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RESUMO

A Senna alata (L.) Roxb é uma planta arbustiva utilizada na medicina popular com diversas
aplicacdes terapéuticas, possuindo alto teor de compostos fendlicos, sobretudo flavonoides e
compostos hidroxiantracénicos, 0s quais possuem atividade fotoprotetora ja elucidada. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi investigar a atividade fotoprotetora dos extratos
hidroglicolicos de S. alata através de espectrofotometria. Esse trabalho trata-se de uma pesquisa
basica, laboratorial de carater exploratorio, onde foi delineada uma extracdo utilizando
planejamento fatorial 22 visando otimizar a extracdo de compostos com potencial fotoprotetor,
para tanto, foram adotados como fatores o teor de propilenoglicol (PGL) e agitacdo do sistema
de solventes. A extracdo planejada durou 2 h, obtendo-se quatro extratos (E1 a E4). Assim, a
partir destes extratos, foram elaboradas 16 soluc¢des-testes (com concentracao de 0,25% a 1%)
as quais foram submetidas a leitura espectrofotométrica, nos comprimentos de onda de 200 nm
a 400 nm, objetivando determinar as absorbancias e FPS-UVB de cada uma, comparando-as
também a benzofenona-3 (BZF-3) (controle positivo). Para o tratamento estatistico dos dados
foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey, para averiguar se
houve diferenca estatistica entre os FPS e absorbancias das solucdes-testes (p < 0,05). A partir
da analise espectrofotométrica, observou-se que os extratos E1 e E3 relevaram as maiores
absorbancias nos comprimentos referentes a radiagdo UVB. Quanto aos valores de FPS, foi
observado que E3 a 0,75% (9,25 + 0,01) e a 1% (9,11 + apresentaram os resultados mais
relevantes, apresentando também atividade protetora significativa em relagdo a BZF-3. Quanto
aos resultados do planejamento fatorial, observou-se que os maiores perfis de absorbancia e
atividade fotoprotetora foram atribuidos aos extratos que possuiam PGL50% (nivel alto). Em
contrapartida, a agitacdo do sistema, analisada isoladamente, parece nao ter fornecido
incremento significativo nas respostas. Em suma, observou-se que 0s extratos de Senna alata,
nas condicBes de extracdo realizadas, possuem atividade fotoprotetora in vitro por método
espectrofotométrico, sendo isso observado em pequenas concentracdes (0,75% a 1%) podendo,
dessa forma, serem incorporados em maiores quantidades em formulacBes protetoras solares
para amplificar esses beneficios. Ressalta-se ainda a importancia do planejamento fatorial na
extracdao dos compostos com potencial fotoprotetor nos extratos, sendo o teor de propilenoglicol
a variavel mais significativa nesse contexto, porém, serdo necessarios outros delineamentos
para averiguar mais condigOes (fatores) que podem contribuir nesse quesito.

Palavras-chave: Senna alata; Extracdo; Planejamento Fatorial Completo; Atividade
fotoprotetora; Espectrofotometria



ABSTRACT

Senna alata (L.) Roxb is a shrub plant used in folk medicine with several therapeutic
applications, having a high content of phenolic compounds, especially flavonoids and
hydroxyanthracene compounds, which have already elucidated photoprotective activity. Thus,
the aim of this study was to investigate the photoprotective activity of S. alata extracts using
spectrophotometric methodology. This research is a basic, exploratory laboratory research,
where an extraction was designed using a 22 factorial design, having as factors the content of
propylene glycol (PGL) and agitation of the solvent system. The planned extraction lasted 2 h,
resulting in four extracts (E1 to E4). From these extracts, 16 test solutions (with a concentration
of 0.25% to 1%) were prepared and submitted to spectrophotometric reading, at wavelengths
from 200 nm to 400 nm, in order to determine the absorbances and FPS-UVB of the extracts,
also comparing them to benzophenone-3 (BZF-3) - positive control. Analysis of variance
(ANOVA) was used for the statistical treatment of the data, followed by Tukey's test, to verify
if there was a statistical difference between the SPF and absorbance of the test solutions (p <
0.05). From the spectrophotometric analysis, it was observed that the E1 and E3 extracts
showed the highest absorbance in the lengths related to UV radiation. As for the FPS-UVB
values, it was observed that E3 at 0.75% (9.25 £ 0.01) and at 1% (9.11 + had the most relevant
results, also showing significant protective activity in relation to BZF -3. As for the results of
the factorial design, it was observed that the highest absorbance and photoprotective activity
profiles were attributed to extracts that had PGL50% (high level). In contrast, the agitation of
the system, analyzed in isolation, does not seem to have provided significant increase in the
responses. In short, it was observed that the extracts of Senna alata, under the conditions of
extraction carried out, have photoprotective activity in vitro by spectrophotometric
methodology, this being observed in small concentrations (0.75% to 1%), which may, therefore,
be incorporated in larger quantities in sunscreen formulations to amplify these benefits. The
importance of factorial planning in the extraction of compounds with photoprotective potential
in the and extracts, with the propylene glycol content being the most significant variable in this
context, however, other designs will be needed to investigate more conditions (factors) that may
contribute in this regard.

Key words: Senna alata; Extraction; Full factory design; Photoprotective activity.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos possiveis beneficios a saude relativos a radiacdo ultravioleta (RUV),
sobretudo para a sintese de vitamina D (LIPS et al., 2006), é explicito que a incidéncia e
exposicao exacerbadas, sem protecdo devida, podem levar de danos agudos a pele e aos
sistemas, como vermelhiddo e imunossupressdo, até consequéncias a longo prazo, como
pigmentacdo, carcinogénese e fotoenvelhecimento por gerar estresse oxidativo e
consequentemente inflamacdo e degradacdo da matriz que mantém o arcabouco da pele
(MATSUMURA; ANANTHASWAMY, 2002; LOPEZ-CAMARILLO etal., 2012; LIU et al.,
2014).

A fim de minimizar os resultados da exposicdo a RUV, empregam-se os produtos
fotoprotetores, que sdo formulagGes cosméticas contendo moléculas capazes de diminuir a
carga energética potencialmente danosa intrinseca a radiagdo (como os filtros organicos,
também chamados de filtros quimicos) ou refletindo os fétons para atmosfera através dos
fendmenos de reflexdo (filtros inorganicos ou fisicos) (RASTOGI et al., 2002).

Sob essa perspectiva, tendo como ponto de partida o fato dos vegetais possuirem
metabdlitos secundarios que possuem cromoforo e caracteristicas similares a filtros quimicos
reconhecidos pelo potencial fotoprotetor (IGNAT; VOLF; POLPA, 2011), existem hoje na
literatura diversos estudos que visam averiguar a fotoprotecdo de extratos vegetais ou
moléculas isoladas a partir destes (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2013; ORLANDA; VALE,
2015; ALENCAR FILHO et al., 2020).

Concernente as moléculas oriundas da matriz vegetal com potencial de absorver a
radiacdo UV, tem destaque os flavonoides e antraquinonas, moléculas que possuem como
principal caracteristica ligacbes duplas conjugadas com simples, além de possuirem
capacidade antioxidante principalmente quando possuem hidroxilas fenolicas (AGATI et al.,
2021; SILVA, 2017).

Reforcando essa ideia, uma revisdo sistemética, elaborada por Alencar Filho e
colaboradores (2016), reuniu os estudos em que foram testadas a atividade fotoprotetora de
flavonoides in vivo e in vitro. A partir da analise da literatura, os autores constataram a ampla
pesquisa com essas moléculas no &mbito da investigacao pré-clinica e utilizacdo desses agentes
como componentes de formulacGes protetoras solares a posteriori (ALENCAR FILHO et al.,
2016).
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De modo semelhante aos flavonoides, as antraquinonas sdo moléculas também
estudadas no que diz respeito a fotoprotecdo, com destaque para 0S COMpOStos
hidroxiantracénicos. A exemplo pode-se citar pesquisas realizadas por Ray e colaboradores
(2012) e Uzun e colaboradores (2020) com extratos de plantas que possuem antraquinonas
hidroxiladas como principais marcadores quimicos. Ademais, Silva (2017) também realizou a
investigacdo da atividade fotoprotetora da antraquinona emodina, a qual apresentou FPS de
24,25 (RAY et al., 2012; SILVA, 2017; UZUN et al., 2020).

Ressalta-se que essas moléculas possuem outras atividades bioldgicas notaveis e estdo
presentes em quantidades significativas em muitas espécies vegetais, dentre elas, a Senna alata
(L.) Roxb (sinonimia boténica Cassia alata L.). As antraquinonas e os flavonoides foram
encontrados com grande distribuicdo na planta em questdo, sobretudo nas folhas, sementes,
raizes e inflorescéncias. Além desses, foram descritos outros fitoquimicos, tais como saponinas,
antronas, cumarinas e xantonas (FATMAWATI et al., 2020).

