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Resumo

Protetores solares topicos podem ser constituidos por filtros quimicos e/ou
fisicos, e compostos antioxidantes, visando uma prote¢cdo mais ampla.
Entretanto, muitas vezes essa protecdo deixa a desejar e, por isso, uma
estratégia interessante € a adicdo de compostos naturais ou extratos vegetais
ricos em polifendis nessas formulagdes, ja que eles podem apresentar atividade
antioxidante e fotoprotetora. Dentro desse contexto, a familia Lamiaceae torna-
se bastante interessante, ja que é a principal familia vegetal utilizada na indastria
cosmeética e apresenta membros com quantidades expressivas de compostos
fendlicos. Assim, Mentha x villosa, espécie de facil cultivo e que apresenta como
principais compostos ndo volateis, &cido rosmarinico (AR) e flavonoides, vem
sendo estudada na fotoprotecédo. Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de
continuar avaliando a atividade fotoprotetora de M. x villosa através do estudo
sazonal do fator de protecdo solar (FPS), atividade antioxidante, teor de
fendlicos, flavonoides e AR, avaliando também se a radiacdo UV e a precipitacao
poderiam influenciar na producéo desses metabdlitos. Posteriormente, foi feita a
otimizacdo da extracdo de polifendis e AR através da utilizacdo de um
planejamento fatorial, variando a porcentagem de etanol e a razdo pé/solvente
utilizada. Apos a otimizacdo, analises de componentes principais (PCA), LC-
HRMS e desreplicacdo (MS") do extrato foram executadas a fim de identificar os
compostos presentes em M. x villosa e entender quais substancias tiveram sua
extracdo favorecida. Posteriormente, o FPS foi nhovamente determinado, bem
como o fator de protecdo UVA (FPUVA) e o comprimento de onda critico (Ac). Os
testes para determinagdo do FPS, PFUVA e (Ac) foram feitos a partir da
preparacdo de 8 formulacdes diferentes contendo o extrato otimizado. Ja a
atividade antioxidante, foi avaliada através do teste do DPPH e ABTS. Como
resultados, foi visto que o melhor més para a coleta de M. x villosa foi setembro
e, que maiores concentracdes de polifendis e flavonoides favorecem o aumento
do FPS, bem como a concentracdo de AR influencia diretamente a atividade
antioxidante da espécie. Além disso, observou-se que a radiacao solar influencia
na producdo de fendlicos e aumento do FPS, enquanto que a precipitacao
parece nao influenciar nos parametros estudados. Com relagcéo a otimizagao da
extracdo, foi visto que as melhores condi¢cdes para a extragcdo conjunta de
polifendis e AR foram etanol 70% e razdo po/solvente de 5%, promovendo a
obtencdo de 264,58 mg EAG/g e 101,96 mg/g de fendlicos totais e AR,
respectivamente. A PCA revelou que 7 componentes principais contribuiram
para diferenciar as amostras e, com base na analise de LC-MS, esses
compostos foram identificados como polifendis, juntamente com outros 23
compostos. Em relacéo a atividade antioxidante, o extrato otimizado apresentou
CEso = 42,44 pg/mL no ensaio de inibicdo dos radicais DPPH e CEso = 322,87
pug/mL no ensaio com radicais ABTS. Na avaliacdo da atividade fotoprotetora, as
formulacdes 5 e 6 apresentaram os melhores valores de FPS (23,20 e 30,63) e
FPUVA (12,25 e 26,53), respectivamente. Dessa forma, corroborando com todos
os resultados obtidos, esse trabalho demonstrou o grande potencial fotoprotetor
de M. x villosa, que foi capaz de apresentar importante protecdo de amplo
espectro contra os raios UVA e UVB, associada a atividade antioxidante e ainda,
diminuindo a concentragdo de filtro quimico utilizado na formulag&o, sugerindo
uma alternativa de um produto mais seguro.



Palavras-chave: Sazonalidade, FPS, PFUVA, fotoprotecdo, antioxidante,

radiacdo ultravioleta.



Abstract

Topical sunscreens can consist of chemical and/or physical filters, and
antioxidant compounds, aiming at a broader protection. However, this protection
is often lacking and, therefore, an interesting strategy is the addition of natural
compounds or plant extracts rich in polyphenols in these formulations, since they
can present antioxidant and photoprotective activity. Within this context,
Lamiaceae Family becomes quite interesting, since it is the main plant family
used in the cosmetic industry and has members with a large amount of phenolic
compounds. Thus, Mentha x villosa has been studied in photoprotection, since
its a species of easy cultivation and presents as main non-volatile compounds,
rosmarinic acid (RA) and flavonoids. Thus, this work aimed to continue evaluating
the photoprotective activity of M. x villosa through the seasonal study of the sun
protection factor (SPF), antioxidant activity, phenolic, flavonoid and RA content,
and also evaluating whether UV radiation and precipitation could influence the
production of these metabolites. Subsequently, optimization of the extraction of
polyphenols and RA was carried out through the use of a factorial design, varying
the percentage of ethanol and powder/solvent ratio used. After optimization,
principal component analysis (PCA), LC-HRMS and dereplication (MS") of the
extract were performed in order to identify the compounds present in M. x villosa
and understand which substances had their extraction favored. Then, SPF, UVA
protection factor (UVA-FP) and critical wavelength were determined. These tests
were made from the preparation of 8 different formulations containing the
optimized extract. Antioxidant activity was evaluated by performing scavenging
DPPH and ABTS radicais assays. As a result, it was seen that the best month for
harvest of M. x villosa was September and that higher concentrations of
polyphenols and flavonoids favor the increase of SPF, as well as, the
concentration of RA directly influences antioxidant activity of the species. In
addition, it was observed that solar radiation influences on the production of
phenolics and the increase in SPF, while precipitation does not seem to influence
parameters studied. Regarding the extraction optimization, it was seen that the
best conditions for the joint extraction of polyphenols and RA were 70% ethanol
and powder/solvent ratio at 5%, promoting the attainment of 264.58 mg GAE/g
and 101.96 mg/ g of total phenolics and RA content, respectively. PCA revealed
that 7 major components contributed to differentiating the samples and, based on
LC-MS analysis, these compounds were identified as polyphenols, along with 23
other compounds. Regarding antioxidant activity, optimized extract showed ECso
= 42.44 pg/mL in the DPPH radical inhibition assay and ECso = 322.87 pug/mL in
the ABTS radical assay. In the evaluation of photoprotective activity, formulations
5 and 6 produced for these tests presented the best values of SPF (23.20 and
30.63) and UVA-PF (12.25 and 26.53), respectively. Thus, corroborating all the
results obtained, this work demonstrated the great photoprotective potential of M.
x villosa, which was able to provide important broad-spectrum protection against
UVA and UVB rays, associated with antioxidant activity and also, reducing the
concentration of chemical filter used in the formulation, suggesting an alternative
to a safer product.

Keywords: Seasonality, SPF, PFUVA, photoprotection, antioxidant, ultraviolet
radiation.
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1. Introducdao

A radiacao ultravioleta (UV) que € emitida pelo sol tem varias implicacdes na
saude humana, tanto positivas, quanto negativas. Ela pode ser dividida em trés tipos,
de acordo com seu comprimento de onda, em UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm)
e UVA (320-400 nm), mas apenas os raios UVB e UVA passam pela camada de
ozbnio. Como acdes benéficas, a radiacdo UVB, por exemplo, é essencial para a
producéo de vitamina D e contribui para melhora de doencas como a psoriase. Porém,
ela também é responsavel por causar queimaduras, insolacdo, manchas e até cancer
de pele, jA que o DNA é capaz de absorver essa radiacdo diretamente, sofrendo
mutacdes (PERUGINI et al., 2019).

Os raios UVA também podem ser prejudicais e como principais efeitos
negativos, tém — se a sua grande capacidade de induzir a producéo de radicais livres
e, a longo prazo, fotoenvelhecimento ou envelhecimento acelerado e cancer de pele.
Por esses motivos, e devido a alta exposi¢do ao sol continuamente, o cancer de pele
€ o tipo de cancer mais frequente na populacdo mundial, bem como na brasileira,
correspondendo a 30% de todos os casos de cancer registrados no pais (BRASIL,
2022).

Os efeitos do sol, principalmente aqueles relacionados ao cancer de pele sao
cumulativos, por isso, esse tipo de cancer € mais comum em adultos acima de 40
anos, embora essa faixa etaria média venha diminuindo, devido a alta exposi¢éo solar
das pessoas quando jovens. Dessa forma, a prevencédo € imprescindivel, devendo ser
sempre utilizada. Ela pode ser feita por meio do uso de bonés, 6culos de sol, barracas,
sombrinhas, roupas de protecédo solar e, principalmente, o protetor solar (BRASIL,
2020). Estima-se que utilizar protetor solar rotineiramente pode reduzir o
aparecimento de carcinoma de células escamosas em 40%, além de ser capaz de
reduzir também o aparecimento de melanoma (GHIASVAND et al., 2016; SANDER et
al., 2020; WATTS et al., 2018).

O protetor solar além de oferecer protecdo contra a radiacdo UV diretamente,
filtrando os raios que incidem sobre a pele, ainda pode oferecer protecdo antioxidante
contra os radicais livres induzidos por eles, promovendo uma protecdo adequada,
agindo em duas linhas de defesa, a primaria e secundaria. Sendo a primaria
justamente aquela com capacidade filtrante da radiacdo solar e a secundaria, a de

neutralizag&o dos radicais livres (PERUGINI et al., 2019).
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Dessa forma, a incorporacdo de extratos vegetais em formulagcbes
fotoprotetoras tém ganhado destaque, principalmente aqueles que apresentam em
sua composicao quimica, compostos fendlicos, que podem ser capazes de guardar
tanto as propriedades de filtrar a radiagdo UV, quanto de agir como antioxidantes. Ja
gue muitas vezes, formulacdes contendo apenas filtros quimicos podem néo
apresentar uma protecao tdo adequada, principalmente quando se considera efeitos
a longo prazo, como € o caso do envelhecimento precoce e cancer de pele (EL
AANACHI et al., 2020; FACCIO, 2020).

Por isso, levando em consideracdo a forte presenca de compostos fenélicos
em espécies da familia Lamiaceae, bem como no género Mentha, que se apresenta
como um género de grande importancia para o bem estar humano em vérias areas,
bem como na medicina popular e cientifica, esse trabalho buscou avaliar o potencial
fotoprotetor e antioxidante de Mentha x villosa, conhecida popularmente como hortela-
da-folha-miluda e que possui atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antiparasitaria, anti hipertensiva, entre outras, sendo demonstradas na literatura
(FATIH et al., 2017; HANAFY et al., 2017; NUNES GUEDES et al., 2004; SHEN et al.,
2011). Em trabalho anterior nosso (GOMES, 2018), M. x villosa também demonstrou
interessante potencial fotoprotetor, apresentando fator de protecao solar (FPS) in vitro
de 12,79, o que nos incentivou a continuar essa investigagdo. Agora também,
realizando um estudo sazonal de suas atividades, avaliando como isso poderia alterar

seu FPS e sua atividade antioxidante.
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Fundamentacao teorica
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2. Fundamentacdo tedrica

2.1. Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae compreende uma das maiores familias de vegetais
existentes e, por muito tempo, ela foi conhecida como Labiatae e como “mint Family”,
tendo seu nome alterado por volta de 1820 (MICHEL; ABD RANI; HUSAIN, 2020;
NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020). Ela apresenta 245 géneros e cerca de
22.576 espécies ja foram incorporadas a essa familia, porém, apenas 7.886 espécies
sao consideradas verdadeiras pertencentes a ela, pois muitos sinébnimos e atribuicées
erradas foram retiradas (NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020).

Essa familia compreende 12 subfamilias, sendo estas: Ajugoideae,
Lamioideae,  Nepetoideae, Callicarpoideae, Cymaroideae, Tectonoideae,
Peronematoideae, Premnoideae Prostantheroideae, Scutellarioideae,
Symphorematoideae e Viticoideae (FREZZA et al., 2019). No geral, suas espécies
estao distribuidas em quase todo o mundo Figura 1 e, apresentam crescimento tipico
em zonas tropicais e temperadas, sendo na bacia mediterranea o lugar onde essas
espécies encontram as melhores condicbes para se desenvolver plenamente
(FREZZA et al., 2019; NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020; SKENDI et al., 2020).
Lamiaceae € conhecida por apresentar o maior numero de plantas aromaticas dentre
todas, possuindo membros com grande producéo de 6leos essenciais (KUMAR et al.,
2019; NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020; SKENDI et al., 2020).

Figura 1. Mapa de distribuicdo de espécies pertencentes a familia Lamiaceae no mundo.
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(Fonte: http://legacy.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=42000291&tab=maps)
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No Brasil, membros dessa familia estao presentes por todo o territorio, havendo
46 géneros (dos quais 6 sdo endémicos) e 524 espécies (das quais 343 séo
endémicas), sendo a regido sudeste a que apresenta mais espécies pertencentes a
Lamiaceae, que crescem como arbustos, arvores, ervas, voluvel/trepadeiras e
subarbustos (HARLEY et al., 2015).

As espécies de Lamiaceae se apresentam como uma grande fonte de produtos
consumidos pela populacdo mundialmente, ja que a utilizacdo dessas espécies &
diversa, passando por varios segmentos industriais. Segundo VAN WYK, 2014, 114
das 701 espécies usadas na culinaria, sdo da familia Lamiaceae. Elas podem ser
utilizadas seja como tempero, condimentos e especiarias, a exemplo do alecrim
(Rosmarinus officinales) e do orégano (Origanum vulgare), na salada e em sucos,
como a horteld (espécies do género Mentha), também como chas, como € o caso das
espécies anteriores, bem como o boldo-pequeno (Plectranthus ornatus), falso-boldo
(Plectranthus barbatus), incensos (Tetradenia riparia) e, até como conservantes
alimentares, devido a atividade antioxidante que muitas apresentam (AHN; ALFORD;
NIEMEYER, 2020; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; RATTRAY; VAN WYK, 2021).

Como nutracéuticas, as espécies sao usadas através de chéas, decoccoes,
infusGes e com o material vegetal bruto. Muitas das espécies com essa propriedade
estdo reunidas na subfamilia Nepetoideae, embora algumas espécies em outras
subfamilias também sejam utilizadas. A exemplo de espécies da subfamilia
Nepetoideae, tem-se: Lepechinia caulescens (usada contra hipertensédo e pela sua
atividade antioxidante), Melissa officinalis (usada contra desordens gastrintestinais e
para distirbios de sono), Hypenia spp (usadas como aromatizantes e para o

tratamento de resfriados, gripes, etc), entre outras (FREZZA et al., 2019).

Outra utilizacdo importante € na industria de cosméticos, ja que a familia
Lamiaceae € a principal fonte de componentes de origem vegetal usados para a
producdo de varios cosméticos, principalmente com finalidade de skincare,
antienvelhecimento e anticelulite (CHARLES DORNI et al., 2017). O extrato das raizes
de Collinsonia canadensis é utilizado em formulacbes cosméticas para a protecéo
contra raios UV (MAZZIO et al., 2014), assim como as flores e as partes aéreas de
Marrubium vulgare, que além disso, também exerce atividade anti-inflamatéria

(SHAHEEN et al., 2014). Outras espécies com atividade fotoprotetora utilizadas séo:
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Coleus forskohlii, e Thymus vulgaris devido principalmente a presenga de compostos
fendlicos em suas composicées (DORNI et al., 2017).

Ja o 6leo de sementes da chia (Salvia hispanica), por exemplo, rico em acidos
graxos como acido linoleico, acido a-linoleico, acido palmitico, acido oleico e &cido
estedrico, € bastante interessante, pois esses acidos graxos sao capazes de prevenir
a perda de agua trans epidérmica, manter a barreira epidérmica do estrato corneo e
interromper a melanogénese nos melandcitos epidérmicos, inibindo a producéo de
manchas. Além disso, o 6leo de chia também é usado em formula¢des de skincare
devido a sua atividade antioxidante, mostrando a riqueza de propriedades existentes
na familia (CHARLES DORNI et al., 2017; DIWAKAR et al., 2014; MARINELI et al.,
2014).

