 pL de
glioxal. Em seguida, a placa foi incubada em estufa a 37°C por 4 dias. Apds esse tempo,
realizou-se a leitura por fluorescéncia (Aex = 365 nm, Aem = 465 nm) em leitor de ELISA.
Como padrdo, utilizou-se a aminoguanidina (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781
pg/mL) e controle negativo DMSO. Em seguida, foram efetuados os calculos por meio da

seguinte férmula:

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

4.7 Avaliacdo sobre a proliferagdo celular

O ensaio avaliou a proliferacdo celular pelo método Azul de Tripan, segundo

metodologia descrita por FRESHNEY (1994), com modificagdes. As células MRC-5 foram
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plagueadas na concentracdo de 1x10* de células/mL, em placas de 12 pogos, mantidas em
estufa a 37°C, e 5% de CO,. Apo6s atingirem uma confluéncia celular de 80 % da superficie
ocupada, as células foram tratadas na concentracdo de 100 pg/mL do derivado da rutina.
Como padrao e controle negativo, utilizou-se vitamina C e DMSO, respectivamente.

O estudo teve intervalos medidos em trés tempos experimentais: 24, 48 e 72h de
tratamento com a substancia. Apos o periodo de incubacgdo/tratamento, ocorreu a tripsinizacdo
e inativacdo com meio e PBS. Utilizou-se 90 pL da suspensdo celular e 10 pL de azul de
tripan. Desta suspensdo celular, transferiu-se 10 pL para a cadmara de Neubauer para a
contagem celular, excluindo-se aquelas que se apresentaram coradas de azul (células néo
viaveis).

Para o calculo do numero de células de cada poco foi utilizada a seguinte equacéo:

NC x D x 10* (NC= média do niimero de células viaveis contadas, D= diluicio da amostra).

4.8 Ensaio de migracao in vitro

O teste de migracdo in vitro foi baseado na metodologia descrita por ASCIONE e
colaboradores (2016). Neste ensaio as células de MRC-5 foram plagueadas em placa de 12
pocos, com uma densidade de 5x10° células/poco e foram incubadas a 37 °C com 5% CO», ar
atmosfera até 100% de confluéncia.

A placa com as células foi riscada manualmente com uma pipeta de 200 pL,
removendo células de uma &rea com desvio entre 380 e 580 mm. As células foram lavadas
com PBS e tratadas com o derivado da rutina na concentragdo de 100 pg/mL, juntamente com
meio DMEM. Como padréo foi utilizado a vitamina C e como controle negativo o DMSO. A

placa foi analisada por microscopia éptica apos os tempos de tratamento de 24h, 48h e 72h.
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4.9 Quantificacdo de colageno da cultura celular de fibroblastos

Para quantificar a producéo de colageno soluvel no sobrenadante do cultivo celular,
foi utilizado o ensaio colorimétrico Picrosirius (Sirius-Red), método descrito por JONES e
colaboradores (2013), com modificacGes. As células de fibroblastos MRC-5 foram plaqueadas
na densidade de 1x10° células/mL em placas de 24 pocos e incubadas com o derivado da
rutina (100 pg/mL), em triplicada por 24 horas. Como controle foi utilizada a rutina e &cido
ascorbico, na mesma concentracdo que a substancia teste.

Apbs o tratamento das células, o sobrenadante do cultivo celular foi removido para
avaliacdo do colageno soluvel, onde foi adicionado em uma placa de 96 pocos sendo esta
placa incubada, sem tampa, em estufa a 37°C “overnight” para a secagem do meio de cultivo.
Em seguida, foram adicionados 200 uL da solu¢ao de Bouim saturada e incubadas por uma
hora. O fixador foi removido e adicionado 300 pL de agua destilada em cada pogo. A placa
foi seca em temperatura ambiente por aproximadamente duas horas. Apés este periodo, foram
acrescentados 200 puL do corante Picrosirius 0,1% por uma hora, sob leve agitagdo e prote¢ao
da luz. O corante foi removido cuidadosamente e em seguida foi adicionado 250 puL de HCI
0,01 M para a remocdo do corante ndo aderido. A solucdo de HCI foi removida, onde em
seguida foi adicionado 150 pL de NaOH 0,1 M por 30 minutos sob leve agitagdo.

O conteudo da placa foi lido em espectrofotémetro com comprimento de onda de 490
nm. A curva padrdo de colageno foi preparada a partir de uma solugéo de colageno tipo | from
“rat-tail” (Sigma®) diluida em PBS e meio de cultura DMEM sem soro, nas concentragdes
finais de (12,5, 6,25, 3,12, 1,5, 0,78, 0,39, 0,19, 0,09 pug/mL). Os valores médios foram
plotados em grafico de dispersdo com as concentra¢des conhecidas de coldgeno, com os
valores do eixo X e as absorbancias correspondentes a cada concentragdo com os valores do
eixo Y e calculado a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo R. Os dados foram

analisados atraves do programa GraphPad Prism® (Two way /ANOVA/ post-test Bonferroni).
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4.10 Avaliacdo da genotoxicidade atraves do teste do cometa

A avaliacdo da genotoxicidade pelo teste do cometa, em pH alcalino, foi realizado
conforme metodologia descrita por SINGH e colaboradores (1988), com modificacfes. As
células MRC-5 foram plaqueadas em placas de 24 pogos na concentracio de 6x10* células em
1 mL para cada po¢o, sendo incubada em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24
horas. Apo6s o periodo de incubacdo as células foram tratadas com o derivado da rutina, na
concentragdo de 200 pg/mL no tempo de 3h. Como controle positivo foi utilizado o EMS
(etil-metanosulfonato).

Ao final do tempo de tratamento, o sobrenadante celular foi transferido para um
eppendorf e os pogos foram lavados com 200 puL PBS, em seguida foram adicionados 200 pL
de tripsina, e a mesma ficou agindo por 5 minutos, ap6s esse tempo a acdo da tripsina foi
inativada com DMEM (que contém SFB). A suspensdo celular foi transferida para o0 mesmo
eppendorf utilizado anteriormente, onde foi centrifugado a 37°C, durante 5 minutos a 1500
rpm. O sobrenadante foi descartado e 40 ul do concentrado celular foi coletado e incorporado
a uma solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP). Em seguida, o conteudo foi
transferido para laminas de microscopia previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo
normal (NMP).