Do ponto de vista boténico, a Senna alata é uma planta arbustiva pertencente a familia
Fabaceae de prevaléncia e distribuicdo nas regides intertropicais. Devido ao seu efeito
alelopatico é conhecida popularmente no Brasil como mata-pasto, entretanto, existem outras
nomenclaturas, tais como fedogoso-gigante e acapulco. Ademais, em outros paises Senna alata
é conhecida em virtude das suas caracteristicas anatdmicas (Candle bush — arbusto de vela —
referente a aparéncia das suas inflorescéncias) e propriedades farmacoldgicas (micose — devido
a atividade antifangica) (HENNEBELLE et al., 2009; LIM, 2014).

Em estudos etnofarmacoldgicos realizados com populagbes africanas, caribenhas e
indiana, pesquisadores relataram o uso popular das folhas dessa planta para doengas e
disfuncdes sistémicas, sendo que a atividade laxativa, anti-inflamatéria e antimicrobiana sdo
as mais descritas. Além destas, ha relatos do uso de Senna alata para o tratamento de doencas
metabolicas como o diabetes, doencgas parasitarias e respiratorias (KABIR et al., 2014;
TANGJITMAN et al., 2015).

Partindo do que foi apresentado anteriormente, sobretudo no gque tange a constitui¢éo
quimica de Senna alata, é coerente do ponto de vista experimental investigar a atividade
fotoprotetora dos seus extratos. Outrossim, essa pesquisa pode contribuir para ampliar os
conhecimentos cientificos sobre Senna alata, bem como possibilitar a producdo de uma nova
formulacdo fotoprotetora oriunda de materia-prima vegetal, a qual, eventualmente traga

beneficios & saude da populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade fotoprotetora in vitro de extratos das folhas de Senna alata obtidos
através de diferentes condigdes de extragao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter diferentes extratos de Senna alata a partir da utilizacdo de um planejamento fatorial
completo 22,

e Determinar a atividade fotoprotetora dos extratos de Senna alata por espectrofotometria.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANEJAMENTO FATORIAL DE EXTRACAO: OTIMIZANDO A EXTRACAO
DE MOLECULAS BIOATIVAS

No ambito industrial e da pesquisa cientifica, discute-se a importancia da
implementacao de planejamento experimental em diversas areas, sendo o planejamento fatorial
uma consideravel ferramenta para atender a essas necessidades (PERALTA-ZAMORA,;
MORAIS; NAGATA, 2005). Do ponto de vista conceitual, o planejamento fatorial se trata de
um método tedrico-prético, realizado em pequena escala e imbuido de natureza estatistica, que
visa otimizar um processo ou metodologia, de modo que possa prever qual(is) técnica(s) ou
variavel(is) influenciam melhor em um desfecho requerido (DURAKOVIC, 2017).

Dentre as diversas aplicacdes de um planejamento fatorial estdo as técnicas de extracgao,
as quais sao o ponto de partida para o estudo dos metabolitos secundarios em plantas, de modo
que objetivam separar os componentes presentes em uma droga vegetal (ALBU et al., 2004).

Nesse contexto, o planejamento fatorial vem se tornando uma ferramenta eficaz, pois
aperfeicoa a extracdo de metabdlitos secundarios de interesse (OLIVEIRA, 2014) e,
consequentemente, possibilita os estudos fitoquimicos de caracterizacdo e identificacdo de
moléculas bioativas (VEGGI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016). O quadro 1 reune alguns
artigos com pesquisas que utilizaram o planejamento fatorial para otimizacdo da extracdo de

componentes quimicos de vegetais.

Quadro 1. Artigos que discorrem sobre o planejamento fatorial na otimizacdo da extracdo de

metabdlitos secundarios.

Planta utilizada Meétodo de Fatores e niveis Efeito(s) Principais resultados e Referéncia
no experimento extracdo utilizados investigado(s) conclusoes

De todos os fatores, 0s

pH (2 e 6), que mais contribuiram
concentragdo de para a extragdo
etanol (20% e 80%), consequentemente nas
temperatura de respostas investigadas
extracdo (30°C e Determinacéo do foram a concentracdo de Wong e
Palma Maceracéao 80°C), tempo de teor de fenois totais, etanol no maior nivel colaboradores
(Opuntia ficus- extracdo (30 min e flavonoides totaise = com incremento médio (2015)
indica) 300 min) e proporcéao atividade de 6,3% a 30.7% no
solvente/droga vegetal antioxidante requisitado, bem como
(10 e 100 mL/g) a proporgdo liquido e

solido do extrato que
contribuiu de 7,3% a
59,2% nas respostas.



Sene (Senna
alexandrina
MILL)

Ché-verde
(Camelia
sinensis)

Vernbnia
(Vernonia
amygdalina)

Jameldo

(Syzygium
cumini L.)

Maceracéao

Maceracéo

Extracdo por
micro-ondas

Maceracéo,
turbdlise,
percolacdo

Quantidade da droga
vegetal (10g,1259ge
15 g), grau de
hidratacéo do sistema
extrator — solucdo
hidroetandlica — (40,
50 e 60%) e
maceragao com e sem
temperatura e
agitacéo.

Temperatura do
sistema de extracdo
(75°Ce95°C)e
ndmero de
fermentagdes (uma ou
duas)

Tempo de irradiacdo
ao extrato (1 e 5 min),
poténcia de micro-
ondas (500W-700W),
temperatura (60°C e
80°C), proporc¢éo do
solvente utilizado (1:8
el:12g/mL)e
concentracdo de
etanol (40 e 80%)

Método de extracdo
(maceragéo, turbdlise
e percolagdo) e grau
de hidratacdo do
sistema extrator -

solugdo hidroetandlica

- (50%, 70% e 96%)

teor de residuo seco

Nesse experimento, a
maceracgao com
agitacdo e temperatura,
etanol a 60% e 15 g da
droga vegetal foi o
sistema que apresentou
melhor resultado na
extracdo dos senosideos
e no teor de residuo
seco.

Determinacéo do
teor de residuo seco
e de compostos
derivados
antracénicos
(expressos em
senosideos B)

Determinacdo do
teor de cafeina e
acido galico dos
extratos aquosos de
C. sinensis

A temperatura de 95° C
e a realizacdo de duas
fermentacgdes sucessivas
foram os niveis que
levaram a melhor
extracdo de cafeina e
acido galico

De modo geral, a
concentracdo de etanol
a 80% incrementou
33,68% nas efeitos
investigados, ao passo
que a poténcia de 800W
contribuiu 13,15%, o
tempo de irradiacdo
10,74% e a proporcao
de solvente 1:12 g/mL
1,76%

Determinacéo do
conteudo fenolico
total, atividade
antioxidante e teor
flavonoidico total.

A percolacéo e o etanol
na concentragdo de 50%
foram os niveis que
obtiveram melhor teor
de residuo seco e
atividade
antimicrobiana contra S.
aureus, S. epidermatitis,
enquanto a percolagéo e
0 etanol a 70%
obtiveram melhor
atividade antiftgica
contra Candida krusei.

Determinacéo do

e atividade
antimicrobiana
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Severo e
colaboradores
(2013)

Setyawan e
colaboradores
(2018)

Alara;
Abdurahma;
Olalere (2020)

Migliato e
colaboradores
(2011)



Stévia
(Stevia Turbdlise
rebaudiana)
Extracdo a
Quente
Alecrim-pimenta (Infusdo e
(Lippia sidoides) Decoccéo)
Penicilina Maceracéo
(Alternanthera
brasiliana L.)

Fonte: Propria, 2021.

Tamanho de particula
(181 a 780 nm),
proporgao solvente/
droga vegetal (10g/g e
30g/g), tempo de
extracdo (3 a 18 min),
temperatura (23°C a
80°C) e velocidade de
turboextragdo (5.000
rpm a 20.000 rpm).

Proporg¢do de material
vegetal (5,0% e 7,5%
- massa/volume de
solvente), tipo de
solvente (dgua/etanol
a 50%), e método de
extracdo (infusdo e
decoccdo).

Grau de hidratagdo
dos sistemas de
solventes (etanol a
30% e 50%),
proporcéo droga
solvente (1:40 e 1:20)
e presenca de agitagdo
(350 rpm e 0 rpm).

Determinac&o por
de glicosideos
expressos em
esteviosideo e

rebaudosideo A por
CLAE

Determinacao do
teor de flavonoides
totais

Determinacéo do
teor de flavonoides
totais

Nesse experimento, 0
menor tamanho de
particula, a velocidade
de turbdlise e a
proporcéao
solvente/droga vegetal
foram os que obtiveram
melhores efeitos no teor
de glicosideos, devido
as caracterfsticas
intrinsecas ao método
de extracdo, a
temperatura e o tempo
nédo ofertaram
significancia estatistica
No processo

No que diz respeito ao
teor de flavonoides, o0s
fatores que mais
contribuiram para essa
resposta foram o etanol
a 50% como sistema
extrator otimizando o
processo em 62,67% e o
extrato com 7,5% da
droga vegetal que
aumentou a extracao de
flavonoides em 23,85%.