Na area da saude, espécies de Lamiaceae também tem papel de destaque pela
grande utilizacdo de suas ervas medicinais tanto na medicina popular, quanto de
forma cientificamente comprovada, apresentando, inclusive, representantes na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS) (BRASIL, 2009) e na farmacopeia brasileira (BRASIL, 2019). No
RENISUS, a familia Lamiaceae esta representada pelas espécies do género Mentha,
sendo elas M. pulegium, M. piperita, bem como Ocimum gratissimum, Plectranthus
barbatus e Lamium album. No caso das espécies de Mentha, elas sdo utilizadas como
expectorantes e contra problemas gastrointestinais. Ja Ocimum gratissimum, apresenta
atividades como antimicrobianas, hipoglicemiante, anti-hipertensiva, hepatoprotetora,
entre outras.

Todas essas atividades e propriedades relevantes para o ser humano s6 séo
possiveis pela complexidade de compostos existentes nessa familia. Dessa forma, a
classificacdo dessa familia do ponto de vista fitoquimico € um pouco controversa, ja
gue, de maneira geral, os pesquisadores separam Lamiaceae em dois grandes grupos
a partir da producédo de determinados metabdlitos, um grupo é representado por
aquelas espécies que produzem 6leos essenciais (subfamilia Nepetoideae) e o outro
grupo é formado por espécies que produzem espéecies polares ndo volateis (subfamilia
Lamioideae), e que praticamente ndo produzem O6leos essenciais. Porém, essa
classificagdo ndo € tdo precisa, devido ao fato de que ja houveram diversos
realinhamentos de géneros e porque varias espécies de Lamioideae produzem 6leos
essenciais (RATTRAY; VAN WYK, 2021).
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Grande parte da importancia da utilizacdo das espécies de Lamiaceae em
varios setores industriais se deve a vasta producao de 0leos essenciais realizada por
elas, que sdo capazes de desempenhar diversos papéis, desde compor o aroma de
perfumes até servir como inseticida no controle de pragas. Embora o conteudo de
Oleos essenciais possa variar bastante entre as espécies e inclusive entre a mesma
espécie cultivada sob diferentes condi¢cdes ou lugares, em sua maioria, esses 0leos
sdo compostos principalmente por mono e sesquiterpenos, como por exemplo:
mentol, a e B-pineno, limoneno, 1,8-cineole e y-terpineno, bem como germacreno D,

cariofileno e espatulenol, respectivamente, Figura 2 (FREZZA et al., 2019).

Figura 2. Principais mono e sesquiterpenos presentes nos 6leos essenciais de espécies de Lamiaceae.
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(Fonte: FREZZA et al., 2019)

J& com relacdo aos compostos nao volateis, os principais metabolitos
encontrados sdo pertencentes a classe dos polifendis (principalmente flavonoides,
acidos fendlicos e lignanas), iridoides, triterpenos, diterpenos, e glicosideos
feniletanoides. Entre os flavonoides, quatro tipos especificos de esqueletos séo
amplamente presentes, sdo eles: apigenina, hipolaetina, isoscutelareina e
escutelareina. Os acidos fendlicos sdo representados pelo acido cafeico, acido
rosmarinico e seus derivados, ja as lignanas de esqueletos parecidos com ariltetralina
e furofuranicas representam as mais comuns nesta familia e acidos cafeoilquinicos
(acido clorogénico) também s&o bastante comuns Figura 3 (FREZZA et al., 2019;
TZIMA; BRUNTON; RAI, 2018; VAN WYK, 2014).
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Figura 3. Principais tipos de polifendis presentes em espécies de Lamiaceae.
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(Fonte: FREZZA et al., 2019)

A presenca de polifendis em Lamiaceae € bastante importante e ajuda também
a explicar determinadas atividades biolégicas, como antioxidante e anti-inflamatorias
de muitas de suas espécies (SIMEONI et al., 2018; SKENDI; IRAKLI,
CHATZOPOULOU, 2017; STAGOS et al., 2012). Inclusive, cada vez mais evidéncias

cientificas tem se encontrado associando a alimentagdo rica em polifendis com
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beneficios a saude, como a diminuicdo de doencas cardiovasculares e degenerativas
(MICHEL; ABD RANI; HUSAIN, 2020; TZIMA; BRUNTON; RAI, 2018).

Os polifenodis também tém demonstrado outras atividades, como antitumoral,
antidiabética, contra osteoporose (SIMEONI et al., 2018), antifingica (SKENDI et al.,
2020), antibacteriana (STAGOS et al., 2012) e fotoprotetora, como no caso de
espécies ja citadas anteriormente, Coleus forskohlii, Thymus vulgaris (CHARLES
DORNI et al., 2017), Collinsonia canadenses (MAZZIO et al., 2014), Marrubium
vulgare (SHAHEEN et al., 2014), Plectranthus amboinicius (TERTO et al., 2020), entre
outras, sendo o estudo de extratos ricos em compostos fendlicos muito importantes
para a producdo de formulacBes de protetores solares de fonte natural seguras e

eficazes, além de mostrar também o potencial da familia Lamiaceae nessa area.

2.2. Geénero Mentha

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae e apresenta cerca de 42
espécies, bem como diversos hibridos, que se distribuem principalmente na Europa,
Asia, Australia e América do Norte Figura 4 (SALEHI et al., 2018; WFO, 2022). Esse
género apresenta varios sinbnimos e sua taxonomia € bastante complexa e muitas
vezes ndo ha um consenso entre 0s pesquisadores (SALEHI et al., 2018). No Brasil,
4 espécies podem ser encontradas em todas as 5 regides do pais, mas principalmente
nos dominios da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, geralmente na forma
de erva (ANTAR; HARLEY, 2020).

As espécies mais comuns do género sdo M. piperita, M. aquatica, M. spicata,
M. rotundifolia, M. arvensis, M. pulegium, M. longifolia, e M. suaveolens, sendo
bastante estudadas e cultivadas. Espécies desse género apresentam enorme valor
comercial, sendo empregadas em varias areas como na alimentagcdo, na area de
plantas ornamentais, industria de cosméticos, produtos de higiene oral, pesticidas e
na area de saude, principalmente devido aos seus 6leos essenciais (EFTEKHARI et
al., 2021; GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021; PARK et al., 2019).
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Figura 4. Distribuicdo mundial do género Mentha.

(Fonte: GBIF SECRETARIAT, 2021)

Popularmente, as espécies de Mentha tém suas folhas e/ou partes aéreas
vastamente utilizadas na culinaria principalmente na forma de sucos, saladas,
flavorizantes e chas, mas também sdo bastante utilizadas para o tratamento de
diversos problemas de saude, como problemas de pele, resfriados, diabetes,
infecgcBes microbianas, desordens gastrintestinais e respiratorias, carminativa, dor de
cabeca, febre, nduseas, como anti-inflamatoérias, antioxidante (ALAMGEER et al.,
2022; ANWAR et al.,, 2019; EL MENYIY et al., 2022; MAHENDRAN; VERMA;
RAHMAN, 2021; PARK et al., 2019), entre outros.

Do ponto de vista cientifico, muitas desses usos populares tém sido
confirmados e outras atividades bioldgicas também tem sido atribuidas. Véarios
estudos in vitro e/ou in vivo demonstram suas atividades antioxidantes (BRAHMI et
al.,, 2017; MAHDAVIKIA; SAHARKHIZ; KARAMI, 2017), antimicrobianas e
antifingicas, antiparasitarias, inseticidas (EL MENYIY et al., 2022
GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021), antidiabéticas (AL-FARTOSI;
RADI; AL-REKABI, 2014; BAYANI; AHMADI-HAMEDANI; JAVAN, 2017; MUSHTAQ
et al., 2017; RAKEBIZADEH; ZAHEDIZADEH; PANAH, 2018), antitumoral (TAFRIHI
et al., 2021), inibidoras da acetilcolinesterase (DE SOUSA BARROS et al., 2015;
KHATOON et al., 2018), onde foi visto que devido a esse efeito, o 6leo essencial de
M. piperita apresentou uma alta eficiéncia clinica no tratamento da doepga de
Alzheimer (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009), entre outras.

Fitoquimicamente, muitas dessas atividades se devem aos seus ricos 0leos

essenciais, que apresentam uma composi¢cado complexa, com mais de 300 compostos
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ja identificados e movimentam uma economia de valores comerciais maiores que 400
milhdes de ddlares por ano. Em sua maioria séo representados por terpenos, mono e
sesquiterpenos, como por exemplo, os monoterpenos p-metano C3-oxigenados (ex.:
pulegona, mentona e mentol) ou 0s p-mentano C6-oxigenados (ex.: carvona), porém
essa composicado pode variar bastante dependendo da espécie, por exemplo, M.
spicata ssp., M. viridis e M. gracilis produzem 6leos ricos em carvona, ja M. piperita
tem como composto majoritario o mentol, enquanto que M. pulegium tem um 6leo
essencial rico em pulegona (FATIH et al., 2017; SALEHI et al., 2018).

Outra classe muito importante de metabdlitos secundarios presentes nas
espécies de Mentha sdo os compostos fendlicos, que aqui sdo principalmente
representados por acidos fendlicos e flavonoides, que podem estar glicosilados ou
ndo, muito embora varios outros tipos de fendlicos ja tenham sido identificados. Em
relac@o aos acidos fendlicos, os principais séo os acidos cafeico, clorogénico, acidos
salviandlicos e rosmarinico, estando este ultimo entre 60-80% do teor de acidos
fendlicos existentes. Ja os flavonoides tem como compostos principais, aqueles com
esqueleto de flavona e flavanonas, sendo a luteolina e seus derivados, hesperidina e
eriocitrina, os mais comuns (FATIH et al., 2017).

Os compostos fendlicos também sao responsaveis por determinadas
atividades biologicas das espécies de Mentha, como no caso do estudo feito por
CAVAR ZELJKOVIC et al., 2021, que avaliou a atividade antioxidante de 13 espécies
de Mentha, bem como sua atividade inibidora da enzima tirosinase (essencial para a
melanogenese), e as relacionou com o teor de fendlicos de cada espécie, concluindo
gue as quarto espécies (M. x villosa, M. suaveolens, M. longifolia e M. x piperita
Bergamota) que apresentaram 0s maiores teores de polifendis, apresentaram as
melhores atividades antioxidantes, enquanto que M. pulegium e M. X piperita
apresentaram as melhores atividades inibidoras de tirosinase.

JA na revisdo feita por TAFRIHI et al.,, 2021, véarios estudos sugeriram
importantes atividades antibacterianas de extratos etandlicos e aquosos de espécies
de Mentha, como por exemplo um estudo feito por SUJANA et al., 2013, que
apresentou a forte atividade antibacteriana do extrato das folhas de M. x piperita contra
cepas das bactérias gram positivas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Ainda
na mesma revisdo, outras atividades associadas a presenca de polifendis nos extratos

de Mentha também foram descritas, como atividade antiviral e antitumoral.
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Além de todas essas atividades, polifendis também s&o importantes na area da
fotoprotecdo, ja que eles sdo capazes de filtrar a radiacdo solar que incidente sob a
pele, o que pode tornar extratos vegetais com concentracfes adequadas desses
metabolitos, promissores nessa area, principalmente porque as plantas ja utilizam
polifendis como forma de protecdo contra a radiacdo UV. Em um estudo feito por
NAZARI; ZARINKAMAR, 2020, foi observado que a irradiacédo com radiacdo UVB em
Mentha aquatica promoveu o aumento do teor de flavonoides e antocianinas
especialmente nas fases vegetativas iniciais de seu desenvolvimento.

Em outro trabalho realizado por YAKOUBI et al., 2021, o fator de protecéo solar
do extrato aquoso de M. pulegium foi determinado e correspondeu a 35,58, tendo um
alto fator de protecéo contra a radiacdo UVB. Dessa forma, as espécies do género
Mentha se apresentam como importantes ervas medicinais e com potencial para
serem estudadas em areas que ainda ndo foram tdo bem exploradas, em especial, a

da fotoprotecao.

2.3. Mentha x villosa

A espécie Menha x villosa Huds. estd incluida no género Mentha e é, na
verdade, um hibrido das espécies Mentha spicata L. e Mentha suaveolens E. Ela se
apresenta como uma planta de clima subtropical, herbacea, de baixo crescimento,
com ramos eretos, folhas ovais pecioladas opostas e curtas de margens serrilhadas e
crenadas, com aroma forte e -caracteristico (BEZERRA et al., 2019;
MOETAMEDIPOOR et al.,, 2021, 2022) Figura 5. No Brasil, ela € popularmente
chamada de hortelda da folha midda ou horteld rasteira e € bastante cultivada
principalmente no nordeste do pais (AMARAL et al., 2015; CARTAXO; DE ALMEIDA
SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010).

A exemplo tanto da familia, quanto do género, M. x villosa tem aplicacbes em
diversas areas (ALVES et al., 2018), bem como na medicina popular, onde é usada
para dores e inflamacBes no geral, dores de cabeca, colicas menstruais, sinusite,
febre, problemas oftalmicos, indigestdo, infec¢des intestinais, antimicrobiana,
antiparasitaria (CARTAXO; DE ALMEIDA SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010;
FOGACA et al., 1997; TURKEZ et al., 2018), entre outros.
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Figura 5. Mentha x villosa Huds

(Fonte: Gomes, 2018)

Por ter um 6leo essencial muito rico em substancias biologicamente ativas,
véarios estudos desde da década de 90 ja foram feitos para avaliar os efeitos do seu
Oleo e de seu principal componente, o monoterpeno, rotundifolona, Figura 6. Dessa
forma, estudos como os de ARRUDA et al., 2006; DA CRUZ ALMEIDA et al., 2018;
DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; GUERRA et al., 2015, demonstram o potencial

antimicrobiano do éleo de M. x villosa, especialmente como antifingico.

Figura 6. Estrutura quimica da Rotundifolona.

Além disso, trabalhos como os de BORTOLUZZI et al., 2021; MATOS-ROCHA
et al., 2013, 2020, observaram efeito antiparasitario desse mesmo 06leo essencial.
Inclusive, no trabalho de MATOS-ROCHA et al., 2013, a rotundifolona também foi
testada e demonstrou resultados de atividade in vitro contra Schistomossa mansoni
promissora. No trabalho de DE SOUSA; LIMA; STEVERDING, 2016, tanto o 6leo
guanto a rotundifolona (entre outros monoterpenos tipo p-mentano) tiveram suas
atividades anti Trypanosoma brucei avaliadas, e foi observado que a rotundifolona
apresentou significativa atividade contra T. brucei, necessitando de maiores

investigacfes nesse aspecto.
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Outra atividade do 6leo essencial de M. x villosa e da rotundifolona isolada que
vem sendo explorada, € sua atividade no sistema cardiovascular. No estudo de
LAHLOU et al.,, 2022 foi observada a diminuicdo da pressdo arterial de ratos
normotensos conscientes, de maneira dose dependente, apds o0 tratamento
intravenoso com o 6leo essencial de M. x villosa. Da mesma forma, em outro estudo
conduzido por LAHLOU; CARNEIRO-LEAO; LEAL-CARDOSO, 2002, foi visto que o
O0leo também promoveu a diminuicdo da pressao arterial em ratos “DOCA-salt-
hypertensive” de maneira dose dependente. No estudo de GUEDES et al., 2002,
observaram que esse efeito hipotensor pode estar associado a estimulagdo nao
seletiva de receptores muscarinicos que a rotundifolona é capaz de promover. Outros
trabalhos ao longo dos anos também vém descrevendo essas atividades, como nos
outros 2 trabalhos de NUNES GUEDES et al., 2004 e nos trabalhos SILVA et al., 2011
e na revisdo de DE ANDRADE et al., 2017.