Apos solidificagdo em temperatura ambiente, as 1dminas ficaram em uma solucdo de
lise por 24 horas, para a desnaturacdo da parede celular e nuclear, restando o DNA da célula.
As laminas foram, entdo, removidas da solucédo de lise e dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese preenchida com solucdo de eletroforese por 20 minutos onde permitiu o
desempacotamento do DNA.

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 20 minutos, a 20 Volts e com
corrente de 300 mA. Posteriormente, as laminas foram dispostas em recipientes contendo

solucgéo de neutralizacdo por 15 minutos. Por fim, as ldminas secas, foram fixadas em etanol
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absoluto e armazenadas para posterior leitura. As ldaminas foram analisadas em microscopio
de fluorescéncia, utilizando 40 uL da solucao de Syber Green (1:10000).

Foram contados 50 cometas por lamina, sendo classificados de acordo com a
quantidade de DNA fragmentado na cauda do cometa, indicando o grau de quebra do DNA (0
—sem dano, 1 — cauda menor que o diametro do nucledide, 2 — cauda do mesmo tamanho que
o didmetro do nucledide, 3 — cauda maior que o didametro do nucledide, e 4 — cauda 2 ou mais
vezes maior que o didmetro do nucledide). Os resultados foram expressos como indice de
dano e frequéncia de dano usando os seguintes calculos:

indice de Dano Total = 0 x (n° de cometas grau 0) + 1 x (n° de cometas grau 1) + 2 x
(n° de cometas grau 2) + 3 x (n° de cometas grau 3) + 4 x (n° de cometas grau 4)

Frequéncia de dano = 100 — (50 — n°® de cometas do grau)* 100/50

4.11 Ensaio de avaliacdo de irritacdo cutanea in vitro em modelo de pele

reconstruida

4.11.1 Geracdo da pele humana reconstruida

O modelo de pele reconstruida foi baseado no trabalho de SOUSA (2018), que foi
desenvolvido no Laboratério de Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal do Amazonas. Este modelo é feito através do cultivo de linhagens
celulares de queratindcitos e fibroblasto humano.

A MRC-5 ¢ utilizada para a confec¢do da derme, onde as células foram ressuspendidas
em uma solucdo contendo coldgeno, tampdo de reconstituicdo e alguns nutrientes, em seguida
essa mistura é transferida em uma placa de 12 pocos enquadrando insertos com membrana de
poro 0,4 um (Corning®). Essa placa é mantida em estufa a 37°C com inje¢éo de 5% de CO,

para o processo de gelificacdo do colageno e estabilizacdo do pH.
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Os queratindcitos foram utilizados para a reconstrucdo da epiderme, onde foram
plaqueados sobre a derme em meio especifico para sua adesdo na derme, ap0s 24 horas esse
meio foi removido e a pele foi mantida em estufa a 37°C com injecao de 5% de CO,, durante
esse periodo foi realizada a troca do meio da parte externa ao inserto a cada dois dias, durante

o0s 15 dias de incubacéo.

4.11.2 Ensaio de avaliacao de irritacéo cutanea in vitro

Para avaliar a aplicabilidade do modelo de pele reconstruida na avaliacdo de irritacéo
cutanea com o derivado da rutina, utilizou-se o protocolo utilizado para o modelo EpiSkinTM
(OECD 439) com pequenas modificacbes. Apos a formacdo do modelo de pele, os tecidos
foram expostos ao derivado da rutina (1 mg/mL) e ao SDS 5% (dodecil sulfato de sédio).
Foram adicionados 10 pL de cada substancia, sendo estas aplicadas diretamente na superficie
do tecido, durante 15 minutos de exposi¢do. Apds esse periodo de tempo, os tecidos foram
lavados com PBS e mantidos na estufa por mais 42 horas. Apds este periodo, os tecidos foram
transferidos para placas de 24 pocos e incubados com MTT (1 mg/mL) por 3 h a 37 °C e 5%
de CO2. Em seguida, os tecidos foram novamente lavados com PBS e transferidos para uma
nova placa contendo 2 mL de isopropanol para a extracdo do formazan reduzido, onde
permaneceram a temperatura ambiente por 2 h. Apos esse intervalo, coletou-se 200 pL da
solucdo de extracdo e transferiu-se para placa de 96 pocos. A densidade Optica do corante
purpura resultante foi medida a 570 nm utilizando um leitor de placas de ELISA. (OECD,

2015).

4.12 Avaliacao do coeficiente de particdo e permeacao cutanea in silico

A avaliacdo do coeficiente de particio e da permeacdo cutanea do composto

sintetizado foi realizada através da ferramenta online SwissADME do Swiss Institute of
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Bioinformatics (http://www.sib.swiss) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). No servidor

SwissADME as estruturas foram desenhadas e depois convertidas para modelo SMILES, que
permite a analise do logP e da area de superficie polar topoldgica (TPSA), que através da
equacdo %ABS= 109 - (0.345 x TPSA) foi possivel determinar o percentual de absor¢édo

teorico do derivado.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como Meédia £ D.P.M. (Desvio Padrdo da Média).
Todos o0s ensaios in vitro foram realizados em triplicata biol6gica, e analisados
estatisticamente, usando o software GraphPad Prism 6. Os ensaios foram analisados pelo teste
de comparagBes mdaltiplas e a analise de variancia (ANOVA) para comparagdo entre 0s

grupos. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.


http://www.sib.swiss/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises quimicas da ACD32F2
A amostra obtida a partir da reacdo de benzilagdo da rutina, codificada como
ACD32F2, apresentou-se como um solido de coloragdo amarela, cujo rendimento foi de
1,0981mg e a porcentagem da fracdo isolada do mesmo foi de 49%. O derivado apresenta
ponto de fusdo de PF= 158-161 °C.
A reacdo de substituicdo entre a rutina e brometo de benzila foi avaliada por CCD
(Figura 4), onde foi observada a formagéo do produto benzilado com R¢= 0,65. Esse produto
apresentou menor polaridade que a rutina e maior afinidade pelo sistema de eluigdo

Hex:AcOEt (8:2).

e -

Anisaldeido Luz UV 254nm

Figura 4. CCD da ACD32F2 (RBn — rutina benzilada) comparada com a rutina (RUT), a qual foi utilizada como
produto de partida.