No tocante a extragdo
de flavonoides, o
sistema de extragdo
contendo etanol a 30%,
proporcéo droga
solvente 1:40 e agitagcdo
a 350 rpm, apresentou
maior teor de
flavonoides totais
(503.7 £14.01)
expressos em mg de
equivalentes de rutina
por grama (mg EQR/g)
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Martins e
colaboradores
(2017)

Limae
colaboradores
(2015)

Alencar Filho
e
colaboradores
(2020)

3.2 RADIACAO ULTRAVIOLETA: CONSIDERACOES GERAIS E RISCOS

BIOLOGICOS

3.2.1. Caracteristicas gerais e aspectos fisicos da radiacdo ultravioleta

Nas Ultimas décadas, hd um debate acerca da correlacdo existente entre a emisséo de

gases poluentes, a reducdo paulatina da camada de 0zonio, 0 aumento da incidéncia de radiacédo
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ultravioleta (RUV) e a alta prevaléncia de neoplasias do tecido tegumentar (D’ORAZIO et al.,
2013). Além disso, discute-se também sobre a influéncia das luzes artificiais na emisséo de
radiacdo potencialmente lesiva a pele com consequéncias similares as RUV solar (AUSTIN et
al., 2018).

Sobre a RUV, sabe-se que € um conjunto de ondas inseridas no espectro
eletriomagnético, mais precisamente no comprimento de onda de 200 a 400nm. Sendo
essencialmente categorizadas em UVA, UVB e UVC, as quais se diferenciam pelo
comprimento de onda, energia e grau de penetracdo nos tecidos biologicas e em relacdo a
camada de ozonio (KULLAVANIAYA,; LIM, 2005).

Com relagéo a isso, sabe-se que a radiacdo UVA, existente na faixa dos 320 a 400 nm
do espectro eletromagnético, € a mais prevalente na atmosfera e responsavel por efeitos
crénicos, cumulativos e irreversiveis da radiacdo, devido a capacidade de producdo de espécies
reativas (ER), além de ser capaz de penetrar nas camadas mais profundas da pele e atingir a
derme (MELONI; FARINA; DE SERVI, 2010).

Ja os raios UVB (comprimento de onda 290 a 320 nm) sdo menos prevalentes,
compreendendo em média apenas 5% da radiacao presente na atmosfera e tém como principais
consequéncias a vermelhiddo, queimaduras e pigmentacdo, além de ser um potencial fator
mutagénico ao DNA (ICHIHASHI et al., 2003; VERSCHOOTEN; DECLERCQ; GARMYN,
2006). Por fim, a radiacdo UVC é a mais energética e de comprimento de onda mais curto (200
a 290 nm), apesar disso, por ser absorvida na camada de 0z6nio ndo constitui, por hora, um
perigo para a saude humana, entretanto, alguns filtros solares vém sido desenvolvidos
pensando na fragilidade da camada de ozbnio frente & mudancas climéaticas (YOUNG,;
CLAVEAU; ROSSI, 2017).

3.2.1 Efeitos celulares, moleculares e fisiopatoldgicos da radiacdo ultravioleta

Devido ao alto grau de penetracdo da RUV nas estruturas que compdem a pele,
alteracOes fisioldgicas expressivas podem ocorrer a curto e longo prazo. Dentre as principais
destaca-se o0 eritema, a imunossupressdo, pigmentacdo, aceleramento do processo de

envelhecimento mediado pela luz e carcinogénese (YOUNG et al., 2017).
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Figura 1. Patogénese das lesOes causadas pela radiacao ultravioleta
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Como as outras ondas que compdem espectro eletromagnético, a RUV é munida de
energia que se expressa em fotons, estes possuem capacidade de deturpar o arcabouco
eletronico de atomos que compde as moléculas, dentre elas as que possuem cromaéforos (duplas
ligacGes conjugadas com simples). Basicamente, a energia proveniente da radiagdo consegue
excitar os elétrons das moléculas croméforas levando-as a um estagio energético maior, nesse
estado essas entidades quimicas podem reagir com oxigénio molecular, formando a partir destes
as espécies reativas de oxigénio (EROs) (WITTGEN; VAN KEMPEN, 2007).

Dentre as moléculas que podem interagir com a RUV e formar radicais livres ou outras
moléculas potencialmente danosas aos sistemas estdo os &cidos nucleicos (DNA, RNA),
aminoéacidos, acido urocanico e proteinas. Entretanto, 0 DNA quando atingido pelos raios UV
parece ter um papel central na formag&o de moléculas aberrantes (como os dimeros ciclobutano
de pirimidina - DCBP) e radicais livres. No caso dos DCBP estes sdo formados pela unido de
dois nucleotideos de pirimidina, como a citosina e timina, gerando ligacdes do tipo C-C, T-T
ou T-C dentro da prépria molécula de DNA, o que pode gerar prejuizos na informacao genética
e construcdo das proteinas (HECK et al., 2004).

Como consequéncia desse processo anormal, a célula aciona os mecanismos de reparo

celular, como aqueles mediados pela proteina p53. Caso encontre sucesso nesse feito, a célula



21

pode continuar viavel ou caso contrario ser direcionada a apoptose (ALBERTS et al., 2017).
Entretanto, caso esses mecanismos naturais ndo ocorram, lesdes ou diferenciagdes celulares do
tipo neoplasias podem surgir (GANDINI et al., 2005).

Dentre os principais canceres que ttm como etiologia as injurias fornecidas pela RUV,
tem relevéncia clinica o0 melanoma, o qual representa 3% de todas os tumores malignos em
adultos possuindo alta incidéncia nesse grupo, além de ser uma das neoplasias malignas mais
letais (LENS; DAWES, 2004). Além disso, 0 melanoma possui potencial metastasico alto,
sendo gque a massa tumoral possui crescimento radial, vertical e invasivo em muitos outros
tecidos (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

Além do melanoma, tém destaque e magnitude epidemioldgica as neoplasias de
queratindcitos (carcinoma espinocelular e basocelular) que também tem como principal fator
de génese a RUV (KARIMKHANI et al., 2015). Esses tumores sdo fruto de um crescimento
aberrante das células basais da epiderme e acometem a face. Para o tratamento, normalmente
necessitam de incisdo cirdrgica (causando danos permanentes) e apesar de responderem bem a
terapia antineoplasica, esta normalmente ¢é escassa e de alto custo, principalmente quando os
tumores se encontram em estadiamento avancado (SEKULIC et al., 2012; GUY JR et al.,
2015).

Além disso, o fotoenvelhecimento é um dos efeitos crénicos mais marcantes da radiacdo
UV, que basicamente consiste no aceleramento do processo natural de senescéncia da pele, que
de modo semelhante as diferenciacfes celulares neoplésicas, pode se originar do estresse
oxidativo (RYU et al., 2014; RINNERTHALER et al., 2015). Basicamente, as EROs podem
danificar diretamente as fibras elasticas de colageno e elastina, além disso, o processo
inflamatorio promove aumento da expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs),
essencialmente a MMP-1, MMP-3 e MMP-9, que potencializam a degradacdo desses
componentes (QUAN et al., 2009). N&o obstante, sucede também a autofagia dos fibroblastos
e queratindcitos (WEN et al., 2013; CHEN et al., 2018). Todos esses eventos tém como
desfecho a perda do arcabouco que garante firmeza a pele, surgimento de rugas e linhas de

expressao caracteristicas do envelhecimento (DONG et al., 2008).
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3.3. FOTOPROTEGCAO: BENEFICIOS, IMPORTANCIA E PESQUISA CIENTIFICA
DE PLANTAS COM POTENCIAL FOTOPROTETOR

Como protecdo intrinseca, a pele possui a epiderme, a queratina e a melanina, além de
enzimas responsaveis pela defesa antioxidante (exemplo, superoxido dismutase) como 0s
principais componentes que conseguem, até certo ponto, minimizar os prejuizos da RUV
(BRENNER; HEARING, 2008), entretanto, devido as questdes climaticas relativas a reducéo
da camada de ozonio e alta incidéncia da radiacao solar, existe a indicacdo por parte das
autoridades de saude para que haja prote¢do exdgena, como por exemplo, a utilizacdo dos filtros
solares como coadjuvantes no processo de protecdo solar (FDA, 2019).

Em definicao, filtros solares sdo formulacdes cosméticas que devem ser aplicadas sob a
pele em condi¢bes normais, que visam fornecer protecdo fisico-quimica capaz de reduzir e
minimizar a carga energética advinda da RUV, sendo uma ferramenta importante na prevencdo
das neoplasias de pele e envelhecimento precoce (DRAELQS, 2016). Essas formulacGes devem
ser constituidas de filtros quimicos (organicos) e fisicos (inorganicos), os quais devem estar em
concentracdes equilibradas para garantir protecdo ampla. Pode-se citar como exemplos de
filtros quimicos o acido p-aminobenzoico, oxicinamatos, benzofenonas e o octocrileno e como
filtros inorgénicos o dioxido de titanio (TiO>) e o 6xido de zinco (ZnO) (LADEMANN, 2005).