As atividades antioxidante (BENABDALLAH et al., 2018; SITZMANN et al.,
2014; TURKEZ et al., 2018), antinociceptiva (DE SOUSA et al., 2007), larvicida (LIMA
et al., 2014), antiespasmadica (DE SOUSA et al., 2008), antiviral contra SARS-Cov-2
(popularmente conhecido como “novo coronavirus”) (CAVAR ZELJKOVIC et al.,
2022), antitumoral e citotoxica (AMARAL et al., 2016; TURKEZ et al., 2018) do 6leo e
da rotundifolona também vém sendo descritas.

Além dos terpenos existentes nos 6leos essenciais de M. x villosa, outra classe
muito importante de metabdlitos secundérios existentes nessa planta sdo os
compostos fendlicos, representados principalmente por acidos fenélicos e flavonoides
(CAVAR ZELJKOVIC et al., 2021). Esses compostos também sdo bastante
importantes do ponto de vista terapéutico e estudos também tém sido feitos para
avaliar as atividades dos extratos de M. x villosa.

Dessa forma, no estudo de BROSKOVA et al., 2013, foi avaliado o efeito do
extrato de M. x villosa frente a um modelo de isquemia cardiaca e mesentérica em
orgaos isolados, onde o extrato causou a reducdo das arritmias, bem como,
bradicardia, além de ter apresentado efeito antioxidante. Da mesma forma, o trabalho
de FIALOVAA et al., 2015, concluiu que o extrato aquoso de M. x villosa tem potencial
promissor na prevencdo da lesédo tecidual causada pelo estresse oxidativo. Nesse
trabalho, também foi sugerida a presenca de 16 polifendis, através de experimentos
com espectrometria de massas, sao eles: acido quinico, acido clorogénico, p-

cumaroil-hexosideo, acido caféico, acido cumaroilquinico, acido litospérmico,
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luteolina-7-O-glucuronideo, eridictiol-7-O-rutinosideo,  luteolina-7-O-rutinosideo,
luteolina-7-O-glicosideo, apigenina- glucuronideo, acido rosmarinico, campferol-3- O-
glucuronideo, crisoeriol-7-O-rutinosideo, hesperitina-7-O-rutinosideo e  &cido
salviandlico A.

CAVAR ZELJKOVIC et al, 2021 também observaram um alto teor de
compostos fenolicos (e forte atividade antioxidante), com composi¢ao similar ao do
estudo acima para o extrato metandlico de M. x villosa, onde o acido rosmarinico foi
identificado como composto majoritario. Boa atividade inibidora de tirosinase também
foi determinada. A atividade antioxidante também foi encontrada no trabalho de
(TEKELOVA et al., 2016). Ja no trabalho de KAPP et al., 2020 foi observada a
atividade antibacteriana contra S. aureus do extrato aquoso de M. x villosa. Além
disso, outras atividades como, antitumoral, citotéxica, radioprotetiva, in vitro, do
extrato aquoso também foram observadas, bem como a atividade analgésica in vivo
(KAPP, 2015).

Assim, levando em consideracdo todas as promissoras propriedades
terapéuticas levantadas, além da rica composicao quimica da espécie M. x villosa e
sua importante atividade antioxidante ja descrita, essa espécie merece atencao,
especialmente em areas ainda pouco exploradas, como a da fotoprotecdo, devido a

forte presenca de compostos fendlicos.

2.4. Radiacéo solar

A radiacdo solar que chega na superficie terrestre € composta de ondas
eletromagnéticas de comprimentos de ondas diferentes, as infravermelhas, que
possuem comprimentos de onda entre 1 mm e 1 pum (correspondem a cerca de 50%
da radiacao solar), luz visivel de 400 — 750 nm (em torno de 40-45%) e a radiacao
ultravioleta (UV) de 100 — 400 nm (cerca de 5-10%). A ultravioleta pode ainda ser
subdividida em trés, sao elas a UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320 —
400 nm) (DELINASIOS et al., 2018; HIBLER; DUSZA; WANG, 2016; SAMANIEGO
RASCON; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA, 2017).

Este tipo de radiacdo (UV) apresenta efeitos diretos na satde humana, ja que
ela regula a funcdo imunolégica de modo a reduzir a severidade de certas doencas
de pele (ex: psoriase), depressao e possivelmente doencas sistémicas autoimunes,
além dos raios UVB serem necessarios para a producao de vitamina D. Porém, muitos

efeitos negativos também sdo observados quando da exposi¢éo por longos periodos.



31

De forma aguda, os efeitos incluem eritemas, manchas, espessamento da epiderme,
gueimaduras, entre outros. Ja de forma cronica, fotoenvelhecimento e cancer sao os
efeitos mais comuns. Isso acontece porque a diversas estruturas da pele absorvem a
radiacdo incidente, como a melanina, DNA e RNA celulares, proteinas, aminoacidos
aromaticos, entre outros (BARNES et al., 2019; BERNARD; GALLO; KRUTMANN,
2019; LUCAS et al., 2019; SAMANIEGO RASCON; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA,
2017).

Devido ao seu comprimento de onda, existem diferengas entre o nivel que os
trés tipos de radiagao ultravioleta podem penetrar na pele. Comecando pelos raios
UVC, é importante saber inclusive, que, eles sao filtrados pela camada de oz6nio e
nao atingem a pele, o que poderia ser bastante prejudicial, ja que a radiacdo UVC tem
0 menor comprimento de onda e é a mais energética, podendo causar severas
gueimaduras, na pele e nos olhos (DE JAGER; COCKRELL; DU PLESSIS, 2017).

Em relacéo a radiacdo UVB, embora ela ainda seja atenuada pela camada de
0zobnio e até pelas proprias nuvens, cerca de 5 a 6% da radiacdo UV que atinge o solo
terrestre corresponde a ela. Os raios UVB tem comprimento de onda menor que 0s
raios UVA e por isso sdo mais energéticos, sendo dessa forma capazes de penetrar
0 tecido cutaneo apenas até a epiderme. Entretanto, sua menor capacidade de
penetracao na pele ndo impede que ela cause danos bastante acentuados neste local.
A radiacdo UVB é responsavel por causar eritemas, manchas, insolacao,
gueimaduras, imunossupressao e cancer, pois esse tipo de radiacdo é muito
eficientemente absorvida pelas moléculas de DNA, que podem sofrer degradacéo,
formando fotoprodutos (BERNARD; GALLO; KRUTMANN, 2019; SAMANIEGO
RASCON; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA, 2017).

Os fotoprodutos de DNA mais comumente produzidos apdés incidéncia de
radiacdo UVB, sdo os dimeros de ciclobutano pirimidina (DCPs) e os fotoprodutos de
pirimidina 6-4 pirimidona (6-4PPs) Figura 7. Os DCPs sao as principais lesdes
citotoxicas causadas, sendo responsaveis pela morte celular apds exposicao
prolongada ao sol. A formacdo desses DCPs pode levar a mutagcfes caracteristicas
gue podem ser encontradas em melanomas malignos cutaneos, carcinoma
espinocelular e basocelular e queratose actinica (BERUBE et al., 2018; KCIUK et al.,
2020; LUCAS et al., 2019).

Entretanto, os 6-4PPs também s&o importantes, pois eles causam acentuadas

perturbacdes na estrutura de dupla hélice do DNA, que sdo incapazes de serem
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contornadas pelas células, levando também a morte celular (BERUBE et al., 2018;
KCIUK et al., 2020). Esse tipo de mecanismo pode também causar manchas de pele,
através da estimulacdo da melanogénese, que € feita em resposta aos danos
causados ao DNA e, a radiacdo UVB pode ainda causar a estimulacao de processos
inflamatorios, pela liberagcdo de prostangladina E2 (PGEz) e fator estimulador de
colénia (FEC) (HYTER et al., 2013; MOORE et al., 2013; TAGASHIRA et al., 2015).

Figura 7. Fotoprodutos de DNA causados pela radiacdo UVB.
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Ja aradiacdo UVA, além de nao ser retida ou atenuada pela camada de oz6nio
Ou por nuvens, por apresentar um comprimento de onda maior que a radiacdo UVB,
€ capaz de penetrar mais profundamente e atingir a derme, onde causa seus efeitos
deletérios. Eles representam de 90-95% da radiacdo UV que atinge a superficie
terrestre e podem ainda ser divididos em dois subtipos, UVA 2 ou curto (320-340 nm)
e UVA 1 ou longo (340-400 nm) (BERNARD; GALLO; KRUTMANN, 2019).

Dessa forma, eles sao responsaveis pelo escurecimento imediato e persistente
da pele néo protegida (bronzeamento) e sdo conhecidos também por atuar ativamente
na inducéo da producédo de estresse oxidativo, causando fotoenvelhecimento da pele
ou envelhecimento acelerado, sendo visto que as alteragdes patognomonicas da pele
fotoenvelhecida sdo encontradas principalmente no tecido conjuntivo dérmico (LAN,
2019; MARIONNET et al., 2018). Acredita-se, inclusive, que o aumento da sintese e
expressdo de metaloproteinases (MMPs) pelos fibroblastos dérmicos apds a
exposicdo aos raios UV, desempenhe um papel importante na degradacédo do
coldgeno dérmico, uma proteina especial para assegurar a integridade dérmica devido
a formacédo do sistema gel, que mantém as caracteristicas dérmicas de uma pele
jovem (LAN, 2019).
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Figura 8. Representacao das camadas da pele e até onde cada tipo de radiacdo UV pode penetrar.
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(Fonte: KCIUK et al., 2020)

Assim como a radiacdo UVB, os raios UVA também podem causar danos ao
DNA diretamente, porém, isso acontece mais frequentemente através da formacao de
radicais livres ou de ‘“intermediarios reativos de oxigénio”, jA que os raios UVA séo
mais eficientes em produzi-los. Na presenca de oxigénio molecular, a radiagdo UVA
leva a formacdo de anions superoéxido, 6xido nitrico, radicais hidroxila e perdxido de
hidrogénio, bem como produtos de peroxidacao lipidica (principalmente de bicamadas
lipidicas), como epodxido de colesterol. Os intermediarios reativos de oxigénio oxidam
residuos de agucar, causam quebras nas moléculas de DNA de fita simples e dupla e
podem ativar proteinas por fosforilacdo, o que pode levar a formacédo de tumores. Uma
das lesdes mais conhecidas e estudadas, € a da purina guanina que sofre uma
modificacdo oxidativa, 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoG) (BERNARD; GALLO;
KRUTMANN, 2019; DELINASIOS et al., 2018).

Além disso, nos ultimos anos tém-se observado que a exposi¢do da melanina
a radiacdo UVA pode desencadear a formacdo de DCPs por um processo de
degradacéo, envolvendo estados eletronicos excitados quimicamente gerados, onde
a melanina degradada transfere sua energia para bases de DNA préximas, levando a
formacgédo de DCPs escuros (DELINASIOS et al., 2018; PORTILLO-ESNAOLA et al.,
2021; PREMI et al., 2015).

Dessa forma, observa-se que os dois tipos de radiacdo ultravioleta podem
causar, além de outros prejuizos, cancer de pele, que se divide em dois tipos, o
melanoma e 0 ndo melanoma. O melanoma se caracteriza por ser um cancer mais
agressivo, porem menos frequente (apenas 3% da populacdo apresenta) que em

2020, causou a morte de 1.923 pessoas. O ndo melanoma € um tipo de cancer de
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pele mais frequente (176.930 casos em 2020), mas também o de menor mortalidade
(2.653 mortes) e com melhor prognéstico (BRASIL, 2022).

Diante disso, € essencial a utilizacdo de medidas preventivas contra a radiacao
solar, principalmente porque no Brasil, os niveis de radiagdo ultravioleta s&o
considerados elevados durante a maior parte do ano. Principalmente em regides como
Norte e Nordeste que nao dispem de estacdes do ano tdo bem divididas e que por
isso, recebem intensa luz solar durante todo ano, apresentando maiores doses
cumulativas da radiag&o ultravioleta anualmente. No caso das regides Sul e Sudeste,
por apresentarem estacdes mais bem definidas, a intensidade da radiacdo varia
bastante entre inverno e verdo (SCHALKA et al., 2014).

A intensidade da radiacao ultravioleta € medida de acordo com o célculo do
indice ultravioleta (IUV), que detecta o nivel méximo de radiagcdo ultravioleta
apresentado em determinado dia, para determinado local e € wusado
internacionalmente. Porém como as condicfes meteoroldgicas e geograficas podem
influenciar o nivel de radiacdo que chega ao solo, esse indice leva em consideracao
condicdes de céu claro, sem nuvens. A escala do IUV considera valores entre 1 e 11+,
onde 1 seria uma intensidade de baixa radiacdo ultravioleta e 11+ seria uma
intensidade extrema de radiacdo UV Figura 9 (LATOSINSKA; LATOSINSKA, 2017;
LIU-SMITH; ZIOGAS, 2020; OMS, 2022). No Brasil, é visto que esse indice é
considerado extremo em boa parte do ano (SCHALKA et al., 2014).

Figura 9. indice Ultravioleta.
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Por isso, a utilizacdo de protetores solares diariamente € de extrema
importancia tanto para prevenir o aparecimento de envelhecimento acelerado, quanto
para prevenir o cancer, ja que os efeitos do sol sdo cumulativos e muitas vezes o
aparecimento de doencgas s6 acontecem de 20 a 30 anos depois (DEO et al., 2017,
LIU-SMITH; ZIOGAS, 2020). Nesse contexto, utilizagéo de produtos de origem natural

vem sendo bastante investigada, pois eles tém demonstrado ser uma alternativa viavel
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até para potencializar a protecdo de filtros sintéticos (BHATTACHARYA; SHERJE,
2020; CHIARI-ANDREO et al., 2020).

2.5. Radicais livres e antioxidantes

Radicais livres séo definidos quimicamente como sendo espécies (atomos ou
moléculas) com elétrons desemparelhados na sua camada eletrbnica mais externa, o
gue causa uma alta reatividade na estrutura quimica, em alguns casos, essa
reatividade é tdo grande, que impossibilita mensurar o tempo de vida dessa estrutura.
Porém, hoje em dia sabe-se que existem varias moléculas que ndo apresentam
elétrons desemparelhados, mas ainda assim, possuem reatividade comparavel a de
um radical livre propriamente dito. Por isso, considera-se o termo “espécies reativas”
mais abrangente, sendo utilizando tanto para espécies radicalares quanto para
aguelas nédo radicalares. De maneira mais detalhada, essas moléculas altamente
reativas sdo chamadas de: espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNs), quando da presenca do oxigénio ou nitrogénio (DI MEO;
VENDITTI, 2020).

As principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em sistemas bioldgicos
séo: peroxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), anion superéxido (02~
), radicais hidroxila (OH’), radicais peroxila (ROO-), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO") (JAMSHIDI-KIA et al., 2020). A presenca dessas espécies reativas dentro
do organismo é comum e fazem parte do metabolismo (ex.: cadeia transportadora de
elétrons). De fato, elas estdo envolvidas em diversos processos celulares, como por
exemplo, em caso de infec¢des, a producdo do NO por células do sistema imune é
uma das formas de proteger o organismo contra determinados patdogenos. O NO
também é uma das principais formas de relaxamento de musculatura lisa dependente
de endotélio e ele é necesséario até mesmo como neurotransmissor (KHAZAN;
HDAYATI, 2014). Outro exemplo € o OH" que estimula a ativacéo da ciclase de guanilil
para a formacdo de GMPc, um segundo mensageiro que desencadeia importantes
vias de sinalizagao, etc (IFEANYI, 2018).

Assim, € possivel entender que os radicais livres e espécies reativas tem sua
importancia no meio biologico. Todavia, quando existe um desbalanco entre a
producdo de espécies reativas e a capacidade do organismo de neutraliza-las,
diversos problemas podem ocorrer. Esse excesso de EROs e/ou ENRs €& mais
comumente chamado de estresse oxidativo (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).
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Ele esta associado ao desenvolvimento ou agravo de diversas patologias e
sindromes, como a diabetes (AL-RIMAWI et al., 2020; CHEN et al., 2008; DIANO;
HORVATH, 2010), doencas neurodegenerativas como Alzheimer (PENA-BAUTISTA
et al., 2019), osteoartrite pos traumatica (HINES et al., 2022), envelhecimento, cancer,
entre outros. Isso acontece, porque devido a instabilidade quimica, as espécies
reativas reagem com diversas estruturas biologicas, como lipideos, proteinas,
acucares, DNA, etc (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).