5.1.1 Analise do Espectro de RMN da ACD32F2

A substancia foi identificada por RMN 1D (*H, *C e DEPT135) e mapas de
correlagdo COSY, HSQC e HMBC. A tabela 2 apresenta os dados de *H e **C e dos mapas de
correlagbes COSY e HMBC, com os dados da literatura (KAJJOUT; ZEMMOURI;

ROLANDO, 2011).
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O espectro de RMN de 'H apresentou 2 sinais correspondentes a hidrogénios
metilénicos, em & 5,15 (s) e & 5,21 (s). Além de sinais caracteristicos de H aromaticos de
grupos benzila de 6 7,28 a 7,43 ppm. Também, foram observados dupletos de H aromaticos
com acoplamento em meta, 6 6,45 (d=2,1 Hz) e 6 6,56 (d=2,1 Hz), que correspondem a sinais
caracteristicos de H do anel A flavonoidico, nas posi¢cGes H-6 e H-8, respectivamente. Em
adicdo, observou-se acoplamento orto e meta do anel B, em & 7,80 (m), 6 6.64 (d=8,3 Hz) ¢ 6
7.01 (d=8,3, 2,3 Hz), que foram atribuidos aos H-2’, H-5’ ¢ H-6’, respectivamente.

O HMBC apresentou as correlagdes dos hidrogénios metilénicos em 6 5,15 (s, H-
1), e confirma sua posi¢do no C-7 do anel A correspondente ao *C em 164,7 ppm, além de
apresentar suas correlacdes com os carbonos 6 127,9 ¢ 6 135,8 do anel benzénico. Também,
foi observado para o H-1” em & 5,21 (s), sua correlagdo com o C-4’ em 147,3 ppm,
confirmando a substitui¢do, como também, as correlagfes com 0 C-2°” em 6 135,8 ppm e com
os carbonos em 6 127,9. Portanto, a partir da confirmacao da benzilagdo nos carbonos 7 € 4°,
a substancia proposta ¢ 7-(benziloxi)-2-(4-(benziloxi)-3-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-4H-

cromen-4-ona, CyH,0s, (Figura 5).

OH

[
OH O

Figura 5. Derivado benzilado da rutina - 7-(benziloxi)-2-(4-(benziloxi)-3-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-4H-
cromen-4-ona, CygH,,05,
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1 13 Kajjout, Kajjout,
Posic¢iio I}S{flnﬁlzl)t ” ( (I:n) (?HO_?:) HMBC (*H-3C) Zemmouri,e  Zemmouri, e
PP Rolando, 2011  Rolando, 2011
2 151,6 150,1
3 134,4 135,6
6,45 (d, 2,1, 93,0/ 6,45 (d, 1,9,
6 1H) 98,6 104,2/161,0/164,7 1H) 97,5
7 164,7 163,2
6,56 (d, 2.1, 6,55 (d, 1,9,
8 1H) 93,0 98,6/104,2/156,7/164,7 1H) 93,6
9 156,7 158,7
1’ 119,1 121,2
2’ 7,80 (m, 1H) 113,8 7,01 145,8/147,3 7’751¥iil’9’ 114,1
3’ 145.,8 148.6
4’ 1473 141,9
5’ 6’641(;11’) 8.3, 117,0 7,01 134,4/151,6 7,01 (d, 8,5, 1H) 114,0
, 7,01 (dd, 8,3 6,64 7,59 (1H, dd, 8,5
6 2l 1262 151,6 e 19) 124,3
1 5,21 (s, 2H) 71,2 127,9/135,8/147,3 5,20 (s, 2H) 70,6
2” 135,8 137,1
3” e 7,,
vy s 7,28 -7,43 127,6 —
4 56”6 ) 1286 719-747(m) 12721289
1 515(s,2H) 70,3 127,9/135,8/164,7 5,08 (s, 2H) 70,4
27 135,8 137,7
3”, e
7,,,
vy 7,28 -7,43 127,6 —
46,”e ) 1286 719-747(m) 12721289
5”’

Tabela 2. Dados de RMN em CDCl; (11,74 T). Os dados de °C foram atribuidos com auxilio dos experimentos de HSQC, HMBC e
DEPT.
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Figura 6. Espectro de RMN 'H da amostra ACD32F2 (11,74 T, CDCls, TMS).
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Figura 7. Expansdo da regido do espectro de RMN *H de 5.0 ppm a 8.0 ppm da amostra ACD32F2 (11,74 T, CDCls, TMS).
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Figura 8. Ampliacdo do mapa de Correlacdo COSY da amostra ACD32F2 (11,74 T, CDCl3, TMS).
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Figura 9. Ampliacdo do mapa de Correlacdo HSQC da amostra ACD32F2 (11,74 T, CDCl3, TMS).
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Figura 10. Ampliacdo do mapa de Correlagdo HMBC da amostra ACD32F2 (11,74 T, CDCl3, TMS).

5.2 Citotoxicidade

A andlise da viabilidade celular foi realizada atraves do ensaio do Alamar blue
(conforme descrito na metodologia), em que se baseia na coloracdo por resazurina, o qual
exibe a mudanca colorimétrica e a fluorimétrica relacionada a atividade metabolica celular
(NAKAYAMA, 1997).

Para a analise de uma possivel citotoxicidade, as linhagens celulares MRC-5 e
HACAT foram expostas no periodo de 24, 48 e 72 horas com a rutina e seu derivado
ACD32F2 na concentracdo unica de 200 pg/mL, a fim de averiguar a seguranca do mesmo.
Os resultados desta anélise estdo expressos em % de viabilidade celular.

Conforme a representacdo grafica exibida na figura 11, observa-se que a linhagem
celular de fibroblasto (grafico A) tratada com ACD32F2 no tempo de 24 horas, exibiu
percentual de 96,2+0,94 de células viaveis, em 48 horas: 92,4+0,95 e 72 horas: 88,8+0,91. A
linhagem celular de queratindcitos (grafico B), em 24 horas, exibiu 96,5+1,39; em 48 horas:

94,1£0,93 e 72 horas: 92,1£1,19%. A rutina, quando testada nas mesmas condicdes
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apresentou viabilidade celular superior a 70% em todos o0s tempos testados em ambas
linhagens celulares.