Quanto ao mecanismo de acdo, os filtros quimicos mimetizam os cromdforos naturais
da pele, ou seja, recebem a RUV e se elevam a um estado energético maior. Entretanto, ao invés
de se tornarem reativos e causarem danos e formacdo de EROs, sdo estaveis, conseguindo
converter a alta carga energética em radiacdo de baixa energia e retornam ao estado de repouso
(Figura 2A), diferente dos filtros inorganicos, pois estes agem por reflexdo da RUV, impedindo
a sua penetracao na pele (Figura 2B) (LATHA, 2013).

Figura 2. Mecanismo de acdo dos filtros solares
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Fonte: Propria, 2021
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A depender da constituicdo e propor¢édo dos filtros, as formulagdes cosméticas possuem
os chamados Fatores de Protecdo Solar (FPS), que é uma medida experimental obtida através
da comparacdo entre o tempo necessario para que a RUV em dado comprimento de onda possa
causar eritema na pele protegida em detrimento da pele desprotegida. A escolha do FPS se
baseia em caracteristicas individuais e necessidades da pele do usuario (FDA, 2017).

A busca por novos agentes fotoprotetores oriundos de matriz vegetal tem sido alvo de
pesquisadores em diversas areas, como a cosmetologia (SOLANO, 2020). Essas propensdes
partem do principio que as plantas possuem mecanismos de defesa enddgenos frente ao estresse
oxidativo imposto pela RUV em excesso (LIU, 2009). Uma das formas das plantas resistirem
as EROs é a producdo de enzimas, carotonoides, betalainas e moléculas fendlicas, as quais
conseguem atenuar esses agentes. Essas moléculas sdo produzidas pelo metabolismo primario
e secundario das plantas e ficam situados nas porcdes anatdémicas distais, sobretudo na
epiderme das folhas (WINKEL-SHIRLEY, 2002; SHARMA; GURUPRASARD, 2009).

Os fendis (Figura 1) sdo grupos funcionais presentes em moléculas que possuem como
estrutura uma hidroxila associada a um anel aromatico, sendo que parte dos marcadores
qguimicos de muitos vegetais sdo moléculas polifendlicas (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER,
2018).

Figura 3. Estrutura quimica do fenol (A) e representacdo de um flavonoide (B) e uma

antraquinona (C).

OH

(A)

Fonte: Propria do autor, 2021.

Além de possuirem cromdforos, os compostos polifendlicos possuem carater acido,
dessa forma, em um meio favoravel, tendem a liberar o hidrogénio pertencente a hidroxila, de
modo que estando em ambiente rico em radicais livres, esse hidrogénio reage com estes e 0s
estabiliza. Entretanto, o polifenol permanece estavel, visto que o oxigénio comporta bem cargas

negativas e o par de elétrons entra em ressonancia com os demais elétrons do grupo aromatico.
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Em suma, se uma planta tiver abundancia em compostos cromdéforos, pode-se inferir que
também tera uma atividade antioxidante e fotoprotetora notaveis (SOARES, 2002).

Existe hoje na literatura estudos que visam averiguar a possibilidade de extratos de
plantas absorverem a RUV em ensaios de fotoprotecdo, dentre os quais pode-se citar a pesquisa
desenvolvida por Alencar Filho e colaboradores (2020) em que se investigou a atividade
fotoprotetora por método espectrofotométrico (UV-Vis) de uma formulacdo gel contendo
extrato fluido de Alternanthera brasiliana (L.). Nesse estudo, os autores desenvolveram um
planejamento fatorial para eleger quais condi¢des permitiam uma maior extracdo de
flavonoides. Posteriormente, incorporaram esse extrato (cujo teor de flavonoides foi de 503.7
+ 14.01 mg EQR/g) em um gel base, o qual apresentou FPS 21.33 + 1.25

Com metodologia similar, Orlanda e Vale (2015) tiveram resultados exitosos nos seus
experimentos de avaliacdo da atividade fotoprotetora utilizando extratos etanolicos de
Euphorbia tirucalli, os quais apresentaram FPS entre 6,05 e 19,82, variando a concentragéo do
extrato de 0,01 a 0,1 pg/mL. Ressalta-se, ainda, que 0s autores investigaram o teor de
flavonoides dos extratos etandlicos de E. tirucalli foi de 63,57 + 2,74 mg de equivalentes de
catequinas por g (mg EqC/g) em média. Além disso, determinaram o teor de fendis totais, 0
qual possibilitou um teor médio de 96,18 + 1,33 mg equivalente de &cido galico por grama (mg
EAG/g) (ORLANDA; VALE, 2015).

Nos estudos supracitados, o teor de flavonoides totais e outros compostos fenolicos
parece ter influenciado na atividade fotoprotetora investigada, afinal, estes componentes tém
atividade notavel no que diz respeito a fotoprotecdo (ALENCAR FILHO et al., 2018).

Nesse contexto das plantas medicinais com compostos fendélicos, destaca-se a Senna
alata (L). Roxb (Figura 2) por possuir flavonoides e outros compostos como marcadores
quimicos e farmacoldgicos (FATMAWATI et al., 2020). E no que diz respeito a isso, uma
pesquisa foi realizada por Pamulaparthi e colaboradores (2016), onde foi determinado o teor
de fendis e flavonoides totais de extratos das folhas de Senna alata. Como resultados
relevantes, os autores demonstram que o extrato aquoso, apresentou 52.3 £ 0.03 mg EAG/g na
dosagem de fendis totais e 41.6£0.34 mg EQR/g no teor de flavonoides totais
(PAMULAPARTHI et al., 2016).
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Figura 4. Senna alata, evidenciando suas folhas, fruto e inflorescéncia.

Fonte: Fatmawati e colaboradores (2020).

34 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS BOTANICAS, FITOQUIMICAS E
FARMACOLOGICAS RELATIVAS AO GENERO Senna E A ESPECIE Senna alata
(L). Roxb

Os vegetais do género Senna (sinonimia botanica — Cassia) sdo plantas pertencentes a
um dos maiores grupos da familia Fabaceae e sdo tipicas das regides tropicais, sendo bastante
utilizadas pela medicina tradicional de muitas culturas. Essas plantas compartilham muitas
semelhangas anatémicas, sendo que a maior parte delas sdo arvores ou arbustos que contem
inflorescéncias amarelas comuns a quase todas as espécies (VIEGAS-JUNIOR et al.,2006).

Do ponto de vista do uso medicinal, os estudos etnofarmacoldgicos constataram a
utilizacdo dessas plantas em inumeras partes do mundo, com atividade antibacteriana, laxativa,
hepatoprotetora, anti-malérica e como antidotos para toxinas de animais peconhentos
(OLADEJI et al., 2020). Quanto aos aspectos fitoquimicos, 0s vegetais do género Senna
compartilham a presenca de marcadores farmacoldgicos, sendo que a maioria se trata de
flavonoides, saponinas, esteroides, antraquinonas e alcaloides (NEVES et al., 2017).

No Brasil, as plantas do género Senna tém ampla distribuicéo na regido correspondente
a mata atlantica e sdo utilizadas como plantas medicinais e ornamentais, tendo destaque a S.
spectabilis, S. carnaval, S. excelsa, que se assemelham em morfologia, além de serem ricas em
alcaloides (MACEDO et al., 2016). Outro destaque é a Senna alexandrina Mill (popular sene),
sendo um vegetal conhecido pela atividade laxativa. Sene possui antraquinonas como
marcadores quimicos e é comercializado no Brasil como produto tradicional fitoterapico
(BRASIL, 2019).
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A Senna alata é um arbusto perene que tem de 1 a 4 metros de comprimento, com folhas
de formato ovado. O seu fruto consiste em uma vagem poliédrica de cor marrom quando esta
maduro, além de possuir muitas sementes pequenas e peroladas de formato tetraédrico,
possuindo também inflorescéncias amarelas semelhantes a um candelabro, razdo pela qual é
denominada em muitas localidades (ABO; FRED-JAIYESIMI; JAIYESIMI, 2008).

Quanto a sua distribuigdo, localiza-se nas regifes intertropicais, sendo prevalente na
india, Africa e Caribe e alguns paises da América do Sul (no Brasil, se localiza na regifo Norte
e Nordeste). Na maioria dos paises citados, esse vegetal faz parte da medicina tradicional e tem
suas propriedades bem exploradas pela populacao, fazendo parte, hoje, da farmacopeia francesa
(NEVES et al., 2017).

Hennebelle e colaboradores (2009) reuniram em uma revisao sistematica os principais
usos populares de Senna alata segundo estudos etnofarmacologicos. Na maioria dessas
investigacbes com as populagdes que utilizam a planta, ficou claro que as principais partes
utilizadas para fins terapéuticos séo as folhas, inflorescéncias e sementes, essencialmente para
o tratamento de infec¢Oes cutaneas e para se obter efeito laxativo. Além disso, foram relatadas
as suas propriedades anti-ulcerogénicas e uso para o tratamento de doencas respiratorias como
a gripe e bronquite (HENNEBELLE et al., 2009).