Na pele, como ja comentado, as duas maiores consequéncias do estresse
oxidativo é o envelhecimento precoce e o cancer de pele. O acumulo de espécies
reativas induzidas por radiacdo UV, eventualmente, pode levar a producédo de NO,
inflamacao da pele e formacéao de rugas. Um dos efeitos que leva a formacéao de rugas
e ao envelhecimento é a ativacdo das vias de sinalizacdo do fator nuclear- kB (NF-
KB), com sua consequente ativagdo e a via das proteinas quinases ativadas por
mitdgeno (MAPKSs) que culmina na ativacéo de proteina ativadora tipo 1 (AP-1). Como
consequéncia, isso aumenta o nivel de (fator de necrose tumoral alfa) TNF-a e a
expressdo de MMPs, que induzem a degradacdo da matriz extracelular
(principalmente do colageno) e envelhecimento cutdneo acelerado. Apoés sinais de
inducdo de senescéncia, as enzimas serina-treonina quinase (ATM) e ATR serina-
treonina quinase (ATR) bloqueiam a degradacdo autofagica dependente de p62 de
GATA4, contribuindo para a ativacdo de NF-kB e indugdo do fendtipo secretor
associado a senescéncia (SASP) (WANG et al., 2019), Figura 10.
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Figura 10. Esquema de ac¢bes causadas pelas EROs induzidas por radiacdo UV na pele.
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(Fonte: SHIN et al., 2019)

Dessa forma, a utilizacdo de antioxidantes para combater o estresse oxidativo
promovido pela radiagdo UV € de vital importancia para prevencdo de
fotoenvelhecimento e cancer de pele. Os antioxidantes podem combater os radicais
livres de diversas maneiras, entre elas, eles podem agir através da eliminacdo de
EROs, suprimir o processo de oxidacdo e proteger o dano ao DNA (IFEANYI, 2018;
JESUMANI et al., 2020). Para ser considerado um antioxidante, ele precisa ser um
forte doador de elétrons, mas ao final do processo é desejavel que ele seja regenerado
ou substituido. Isso é possivel devido as caracteristicas especificas da sua estrutura
guimica que apresenta duplas ligacfes conjugadas e ressonancias, entdo mesmo
oxidado, eles se mantém estaveis e pouco reativos (LUSHCHAK, 2014; NIMSE; PAL,
2015).

Os antioxidantes podem ser classificados principalmente de trés formas: de
acordo com sua natureza (enzimatico e ndo enzimatico), de acordo com sua fonte
(enddgena, da dieta ou exogena e proteinas de ligacdo a metais) e de acordo com

seu mecanismo de acdo (JAMSHIDI-KIA et al., 2020), Quadro 1.
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Quadro 1. Classificagdo dos antioxidantes de acordo com sua natureza, fonte e mecanismo de agéao.

De acordo com a natureza

De acordo com a fonte

Proteinas de

De acordo com o
mecanismo de
acao
Sistemas
cataliticos para

Enzimatico Nao enzimatico Enddgenos Da dieta ligacdo a neutralizar ou
metais desviar EROs (ex:
SOD, CAT, GPx)
A
ligacao/inativagao
S de ions metalicos
. . L. Glutationa  Vitamina E e Albumina impedem a
dismutase Nutrientes Metabdlicos N
(SOD) (GSH) C (cobre) producao de
EROs (ex:
ferritina e
catequinas
Antioxidantes
“auto-suicidas” e
Glutafuona Vitamina Ee = Glutationa Acido . Ceruplasmina de qufzbra de
peroxidase C (GSH) lipoico Carotenoides (Cobre) cadeia que
(GPx) eliminam EROs
(ex:Vit. CeEe
flavonoides)
Extinguindo
EROs, servindo
Catalase Carotenoides  Acido fizefs z%cido Flavonoides Ferritina Coqi?n?;g;ilj:a
(CAT) Urico (ferro) )
absorver energia
(ex: carotenoides
e antocianidinas)
Glutationa ) Enzimas . .
redutase Flavonoides L-arginina (50D e Omega3e6 Mioglobina
(GR) CAT) (Ferro)
Omega3e6 Transferrina

(Fonte: JAMSHIDI-KIA et al., 2020)

Os principais antioxidantes enziméticos sdo a enzima superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase. Eles sdo a primeira linha de defesa

contra espécies reativas e sua funcéo € inibir o acimulo delas, porém, quando eles

nao conseguem prevenir o acumulo dessas espécies, € necessario lancar méo de

antioxidantes exégenos para balancear a producdo de radicais livres existentes
(SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).

Os antioxidantes exégenos sao capazes de agir diretamente neutralizando

radicais livres ou através da regeneracdo das defesas antioxidantes endogenas.
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Muitos deles vém da dieta, mas também podem ser usados topicamente, a exemplo
disso, tém-se o acido retindico, que atua topicamente diminuindo os niveis de MMPs,
aumenta a producéao de colageno, reorganiza as fibras de elastina, entre outras acoes.
O &cido ascorbico também é bastante utilizado topicamente e, seu mecanismo de
acdo tem por base a reducdo das espécies reativas de oxigénio, age como cofator
para a producéo de pro-colageno e elastina e aumenta a espessura dérmica (SHIN et
al., 2019). Diversos outros também sédo utilizados, como vitamina E, resveratrol,
guercetina, acido glicirrizico, etc (MCDANIEL; FARRIS; VALACCHI, 2018).

Outros compostos que podem agir como antioxidantes sdo 0s compostos
fendlicos naturais, especialmente flavonoides e acidos fendlicos e, por isso, extratos
com alto teor desses compostos podem ter boa acéo antioxidante e merecem atencao
(DUQUE; BRAVO; OSORIO, 2017; EL AANACHI et al., 2020; JESUMANI et al., 2020).

2.6. Compostos fendlicos

Os polifendis sdo uma classe de metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos em plantas, ja que sdo importantes para o desenvolvimento morfologico,
processos fisioldgicos, reproducéo dos vegetais, bem como defesa contra patdégenos,
sendo identificados mais de 8 mil compostos. Biossinteticamente, eles sdo produzidos
atraves da via chiquimato e dos fenilpropanoides, diferindo entre si por sua estrutura,
comportamento quimico e caracteristicas fisicoquimicas. Quimicamente, o0s
compostos fendlicos sdo estruturas que apresentam pelo menos um anel aromatico
com hidroxilas ligadas diretamente a ele (ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018;
DZIALO et al., 2016).

Eles sdo conhecidos principalmente pelas vérias atividades biolégicas que
apresentam, resultantes do padréo e grau de substituicdo de cada um. Vérias classes
de metabodlitos secundarios pertencem aos compostos fendlicos, sdo eles:
flavonoides, estilbenos, taninos, cumarinas, lignanas e acidos fendlicos, Figura 11
(ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018; DZIALO et al.,, 2016; SIRACUSA;
RUBERTO, 2019; VIDOVIC; MORINA; JOVANOVIC, 2017). Suas atividades
biolégicas séo diversas, tais como: antimicrobianos, antitumorais, anti-inflamatorios,
antivirais, anticoagulantes, tratamento para doenca de Alzheimer, contra doencas de
pele, doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, obesidade,
antioxidante, fotoprotetora, entre outras (ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018;
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BALLISTRERI et al., 2019; CHEDEA; POP, 2019; CHOJNACKA et al., 2021; CORY
et al., 2018; RANA et al., 2022).

Figura 11. Tipos de metabdlitos secundarios caracterizados como polifendis.
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(Fonte: ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018)

Dessa forma, é possivel observar o grande potencial dos polifenéis para a
saude humana. Dentro do contexto dos cosméticos e fotoprotecéo, os polifendis sao
a principal classe de compostos naturais de interesse, devido as suas caracteristicas
estruturais que permitem dissipar a energia da radiacdo UV que incide sob a pele
eficientemente (HU et al., 2017). Além disso, por apresentarem boa atividade
antioxidante, o interesse por essas moléculas naturais vem crescendo bastante, por
causa de sua baixa toxicidade em relacéo aos antioxidantes sintéticos (RADICE et al.,
2016; SAEWAN; JIMTAISONG, 2015; TORRES; LUK; LIM, 2020).

Em certas situa¢fes, quando a radiacao solar € muito intensa no ambiente em
gue a planta esta inserida, a producédo de compostos fendlicos € estimulada para que
eles filtrem dos raios UV. Dessa forma, varios estudos mostram o potencial
fotoprotetor dos polifendis, em especial dos flavonoides e dos acidos fendélicos (RANA
etal., 2022; VIDOVIC; MORINA; JOVANOVIC, 2017), que demonstram forte absorcéo
no ultravioleta apresentando fatores de protecéo solar (FPS) de 7 a 29 (CHERUBIM
et al., 2020).
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Assim, eles conseguem proteger a pele contra a radiacdo UV de forma direta e
de forma indireta, que esta atrelada a sua estrutura quimica e substituintes hidroxila.
Como antioxidantes, existem diversas formas pelas quais eles podem agir, como:
inibicdo da formagédo de (EROs) ou sequestro de radicais livres, (ex.: oxigénio
singleto), reducdo de ions metalicos quelados (os quais funcionam como catalisadores
das reacfes de formacdo de EROSs), impedindo a cascata de peroxidacéo lipidica
ocasionada pelos radicais livres (DZIALO et al., 2016), protecdo dos antioxidantes
lipidicos da superficie da pele, como alfa-tocoferol, coenzima Q10 e esqualeno (agéo
de resgate antioxidante), induzindo sistemas antioxidantes endogenos em
gueratindcitos e fibroblastos, entre outros (KOSTYUK et al., 2018).

Na pele, devido a essa agressdo causada pela radiacdo UV, processos
inflamatorios sdo desencadeados, consequentemente aumentando a producdo de
radicais livres. Assim, ao agir como antioxidantes, os compostos fendlicos, agem
indiretamente, também como anti-inflamatoérios. Além da ativacdo de AP-1 e NF-kB,
na inflamacéo, a via da fosfolipase A2 (PLA2) também é ativada e, posteriormente,
através da atuacao das ciclooxigenases (COXs), mais substancias pré inflamatoérias
séo produzidas, como as prostaglandinas. Porém, os polifendis parecem ser capazes
de inibir as reacfes das duas enzimas, principalmente devido a interrup¢ao da ligacao
do substrato a enzima pela ruptura do sistema de ligacao de hidrogénio ou devido a
ions de quelacdo no centro ativo da enzima (DZIALO et al., 2016).

Eles séo capazes ainda de manter a homogeneidade da pele e uma aparéncia
adequada e saudavel devido a renovacgédo eficaz das células cutédneas, estimulacao
de elastina e colageno e inibicdo da sintese excessiva de melanina (DZIALO et al.,
2016).

A exemplo de extratos vegetais com atividade fotoprotetora, temos o extrato de
cha verde (Camellia sinensis), que é um dos mais estudados para esse fim. Esse
extrato apresenta como principais compostos, as catequinas, a epigalocatequina
(EGC), a epicatequina (EC), epicatequina-3-galato (ECG) e a epigalocatequina-3-
galato (EGCG), que é o composto majoritario, correspondendo a cerca de 70% das
catequinas presentes. Os estudos mostram que a EGCG como antioxidante é capaz
de atuar como sequestradora de radicais livres e de inibir a fosforilacdo mediada por
estresse oxidativo induzida por UVB do receptor do fator de crescimento epidérmico

e das vias de sinalizacédo de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK), bem
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como inibir as atividades de ligagao dos fatores de transcricdo nuclear NF-kB e AP-1,
entre outras acdes (HU et al., 2017).

Entretanto, o extrato de cha verde também atua como fotoprotetor diretamente,
através do reparo dos danos causados ao DNA, ja que ele impede a formacdo dos
dimeros de pirimidina (HU et al., 2017; TORRES; LUK; LIM, 2020).

Outros extratos ricos em polifendis também sdo estudados e demonstram seu
potencial fotoprotetor, como por exemplo, do extrato Polypodium leucotomos, que foi
o primeiro fotoprotetor oral j& produzido. O extrato de Roma (Punica granatum), com
0S principais componentes sendo antocianinas, catequinas e taninos. O resveratrol
através das sementes e casca de uva e vinho tinto, a curcumina, derivado de Curcuma
longa, bem como o isoflavonoide silimarina derivado da espécie Sylibum marianum,
todos com atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e fotoprotetora direta seja pela
filtracdo de raios UV ou pela protecdo ao DNA celular (KOSTYUK et al., 2018;
TORRES; LUK; LIM, 2020).

Dessa forma, o estudo de extratos naturais ricos em polifendis na area da
fotoprotecdo se tornou tendéncia mundial e tém demonstrado resultados bastante

relevantes.

2.7. Acido Rosmarinico

O AR é um acido fenodlico proveniente da via dos fenilpropanoides,
caracterizado por ser um éster derivado do acido cafeico e do &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (AMOAH et al., 2016), Figura 12. Ele esta presente em diversas
espécies vegetais, inclusive na familia Lamiaceae, além de ser um dos compostos

majoritarios das espécies do género Mentha (PARK et al., 2019).

Figura 12. Estrutura quimica do acido rosmarinico.
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Esse composto bastante conhecido apresenta uma vasta literatura a seu

respeito e sobre suas potenciais atividades biolégicas, assim como também espécies
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vegetais que apresentam o AR como marcador. Dessa forma testes clinicos feitos
com as espécies Echium amoenum, Vaccinium myrtillus, Origanum vulgare e Mentha
spicata demonstraram significativa atividade anti-inflamatéria e antioxidante. Isto
também é corroborado por testes clinicos, in vitro e in vivo com o AR isolado, que
sugerem forte atividade anti-inflamatéria e antioxidante, sendo capaz de atuar através
da inibicdo das enzimas lipooxigenase (LOX) e ciclooxigenase (COX), inibir a fixacao
do complemento, atuar na via do TNF-a, entre outras agdes (AMOAH et al., 2016;
LUO et al.,, 2020; SINGH et al., 2020). Além disso, estudos também sugerem a
capacidade desse acido fendlico agir como antiviral, antibiético e antitumoral
(CANDIDO et al., 2022).

Portanto, devido a essas caracteristicas e atividades biolégicas, o acido
rosmarinico tém-se demonstrado um composto promissor na area da fotoprotecéo. No
estudo feito por CANDIDO et al., 2022, foi observado que a adi¢do de AR, em uma
formulacdo fotoprotetora feita com octil-p-metoxicinamato e em outra feita com
bemotrizinol, provocou o aumento significativo tanto do FPS, quanto da atividade
antioxidante in vitro das formulagdes. Em outro estudo, realizado por HUERTA-
MADRONAL et al., 2021, onde foi desenvolvido um polimero de quitosana com
conjugado de acido rosmarinico, observou-se que além da melhora nas atividades
antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoéria, também foi vista a atenuacao
significativa dos danos causados por radiacdo UVB e EROs em fibroblastos e
gueratinécitos.

Ja em outro estudo, GALICKA; SUTKOWSKA-SKOLIMOWSKA, 2021, foi
visto que o AR reduziu significativamente as alteracdes causadas pelo filtro solar
guimico benzofenona-3 que tem uma alta penetracdo cutanea. Além disso,
estudos como o de PEREZ-SANCHEZ et al., 2014 utilizando o suplemento
(NutroxSun®) a base de extrato de Rosmarinus offinales (rica em AR) e de Citrus
paradisii também sugerem que mesmo a ingestéo oral (250 mg por dia) desse tipo
de suplemento, é capaz de promover efeito de protecdo solar, principalmente
através da reducdo da producéo de radicais livres.