A padronizacdo internacional dos testes de citotoxicidade in vitro, de acordo com a
ISO 10993-5 de 2009, estabelece parametros quantitativos e qualitativos referente a analise da
citotoxicidade, com meétodos bioldgicos apropriados. De acordo com esses parametros,
quando a porcentagem de viabilidade celular encontra-se acima de 80% a substancia teste ndo
é considerada citotoxica, quando esta porcentagem estéd entre 80 e 60% é classificada como

baixa citotoxicidade.

MRC-5 [A]
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Figura 11. Avaliacdo da citotoxicidade do derivado ACD32F2 e rutina. As células testadas foram MRC-5 e
HACAT, com 200ug/mL das substancias testes, no tempo de tratamento de 24, 48 e 72 horas. Os dados estéo
expressos em porcentagem de viabilidade celular com média + desvio padrdo (em relagéo ao controle de DMSO)
e analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05.
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Diante desta analise e dos dados obtidos, € possivel concluir que a ACD32F2 néo
apresenta citotoxicidade, na concentracdo de 200 pg/mL para as linhagens de fibroblasto e
queratinécito humano.

ARAUJO e colaboradores (2013), realizaram a bioconversdo de quercetina e rutina e
avaliaram a citotoxicidade destes produtos modificados em linhagem celular HL-60 de
leucemia humana, demonstrando que os derivados modificados ndo apresentaram atividade
citotoxica, exceto a rutina, que demonstrou um efeito citotoxico significativo, os autores
explicam que isso possa ocorrer devido alguns flavonoides exercerem importante atividade
citotoxica em cultura de células humanas do tipo melandcitos e melanomas, por meio do
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio intracelular nestes modelos celulares

(YANEZ, 2004).

5.3 Atividade Antioxidante

Durante a atividade do sistema bioldgico, o metabolismo celular gera inimeros
radicais livres, muitos desses radicais sdo produzidos sob a forma de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (VALKO et. al., 2007). A producéo excessiva de ROS estimula diversos
processos inflamatdrios, os tecidos da pele também sdo afetados, na qual levam a degradacéo
do colageno e da matriz extracelular da pele, impedindo a producéo de fibras que sustentam
esses tecidos, desencadeando assim o envelhecimento cutdneo (GEGOTEK et al., 2019).

Diante disto, o potencial antioxidante do novo derivado da rutina (ACD32F2), foi
avaliado atraves do ensaio de captura dos radicais livres, onde, segundo SOUZA et al. (2007),
a porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH e ABTS
consumida pela substancia antioxidante (tabela 3). Também foi realizado o ensaio de
avaliacdo da atividade antioxidante celular que é baseada na deteccdo da inibi¢cdo da producéo

de ROS intracelular utilizando o composto fluorescente: 2'7'-dicloro-fluoresceina-diacetato
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(DCFH-DA) em linhagens celulares de fibroblastos (figura 12). Os resultados destas analises
estdo expressos em % de inibicé&o.

Nos ensaios de DPPH e ABTS, a ACD32F2 (derivado da rutina), testada na
concentracdo de 100 pg/mL, apresentou inibicdo inferior a 50% em ambos 0s ensaios. No
ensaio antioxidante celular, quando testada na concentracdo de 200 pg/mL, a ACD32F2
demonstrou uma inibicdo de 58,5% de ROS, podemos observar no grafico uma inibi¢éo dose-
dependente, pois houve um decaimento na inibicdo de acordo com a diminuicdo da
concentracdo. A partir desta analise, entende-se que a ACD32F2, quando comparado com a
capacidade de inibir uma porcentagem significativa de espécies reativas de oxigénio, com isso

ndo possui atividade antioxidante.

SUBSBTANCIAS DPPH ABTS
Acido galico 90,1+1,43 99,6+0,08
Rutina 89,4+0,31 85,2+0,54
ACD32F2 11,6+1,32 12,7+0,61

Tabela 3. Avaliagdo da atividade antioxidante através dos ensaios de DPPH e ABTS. A ACD32F2, Rutina,
Acido galico (padrdo), encontram-se na concentragdo Unica de 100 pg/mL e os dados estdo expressos em
porcentagem de inibicdo com D.P.M.
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Figura 12. Avaliacdo da atividade antioxidante celular em linhagem de fibroblasto tratada com ACD32F2 e
rutina, na concentracdo de 50, 100 e 200 pg/mL. Os dados estdo expressos em porcentagem de inibicdo de ROS
com média + desvio padrdo e analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05, foi
considerado estatisticamente significativo ao comparar a ACD32F2 com a rutina.

A estrutura quimica, o grau e posicao de hidroxilacao, presenca de ligagcdes duplas ou
conjugacéo, tipo e posicdo de substituintes e glicosilacdo, sdo elementos que determinam a
acao antioxidante de um flavonoide (GIL; COUTO, 2013). Se os compostos flavonoides
apresentarem grupos hidroxilas na posi¢cao 3’ € 4’ do anel B ou na posi¢do 7 e 8 do anel A,
sua atividade antioxidante € elevada (AMIC et al., 2003). Um estudo da atividade
antioxidante da rutina foi realizado por ZIELINSKA, SZAWARA-NOWAK e ZIELINSKI
(2010) através dos ensaios de DPPH e ABTS, os autores afirmam que a atividade antioxidante
desta molécula é referente & virtude do anel B ter uma maior facilidade de oxidagdo do que o
anel A.

LUE e colaboradores (2010), realizaram uma modificagdo estrutural na rutina,
através da adicdo de um gripo acil de cadeia crescente no anel de aglcar pertencente a
molécula da rutina, 0 que ocasionou uma diminui¢do da atividade antioxidante. Os autores
explicam que este fato esta relacionado com a reducdo dos efeitos indutivos de elétrons dos

grupos acila pela rutinose em sentido a por¢édo 2-fenilcromen-4-ona da rutina.
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A ACD32F2, nosso objeto de estudo, apresentou baixa atividade antioxidante,
conclui-se que este resultado tenha sido afetado por sua modificacdo estrutural, onde algumas

hidroxilas presentes na molécula da rutina foram substituidas por grupos benzil.