Confirmando o uso popular, ensaios pré-clinicos utilizando extratos de S. alata,
demonstraram as atividades antimicrobianas (KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001;
PONNUSAMMY et al., 2010), anti-inflamatoria (MORIY AMA, 2003), antitumoral (OLARTE
et al., 2013), antidiabética (PIEME et al., 2008), antioxidante (SARKAR et al., 2014), anti-
alérgica (SINGH et al., 2012) e anti-helmintica (KUNDU; ROY; LYDEM, 2012) dessa planta.

As principais atividades farmacoldgicas de Senna alata, essencialmente a antibacteriana
e antifngica sdo atribuidas ao flavonoide canferol e derivados como o canferol-3-O-B-D-
glucopiranosideo, bem como outros flavonoides, como a luteolina (HENNEBELLE et al.,
2009). Quanto ao mecanismo de acdo, supde-se que os flavonoides (inclusive os que sdo
marcadores de S. alata) possuem atividade antimicrobiana por interferir na funcdo do DNA,
sintese proteica e gerar danos a membrana de bactérias e fungos (XIE et al., 2015).

Também tém destaque como marcadores farmacoldgicos as antraquinonas, como a
emodina, aloe-emodina e a reina, que sdo 0s possiveis responsaveis pelo efeito laxativo
(FATMAWATI et al, 2020). Tratam-se de compostos hidroxiantracénicos, os quais tem como
possiveis mecanismos de acdo a irritagdo do célon, estimulando a peristalse por seja por a¢do

direta sobre o musculo liso ou pela inibicdo da bomba de sodio-potassio-ATPase (Na*/K*-
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ATPase) e consequentemente retencdo de agua e sodio para o intestino (MALIK; MULLER,
2016).

Além dos flavonoides e antraquinonas, foram identificadas também cromonas,
esteroides, cumarinas, antronas, acidos fendlicos, acidos graxos. No tocante a identificacéo e
elucidagdo estrutural, estas moléculas, foram determinadas atraveés das técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM),
além de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), bem como
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 e Hidrogénio 1 (RMN-Cize Hy), infravermelho
(IV) e ultravioleta (UV) (FATMAWATI et al., 2020). A Figura 3 apresenta alguns das
moléculas ja identificadas em Senna alata.

Figura 5. Estrutura molecular dos marcadores de Senna alata.

OH O ) G g
O OH O OH
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HsC OH
OH O OH (€) 0 (D)

OH © (3] 0O )
(A) Canferol; (B) canferol-3-O-B-D-glucopiranosideo; (C) Aloe-emodina; (D) Emodina; (E) Luteolina (F) Reina

Fonte: Propria do autor, 2021

Além dos ensaios farmacoldgicos, existem alguns ensaios de toxicidade aguda e
subaguda em ratos Wistar foram realizados por Ugbogu e colaboradores (2016) e Igbe e
colaboradores (2016). Em ambas as pesquisas, 0S autores visaram averiguar eventuais danos
sisttmicos atribuidos aos extratos de Senna alata em concentracfes diferentes (100 a 1000

mg/kg) e demonstraram que nos animais ndo houveram lesdes hepaticas, renais, cardiacas € em
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outros 6rgdos, sugerindo pelo menos em &mbito pré-clinico, a seguranga dessa planta para uso
medicinal. (UGBODU et al., 2016; IGBE et al., 2016).
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4 METODOLOGIA

41 TIPO E LOCAL DA PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa basica, de carater exploratério e de cunho laboratorial que foi
realizada no laboratorio de Bioquimica da Faculdade Irecé (FAI) e no laboratério da Central de
Anélise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco (CAFMA/UNIVASF).

42 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na cidade de S&o Gabriel, Bahia, Brasil, cuja localizagdo
exata segundo GPS foi de 11°18'32,75" latitude sul e 41°51'11,43" em longitude oeste. ApGs
isso, foi coletada uma amostra da espécie vegetal contendo caule, folhas, inflorescéncias e fruto
da planta para confeccao de uma exsicata (Figura 4).

Por fim, foram coletadas as folhas de S. alata para a realizacdo da pesquisa e o0 material
vegetal foi seco ao natural até peso constante. O material vegetal foi identificado pela professora

Dra. Ivania Batista Oliveira Farias, botanica vinculada a Faculdade Irecé — FAL.

Figura 6. Exsicata de Senna alata.

Fonte: Propria do autor, 2021.
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43 DESENHO EXPERIMENTAL DA EXTRACAO UTILIZANDO
PLANEJAMENTO FATORIAL

Adotando a metodologia similar a Migliato e colaboradores (2011), foi realizado um
planejamento fatorial completo 22 para realizagdo da extragdo. Para tanto, foram considerados
dois niveis e dois fatores, perfazendo o total de quatro extratos (22 = 4). Dessa forma, os fatores
considerados para o experimento foram: (1) Teor de propilenoglicol (PGL); e (2) agitacédo do
sistema (extracdo com ou sem agitacéo).

Para fins experimentais, os niveis correspondentes aos fatores foram dois sistemas de
solventes constituidos de agua e propilenoglicol (PGL) (X1) na propor¢édo 1:1 (50% - PGL50),
sendo este o nivel alto (+1) e na proporcao 3:7 (30% - PGL30), ou seja, o nivel baixo (-1). No
tocante ao grau de agitacdo (X2) os niveis considerados foram a presenca de rotagdo a 300 rpm
(+1), e auséncia de agitacdo (-1). O quadro 2 apresenta a matriz que resume o planejamento de

extracdo considerando as varidveis e os niveis utilizados.

Quadro 2. Planejamento fatorial de extracdo dos extratos de Senna alata.

Extrato Teor de propilenoglicol (Xi) Agitacao (X2)
E: +1 +1
E> -1 +1
Es +1 -1
E. -1 -1

Fonte: Propria do autor, 2021.

O preparo dos extratos foi realizado conforme descrito por Savero e colaboradores
(2013) com modificagbes (Figura 5).

Logo apOs a secagem das folhas para obtencdo da droga vegetal, estas foram
pulverizadas com o auxilio de um gral e pistilo a fim de reduzir o tamanho das particulas. A
partir dai foram preparados quatro extratos segundo o proposto pela matriz de planejamento
fatorial completo descrita no Quadro 1. Para tanto, foram pesados 40 g da droga vegetal em
quatro bequeres e posteriormente foram adicionados 500 mL de PGL50 nos béqueres
correspondentes aos extratos E; e Es, e 500 mL de PGL30 nos demais (sistemas de extragédo E»
e Es).
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Figura 7. Fluxograma com as etapas da preparacdo dos extratos de Senna alata (L.) Roxb.
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EXTRATOS (TINTURAS) DE
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Fonte: Propria do autor, 2021.

Por fim, foi acoplado um agitador mecanico (FISATOM — modelo 711) aos sistemas de
extracdo Ei e E> em rotagdo na frequéncia de 300 rpm. O processo de extragdo em todos 0s
ensaios teve duracdo de 2 h (Figura 6). Em seguida, os extratos (tinturas) obtidos foram filtrados

em funil e papel filtro e armazenados em geladeira em frascos ambar.

Figura 8. Processo de otimizacdo da extracdo por planejamento fatorial completo.

Fonte: Prépria do autor, 2021.
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4.4 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para avaliacdo da atividade fotoprotetora in vitro, foram realizados os procedimentos
experimentais propostos por Mansur e colaboradores (1978). Para tanto, os extratos das folhas
de Senna alata previamente obtidos (Tépico 4.3) foram utilizados para elaboracéo de 10 mL de
quatro solugdes-teste, nas concentracfes de 1%, 0,75%, 0,5% e 0,25% (v/v) utilizando como

solvente etanol absoluto (99,5%) (Figura 7).

Figura 9. Solucgdes-teste dos extratos de S. alata.

Fonte: Propria do autor, 2021.

A partir de entdo, os extratos nessas concentragdes foram submetidos a leitura
espectrofotométrica em espectrofotdmetro de varredura UV-Vis (Shimadzu 2600) — Figura 8 -
em comprimento de onda de 200 a 400 nm, variando de 1 nm em 1 nm, utilizando para 0s
ensaios cubetas de quartzo de caminho optico de 1 cm. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

Figura 10. Espectrofotdmetro de varredura UV-Vis (Shimazdu 2600).

Fonte: Propria do autor, 2021.
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Além da varredura nos comprimentos de onda supracitados, a atividade fotoprotetora
foi determinada em termos de FPS, nos comprimentos de onda de 290 nm a 320nm

(considerando intervalo de 5nm em 5 nm) a partir da féormula ilustrada na Equacéo 1.

Equacéo 1. Equacdo para determinacdo do Fator de Protecdo Solar UVB (FPS-UVB).