Dessa forma, o &cido rosmarinico apresenta grande potencial para sua
utilizacdo em formulagdes fotoprotetoras.
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2.8. Fotoprotecao e produtos naturais

A fotoprotecdo pode ser definida como um conjunto de medidas tomadas a fim
de reduzir o tempo de exposicdo da pele a radiacdo ultravioleta. Essas medidas vao
desde a procura por lugares com sombra para se proteger do sol, uso de roupas de
protecdo solar, 6culos de sol até a utilizacdo de protetores solares, que, ja
demonstraram ser capazes de prevenir o cancer de pele e lesdes precursoras, quando
usados corretamente (ALMUTAWA et al., 2013; FRIEDMAN; LIM; WANG, 2016;
HIBLER; DUSZA; WANG, 2016; MURPHY; RALPH, 2016).

Os filtros solares séo preparacgdes tdpicas que tem a funcao de proteger a pele
contra os raios UV. Por isso € necessério que eles protejam de maneira uniforme a
pele em toda a extensdo da radiacdo ultravioleta (280 — 400 nm), propriedade
conhecida como “homeostase espectral”’, indicando que os raios UVA e UVB sao
atenuados de maneira uniforme (CATELAN et al., 2019; MANCEBO; HU; WANG,
2014; NASH; TANNER, 2016). Dessa forma, os filtros solares podem ser divididos em
trés categorias: filtros UVB, filtros UVA e filtros de amplo espectro (SHAATH, 2016).

Os filtros UVB sédo aqueles que absorvem a radiacdo UV na faixa entre
280-320 nm filtrando ou atenuando apenas os raios UVB. Os filtros UVA séao aqueles
gue tem a capacidade de absorver a radiacdo UV na faixa de comprimento de onda
de 320-400 nm, sendo capazes de proteger a pele contra apenas a radiacdo UVA. Ja
os filtros de amplo espectro sdo capazes de absorver a radiacdo UV por todo seu
espectro, 280 — 400 nm, e dessa forma, proteger de maneira mais eficiente a pele
(NUNES et al., 2018a; SHAATH, 2016; YEAGER; LIM, 2019).

Outra forma de classificar os filtros solares é de acordo com seu mecanismo de
acdo, entdo, eles podem ser filtros inorganicos (fisicos) ou organicos (quimicos). Os
filtros inorganicos protegem a pele refletindo, dispersando ou até absorvendo os raios
solares incidentes na pele, formando uma barreira fisica que ndo permite a passagem
da radiacdo (porém, é importante ressaltar que isso ndo ocorre com 100% de eficcia).
J& os filtros orgéanicos atuam de forma a absorver os raios UV incidentes no lugar a
pele, convertendo a energia absorvida em calor ou fosforescéncia e para
comprimentos de onda maiores que 400 nm. O que acontece € que quando uma
molécula absorve um foton UV, os elétrons em seu orbital molecular mais alto ocupado
(HOMO) séo promovidos ao seu orbital molecular desocupado mais baixo (LUMO) e

eles quando voltam para o seu estado inicial, liberam a energia absorvida em forma



45

de calor, fosforescéncia ou sofrendo reagfes fotoquimicas (CATELAN et al., 2019;
NASH; TANNER, 2016; NUNES et al., 2018a; SHAATH, 2016).

Enquanto que os filtros inorganicos sdo representados apenas pelo oxido de
zinco (ZnO) e o diéxido de titanio (TiOz2), os filtros organicos sé@o representados por
uma gama de substancias com capacidade de absorver a radiacdo UV. No Brasil, os
filtros solares s@o considerados cosmeéticos e € permitida a utilizacdo de 34 filtros,
sendo 2 deles fisicos (ZnO e TiO2) e 32 quimicos. A concentracdo maxima que pode
ser utilizada em cada formulagéo vai depender de qual filtro em particular esta sendo
usado, mas, para filtros quimicos, a maior porcentagem descrita na resolucdo é
daqueles que podem ser usados até 15%, enquanto que os fisicos podem ser
utilizados até 25% (BRASIL, 2022). Ainda segundo a BRASIL, 2022, a protecdo UVB
é definida a partir da determina¢éo do Fator de Protecéo Solar (FPS) que deve ser de
no minimo 6 (in vivo) e, a protecdo UVA é dada pelo Fator de Protecdo UVA (FPUVA),
gue deve ser de no minimo um terco do FPS e pode ser determinado por diferentes

metodologias, inclusive in vitro.

Atualmente, a maioria dos protetores solares aposta na utilizacao tanto de filtros
organicos quanto inorganicos para garantir uma maior eficiéncia na protecdo da pele.
Da parte dos filtros fisicos, tanto o ZnO quanto o TiO2 sdo bastante utilizados e dos
filtros quimicos, embora muitos sejam usados, uns dos mais comuns sSdo o
metoxicinamato de etilhexila, a avobenzona, homossalato, oxibenzona, octocrileno,
derivados de cinamatos, entre outros (DALY; OUYANG; MAITRA, 2016; YAMADA,
MOHAMMED; PROW, 2020).

O uso consistente de formulacfes fotoprotetoras pode retardar ou prevenir
temporariamente o desenvolvimento de fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese
(YAMADA; MOHAMMED; PROW, 2020). Porém, mesmo com tantos filtros solares ja
no mercado, alguns problemas sdo encontrados na sua utilizacdo. A Avobenzona, por
exemplo, que é um filtro UVA bastante eficiente e muito utilizado hoje em dia, tem
grandes problemas de fotoestabilidade (SHAATH, 2016).

Quando um filtro solar absorve a radiacdo UV incidente, reacdes fotoquimicas
podem acontecer, comprometendo tanto os atributos fisicos dos filtros UV (cor,
aparéncia, etc.) quanto suas propriedades quimicas levando a rea¢des e subprodutos
indesejaveis. E justamente isso que acontece com varios filtros quimicos, que néo

possuem boa fotoestabilidade, como por exemplo, a avobenzona. Em sua forma enol,
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ela exibe uma excelente absorcdo de UVA a 357 nm, mas em sua forma diketo, sua
absorcéo é na regido UVC e, portanto, é ineficaz como filtro UVA ou UVB, Figura 13
(SHAATH, 2016).

Figura 13. O tautomerismo enol-ceto da avobenzona.
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(Fonte: SHAATH, 2016)

Outro problema existente é a possivel penetracdo dos filtros solares na pele,
chegando a corrente sistémica e causando efeitos indesejados na propria pele ou em
outros 6rgdos. Estudos mostram, por exemplo que, a benzofenona-3 (filtro UVB), é
capaz de penetrar facilmente nas camadas cutaneas, atingir a circulacao sistémica e
la pode interagir com a albumina, deslocando farmacos ligados a ela e outras
substancias, como hormoénios sexuais e tireoidianos, podendo levar a disfuncbes
hormonais, bem como também é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e
atingir o sistema nervoso central (GHAZIPURA et al., 2017; KIM; CHOI, 2014; WNUK
et al., 2022).

Problemas também foram reportados quanto aos filtros fisicos devido ao
tamanho de particula, que por serem maiores, deixava a apresentacdo cosmeética
mais esbranquicada, o que ndo o tornava adequado para os padrées estéticos dos
usuarios que queriam utilizar um protetor mais imperceptivel. Dessa forma, a
utilizacdo das nanoparticulas comecou a ser feita no intuito de sanar esse problema,
deixando o protetor mais transparente. Porém, com a diminuicdo do tamanho de
particula outros problemas comecaram a aparecer, como a penetracdo do TiO2 no
estrato corneo podendo se acumular nesta camada, levando ao estresse oxidativo,
bem como danos ao DNA (YAMADA; MOHAMMED; PROW, 2020).

Além disso, estudos também tém mostrado que alguns filtros solares, como a
oxibenzona podem ser responsaveis pelo branqueamento de recifes de corais e
outros (octocrileno, 4-metilbenzilideno camphor e metoxicinamato de etilhexila)

também tém sido encontrados em peixes, podendo trazer problemas a cadeia
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alimentar (SCHNEIDER; LIM, 2019). Estudos tém sugerido inclusive que o
metoxicinamato de etilhexila pode causar danos aos animais marinhos de diferentes
formas (SILVA et al., 2022).

Dentro desse contexto, a utilizacdo de compostos naturais tem se mostrado de
grande interesse na &rea da fotoprotecdo, por apresentar vantagens em relacao aos
filtros sintéticos, onde pode-se destacar sua atividade fotoprotetora, antioxidante, anti-
inflamatéria, formadora de filme para evitar a perda de agua trans epidérmica,
incentivo a industria da quimica verde, além da possibilidade de associacao com filtros
sintéticos, permitindo a diminuicdo da concentragcéo deles nas formulagcdes e melhoria
da fotoestabilidade, o que acarreta uma maior seguranca na utilizacdo dos produtos
(BESSADA, 2018; MOROCHO-JACOME et al., 2020; MOTA et al., 2019; SAEWAN;
JIMTAISONG, 2015).

Além dos extratos de cha verde, roma e Polypodium leucotomus ja citados
anteriormente e muito estudados, outros trabalhos também mostram o potencial de
varios outros extratos ricos em polifendis. No estudo, in vitro, feito por NUNES et al.,
2018b, as espécies Lippia microphylla e Dimorphandra gardneriana demonstram alto
potencial antioxidante, com atividades comparaveis a da quercetina, bem como
também apresentaram FPS igual a 26,82 e 20,12 respectivamente, sem a adicéo de
filtros sintéticos, mostrando como produtos naturais podem ser multifuncionais.

Recentemente, polifendis extraidos do café (Coffea arabica) foram avaliados e
os resultados evidenciaram os efeitos anti rugas do acido clorogénico, pirocatecol, e
do acido 3,4,5-tricaffeoil quinico contra células de fibroblasto de camundongo
estimuladas por UV-B, através dos niveis de expressdo de metaloproteinases de
matriz (MMP-1, 3 e 9) e do pro-colageno tipo 1. Nesse estudo, o acido clorogénico foi
capaz de suprimir de forma efetiva a expressao dos trés tipos de metaloproteinases e
aumentou a producédo de procolageno, diminuindo a inflamacéo, consequentemente
0 envelhecimento precoce, bem como a formacéo de rugas. Ele também apresentou
bom FPS e efeito protetor de DNA in vitro, além de boa atividade antioxidante
(BESSADA, 2018).

No estudo, in vitro, realizado por (MOTA et al., 2020), foi evidenciado que a
associacao entre o extrato de Nephelium lappaceum aumentou em 134% o FPS da
formulacdo desenvolvida com 7,5% de filtro metoxicinamato de etilhexila, podendo
levar reducéo de filtros sintéticos na formulagdo em até 64%, mantendo um FPS =
26,3, 0 que contribuiu para a reducdo da possivel toxicidade atrelada ao
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metoxicinamato de etilhexila, ao passo que também reduziu o custo da producédo do
protetor solar em 45%.

Outros estudos com extratos vegetais e polifendis isolados de plantas podem
ser observados na Quadro 2, corroborando com a tendéncia mundial de utilizar

produtos naturais no desenvolvimento de protetores solares.

Quadro 2. Estudos da literatura sobre fotoprote¢cdo com produtos naturais.

Estudos de fotoprotecéo

Planta Constituinte Atividade Autores
_ FPS = 56,
Olea europaea Oleuropeina e o DA SILVA et
.. antioxidante,
(extrato das folhas) outros polifendis _ . al., 2019
antimutagénico
Catequina, Antienvelhecimento, ANUNCIATO;
guercetina, antioxidante, DA ROCHA
diosmetina, atividade FILHO, 2012;
antocianidinas, fotoprotetora, SAEWAN,;
daidzeina, reducao de JIMTAISONG
genisteina melasma , 2015
Inibicdo da
sinalizacdo MAPK,
Angelica o inibicdo da ativagéo
_ Acido SUN et al.,
archangelica . de AP-1,
] clorogénico L 2016
(extrato da raiz) ativacdo de TGF-f3,
inibicdo de MMP-1 e
3
Reducao da
producdo de ROS,
_ Acido aumento da sintese
Foeniculum vulgare o .
clorogénico, de enzimas SUN etal.,
(extrato das o - o
acido feralico, antioxidantes, 2016b
sementes) _
rutina modulacao da
resposta

inflamatoria,
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protecdo contra a
degradacéao da
MEC, aumento da
producao de
colageno tipo |

FPS = 27,64
Malaxis acuminata . Atividade anti- BOSE et al.,
Polifendis _ .
(extrato das folhas) inflamatéria e 2017
antienvelhecimento
. Quercetina,
Cocos nucifera _
. catequina,
(extrato etandlico . _ FPS = 1594 e
_ epicatequina, _
de fibra de casca o . promissora OLIVEIRA et
acidos vanilico, o
de coco _ atividade al., 2021
) . cafeico, 4- L
da variedade ana antiglicacao,

hidroxibenzoico
amarela) .
e clorogénico

(Fonte: Gomes, 2022)

2.9. Sazonalidade

Vérios fatores ambientais podem afetar as plantas, como o solo, polui¢céo, luz,
niveis de estresse hidrico, espécies vizinhas e predadores, condicbes ambientais e
climéticas, bem como a sazonalidade, que em muitos casos pode influenciar
diretamente na producdo de metabdlitos secundéarios do vegetal, a fim de produzir
agueles que podem proporcionar uma melhor adaptacdo ambiental para a espécie,
Figura 14 (LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019; MILLER et al., 2019; MWAMATOPE
et al., 2021).

Essa variacdo no contetdo de compostos pode ser tanto no tipo de metabdlito
produzido quanto na sua concentracdo, o que pode afetar radicalmente a forma de
interacdo vegetal — ambiente, podendo alterar a poténcia ou até a toxicidade da planta.
Além disso, considerando plantas medicinais utilizadas na forma de chas, até o gosto
pode sofrer alteracéo, devido as diferentes estacoes e seus fendmenos. Dessa forma,

entender as alteracbes ocorridas diante de fatores como a sazonalidade pode
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impactar diretamente no melhoramento e na producéo agricola de espécies de alto
valor comercial (LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019).

Figura 14. Exemplos de fatores externos que influenciam a producéo de metabdlitos secundérios pelas
planas.

.

o2 ‘ / |

Ciclo cicardiano /

’//"/ Estagdo

Inverno

N

Outono

Fatores ambientais

Perfil fitoquimico
Temperatura Concentracdodo
Luz metabélito
Precipitacdo
Humidade Composicdo
fitoquimica

(Fonte: LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019)

Uma classe de metabdlitos secundarios que € bastante afetada pelas variacdes
sazonais no decorrer do ano, sdo os Oleos essenciais, varios estudos mostram as
alteracfes sofridas na composicao de varias espécies devido a sazonalidade (DE
MACEDO et al., 2020; FERRAZ et al., 2018; KANDPAL; JOSHI; JOSHI, 2020). No
estudo feito por RATHORE et al., 2022, foi observado que o 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis no Himalaia, tem um teor maior no outono, porém o 6leo
coletado na estacdo chuvosa apresentou o maior efeito antibacteriano contra S.
aureus. Ja no trabalho de ALSOHAILI, 2018, foi visto que a melhor época do ano para
coletar o Oleo essencial de Achillea fragrantissima € no final de junho, ja que nesse
periodo, o 6leo apresenta sua maior atividade microbiana.

Embora a maioria dos 6leos essenciais sejam sensiveis as mudanc¢as sazonais,
outros metabdlitos que também sofrem alteracdes em sua producdo qualiquantitativa
séo os compostos fendlicos, que podem ter seus contetdos modificados por fatores
externos como a composi¢cao do solo, métodos de cultivo, niveis hidricos a que sao

expostos, fertilizacdo mineral e temperatura ambiente (NENADIS et al.,, 2015;
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PASSARI et al.,, 2019). Além disso, considerando que os efeitos de filtragem da
atmosfera mudam a medida que a posicédo do sol no céu muda ao longo do dia e do
ano, alterando a intensidade total da luz, deve-se ficar atento também a radiacao UV,
ja que ela pode levar ao aumento de radicais livres também nas plantas (GOMES et
al., 2019).