5.4 Atividade inibitdria sobre a glicacdo de colageno

A glicacdo é uma sintese ndo enzimatica com agucares redutores e grupos amino de
proteinas, que sofrem rearranjos estruturais ocasionando a formacdo de produtos finais de
glicagdo avancada (AGEs). O glioxal € uma espécie de carbonila reativa, formado durante o
processo de peroxidacdo lipidica, auto-oxidagdo de glicose, contribuindo para a formacéo dos
AGEs (CHEN et al., 2014).

O acumulo dos AGEs é um fator primordial para o envelhecimento pois afetam
diretamente proteinas de vida longa, como o colageno, onde sdo formados e aglomerados ao
longo da vida, provocando ligagdes cruzadas intermoleculares, levando ao aumento da rigidez
e reducdo da flexibilidade da pele (SADOWSKA; BARTOSZ, 2016). A pele ao sofrer danos
na matriz extracelular, através de fatores intrinsecos e extrinsecos, acelera a producdo dos
AGEs 0 que leva a uma maior degradacdo de coladgeno, aumentando a expressdo de rugas
(GAUTIERI et al., 2017).

O gréfico representado na figura 13. refere-se a analise da atividade inibitoria sobre a
glicacdo de coldgeno da ACD32F2 comparada com a rutina e aminoguanidina (controle
positivo). Na formacdo dos AGEs na via do glioxal, a ACD32F2 apresentou melhor inibicéo
na concentracdo de 100 pg/mL, exibindo 90,4+2,37% de inibi¢ao da formagao de AGEs, dado
este superior a rutina (74,1£2,25%) e ao controle positivo (86,842,73%). A ACD32F2
apresentou inibi¢do superior a 50% até em concentragdes mais baixas como demonstrado na

de 6,25 pg/mL (53,142,41%).
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Diante dos resultados expostos, o derivado obteve éxito na inibi¢do da via do glioxal,
impedindo a ligacdo do glioxal com o grupamento amina presente no colageno, contribuindo
para a ndo formacdo exacerbada de AGEs, E valido salientar que a ACD32F2 apresentou
inibicdo superior quando comparado com a rutina e a aminoguanidina em todas as
concentracOes testadas apresentando Clsg de 2,45+0,47, a rutina obteve Clsg de 4,633+0,64 ¢ a

aminoguanidina, 50,7+3,45.
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Figura 13. Inibi¢do da glicacdo de coldgeno através da formacdo dos AGEs pela via glioxal. As substancias
testes, foram a ACD32F2, Rutina e a Aminoguanidina (controle positivo), nas concentracdes de 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781 pg/mL. Dados sdo expressos em porcentagem de inibicdo da glicacdo de
coldgeno com média + desvio padrdo, analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett *p < 0,05,
foi considerado estatisticamente significativo ao comparar ACD32F2 com a rutina.

PASHIKANTI e colaboradores (2010), realizaram um estudo avaliando o efeito
inibitério de novos derivados da rutina sobre os produtos finais de glicacdo avancada nédo
oxidativos. Os derivados de rutina foram testados como inibidores de AGE e apresentaram
resultados eficazes quanto a aminoguanidina (padrédo de inibicdo). CERVANTES-

LAUREAN et al. (2006), avaliaram derivados da rutina na inibicdo da glicacdo de colageno

tipo 1, e obtiveram resultados satisfatorios onde a rutina e seu derivados inibiram a formacéo
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de AGEs fluorescentes e ndo fluorescentes induzidos pela glicacdo de glicose do colageno
tipo .

Segundo KHAN e colaboradores (2020), a rutina € capaz de prevenir a sintese de
AGEs, pois ela abrange um grupo vicinil dihidroxila que auxilia na eliminacdo de ROS, e
previne a ligagdo entre essa espécie reativa de carbonila com o grupamento amina presente no

colageno tornando-a mais eficiente quando comparada com a aminoguanidina.

5.5 Avaliacao sobre a proliferagdo celular

O envelhecimento € um processo natural que ocorre em todos os 6rgdos do corpo
humano, processo este que pode ser acelerado devido a fatores intrinsecos e extrinsecos. A
pele e seus componentes, estdo mais sujeitos a danos extrinsecos devido sua grande exposicdo
com o0 meio externo, podendo sofrer danos ambientais desencadeados pelos raios
ultravioletas, ocasionando o fotoenvelhecimento, responsavel pela degradacdo da sintese de
fibroblastos. Essas células formam os constituintes da MEC, onde héa producéo de colageno e
elastina. A degradacdo destes constituintes promove a diminuicdo da elasticidade e
consequentemente o enfraquecimento da estrutura dos tecidos da pele, levando a formacéo de
rugas (BUENO, 2014).

Dessa forma, para avaliar um possivel estimulo da ACD32F2 na proliferacao celular
de fibroblastos, utilizamos o ensaio Azul de tripan para analisar a quantidade de células
viaveis em proliferacdo. Este metodo cora as células mortas, pois a membrana celular das
células vidveis permanece intactas, impedindo a penetracdo do corante para 0 meio
intracelular, com isso, as células viaveis séo incolores e as células ndo viaveis (mortas) ficam
de coloragédo azul (EISENBRAND et al., 2002).

No grafico da figura 14, observa-se que no tempo de 24 horas o derivado ACD32F2

demonstrou o valor de 53x10* niimero de células, valor este superior ao da rutina (37,5 x10%
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e da vitamina C (47,5x10%). Em 48 horas de tratamento, a ACD32F2 continuou demonstrando

um aumento no namero de células, exibindo 92,1x10*. Em 72 horas houve um aumento

significativo nas células expostas & ACD32F2, apresentando 145x10* nimero de células,

quando comparado com a rutina (93x10%) e a vitamina C (137,2x10*) a ACD32F2 apresenta

um estimulo proliferativo a linhagem de fibroblastos.
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Figura 14. Avaliacdo da proliferacdo celular da ACD32F2, rutina e o padrdo de vitamina C em células MRC-5.
O gréfico indica a proliferagdo das células apos exposi¢cdo com amostras por 24, 48 e 72 h. Na imagem A temos
a fotomicrografia da proliferacdo nos trés tempos. A imagem B representa quantitativamente a proliferacdo com
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Dados expressos em média + desvio padrdo analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett, *p
<0,05 foi considerado estatisticamente significativo ao comparar a ACD32F2 com a rutina.