320

FPS =Fc x%ox EE(A) x I (A) x Abs (M)

Fc = fator de corregdo igual a 10 (Fc = 10)

EE (2) = efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda (1) nm

1 (2) = intensidade da radiagdo solar no comprimento de onda (A) nm

Abs (i) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugdo do extrato no
comprimento de onda (1) nm

Fonte: SOUZA, 2016 (adaptado).
Na equacdo acima, a correlacdo entre EE(L) x | (L) pode ser adotada como uma constante
para os referidos comprimentos de onda analisados (290-320), visto que ja foi determinado por

Sayre e colaboradores (1979), esses valores estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 3. Valores da relacdo EE(A) x I (A) em funcdo dos comprimentos de onda de 290 a 320.

A(nm) EE) x 1 ()
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: Sayre e colaboradores, 1979 (adaptado).

Além do FPS-UVB dos extratos nas concentracGes estabelecidas, realizou-se também
uma comparagéo da atividade fotoprotetora dos extratos com um controle positivo (CP). Para
tanto, o comportamento (absorbancia) das solugdes-teste frente ao espectro UVB das solugdes-
teste foram comparadas ao da Benzofenona-3 (BZF-3) — Figura 9 — sendo este filtro quimico o

controle positivo.
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Figura 11. Estrutura quimica da benzofenona-3.
0

H,CO l OH l

Para tanto, preparou-se uma solucdo de BZF-3 a 0,01% utilizando etanol absoluto como

Fonte: Propria do autor, 2021.

solvente. Em seguida, os valores das absorbancias em UVB e FPS da BZF-3 foram analisados.
Ressalta-se que o etanol absoluto foi utilizado com branco para a leitura espectrofotométrica.
Por fim, ap6s normalizacdo dos dados, adotou-se atividade fotoprotetora da BZF-3
parametro (correspondente a 100% da atividade fotoprotetora), sendo o percentual das
solucdes-teste contendo o0s extratos de Senna alata equiparados comparada e

proporcionalmente e expressos em atividade fotoprotetora da BZF-3.

4.5 TRATAMENTO E INTERPRETACAO DOS DADOS

Para correlacionar os resultados do potencial fotoprotetor dos extratos obtidos no
planejamento fatorial, foram plotados graficos superficie-resposta e grafico de Pareto para
determinar qual(is) fatores foram significativas na resposta investigada (FPS). Além disso, uma
relacdo grafica de concentracdo pela absorbancia (% (v/v) x Abs) foi construida para
demonstrar o perfil e bandas de absorcdo do espectro da radiacdo UV (200nm a 400 nm) das
solucdes-teste.

Para reiterar as analises dos dados, os valores da atividade fotoprotetora foram tabulados
e demonstrados a partir de gréaficos concentragcdo/resposta para as respectivas solucfes-teste
comparadas ao controle positivo (BZF-3).

Quanto os testes estatisticos aplicados, utilizou-se a Andlise de Variancia Simples
(ANOVA One-Way) seguido de teste de Tukey, a fim de verificar as eventuais diferencas
estatisticas (valor de p inferior a 0,05 — p<0,05) das absorbancias e do FPS dos extratos nas
respectivas concentragdes analisadas.

A aplicacdo dos métodos estatisticos, bem como a construcdo dos gréaficos foram
realizadas com a utilizacdo dos softwares Graphpad Prism® versdo 8.0, Origin® 2018 e
STATISTICA®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVAS DE ABSORCAO DOS EXTRATOS DE Senna alata (L). Roxb NOS
COMPRIMENTOS DE ONDA REFERENTES A RADIACAO ULTRAVIOLETA

A partir da analise do grafico representado na Figura 12A, observa-se que a solugéo-
teste referente ao extrato E1 a 1% apresentou os maiores valores de absorgéo, sendo dois nos
comprimentos de onda referentes a UVC (211 nm e 267 nm) e um pico em UVA (367 nm). Nas
outras concentracOes, 0s extratos reproduzem os picos de absorbancia nos comprimentos de
onda correspondentes ou aproximados.

Resultado semelhante se observou nas solucdo-teste a 1% do E3 (Figura 12C) onde os
picos de absorbancia da radiagdo UVC ocorreram em trés pontos, mais especificamente nos
comprimentos de onda 207 nm, 212 nm e 267 nm, sendo 0 pico de absorc¢ao observado em 361
nm (referente a UVA). Da mesma forma que as solugdes-teste de E1, as outras solucBes-teste
de E3 apresentaram perfil de absorbancia semelhantes, denotando reprodutibilidade dos

resultados.

Figura 12. Representacdo grafica das absorbancias das solugcfes-teste dos extratos E1 (A), E2
(B), E3 (C) e E4 (D) de Senna alata nos comprimentos de onda referentes ao espectro
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Fonte: Propria, 2021

Verificou-se também que a solugdo do extrato E2 na concentracdo de 1% apresentou
dois picos de absor¢éo (Figura 12B), porém, apenas em UVC (211 nm e 267 nm) nao sucedendo
mais nenhum pico da absorbancia nos outros comprimentos de onda. Do mesmo modo que as
solugdes, as outras concentracfes apresentaram picos semelhantes nos comprimentos de onda
préximos ou equivalentes.

Analogamente, as solucdes de E4 (Figura 12D) apresentam apenas dois picos em UVC,
sendo os picos da concentracdo 1% em 209 nm e 267 nm e das demais solucGes em faixas de
comprimento préximas ou equivalentes.

De modo geral, pela analise das solugdes-teste, nenhum dos extratos apresentou picos
de absor¢do em UVB, embora nos extratos que foram planejados com PGL50 (E1 e E3) as
absorbancias se encontraram na faixa de 0,800 a 0,980.

Existem poucos estudos publicados na literatura que relatem sobre analise
espectrofotométrica em plantas do género Senna. Um deles, desenvolvido por Silva (2017) que
averiguou a atividade fotoprotetora de extratos metanolicos, hexanicos, aquosos e
diclorometanicos das partes aéreas de Senna splendida. Os extratos hexanicos apresentaram
baixa absor¢do no espectro UV sem presenca de picos, 0s metandlicos demonstraram

absorbancias caracteristicas entre 260 nm e 280 nm, enquanto 0s extratos aguosos e
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diclorometanicos apresentaram absorbancia relevante entre 250 a 280 nm. Todos e 0s mais
relevantes picos ocorreram no espectro UVC (SILVA, 2017).

Além desse trabalho, Patil e colaboradores (2020) utilizaram as vagens de Senna siamea
para obtencdo de um corante a partir dessa matéria-prima em diferentes condicdes
experimentais. Esse extrato teve uma absorbancia significativa (1,563) no espectro UVB, no
comprimento de 287 nm (PATIL et al., 2020)

Apesar disso, quando se trata de vegetais da familia na qual a Senna alata pertence, a
Fabaceae, existe um volume significativo de trabalhos publicados sobre o perfil de absorcao de
extratos de plantas no espectro UV. Um das justificativas para estudar plantas dessa familia esta
embasada no teor de flavonoides e outros compostos ja isolados encontrados nas espécies desse
grupo, inclusive em Senna alata (ALl et al., 2010; CANZI et al., 2014).

A exemplo de pesquisas envolvendo a estudo de fotoprotecdo, existe a que foi
desenvolvida por Shenoy e colaboradores (2010), a qual preparou extratos aquosos,
metandlicos e de acetona das folhas de Pongamia Pinnata. Os extratos aquoso e metanélico
apresentaram picos de absor¢cdo em UVC, com absorbancias significativas em UVB, ao passo
que o extrato que foi preparado utilizado acetona como solvente ndo apresentou absorbancia
em UVB e UVC, apresentando um importante pico e platd na regido do UVA, nesse ponto 0s
autores discorrem sobre a polaridade dos sistema de solventes na extragcdo de compostos com
fotoabsortividade (SHENOY et al., 2010).

5.3 ATIVIDADE FOTOPROTETORA DOS EXTRATOS DE Senna alata (L). Roxb

Analisando os valores de FPS-UVB dos extratos (expressos anteriormente na Tabela 1)
observa-se que FPS dos extratos E1, E2 e E4 aumentaram numa relacdo concentracao-
dependente, havendo significancia estatistica (p < 0,05). Em contrapartida, a solucdo a 0,75%
de E3 apresentou um FPS superior ao da concentracdo de 1% para 0 mesmo extrato, além disso,
a solucédo nessa concentragéo representou o maior FPS em comparacéo as outras solucdes (9,25
+0,01).

Sabendo disso e tomando como base a Resolugédo n° 30 de 1 de junho de 2012 da
Reunido de Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
que determina a necessidade de um FPS-UVB minimo de 6 em fotoprotetores (BRASIL, 2012),
conforme os dados da Tabela 1, pode-se observar que as solucGes dos extratos E1 e E3 na

concentracdo de 0,75% e 1% e E4 a 1% foram superiores a 6 e atendem 0s requisitos minimos
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para serem incorporados em formulagdes protetoras solares, com possibilidade de incremento
de fotoprotecéo.