Dentro desse contexto, muitos trabalhos vém sendo realizados para entender
melhor como as variacfes sazonais podem afetar a producéo de polifendis em cada
espécie, ja que essa resposta pode mudar dependendo do tipo de planta. No estudo
de KUMARI et al., 2022, foi observado que os maiores teores de compostos fendlicos
foram encontrados no verdo, bem como as maiores atividades antioxidantes.
Resultados do estudo de RIBEIRO et al., 2020 mostraram que os maiores teores de
compostos fendlicos foram encontrados na estacdo seca, o que também influenciou
na sua atividade antioxidante in vitro. Ja no trabalho de (AOUSSAR et al., 2020), foi
observado que o teor de polifendis e melhores atividades antioxidantes encontradas
foram no final do inverno e primavera.

Dessa forma, compreender a influéncia que as variagdes sazonais apresentam
na producdo de metabdlitos secundarios pode melhorar as estratégias de selecéo e
melhoramento de plantas, aumentando a consisténcia da producdo industrial e

pesquisa fitoquimica.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar as variagbes sazonais na concentracdo de compostos fendlicos
ocorridas durante todo 0 ano, observando a influéncia da radiacao solar e precipitacao
nas atividades fotoprotetoras e antioxidante de Mentha x villosa, bem como otimizar a

extracdo de polifendis para potencializar essas mesmas atividades.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar o teor de compostos fendlicos, flavonoides e acido rosmarinico de
acordo com a sazonalidade e no extrato otimizado

e Realizar planejamento fatorial para otimizacdo da extracdo de compostos
fenolicos e acido rosmarinico

e Determinar perfil fitoquimico do extrato por CLAE-EM"

e Determinar a atividade sequestradora de radicais DPPH e fator de protecao
solar (FPS) de acordo com a sazonalidade e no extrato otimizado

e Determinar a atividade sequestradora de radicais ABTS do extrato otimizado

e Determinar o fator de protecdo UVA (FPUVA) e comprimento de onda critico
do extrato otimizado

e Realizar analise componentes principais (PCA) dos resultados
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4. Metodologia

e Métodos utilizados para o estudo sazonal de metabdlitos secundérios,

atividade antioxidante e fotoprotetora da espécie Mentha x villosa

4.1. Coleta do material e obtencéo do Extrato Etandlico Bruto de

Mentha x villosa de janeiro a dezembro

500 g das partes aéreas de Mentha x villosa foram coletadas as 8h da manha
do dia 20 de todos os meses, de janeiro a dezembro de 2019. As coletas foram feitas
no Horto do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus |, municipio de Jodo Pessoa-PB.
O registro da espécie encontra-se no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza - CE sobre o n° 14.996. O material vegetal fresco foi
triturado e posteriormente submetido a maceracdo com etanol a 95% por trés dias
consecutivos, sendo esse processo repetido por trés vezes. Nessa etapa, foi utilizado
3,5 L de etanol em todas as maceracdes. ApOs extracdo, a solucdo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador a temperatura de 40 °C obtendo-se os extratos
etandlicos brutos (EEB). Apés a evaporacao do solvente foi calculada a quantidade

de extrato obtida e elas podem ser observadas no Quadro 3.

Quadro 3. Relacéo da quantidade de extrato obtida em cada més.

Janeiro 11,34
Fevereiro 11,57
Marco 11,84
Abril 12,74
Maio 11,54
Junho 1,67
Julho 14,05
Agosto 15,19
Setembro 12,58
Outubro 15,97
Novembro 15,57

Dezembro 12,59
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4.2. Estudo de sazonalidade de Mentha x villosa

O estudo sazonal de M. x villosa buscou avaliar as variagées quimicas na
composicdo das partes aéreas da espécie em estudo, para inferir as caracteristicas
temporais dos compostos fendlicos e do marcador quimico, observando o
comportamento do FPS e acdo antioxidante, assim possibilitando a geracdo de
informacgBes necessarias para incremento do seu cultivo. Foram preparados extratos
etandlicos brutos coletados em todos os meses do ano de modo que os teores de
metabdlitos secundarios foram avaliados ao longo do ano de 2019 inteiro. Para a
avaliacdo dos compostos fendlicos foram verificadas as oscilacbes de teor de
fenolicos e flavonoides totais e do marcador acido rosmarinico.

Para a quantificacdo do marcador foi utilizada a metodologia analitica
desenvolvida e validada por GOMES, 2018 empregando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector UV-DAD. Além disso, foram avaliados os fatores
de protecdo solar e atividade antioxidante de cada extrato para se observar a
influéncia dos compostos fenodlicos e &acido rosmarinico nelas. Parametros como
indice pluviométrico e radiag&o solar foram coletados no site do Instituto Nacional de
Meteorologia (https://portal.inmet.gov.br/) para observar sua possivel interferéncia na

producao dos metabolitos secundarios.

4.3. Quantificagao do teor de AR nos extratos

A quantificacdo do AR foi feita através da construgcdo de uma curva de
calibracdo com padrdo (96%, obtido da Sigma Aldrich) onde foram utilizadas
concentracoes de 5,6; 11,25; 22,5; 45 e 90 pg/mL. As amostras de cada més foram
preparadas em triplicata, na concentracdo de 1 mg/mL e injetadas no cromatografo
liguido em sequéncia. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas podem ser observadas
no Quadro 4.

Foi utilizado um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da
Shimadzu (Prominence) equipado com médulo de bombeamento de solvente
guaternario LC-20AT, auto injetor SIL-20A HT, um sistema de degaseificacdo DGU-
20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A diode array e controlador
CBM-20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido

com particulas 5 pm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0 mm
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d.i. preenchido com particulas 5 pm). O software LC Solution® (Shimadzu, Japao) foi

utilizado para o controle do equipamento, aquisi¢cao e analise dos dados.

Quadro 4. Parametros cromatogréficos utilizados para andlise do extrato de Mentha x villosa.

Fase mével A Agua acidificada com 0,1% de H3POa4
Fase moével B Metanol

0 min — 38% de B

5 min —42% de B

9 min —42% de B

12 min — 45% de B

Gradiente 15 min — 50% de B
17 min — 45% de B
20 min — 38% de B
24 min — 38% de B
Fluxo 1 mL/min
Temperatura do forno 26 °C

MeOH : agua acidificada com 0,1%

Solucéao diluente de H3PO4 (50% : 50%)

Tempo de anélise 24 min
Volume de injecéo 20 pL
Comprimento de onda 330 nm

Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm

Coluna d.i. preenchido com particulas 5 ym)

4.4. Determinacédo do teor de fendlicos totais

Para este ensaio (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999),
foram preparadas amostras em triplicata de 1 mg/mL e, no escuro, uma aliquota de
120 uL de cada amostra foi transferida para eppendorffs contendo 500 pL de reagente
Folin-Ciocalteu (10%), entdo ap6s 8 min em repouso, adicionou-se 400 L de solucéo
de carbonato de sédio (7,5%) e a reacdo foi mantida em repouso por 120 min, a
temperatura ambiente e no escuro. Enquanto isso, as amostras foram transferidas de
eppendorffs para placas de 96 pocos para leitura posterior a 765 nm em um
espectrofotometro UV-visivel. O branco foi feito utilizando 120 uL de cada amostra e
900 pL de metanol.

O acido galico (AG) foi utilizado como padrdo para a constru¢cdo de uma curva
de calibracao, as concentragoes utilizadas foram 100, 150, 200, 250 e 300 pg/ml. Os

resultados foram expressos em mg EAG/g da amostra.



58

4.5. Determinacgéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavondides foi determinado pelo método espectrofotométrico
(SCHMIDT; ORTEGA, 1999), utilizando cloreto de aluminio (AICIs) como reagente,
pois ele forma um complexo na presenca de flavondéides. Assim, 100 pL das amostras
em triplicata na concentracdo de 1 mg/ml foram transferidos para placas de 96 pocos
e posteriormente foi adicionado 100 pL de AICls. Apés 30 minutos longe da luz, a
absorbancia foi medida em 410 nm, em espectrofotémetro UV-visivel. O branco foi
feito utilizando 100 pL de cada amostra e de metanol.

Para calcular o teor de flavondides, uma calibracdo de curva padrao foi feita
usando quercetina a 5, 25, 50, 100 e 200 pg/ml. Os resultados foram expressos em

mg de quercetina/g de amostra.

4.6. Determinacédo do fator de protecao solar (FPS)

O ensaio para a determinacdo do FPS foi realizado de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por MANSUR et al., 1986, que relaciona a absor¢cédo da

amostra no ultravioleta entre 290-320 nm com a férmula descrita por ele, Equacéo 1.

Equacédo 1. Férmula do fator de protegéo solar.

320
FPS = FC.Z EE(1).1(1).ABS(%)

290

Para isso, as amostras foram incorporadas em creme Polawax® numa
concentracéo de 5% e posteriormente, as preparacdes foram utilizadas para preparar
uma concentracdo de 0,2 mg/ml em etanol PA, que também foi utilizado como padréo.
Nessa concentracdo entdo, as amostras foram lidas nos comprimentos de onda de
290-320 nm, utilizando intervalo de 5 nm, em espectrofotometro de ultravioleta, com
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Ao final, os valores de absorbancia
obtidos foram usados para calcular o FPS segundo a formula ja descrita.

E importante ressaltar que, o produto de EE(1).1(1) ja possui valores tabelados

de 290 a 320 nm e estéo apresentados no Quadro 5 abaixo:
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Quadro 5. Ponderacao empregada no célculo de fator de protecao solar in vitro.

290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

(Fonte: SAYRE et al., 1979)

Para uma melhor compreensao dos resultados, foi feita uma escala de FPS
para categorizar de forma mais didatica o valor em cada extrato. Entdo nos graficos
de anélise de componente principal e projecéo linear, a cor verde representa extratos
gue apresentaram FPS entre 8 — 9,9, a cor azul representa extratos que apresentaram
FPS entre 10 — 11,9 e a cor vermelha representa extratos que apresentaram FPS
entre 12 — 13,9.

4.7. Determinacéo da atividade antioxidante in vitro dos extratos

4.7.1. Método de sequestro de radicais DPPH

A atividade sequestradora de DPPH foi avaliada de acordo com o método
descrito por (GARCEZ et al., 2009), mas usando metanol como solvente. Entao,
primeiro, 5 concentrac¢des (10, 20, 40, 80 e 160 pg/mL) da amostra foram preparadas
a partir de uma solugéo estoque de 1 mg/mL, em seguida, 100 pL delas foram
transferidas para placas de 96 pocos e 100 pL de uma solucdo de DPPH 0,3 mM foi
adicionada a todas as amostras. A reacao foi mantida em repouso e ao abrigo da luz
por 30 min e, em seguida, a leitura foi feita a 517 nm em um leitor de microplacas
(H1M, BioTek®).

O mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo, acido ascorbico
(AA), utilizando 5; 7,5; 10; 12,5; 15 e 17,5 pg/mL. Além disso, € necessario um controle
negativo para o ensaio, que € composto por 100 L de solucdo de DPPH e 100 pL de
metanol. A atividade sequestradora (AS) de todas as amostras foi calculada pela

seguinte Equagdo 2. De acordo com a atividade de eliminacdo para cada
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concentracdo, as curvas de calibracdo de cada amostra foram calculadas e os

resultados foram expressos como CEso.

Equacao 2. Férmula da atividade de sequestradora.

AS (%) — (ABScontrole negativo — ABSamostra) %100

ABScontrole negativo

Onde,
AS = atividade sequestradora

ABS = absorbancia

e Métodos utilizados para otimizacdo da extracdo de polifendis e AR, bem

como para avaliacado da sua atividade antioxidante e fotoprotetora

4.7.2. Coleta do material vegetal para a etapa de otimizacdo do extrato

As folhas de Mentha x villosa Hudson (1 kg) foram coletadas as 8h do dia 7 de
fevereiro de 2022, na Universidade Federal da Paraiba, Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (coordenadas 7° 8' 29.875" S/34° 50" 48.757" W ), Campus
I, Jodo Pessoa, PB. Um exemplar desta espécie foi depositado no Herbario Prisco
Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza-CE, sob o n° 14.996 e esta
planta também foi registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbnio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN) sob
referéncia numero ASBA60D. Logo apds a coleta, as folhas foram secas em estufa de
ar circulante por 72h. ApoOs determinacdo das condi¢cdes ideais por meio de
planejamento fatorial para a producdo de um extrato de M. x villosa enriquecido em
polifendis, o material seco (125 g) foi submetido a extracao por turbdlise (2,5 L de
etanol 70%) em 4 ciclos de 30 segundos, com 5 min de intervalo. Apds o procedimento
de extracdo, o solvente foi removido em rotaevaporador, obtendo-se 24,25 g de

extrato otimizado de M. x villosa (MV-OE).
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4.8. Otimizagado da extracdo de polifendis em M. x villosa

Para produzir um extrato de M. x villosa enriquecido em polifendis, um
planejamento fatorial 22 com pontos centrais foi usado para estudar a proporcéo da
planta (2,5, 5 e 7,5 %, p/v) e a concentracdo de etanol (50, 70 e 90 %, v/v) influéncia
na resposta selecionada, a fim de otimizar a extracdo dos polifendis totais presentes
nas espécies estudadas. Assim, foram utilizados dois niveis diferentes de variaveis
independentes: concentracao de etanol, superior (+1, correspondendo a 90%), inferior
(-1, 50%) e o ponto central (0, 70%); proporcdo da planta (relacdo droga:solvente)
nivel superior (+1, 7,5%), inferior (-1, 2,5%) e o ponto central (0, 5%).

A extracao foi realizada por turbdlise, utilizando 4 ciclos de 30 segundos, com
5 min de intervalo (tempo total de 20 min). Apds a turbdlise, todos os extratos foram
secos em rotaevaporador a 40 °C e foram avaliados o teor de polifendis totais, teor de

acido rosmarinico (AR), eficiéncia extrativa (EE) e residuo seco (RS).

4.8.1. Eficiéncia extrativa
Eficiéncia extrativa (EE) significa a capacidade do solvente de extrair polifendis.

Assim, o EE foi avaliado como resposta e calculado pela Equacéo 3.

Equacéo 3. Eficiéncia extrativa

_TFT

EE
RS

Onde,
EE = eficiéncia extrativa
TPT = teor de polifendis totais

RS = residuo seco

4.8.2. Residuo Seco

O residuo seco (RS) foi determinado seguindo metodologia descrita na
farmacopeia brasileira, 2019. Assim, amostras de 2 g de cada extracdo foram
transferidas para cristalizadores e o solvente foi evaporado em banho-maria, em
seguida, foram transferidos para uma incubadora a 100-105° C por trés horas e

posteriormente, seus pesos foram determinados.
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4.8.3. Condicdes das analises por espectrometria de massas

O extrato de Mentha x villosa foi analisado por CLAE da marca Shimadzu,
utilizando coluna cromatografica analitica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 uym),
acoplado a espectrometro de massas (lon-Trap AmazonX, Bruker), com lonizacao por
Eletrospray (ESI). Para realizacdo da andlise, a amostra foi solubilizada em metanol
(1 mg/mL), com posterior filtracdo em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), com
malha de 0,45 ym. O método cromatografico desenvolvido utilizou os solventes
metanol (solvente B) de grau cromatografico e agua ultrapura tipo | (Mili-Q), acidificada
com &cido formico (0,1% v/v) (solvente A), com andlise em gradiente de concentracéo
(5 a 100% de B em 95 minutos).

O volume de injegao foi de 10 pL e taxa de fluxo foi de 0,6 mL/minuto. No
espectrometro de massas, as amostras foram submetidas a uma fragmentagao
sequencial em MS3. Os parametros utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da placa
final 500 V, gas nebulizador 35 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8 mL/minuto e
temperatura de 300 °C. A amostra foi analisada no modo de ionizac&do negativo e a
identificacdo dos compostos foi baseada nos dados (MS") reportados pela literatura e
padrdes internos.