GEGOTEK e colaboradores (2019) estudaram o efeito combinado de &cido ascorbico
e rutina sobre queratindcitos e fibroblastos humanos expostos a radiacdo UVA e UVB e
observaram que o 4&cido ascorbico estimula a proliferagdo celular de fibroblastos e
queratindcitos e a rutina demonstra instabilidade na proliferacdo, pois dependendo do local
onde as células estdo dispostas, a rutina torna-se capaz de estimular ou inibir a proliferacdo
celular e as duas substancias quando associadas potencializa a acdo proliferativa. ABDEL-
NAIM e colaboradores (2018) analisaram o efeito da rutina isolada de Chrozophora
tinctoria sobre a proliferacdo de células dsseas e marcadores de ossificacdo e a rutina
aumentou os marcadores de proliferacéo e ossificacdo nas células 6sseas.

Na literatura ha relatos de que a rutina tem acdo antiproliferativa em células
cancerigenas (SANTOS et al., 2011). Um estudo realizado por BHARATHI e colaboradores
(2019) demonstraram que derivados da rutina exercem atividade antiproliferativa em
linhagem de céncer de pulmdo humano A549. CERQUEIRA e colaboradores (2003)
avaliaram o efeito de alguns flavonoides sobre a proliferacao de linfocitos, e observaram que
a atividade antiproliferativa esta associada com a estrutura quimica dos compostos, onde as

flavonas foi a classe que apresentou uma elevada atividade antiproliferativa.

5.6 Ensaio da migracéo in vitro

Os reparos de danos teciduais séo desenvolvidos através da cicatrizagdo, onde ha uma
proliferacdo e migracéo das células fibroblasticas para o local da les&o. Os fibroblastos estéo
presentes no estagio inicial do processo de cicatrizacdo, na qual é responsavel por isolar e

reparar o tecido lesado através da sintese de colageno (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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A motilidade é particularidade de células vivas, na qual se desenvolvem de forma
proliferativa. O ensaio de migracdo in vitro € um complemento do teste de proliferacdo
celular, que consiste na avaliacdo da atividade migratoria de fibroblastos tratados com
ACD32F2, rutina e vitamina C (padréo), apds a formacdo de uma estria ha monocamada de
fibroblastos, mimetizando um dano tecidual. Diante disto, foi avaliada a capacidade das
substancias de estimularem a migracéo dessas células até a regeneracdo desse dano, pois com
0 aumento no numero de fibroblastos, acontece a sintese de matriz extracelular e deposicao de
colageno, produzindo a cicatriz. Esta andlise foi realizada no periodo de 24, 48 e 72 horas
com 100 pg/mL de cada substancia.

Na figura 15, podemos observar que a partir do tempo de 24 horas as células que
foram tratadas com a vitamina C e com a ACD32F2 comecgaram a estimular uma migracéo,
pois suas bordas estdo mais espessas, isso se confirma no tempo de 48 horas onde as células
estdo migrando para o centro do risco, promovendo um fechamento mais acentuado do que as
células tratadas com a rutina. No tempo de 72 horas, a rutina e o controle negativo ndo
apresentaram uma migracdo significativa, j& a ACD32F2 e a vitamina C apresentaram
fechamento de mais de 90% na &rea do risco.

GEGOTEK e colaboradores (2019) afirmam que a rutina estimula a cicatrizacdo de
feridas através da proliferagdo de fibroblastos e consequentemente pela geracdo de matriz
extracelular envolvendo a sintese de colageno. TRAN e colaboradores (2011) realizaram um
estudo utilizando um sistema de formacdo de gel composto por derivados de rutina associados
com peroxido de hidrogénio e rabano, aplicados em feridas dérmicas, nesta pesquisa através
de anélises in vitro, observaram que ocorreu uma proliferacdo celular significativa em células
tratadas com a rutina em comparagdo a células sem a substancia. Os autores justificam este
feito devido o fato de a rutina estimular a producgéo de fibroblastos e o acumulo de colageno

no processo de cicatrizacao.
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Figura 15. Avaliacdo da migracdo celular de fibroblastos expostos ao derivado ACD32A, rutina e a vitamina C
(padrdo). A fotomicrografia indica a migracdo das células para o fechamento de um risco, mimetizando um dano
tecidual, em uma monocamada de células ap0s tratamento com as amostras testes pelo tempo de 24, 48 e 72 h.
Diante dos resultados expostos, podemos dizer que o derivado da rutina ACD32F2
obteve um melhor estimulo na migracdo e proliferagdo de fibroblastos quando comparado

com a rutina. Com isso 0 mesmo apresenta grande potencial no desenvolvimento de produtos

gue auxiliem no reparo de danos teciduais.

5.7 Quantificacdo de colageno da cultura celular de fibroblastos
O colageno é uma proteina estrutural encontrada na derme responsavel por formar as
principais fibras do tecido conjuntivo denso. E uma proteina de suma importancia na

manutencdo da integridade estrutural dos tecidos da pele. O colageno do tipo | e Ill sdo
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responsaveis pela formacdo de fibras que dao sustentacdo e elasticidade aos tecidos. A
reducdo da sintese desses colagenos leva ao enfraquecimento da pele e a0 aumento de sua
susceptibilidade a agressdes do meio externo. Sendo assim, a inibicdo da sintese de colageno
ou uma perda na funcdo do colageno resulta no envelhecimento do tecido cutaneo
(MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 2015).

A ACD32F2 foi avaliada para averiguar seu potencial na sintese de colageno em
cultura celular de fibroblastos, esta quantificacdo foi realizada atraves do método Sirius red.
Para esta analise foi feita uma curva com colageno tipo | para o céalculo da quantificacdo do
colageno sintetizado em fibroblastos (figura 16).

De acordo com a demonstracdo grafica (figura 17), podemos observar que apds o
tratamento em fibroblastos com 100 pg/mL de ACD32F2, rutina e vitamina C (controle
positivo), a sintese de colageno foi quantificada em pg/mL, onde obtivemos 17,5+0,21 no
tratamento com ACD32F2, 2,6+0,05 com rutina, 12,5+0,08 com o tratamento de vitamina c e

o controle negativo 1,3+0,01 pg/mL.