Dessa forma, a partir desses resultados, observou-se que em baixas concentracdes (0,75
e 1%), os extratos de S. alata citados acima apresentaram a prote¢cdo minima exigida pela
autoridade sanitéria brasileira, e possivelmente com a incorpora¢do de maiores quantidades
destes em uma base (levando em consideracdo as caracteristicas formulagéo) a protecdo poderia
ser aumentada ao se empregar maiores concentragdes.

Outro fato que merece relevancia nessa pesquisa é o tempo de extracdo adotada para
obtencdo dos extratos de Senna alata. Apesar da maceracdo ser um procedimento de fécil
execucdo e barato, tem como principais desvantagens o fato de prescindir de quantidades
consideraveis de liquidos extratores, aléem de levar horas ou semanas para ocorrer, 0 que
representa uma desvantagem operacional em nivel industrial (RASUL et al., 2018).

Partindo das premissas citadas, analisando os valores de FPS obtidos de extratos de
outras plantas do género Senna (até a presente data com publicagdes limitadas) e da familia
Fabaceae relevantes ja divulgados, bem como correlacionando aos métodos extrativos e as
concentracdes adotadas, reforca-se a expressividade dos valores de FPS dos extratos de Senna
alata.

Exemplo disso é a pesquisa desenvolvida por Silva (2017), que visou determinar a
atividade fotoprotetora de Senna splendida. O processo de extragcdo durou 72 h (maceragéo
exaustiva) para obtencdo do extrato metandlico bruto e tanto este quanto os outros extratos
obtidos, obtiveram valores de FPS de 4,72 a 10,76, sendo que a concentracdo das solucdes-teste
empregadas no estudo foi de 100 pg/mL.

Nunes e colaboradores (2018) realizaram ensaios de fotoprotecdo com vegetais oriundos
da Caatinga. Nessa pesquisa, foram preparados extratos secos de nove vegetais, entre eles dois
da familia Fabaceae, Amburana cearensis A. C. Smith e Dimophandra gardneriana Tull. Os
extratos dessas plantas foram preparados na concentracdo de 0,1 a 1 mg/mL e tiveram FPS de
17,60 e 20,12, respectivamente. Ressalta-se que o processo de extracdo foi maceracdo e durou
sete dias.

Nesta pesquisa, além dos dados brutos de FPS, as amostras foram comparadas ao
controle positivo BZF-3. A partir dessa comparacdo, observou-se valores significativos
considerando a ampla protecdo UVB desse padrdo e as concentragfes das amostras de Senna

alata.
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A amostra contendo BZF-3 a 0,01% apresentou FPS de 25,78 + 0,01, além de cinco
picos de absorcdo (213 nm, 217 nm, 242 nm, 288 nm e 325 nm), apresentado na figura 12.
Sabe-se que a BZF-3 é um filtro quimico de atividade fotoprotetora (sobretudo no espectro
UVB) bastante notdria, prescindindo de pequenas concentracdes nas formulacGes para que haja
um fator de protecdo consideravel. Ainda assim, a legislacdo brasileira diz que os valores
maximos de BZF-3 presentes nas formulacGes ndo devem exceder o valor de 10%, ainda,
concentracdes maiores de 0,5% devem ser notificadas no rotulo (BRASIL, 2016).

Apesar dos seus beneficios, existem algumas controvérsias e argumentos sobre danos a
salde humana provocada pelos filtros, embora até hoje sejam notificados apenas
fotossensibilizacdo (comuns a muitos filtros quimicos) e hipersensibilidade (CDCP, 2017).

Estudos em animais revelam que a BZF-3 e seus metabolitos (benzofenona-1; 2,3,4-
trihidroxibenzofenona e 2.2’°-didroxi-4-metibenzofenona) causaram efeitos estrogénicos e
antiestrogénicos, ressaltando que possuem rapida absorcéo pela via oral e tépica em modelos
murinos. Além disso, ja foram reportados em outros estudos os impactos da BZF-3 ao meio
ambiente, sobretudo o aquético (KIM; CHOI, 2014).

Figura 12. Representacdo grafica das absorbéncias da benzofenona-3 (BZF-3) nos

comprimentos de onda referentes ao espectro ultravioleta.
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Fonte: Propria do autor, 2021.
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Os gréficos concentracdo-resposta da figura 13, em consonancia com os dados da tabela
2, descrevem a atividade fotoprotetora das solucdes-teste nas concentracfes pré-definidas,
comparando-as com ao controle positivo. Os valores de fotoprotecdo da BZF-3 foram
normalizados e adotados como 100% para que fosse possivel uma visualizacdo comparativa da

atividade protetora dos extratos nas respectivas concentragdes em relagéo ao controle.

Tabela 2. Atividade fotoprotetora (%) das solugdes-teste dos extratos de Senna alata em
comparacédo ao controle positivo (BZF-3).

ATIVIDADE FOTOPROTETORA (%)
Concentracao das

solucdes-teste % El E2 E3 E4
(mL/mL) (+1), (+1) (-1, (+1) (+1). (1) (1. (D
0,25 7,53% £ 0,04 4,62% + 0,02 8,46% £ 0,02 5,94% + 0,02
0,5 14,43% £ 0,25 11,87% + 0,02  18,35% £ 0,02 11,83% + 0,02
0,75 28,16% + 0,02 9,89% + 0,02 35,88% + 0,02 21,80% + 0,02
1 34,95% + 0,02 22,65% + 0,09  35,34% £ 0,02 24,32% + 0,02

Fonte: Propria do autor, 2021.

Figura 13. Gréficos concentracdo-resposta relacionando a atividade fotoprotetora dos extratos
(%) em comparacdo a benzofenona-3.
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Fonte: Propria do autor, 2021.

Os extratos que melhor apresentaram atividade fotoprotetora em relagdo ao controle
foram E3 na concentracdo a 0,75 (35,88%), E3 na concentracdo a 0,75% (35,34%) e E1 na
concentracdo a 1% (34,95%). Pela representacdo grafica da figura 13, observa-se que existe
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre as atividades fotoprotetoras das solucdes dos
extratos e o controle positivo (a).

Os gréficos das figuras 13A e 13B representam a atividade fotoprotetora dos extratos
comparando com o controle e as solugGes-teste entre si, enfatizando o efeito do teor de
propilenoglicol do sistema de solventes na resposta. Na medida que os graficos das figuras 13C
e 13D correlacionam as atividades fotoprotetoras dos extratos comparando o efeito da agitacédo
do sistema naqueles que possuiam o0 mesmo grau de hidratacéo do sistema de solventes (PGL50
e PGL30).

Na comparacgéo da atividade fotoprotetora dos extratos E1 e E2, bem como E3 e E4,
houve diferenca significativa entre as respostas de E1 em detrimento de E2, e E3 em relacgéo a

E4, demonstrando que o efeito da concentracdo do solvente foi significativo nos resultados de
FPS.
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A atividade fotoprotetora das solucgdes-teste de E3 foi relevante em comparagéo a E1,
havendo diferenca estatistica entre elas (p < 0,05), com excecdo da concentracdo dos extratos a
1%. As solugbes-teste de E4 possuiram atividade fotoprotetora maior que as de E2 com excecao
das concentrac6es de 0,5% de ambos 0s extratos, 0s quais nao diferiram estatisticamente.

Dessa forma, em relagdo ao controle, observa-se que os extratos de Senna alata
possuiram atividade fotoprotetora significativa devido ao fato de se tratar deste filtro quimico
ser um padréo puro e o extrato estar em baixas concentracdes (0,75% e 1%).

Outros autores compararam também 0s seus extratos ao controle positivo BZF-3 de
modo a comparar a atividade fotoprotetora, adotando também, pequenas quantidades do ativo.
Por exemplo, Oliveira-Janior e colaboradores (2017), com metodologia similar, realizaram uma
comparacdo entre os extratos fluidos de Neoglaziovia variegata, adotando como controle
positivo a BZF-3 (10 mg/L) e quercetina (10 mg/L). Os extratos na concentracao 0,5% e 1,0%
apresentaram FPS de 5,43 £ 0,07 e 11,73 + 0,04 respectivamente, enquanto a BZF-3 apresentou
FPS de 5,10 + 0,15 e a quercetina 2,45 + 0,13 (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017).

De modo parecido, outra pesquisa desenvolvida por Oliveira e colaboradores (2021),
investigaram a fotoprotecdo intrinseca a um extrato seco das cascas de Hymeneae martiana,
(Fabaceae). As amostras apresentaram uma significativa absorbancia nos comprimentos de
onda UVB (sobretudo na faixa de 310 nm a 320 nm) na concentragdo de 100 mg/L, com
absorbéancias similares a dois controles positivos (quercetina e benzofenona-3) na concentracdo
de 10 mg/L. Quanto aos valores de FPS, o extrato bruto de H. martiana apresentou FPS de
12,43 + 1,25, enquanto os controles quercetina e BZF-3 apresentaram FPS de 12,12 + 0,02 e
8,45 + 0,06 (OLIVEIRA et al., 2021).