J& para a analise de analise de componentes principais (PCA) realizada, o
CLAE foi acoplado a um espectrometro de massa microOTOF Il (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA) contendo uma fonte de ions de eletrospray (ESI) para obter
espectros de massa de alta resolucdo. O sistema foi operado nas mesmas condi¢coes
acima, utilizando o mesmo sistema cromatografico de analise em gradiente em 25

min.

4.8.4. Anélise de componentes principais (PCA)

Para realizar a PCA, os arquivos espectrais (CL-EMAR) foram convertidos para
o formato MzXML usando DataAnalysis 4.2 (Bruker). Os dados foram pré-
processados (detec¢do de recursos, alinhamento de amostras e correspondéncia de
pico) no XCMS online (31). Os valores integrais de cada caracteristica (m/z) foram
analisados em funcdo do tempo de retencdo. Depois disso, os arquivos foram
convertidos para o formato csv. A analise de componentes principais (PCA) dos dados
foi realizada no Unscrambler, versédo 10.4 (CAMO Process AS, Noruega) e no Orange,

3.0. A normalizacéo de éarea foi aplicada a cada amostra.
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4.9. Quantificacdo de polifendis totais

A quantificacdo dos fendlicos totais foi realizada seguindo o mesmo
procedimento anteriormente descrito, agora utilizando uma curva do padrdo &cido
galico (AG) construida com as concentracfes de 100, 150, 200, 250 e 300 pg/ml,
devido aos teores terem sido maiores gque 0s ja observados. Os resultados também

foram expressos como mg EAG/g.

4.10. Quantificacdo de AR

A quantificacdo do marcador foi feita realizada através do mesmo procedimento
executado para as analises de sazonalidade, porém uma nova curva de calibracao foi
feita, devido aos teores terem sido maiores que os ja observados. Dessa forma, a
curva de calibracéo foi construida usando um padrdo AR a 5, 10, 20, 40, 80 e 160

pg/mL.

e Avaliagcdo das atividades antioxidantes e fotoprotetoras do extrato
otimizado (MV-OE)

Apés a determinacdo das melhores condicdes de extracdo, a atividade
antioxidante, baseada no sequestro de radicais DPPH e ABTS, bem como
inibicdo da atividade da enzima tirosinase, além da atividade fotoprotetora do

extrato foram realizadas.

4.11. Método de sequestro de radicais DPPH

O mesmo procedimento anteriormente descrito foi realizado para esta analise,
utilizando agora as concentracoes de 10, 20, 40, 60 e 80 pug/ml para construcao da
curva do extrato, enquanto que a curva do controle positivo, acido ascorbico, foi
realizada com as mesmas concentracdes ja descritas. Os resultados foram expressos

como CEso em mg/L.

4.12. Método de sequestro de radicais ABTS

A descoloracdo de ABTS foi avaliada seguindo o protocolo descrito por
MOREIRA, 2019. Primeiramente, solu¢cdes estoque de ABTS (7 mM) e persulfato de
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amonio (APS) a 245 mM foram preparadas usando agua ultrapura e, apés isso, 5,05
UL de solucédo de APS foram adicionados a 500 pL de solucéo estoque de ABTS. Esta
solucéo foi incubada durante a noite (12-16h) no escuro a temperatura ambiente, para
gue o radical ABTS pudesse ser criado. Em seguida, preparou-se uma solucao de
radical ABTS capaz de absorver 0,700 a 734 nm diluindo 10 pL de solucao estoque
de radical ABTS em 1 mL de agua ultrapura. Em seguida, preparou-se uma solucéo
estoque de controle positivo (trolox a 2 mM) e depois, varias solucdes de trolox em
concentracdes de 12,5 a 400 uM foram feitas em sequéncia, a fim de obter uma curva
de calibragdo. Da mesma forma, as solucdes estoques das amostras foram feitas a 1
mg/ml e 5 solucdes diluidas (100 a 500 ug/mL) foram feitas a partir dela. Todas as
amostras foram feitas em triplicata.

O ensaio foi realizado adicionando 10 pL de cada diluicdo de amostra em placa
de 96 pocos e 190 pL de solugéo diluida ABTS. O mesmo procedimento foi feito para
o controle positivo e foi feito um controle negativo utilizando 190 pL de solucéo diluida
de ABTS com 10 pL de agua ultrapura. A placa foi incubada por 5 minutos, no escuro
e, a absorbancia foi lida a 734 nm em um leitor de microplacas (H1M, Biotek®). A
descoloracgao (%) foi calculada pela Equacao 4 e os resultados foram expressos como
CEso.

Equacao 4. Férmula de descoloracao do radical ABTS.

. ABScontrole — ABSamostra
Descoloragio (%) = ( ABScontrole )x100

Onde,

ABS = absorbancia

4.13. Determinacgéo in vitro do fator de protecédo solar (FPS), fator de

protecdo UVA (UVA-PF) e comprimento de onda critico

Formulacdes foram preparadas para avaliar o FPS in vitro, usando MV-OE e
um filtro quimico, etilhexilmetoxicinamato, (Quadro 6). Assim, o FPS das formulacdes
foi determinado usando o Optometrics SPF-290S Analyzer (Optometrics Corporation,
Essex, Reino Unido). 110 mg de cada amostra foram espalhados em uma fita
Transpore® (50 cm?) (3M, MN, EUA), a fim de obter um filme de 2 mg/cm2. As
amostras foram submetidas a um simulador solar de arco de xendnio de 125 W CW,
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gue mediu sua transmitancia (T) realizando 12 varreduras em diferentes pontos de
cada formulacao na fita Transpore®. A medicdo da transmitancia (T) foi feita de 290
a 400 nm com um intervalo de 2 nm. O valor do fator de protecdo monocromatico foi
calculado para os comprimentos de onda selecionados usando a Equagio 5, FPS, UVA-
PF e comprimento de onda critico (A¢) foram calculados pelas Equacéao 6, Equacéao 7,
Equacéo 8, respectivamente. Amostras com comprimento de onda critico (A¢) superior

a 370 nm foram consideradas com protecédo de amplo espectro (Quadro 7).

Quadro 6. Composicéo das formulagbes preparadas.

1 MV-OE 5%
Creme polawax® g.s.p

MV-OE 5%

2 Metoxicinnamato de etilhexila 1%
Creme polawax® g.s.p

MV-OE 5%

3 Metoxicinnamato de etilhexila 3%
Creme polawax® 92%

4 MV-OE 10%
Creme polawax® g.s.p

MV-OE 10%

5 Metoxicinnamato de etilhexila 1%
Creme polawax® g.s.p

MV-OE 10%

6 Metoxicinnamato de etilhexila 3%
Creme polawax® g.s.p

- Metoxicinnamato de etilhexila 1%
Creme polawax® g.s.p

8 Metoxicinnamato de etilhexila 3%
Creme polawax® g.s.p

Equacéo 5. Calculo do fator de prote¢do monocromatico.

FPM—l
T

Equacéo 6. Calculo do FPS.

490 £ B2
290 MPFA

FPS =




66

Equacéo 7. Célculo do PFUVA.

F490 A PA
290 }/PF1

FPUVA =

Equacéo 8. Calculo do comprimento de onda critico.

[A ANdA

R = 290 nm
f400nmA/1.d/1

290 nm

Onde, E = Irradiancia espectral da luz solar terrestre (sob condicdes
controladas), B = Eficicia do eritema, MPF = Fator de prote¢cdo monocromatico e
P = Espectro de acdo do escurecimento do pigmento persistente (PPD), A =

absorbancia (35).

Quadro 7. Intervalo de comprimento de onda critico e sua relagdo com o nivel de protecéo e relagédo
UVA/UVB.

340 nm < A <370 nm Intermediaria
Ac> 370 nm Amplo espectro

4.14. Anédlise estatistica

Os dados foram obtidos em triplicata, calculando-se a média, desvio padrao e
desvio padrdo relativo. A andlise estatistica foi feita por comparacdo estabelecida
através da analise de Variancia (ANOVA one way), onde os resultados foram
considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05, o nivel de significancia
adotado foi de 95%, e pOs teste Tukey foi realizado, utilizando o programa GraphPad
Prism 8.0. As curvas de calibracao e os coeficientes de correlagéo (r) foram obtidos e
calculados por regressao linear usando o Excel® 2019.

Para otimizacdo da extracdo de polifendis foi utilizado um planejamento fatorial
22 com pontos centrais e, os céalculos, bem como os graficos de paretos, em duas

dimensdes e de superficie resposta foram feitos utilizando o software Statistica 3.0.
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Resumo: Mentha x villosa e Plectranthus amboinicus apresentam em sua composicdo quimica

compostos fenolicos e através de estudos anteriores, foi visto que as duas espécies apresentam

atividade fotoprotetora in vitro promissora. Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar

altera¢Oes sazonais e a influéncia de fatores como nivel de precipitacao e incidéncia de radiacao

solar nas atividades fotoprotetoras e antioxidantes. Para isso, foram feitas a quantificagao de

compostos fendlicos, andlises cromatograficas (HPLC-DAD) e multivariada (PCA) dos extratos

das duas espécies durante 12 meses. Dessa forma, foi observado que os melhores meses para as

atividades fotoprotetoras e antioxidantes foram abril para M. villosa e julho para P. amboinicus

(FPS = 14) e foi possivel concluir que a radiagao solar influencia de forma mais clara a produgao

de fendlicos e o aumento do FPS de M. villosa, além de favorecer a atividade antioxidante das

duas espécies, enquanto a precipitagao parece nao ter influencia.

Palavras-Chave: Fotoprotecao; M. villosa; P. amboinicus; Radiagao ultravioleta;, PCA;

seasonalidade
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1. Introduction

Variag¢des sazonais na produgao de metabdlitos secundarios gerados pelas plantas tanto de

forma qualitativa como quantitativa podem ocorrer ao longo de todo o ano como resposta as



condic¢des ambientais da planta, incluindo as climaticas [1,2]. Essa variacdo também pode alterar
a atividade bioldgica que extratos da planta apresentam, j& que amostras da mesma planta
coletadas em meses diferentes terao a presenca ou auséncia de determinados compostos, bem
como sua concentragao também podera ser diferente, por isso, o extrato pode inclusive apresentar
propriedades farmacologicas diferentes ao longo do ano [3,4].

Sabe-se que um aumento na incidéncia da radiagdo UVB e uma diminuic¢do da precipitagao
pode causar um aumento na produgao de radicais livres, causando danos celulares que obriga a
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planta a responder a esse estimulo, alterando desde caracteristicas morfoldgicas até o contetido de
metabdlitos produzidos, como por exemplo, o aumento da produgao de compostos fendlicos [5]. Por
isso, avaliar também fatores ambientais como: temperatura, disponibilidade hidrica, incidéncia
radiagdo ultravioleta, entre outros, € relevante para entender melhor as alteragdes metabolicas
existentes nas plantas [6-8].

Mentha x villosa Hudson e Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng sao duas espécies pertencentes
a familia Lamiceae e, no Brasil, sdo popularmente chamadas de “hortela da folha mitida” e “hortela
da folha grossa”, respectivamente. Elas sdao usadas na medicina popular principalmente como
antimicrobianas, mas M x villosa também € usada na forma de infusdao ou decoc¢do de suas folhas
para o tratamento de problemas estomacais e cdlicas menstruais, além de ser usada como sedativa
[9] e antiparasitaria [10]. Cientificamente, seus efeitos hipotensivos endotélio dependentes e
vasorrelaxantes tém sido demonstrados [11], bem como sua atividade antimicobriana [12],
antitumoral [13], anti-inflamatdria [14] e antioxidante [15,16]. P. amboinicus é usada para o tratamento
de resfriados, tosse, asma e doencas do trato respiratério no geral, bem como para o tratamento de
dores de cabecga, febre, doengas de pele e desordens gastrintestinais [17-19]. Assim, por ser uma
espécie bem conhecida e usada, muitos estudos sobre os seus efeitos ja foram feitos para demonstrar
atividades como a antimicrobiana e antiviral in vitro [20,21], atividade contra desordens
gastrintestinais e respiratdrias, anticonvulsivante e antitumoral [22,23], analgésica, anti-inflamatoria
e antioxidante [24,25]. As duas espécies também sao usadas na culindria como saborizantes e na
preparagao de alguns pratos [17,26].

Muitas das atividades bioldgicas apresentadas por M x villosa e P. amboinicus sao devido a
presenga de seus Oleos essenciais que sao amplamente estudados e tem mono e sesquiterpenos em
suas composic¢oes [17,27]. Entretanto, seus extratos nao volateis também apresentam uma grande
quantidade de compostos interessantes, como os compostos fendlicos. Em M x villosa, varios acidos
fenolicos ja foram identificados, como o acido rosmarinico, acido quinico e clorogénico, bem como
flavonoides como derivados da luteolina e apigenina, hesperidina, campferol-3-O-glucuronideo,
eriocitrina e crisoeriol-7-O-rutinosideo [28]. Em P. amboinicus, muitos polifendis também ja foram
encontrados, como o &cido caféico, acido galico, acido rosmarinico, cirsimaritina, derivados da
luteolina e apigenina, acido p-cumarico, taxofilina, entre outros [29].

Portanto, essas espécies apresentam em sua composi¢do quimica uma quantidade de
interessantes compostos fendlicos, que sdo conhecidos principalmente por sua ac¢ao anti inflamatoria,
antioxidante e fotoprotetora [30-32]. Suas propriedades antioxidantes estao intimamente ligadas as
suas estruturas quimicas estaveis, tornando-os capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio
(EROS), inibir a peroxidacao lipidica e até prevenir a produgao de radicais livres [33].

Uma atividade relevante atribuida a essa classe de metabolitos é a atividade de protegao solar,
j& que eles sao capazes de filtrar a radiacao ultravioleta incidente. Por isso, quando a intensidade dos
raios UVA e UVB esta alta, a planta pode ser estimulada a produzir compostos fendlicos para que
eles absorvam ou dissipem a energia solar e dificultem os danos aos tecidos [34,35].

M. villosa e P. amboinicus apresentam como composto majoritario em seus extratos o acido
rosmarinico (AR). Estudos relacionados a agao fotoprotetora desse acido vém demonstrando um
futuro favoravel para este metabdlito, ja que foi observado além da sua capacidade fotoprotetora, a
sua acdo na inibi¢ao da peroxidagao lipidica, bem como uma boa atividade antioxidante [36-38], o
que o coloca em uma posigao relevante para o desenvolvimento de novos protetores solares.

Assim, baseada na extensiva literatura demonstrando os aspectos terapéuticos de M x villosa e
P. amboinicus, essas duas espécies merecem atencao principalmente em areas nas quais elas nao foram
bem exploradas ainda, como na fotoprotegao e sazonalidade de seus extratos ndo volateis, ja que as
plantas empregam varios mecanismos pra se adaptar as condi¢des ambientais no intuito de regular
bem seu metabolismo [39] e isso pode impactar diretamente na produgao de metabdlitos secundarios.
Portanto, entender as varia¢des anuais dos metabolitos secundarios dessas duas espécies pode nos
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ajudar a melhor usa-las, em termos de desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Um estudo
anterior feito por Terto et al [40], bem como resultados ainda nao publicados [41], mostraram que
essas duas espécies apresentaram atividade fotoprotetora promissora in vitro, j& que as duas
apresentaram fator de protegao solar (FPS) em torno de 13. Assim, nds avaliamos as variagdes
sazonais ocorridas em M x villosa e P. amboinicus, através do monitoramento da produgao quantitativa
de polifendis e flavonoides totais e acido rosmarinico més a més, o papel da radiagdo solar e da
precipitacdo na produgao desses metabdlitos e suas implicagdes no FPS e atividade antioxidante
desses extratos.