CURVA CONTROLE COLAGENO TIPO 1
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Figura 16. Curva de colageno utilizada como controle para o céalculo da dosagem de colageno
da ACD32F2, rutina e &cido ascérbico.
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Figura 17. Avaliacdo da sintese de coldgeno em fibroblastos estimulados com 100 pg/ mL de ACD32F2, rutina
e vitamina C. Os dados estdo expressos em concentragdo de coladgeno em pg/ mL, com média + desvio padréo,
analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett *p < 0,05, foi considerado estatisticamente
significativo ao comparar ACD32F2 com a rutina.

Os resultados indicam um aumento significativo na quantidade total de colageno
depositado por fibroblastos através do estimulo com a ACD32F2 em comparagdo com a
rutina, sendo superior até mesmo que a vitamina C, controle positivo.

STIPCEVIC e colaboradores (2006) estudaram o efeito de diferentes flavonoides
(flavanona, flavona e flavonol) na sintese de colageno em fibroblastos humanos, dentre eles,
apenas a rutina, morina, e crisina aumentaram a concentracdo de coldgeno. A quercetina
mostrou efeito citotéxico nos fibroblastos consequentemente diminuiu a concentragdo de

colageno total.

5.8 Avaliacéo da genotoxicidade através do teste do cometa

A area dermocosmética esta buscando diferentes estratégias de ensaios in vitro para a
substituicdo do uso animais, com isso 0 teste de cometa é uma alternativa de teste de
seguranga cosmética, pois sua técnica analisa diferentes niveis de dano ao DNA
(KUMARAVEL; JHA, 2006).

A ACD32F2 foi testada na concentracdo de 200 pg/mL para avaliar a capacidade de

causar danos ao DNA, em células de fibroblasto humano, utilizando a técnica de pH alcalino,
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sendo utilizado para a analise comparativa do indice de dano (ID) e frequéncia de dano ao
DNA.

Ap0s o tratamento de 3 horas com a ACD32F2, rutina e EMS (etil-metanosulfonato -
controle positivo de dano), os resultados foram expressos em média + desvio padrdo do indice
de dano, conforme a figura 18. A concentracdo teste utilizada da ACD32F2 e da rutina foi de
200ug/mL e EMS 5mM, nesta concentracdo a ACD32F2 e a rutina ndo apresentaram
atividade genotoxica quando comparada com o controle positivo, apresentando média de

indice de dano de 10,5, 10,5+2,38, 86,8+4,47, respectivamente.

A
EMS ACD32F2
CONTROLE RUTINA
B 100-
? 80'
s & EMS
o
2 60- MEIO
oS @ RUTINA
[+}]
ACD32F2
© 404
Q
2
[=
=  20- .
—— Ig *

EMS MEIO RUTINA ACD32F2

Figura 18. Avaliacdo do efeito genotoxico em fibroblastos ap6s tratamento de 3 horas com ACD32F2, rutina e
EMS. A) Fotomicrografias dos danos em fibroblastos induzido pelas substancias testes. B) Gréfico referente ao
indice de dano obtido pelo ensaio cometa em pH alcalino apds tratamento com as substancias. Dados estdo
apresentados com média + desvio padrdo, analisados por one-way ANOVA seguido do teste de teste de Dunnett
*p < 0,05, foi considerado estatisticamente significativo ao comparar ACD32F2 e Rutina com o controle positivo
EMS.
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Com relacao a frequéncia de dano, os fibroblastos apresentaram 99+1,29 % de danos
de grau zero e 0,5 % de grau 1 e 2 quando tratados com a ACD32F2, comparando estes dados
com o controle positivo — EMS, o mesmo apresentou variacdo na frequéncia de dano,
apresentando dano de grau 1 (61+ 0,95%), 2 (15,2+ 4,85%) , 3 (12+ 3,55%) e 4 (1,3% 2,75%),

conforme representado na figura 19.
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Figura 19. Frequéncia do dano causado ao DNA pelo ensaio cometa em pH alcalino. A frequéncia do dano é
expressa em porcentagem (%), sendo a variagdo do grau O a 4 de fragmentacdo do DNA. *p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo ao comparar ACD32F2 com EMS. Os dados foram analisados por
two-way ANOVA seguido do teste de teste de Dunnett.

RAPHAELLI e colaboradores (2019) desenvolveu uma pesquisa referente a
bioatividade de extratos fendlicos de magé, que é rica em compostos fendlicos. Nesse estudo
realizaram o teste de genotoxicidade onde os extratos ndo induziram danos ao DNA. O extrato
purificado reduziu até 34% a formacdo de danos ao material genético induzido pela radiacéo
UV em cultura de fibroblastos humanos.

Um estudo realizado por BARCELOS e colaboradores (2011) avaliou os efeitos
antigenotdxicos dos flavondides, quercetina e rutina, em células HepG2 (hepatocarcinoma
humano) os resultados demonstraram que a rutina quando testada na concentracdo de 50

png/mL ndo induziu genotoxicidade nesta linhagem celular. MARCARINI e colaboradores
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(2011) estudaram o efeito genotdxico da rutina em outra linhagem celular hepatica- HTC,
onde a maior concentracdo testada de 810 uM, induziu dano ao DNA.

Os resultados referente ao dano e fragmentacdo do DNA em fibroblastos humanos
apos exposicdo com ACD32F2 ndo demonstrou dano genotdxico, se apresentando como uma

substancia segura para futuras aplicacdes cosméticas.

5.9 Ensaio de avaliacao de irritacdao cutanea in vitro em modelo de pele

reconstruida

O ensaio de avaliacdo e irritacdo cutdnea em modelo de pele reconstruida também é
um método alternativo para a substituicdo do uso de animais, pois neste ensaio é
confeccionado um modelo de pele reconstruida através da cultura celular de fibroblastos e
queratindcitos, na qual apresentam mecanismos objetivos e quantitativos para determinar o
potencial de irritacdo cutanea de uma substancia (JUNG et al., 2014).