5.2. EFEITOS DA OTIMIZACAO DA EXTRAGCAO NOS VALORES DE FATOR DE
PROTECAO SOLAR UVB (FPS-UVB) DOS EXTRATOS DE Senna alata (L). Roxb

Sob a perspectiva de se obter melhores condi¢cbes que favorecam a extracdo dos
metabolitos secundarios de Senna alata, essa pesquisa analisou duas variaveis dependentes que,
em tese, podem contribuir para uma extracéo eficaz, a qual € mensurada por resultados de uma
resposta, que nesse caso € o FPS-UVB.

A principal justificativa para isso € que a utilizagdo de um sistema de solventes reflete
diretamente na extracdo de compostos (polares ou apolares) podendo influenciar na atividade
bioldgica investigada (CAMARGOS TAVARES et al., 2013), ao passo que a agitagéo, confere
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otimizacgdo da velocidade de extracdo, por fornecer maior exposi¢do da superficie de contato
do material vegetal aos solventes utilizados (FRANCO, 2007).

Apesar disso, a analise dos resultados do FPS-UVB evidenciou que a agitacdo do
sistema de extragcdo ndo proporcionou incremento a resposta, provavelmente pela saturacdo do
sistema de solventes, algo que pode estar relacionado ao tempo de extragéo (2h).

Quanto ao teor de PGL nos extratos, foi notado que o sistema de extragdo que continha
PGL50 evidenciou maiores valores de FPS-UVB, provavelmente pela maior extracdo dos
compostos com atividade fotoprotetora confirmada (flavonoides e compostos
hidroxiantracénicos). A Tabela 1 demonstra os valores de FPS-UVB dos extratos (E1 a E4) nas

respectivas concentragdes analisadas.

Tabela 1. Valores de FPS-UVB dos extratos E1 a E4 de S. alata (média + desvio padrdo da

média).

FATOR DE PROTE(;AO SOLAR (FPS)
Concentracéo das solugdes-

teste % (V/V) El E2 E3 E4
(+1), (+1) (-1), (+1) (+1), (-1) (-1), (-1)
0,25 1,94+0,2 1,19+ 0,01 2,18 + 0,01 1,53+0,01
0,5 3,72+0,11 3,06 £ 0,01 4,73+£0,01 3,05+0,01
0,75 7,26 £ 0,01 2,55+0,01 9,25+0,01 5,62 £ 0,01
1 9,01+0,01 5,84 + 0,04 9,11+0,01 6,27 £ 0,01

Fonte: Propria do autor, 2021.

Reiterando essa ideia, pela observacgdo do grafico superficie-resposta (Figura 11A) e de
Pareto (Figura 11B), ha uma demonstracdo visual que explica os resultados supracitados em
detrimento das variaveis dependentes. Em ambas as representacfes, nota-se que 0s maiores
valores de FPS foram obtidos nos extratos no nivel alto no que tange ao teor de propilenoglicol
no sistema de solventes, onde o PGL50 garantiu um incremento positivo e significativo (p <
0,05) na resposta, possivelmente pela maior extracdo de compostos fendlicos presentes em S.
alata.

Em contrapartida, a agitacdo produziu efeito negativo expressivo no FPS para todas as
concentracdes do extrato. Ressalta-se ainda que a interacao entre os fatores contribuiu positiva
e significativamente para o incremento no FPS, porém, em menor escala comparada aos

sistemas que possuiam PGL50.
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A maior parte dos estudos publicados que possuem desenho experimental de extracdo
por planejamento fatorial que utilizaram a agitacdo do sistema como um dos fatores, tiveram
éxito na otimizacdao da resposta final requisitada (SEVERO et al., 2013; MARTINS et al., 2017)
demonstrando que essa variavel de fato possui relevancia do ponto de vista experimental para

a extragdo de substancias, porém, isso ndo foi observado nessa pesquisa.

Figura 11. Grafico superficie-resposta (A) e grafico de Pareto (B) evidenciando os resultados

de FPS (variavel dependente) em funcdo das variaveis independentes da pesquisa.

-9
Bl <85
L1=75
Bl <65
Bl <55
(A)
(2) Teor de Propilenoglicol (%) (L) | 238,8132
(1) Agitacdo (rpm) (L) | -21,0601
(Mx(2) 13,1287
p=0,05
(B)

Fonte: Propria do autor, 2021.
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Quanto aos sistemas de solventes, no contexto do planejamento de extracdes, existem
resultados diferentes que giram em torno da escolha dos solventes e da forma como eles
contribuirem mutualmente para a extracdo das moléculas de interesse, que na maioria das vezes
demonstra que o teor de agua do sistema de solventes possibilita maior extracdo de compostos
de interesse no efeito investigado (AZIMIR et al., 2013).

Sobre o sistema de solventes utilizado nesse estudo (agua e propilenoglicol) existem
poucos relatos na literatura sobre o potencial de extracdo do propilenoglicol ou ainda sobre a
contribuicdo desse solvente no incremento da polaridade da &gua no processo de extragdo.
Apesar disso, utilizar esse tipo de solvente em cosméticos é vantajoso, haja vista as
propriedades que o PGL pode fornecer ao produto acabado como umectacdo, embora possa ser
necessario a incorporacdo de conservantes para evitar o crescimento microbiano (BRASIL,
2019). Apesar disso, vale ressaltar que ja foram relatadas dermatites de contato em cosméticos
que possuiam o PGL (MCGOWMAN; SCHEMAN; JACOB, 2018).

Uma das poucas pesquisas que relatam sobre a utilizacdo de um sistema de solventes
contendo agua e propilenoglicol é a que foi desenvolvida por Ardisson e colaboradores (2002).
Nesse estudo, os autores objetivaram verificar em que proporcdo de propilenoglicol e agua
haveria maior extracdo de fitoquimicos de Stryphnodendron adstringens (barbatim&o). A partir
da analise, observaram que o sistema de solventes que melhor promoveu a resposta investigada
foi a que continha PGL na concentracdo de 70%, porém, o extrato glicolico com PGL a 80%
promoveu a maior extracdo de taninos (principais ativos da espécie vegetal) (ARDISSON et
al., 2002).
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6 CONCLUSOES

No que diz respeito ao delineamento experimental que foi executado nesse estudo, pode-
se notar a importancia do planejamento fatorial para a obtencdo de resultados significativos,
como os FPS-UVB nos extratos de Senna alata. Como principais vantagens desse método,
pode-se afirmar ser um processo rapido, exequivel, econémico do ponto de vista de tempo e de
reagentes, além de ser eficaz em pequena escala pensando em uma perspectiva maior (como
uma industria).

Reforca-se, ainda, 0 método para determinacdo da atividade fotoprotetora, o0 método de
Mansur, sendo um método de baixo custo, de facil execucgdo e alternativo aos estudos in vivo
com animais, onde ja foi comprovado que reproduzem bem os resultados, entretanto, estudos
in vivo seriam necessarios para averiguar a real atividade fotoprotetora dos extratos.

Nesse sentido, foi possivel observar que em baixas concentra¢fes (0,75% e 1%) e em
pequeno tempo de extracdo (2 h) os extratos apresentaram valores de FPS significativos (E3 a
075% =9,25+0,01,E3a1% =9,11+0,01 e E1 a 1% = 9,01 + 0,01), dessa forma, acredita-se
que a incorporacdo de quantidades maiores do extrato, por exemplo, em uma formulacao
semissélida, como um gel fotoprotetor, possibilitaria a obtencdo de um fotoprotetor eficaz,
afinal, atende os requisitos minimos da legislagdo vigente (fator de prote¢do minimo 6).

Quanto a contribuicdo do planejamento fatorial observou-se que o teor de
propilenoglicol (PGL50%) inferiu diretamente nos resultados por possivelmente extrair da
matriz vegetal compostos fendlicos com atividade fotoprotetora, ao passo que a agitacdo nao
trouxe contribuicgdes significativas para a extragao e para os valores de FPS, diferentemente do
que se observa em muitos estudos descritos na literatura.

Dessa maneira, como resultados desse estudo pode-se considerar que os extratos de
Senna alata possuem atividade fotoprotetora, sob a Optica da metodologia espectrofotométrica
e nas condi¢Oes experimentais delineadas nesse estudo, afinal as solucGes-teste apresentaram
valores de FPS consideraveis, principalmente comparando-se esses resultados aos outros
estudos publicados (muitos com diferentes condices de extracdo, por exemplo, tempo de
extragdo maiores).

Além da idealizacdo de uma formulacgéo fotoprotetora, como perspectiva futura, outros
delineamentos experimentais poderiam ser feitos, utilizando mais fatores ou niveis para

verificar, quais outros além do que foi estudado nessa pesquisa, promoveria eventualmente um
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incremento na fotoprotecdo dos extratos de Senna alata. Além disso, é necessario se pensar em
outros aspectos importantes como a determinacgéo do teor de fenadis e flavonoides totais.
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