O potencial de irritagdo cutdnea da ACD32F2 foi realizado logo apos a geracdo do
modelo de pele reconstruida que foi baseado no trabalho de SOUSA (2018), conforme
descrito na metodologia. Os tecidos foram expostos a ACD32F2 e ao SDS (dodecil sulfato de
sodio), controle positivo de irritacdo. Apds essa exposicdo, foi feito o ensaio de viabilidade
pelo método de MTT, onde obtivemos os resultados representados no grafico da figura 20.

De acordo com a representagdo grafica podemos observar que a viabilidade celular dos
tecidos do modelo de pele reconstruida quando exposta a ACD32F2 apresentou viabilidade
acima de 100%, o que pode indicar uma proliferacéo celular, fato este observado nos ensaios
anteriores, porém, outros testes devem ser executados a fim de analisar a histologia da pele

apos o tratamento com essa substancia.
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Figura 20. Avaliagdo da irritagdo cutdnea em modelo de pele reconstruida, tratada com ACD32F2, SDS
(controle positivo) e meio de cultura (controle negativo). A) Imagem da pele reconstruida tratada com o controle
negativo e com a ACD32F2. B) Dados da porcentagem de viabilidade celular, estdo expressos em média +
desvio padrdo, onde foram analisados por one-way ANOVA seguido do teste de teste de Dunnett *p < 0,05, foi
considerado estatisticamente significativo ao comparar ACD32F2 com o controle positivo.

Quando comparamos a ACD32F2 com o, controle positivo, SDS, notoriamente é
possivel observar o potencial irritante do SDS, pois a viabilidade celular é de 6+0,21%.
Segundo a OECD (2015) uma substancia é considerada irritante quando sua porcentagem de
viabilidade celular esté abaixo de 50%.

A maioria dos ensaios de irritacdo ainda é utilizando testes em animais, com isso
torna-se escasso na literatura estudos da avaliagdo de irritacdo in vitro em modelo de pele
reconstruida, pois em alguns locais, como no Brasil, ainda é permitido o uso de animais,
devido as limitacGes geopoliticas. Mas diversos campos de pesquisas estdo buscando a
implementacdo deste modelo possibilitando a execucdo de diferentes métodos alternativos

para abolir o uso de animais (DE WEVER et al, 2015; PEDROSA et al, 2017).
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5.10 Avaliacéo do coeficiente de particdo e permeacao cutanea in silico

A avaliacdo do coeficiente de particdo e permeacdo cutanea da ACD32F2 e rutina foi
realizado através da ferramenta online SwissADME do Swiss Institute of Bioinformatics. De
acordo com este programa, o derivado da rutina (ACD32F2) apresentou um valor de

coeficiente de parti¢do 6leo/agua (logP) de 4,9 (conforme tabela abaixo).

Substancias Log P (coeficiente de particao) Log Kp (permeabilidade cutanea)
ACD32F2 4,9 -4,82 cml/s
Rutina 1,63 -7,05 cm/s

Tabela 4. Avaliacdo in silico do coeficiente de particdo e permeacdo cutdnea da ACD32F2 e rutina por
SwissADME.

Segundo BARREIRO e FRAGA (2014), se o valor de logP esta normalmente
compreendido entre 1 a 5, a substancia é capaz de expressar requisitos farmacocinéticos e
farmacodindmicos ideais para um farmaco. Além disso, uma substancia que apresenta um
coeficiente de particdo maior, tende a apresentar maior taxa de permeabilidade. Ja a rutina,
apresentou um coeficiente de particdo com um valor de 1,63, sendo assim a ACD32F2 podera
apresentar uma maior taxa de permeabilidade quando comparada a rutina visto que seu logP é
maior.

O SwissADME também nos deu o valor de Kp (tabela 4). A ADC32F2 apresenta valor
de Kp - 4,82 cm/s e a rutina -7,05 cm/s. Esse resultado nos indica que a ADC32F2 possui
capacidade de permeabilidade maior do que a rutina, pois segundo DAINA; MICHIELIN e
ZOETE (2017) quanto mais negativo o log Kp, menos permeéavel a pele é a molécula.

Em 1988, Brown e colaboradores estudaram o coeficiente de particdo da rutina no
sistema octanol/agua e a mesma apresentou logP de 0,37. ARAUJO (2016) realizou um
estudo atraves da modificacdo estrutural de alguns flavonoides pela reacdo de acilagdo, onde
encontrou valores de logP superior aos os flavonoides de origem, justificando que a reacao de

acilacédo contribui significativamente para a melhoria da biodisponibilidade dos derivados.
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6. CONCLUSAO

Foi obtido um novo derivado da rutina preparado por reacdo de benzilagédo, ocorrendo
a substituicdo dos hidrogénios e dos anéis aromaticos da rutina por brometo de benzila,
formando assim um derivado benzilado da rutina, a ACD32F2 (7-(benziloxi)-2-(4-
(benziloxi)-3-hidroxifenil)-3,5-di-hidroxi-4H-cromen-4-ona).

A analise de eficacia demonstra que a substancia apresentou moderada atividade
antioxidante apenas no sistema biolégico. O novo derivado inibiu a producdo de produtos de
glicacdo avancada em colageno pela via do glioxal. O novo derivado estimulou a proliferacdo
e migracdo celular e aumentou a sintese de colageno em fibroblastos, desenvolvendo
atividade superior a rutina em ambos ensaios.

O novo derivado, quando avaliado por meio de teste in silico, provavelmente
apresenta melhor permeacao que a rutina.

O novo derivado da rutina ndo apresentou citotoxicidade em linhagens celulares de
fibroblastos e queratindcitos humano, na concentracdo de 200ug/mL, e no ensaio de
genotoxicidade o mesmo nédo induziu dano no DNA na linhagem de fibroblastos.

Na avaliacdo de irritacdo em modelo de pele reconstruida o derivado benzilado da
rutina ndo demonstrou efeito irritativo, se apresentando como uma substancia segura, neste
ensaio.

Os resultados apresentados nesta pesquisa, apontam que o derivado benzilado da
rutina, além de apresentar resultados satisfatorios com relacdo a permeagdo, 0 mesmo
demonstra ser eficaz e seguro para futuras aplicagdes cosmeticas destinada ao envelhecimento

cutaneo.
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