2. Materials and Methods
2.1. Material Vegetal

As partes aereas de Mentha x villosa Hudson, Lamiaceae, foram coletadas as 8h da manha do dia
20 de todos os meses, de janeiro a dezembro de 2019, Onde elas foram cultivadas na Universidade
Federal da Paraiba, Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM)
(7°8'29.875”5/34°50r48.757” W), Campus I, Joao Pessoa-PB. Um espécime de M. villosa esta depositasa
no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza — CE, sob numero de
identificacdo n® 14,996. Essa planta estd registrada no Sistema Nacional de Gestdao do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob niimero de referéncia A3BA60D.

2.2. Preparagdo do extrato etandlico bruto

As partes aéreas frescas (500 g) de M. villosa foram trituradas e submetidas a macera¢ao em
etanol 96% por trés dias consecutivos, repetido trés vezes. Foram utilizados 4 1 de etanol no processo
de maceracdo de M. villosa e apds, as solugdes extraidas foram concentradas em rotaevaporador a 40
°C para obtencao dos extratos etanolicos brutos (CEE), que pesaram em média 11,5 g. O processo de
maceracao foi repetido todos os meses de 2019 logo ap6s a coleta das partes aéreas, resultando em 12
extratos etandlicos de M. x villosa. Todos esses extratos foram usados em todos os testes realizados.

2.3. Equipamentos e reagentes

Os solventes utilizados foram metanol grau HPLC (Tédia®, Rio de Janeiro, Brasil), acido féormico
(J.B.Baker®, Aparecida de Goiania, Brasil), acido acético (J. T. Baker®, Aparecida de Goiania, Brasil)
acido fosférico (Proquimios®, Rio de Janeiro, Brasil) e dgua tipo I obtida por sistema de purificacao
(Milli-Q - Millipore®), além de etanol absoluto PA (Neon®, Suzano, Brasil), creme Polawax® (Jodo
Pessoa, Brasil), FolinCiocalteu, 1-1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brazil), cloreto de aluminio (AICI3) e Acido Rosmarinico, obtido da Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil,
com teor de pureza de 96%.

Os equipamentos utilizados foram a UV-visible spectrophotometer (UV-2550, Shimadzu) e um
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Prominence) equipado
com mddulo de bombeamento de solvente quaterndrio LC-20AT, auto injetor SIL-20A HT, um
sistema de degaseificagdo DGU-20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A diode array
e controlador CBM-20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido
com particulas 5 pm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0 mm d.i. preenchido
com particulas 5 pum). O software LC Solution® (Shimadzu, Japao) foi utilizado para o controle do
equipamento, aquisicdo e analise dos dados.

2.4. Métodos cromatogrificos analiticos de CLAE
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O método utilizado para quantificacio de AR em M. villosa inicia-se com 38% do solvente B,
chegando a 42% em 5 min e permanece nessa concentragao até 9 min. De 9 a 12 min, o gradiente é
alterado de 42 a 45% do solvente B e, chega a 50% em 15 min. De 15 a 17 min, o gradiente retorna a
45%, e permanece inalterado até 20 min, quando retorna a condigdo inicial a 38% da fase moével B, e
a corrida para em 24 min nesta concentragao. A vazao utilizada foi de 1 mL/min, temperatura do
forno de 26 °C, volume de injecao de 20 pL, a deteccdo foi realizada em 330 nm por um arranjo de
diodos UV (DAD). Além disso, amostras de extrato e padrao foram feitas em triplicata e filtradas com
a solugao diluente na concentragao de 50% : 50% MeOH : dgua acidificada (0,1% de H3PO4).

2.5. Tratamentos com radiagdo solar e precipitagio

A exposigao consistiu em submeter as plantas a radiacao solar e precipitacdo naturalmente
durante o ano de 2019 no local onde as amostras eram coletadas no Instituto de Pesquisa
Farmacéutica — UFPB e coletar as plantas adultas para observar as mudangas no contetdo dos
compostos investigados entre cada més de coleta. Os dados de incidéncia de radiagao solar e
precipitacdo foram coletados no site (https://portal.inmet.gov.br/) do Instituto Nacional de
metereologia do Brasil.

2.6. Determinagdo do teor de fendlicos totais

Para a realizacdo do método [42], foram adicionados 0,5 mL do reagente FolinCiocalteu (10%) a
120 uL da amostra (das duas espécies, para todos os meses) (1 mg/ml de extrato) e o acido galico foi
utilizado como padrao. O tempo de reacao foi de 8 min e nesse momento, ela foi mantida em repouso.
Posteriormente, 400 ul de carbonato de sddio (7,5%) foram adicionados no intuito de neutralizar a
mistura. Em seguida, as amostras, em triplicata, foram mantidas a temperatura ambiente e no escuro
por 120 minutos, sendo transferidas para placa de 96 pogos para posterior leitura em
espectrofotdometro UVvisivel (UV-2550, Shimadzu) a 765 nm.

Para o calculo do teor de fendlicos se utilizou a equacao de regressao linear a partir da curva de
calibragao do padrao de acido galico (25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/ml) e os resultados foram expressos
em miligramas de equivalente de acido galico por grama de extrato (mg EAG / g de amostra).

2.7. Quantificagdo de dcido rosmarinico

A quantificagdo do AR foi feita através da construcdo de uma curva de calibragdo com padrao,
onde foram utilizadas concentrag¢des entre o intervalo de 5,6; 11,25; 22,5; 45 e 90 ug/ml para os extratos
de M. villosa. As amostras de cada més foram preparadas em triplicata, na concentra¢do de 1 mg/ml
e injetadas no CLAE de acordo com o método analitico adequado ja mencionado.

2.8. Determinagdo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides foi avaliado pelo método espectrofotométrico proposto por Schmidt e
Ortega [43], com adaptages, utilizando cloreto de aluminio (AICI3) como reagente. Dessa forma, 0,1
ml da solugao de AICI3 (2,5%) foram adicionados a 0,1 ml das amostras (1 mg/ml) em placas de 96
pocos, a mistura foi mantida ao abrigo da luz por 30 minutos e, em seguida, a absorbancia medida a
410 nm em espectrofotometro UV-Visivel (UV-2550, Shimadzu) [44]. O ensaio foi realizado em
triplicata e o teor de flavonoides foi calculado através da equagao de regressao linear obtida a partir
da curva de calibragdo de quercetina (5; 25; 50; 100 e 200 pg / ml) e o resultado foi expresso em g de
quercetina / mg de amostra.
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2.9. Determinacio da atividade antioxidante

Nesta analise foi utilizado o método do sequestro dos radicais DPPH [45], utilizando metanol
como solvente para produgao das amostras. Dessa forma, em microplaca de 96 pogos, a solugao de
DPPH a 0,3 mM (100 pl) foi acrescentada a 100 pl de diferentes concentragdes dos extratos das duas
espécies estudadas (10, 20, 40, 80 e 160 pg/ml, em certas amostras houve a necessidade de utilizar
também a concentracao de 320 pg/ml). Essa reacdo permaneceu em repouso e no escuro por 30 min
e posteriormente a leitura foi feita em espectrofotometro UV-Visivel (UV-2550, Shimadzu) a 518 nm.
Essa andlise foi realizada para as amostras de todos os meses, em triplicata e, a atividade
sequestradora (AS) de radicais de cada concentragao utilizada foi calculada a partir da equacgéo 1.
Ap6s o calculo da AS, curvas de calibracao foram feitas e os resultados foram expressdes como CEso.

AS (%) = (Acontrole negativo — Aamostra)/Acontrole negativo X 100
Equagao 1. Formula da atividade sequestradora de radicais.

Onde,

AS (%) = porcentagem de atividade sequestradora de radicais livres
Acontrole negativo = Absorbancia do controle negative

Aamostra = Absorbancia da amostra

2.10. Determinagdo do fator de protegio solar (FPS) in vitro

O FPS foi determinado de acordo com o método in vitro [46], conhecido por ser pratico e
apresentar boa correlagao com testes in vivo. Assim, foram preparadas formulagoes cosmeéticas,
utilizando creme polawax® como base e, os extratos, separadamente, foram incorporados a uma
concentracao de 10%. Para analise, foram preparadas amostras liquidas de cada formulagao a uma
concentracao de 0.2 mg/ml, empregando etanol absoluto como solvente. Posteriormente, foi feita uma
varredura entre os comprimentos de onda de 200-400 nm através de um visible UV
spectrophotometer, UV-2550 Shimadzu, with a 1 cm optical path length quartz cell, Absolut ethanol

was also used as blank and analysis was done in triplicate. O FPS foi calculado através da equagao 2.
320

FPS = FC.; EE(A).I(2). ABS(2) a

Equagao 2. Formula do FPS.

Onde,

FC =10 (fator de correcao)
EE(1) = Efeito eritematogénico
I(2) = intensidade do sol
ABS(A) = absorbancia

2.11. Anadlises estatisticas

Os dados foram obtidos em triplicata, calculando-se a média, erro padrao e erro padrao relativo.
A analise estatistica foi feita por comparagao estabelecida através da analise de Variancia (ANOVA
one way), onde os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05, o nivel
de significancia adotado foi de 95% e pds teste Tukey também, Graphpad Prism 6.01. As curvas de
calibragao e os coeficientes de correlacdo (r) foram obtidos e calculados por regressao linear usando
o Excel® 2010. A Analise de Componentes Principais (PCA) foi usada para obter correlagdo dos
diferentes conjuntos de dados e uma visao mais distinta da relagao entre as variaveis, bem como da
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variabilidade da atividade antioxidante e do FPS. Esta anélise foi realizada com o programa Orange

stastistic 3.4.

3. Resultados
3.1. Efeitos da sazonalidade no teor de fendlicos, flavonoides totais e dcido rosmarinico

Na analise sazonal do teor de polifeno6is em M. villosa foi identificado o melhor més de coleta de
M. villosa em relagao a esses compostos, sendo ele, setembro (147 mg GAE/g de extrato bruto), Figura
15 Porém foi possivel observar também que ndo houve diferenca estatistica no teor de polifendis totais
em varios meses de diferentes estagdes do ano em M. villosa, mostrando que sua produgao nao
obedece a uma tendéncia especifica para cada estagdo, por exemplo, janeiro, que pertence a
temporada de verdo, ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) quando comparado a abril
(outono), agosto (inverno) ou outubro (primavera). Assim, esses resultados somados ao fato de nao
haver estagbes bem definidas na regido onde as plantas foram coletadas, justificado pela localizagao
geografica proxima a linha do equador, as estagdes parecem ter menor influéncia na variacdo da
concentracao desses metabdlitos. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Wozniak
et al. [47], onde as concentragdes da maioria dos polifendis permaneceram constantes durante as
diferentes estagdes do ano, mostrando que nao influenciaram na variagao desses metabolitos.
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Figura 15. Teor de polifendis de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferengas estatisticas. ns
= ndo significativo. * diferenca estatistica.

Nas analises feitas para a avaliagao do teor de flavonoides totais foi observado que o melhor més
de coleta € april (28,72 mg querc/g de extrato), visando a coleta da planta para a obtengao do maior
teor de flavonoides, Figura 16.

Da mesma forma como observado para o teor de polifenois, foi visto que nao existe diferenca
estatistica no teor de flavonoides em varios meses de diferentes estagcoes do ano, indicando que essa
producdo nao obedece uma tendéncia especifica para cada estagao, o que mostra que as estagdes
parecem ter pouca influencia na variacao de produgao quantitativa de flavonoides.
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Figura 16. Teor de flavondides de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferencas estatisticas.
*diferenca estatistica.

De acordo com um estudo anterior de Terto et al. [40] e dados ainda nao publicados [41],
verificou-se que o AR foi o composto mais produzido no EEB das partes aéreas de M. villosa e, por
isso, sua variagao também foi avaliada. Assim, observou-se que o melhor més para coleta de M. villosa
foi setembro (39,28 mg/g).

Além disso, como observado tanto para o teor de fenolicos como para o teor de flavonoids, nao
foram encontradas diferencas estatisticas no teor de AR em meses de diferentes estagbes do ano,
indicando que as esta¢des tém pouca influéncia na variagdo do teor de AR, Figura 17. Dessa forma, de
acordo com os resultados encontrados, é possivel observer que outros fatores podem ter uma
influéncia maior na produgao de fendlicos totais, flavoides e acido rosmarinico, e é possivel concluir

também que o melhor més para a coleta de M. villosa é setembro.

Rosmarinic Acid content
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Figura 17. Teor de AR dos extratos de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferencas estatisticas.
ns = nao significativo. *diferenga estatistica.

3.2. Efeitos da sazonalidade na atividade antioxidante

As atividades antioxidantes das amostras foram avaliadas pelo teste DPPH e os resultados foram
expressos como CEso. Dessa forma, a partir da Figura 18, € possivel observer que o més em que o
extrato de M. villosa apresentou melhor agao contra radicais DPPH é dezembro (75,09 pg/mL). Outros
resultados podem ser encontrados no material suplementar.
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Figura 18. CEE de M. villosa e P. amboinicus CEso em pg/mL e sua comparagao estatistica ao longo de 12 meses.
ns = nao significativo. * diferenca estatistica.

3.3. Efeitos da sazonalidade no FPS
A partir da Figura 19, foi possivel avaliar as variagdes mensais ocorridas no FPS, demonstrando
que o melhor més para a coleta de M. villosa visando maiores valores de FPS é setembro (FPS=13,73).
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Figura 19. FPS de CEE de M. villosa e P. amboinicus e sua comparagao estatistica ao longo de 12 meses. ns = nao
significativo. * diferenca estatistica.

Quando se considera que neste teste foram utilizados apenas extratos vegetais da espécie
estudada incorporada a 10% no creme Polawax®, é possivel sugerir que esses resultados sao
promissores na area de fotoprotecao, pois atingir niveis de FPS préximos a 15 sem adicao de qualquer
filtro solar sintético nao é facil, como mostra o estudo de Oliveira et al. [48], que avaliaram o FPS de
extratos etanolicos de Schinus terebinthifolius Raddi e nenhuma formulagdo composta apenas por
extrato como fotoprotetor, apresentaram FPS acima de 5,08. Em outro estudo realizado por Mota et
al. [49], foi avaliado o FPS do extrato etandlico de Psidium guajava e encontrando FPS =1. Da mesma
forma, Mota et al. [50] avaliaram o FPS do extrato etandlico de Nephelium lappaceum L. (cascas) e seu
FPS=04.

Assim, M. villosa apresentou valores significativos de FPS ao longo do ano, superiores ao exigido
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em sua Resolucdo da Diretoria Colegiada
de 30 de junho (2012) [51] , que determina que somente formulagdes fotoprotetoras com FPS 26 sdo
validas.
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3.4. Andlise de componentes principais

Para avaliar a relacdo entre todas as variaveis existentes, foi utilizada a analise multivariada de
componentes principais, que possibilitou observar diversas correlagdes entre a concentragiao de AR,
teor de fendlicos e flavondides totais, FPS e ECso, bem como a relacdo dessas variaveis com o indice
pluviométrico e a radiagao solar durante o ano.

Conforme mostrado na Figura 20, a correlacao entre PC4 x PC1 da PCA explicou 82% dos grupos
existentes. Para melhor compreensao dos resultados, os valores do FPS foram categorizados por meio
de cores para diferenciar o valor desse parametro em cada espécie. Nesta figura, é possivel observar
que as amostras que apresentaram os maiores valores de FPS foram agrupadas mais a esquerda em
verde, além disso, é possivel observar que algo além do FPS influencia nestes grupos e é o contetido

fenolico.
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Figura 20. Analise de componentes principais mostrando a correlacdo dos grupos de PC4 versus PC1 usando

dados obtidos da analise do teor de fendlicos e flavondides totais, teor de RA, CEso, FPS, incidéncia de radiagéo
solar e nivel de precipitagao.

6

De acordo com a projecdo linear em quatro eixos representada na Figura 21, é possivel observar
circulos azuis, representando as amostras de M. villosa (MV) ao longo do ano. Circulos maiores e
menores representam valores de FPS mais altos ou mais baixos. Assim, vé-se que quanto maior a
quantidade de fenolicos e flavondides, maior o diametro dos circulos azuis e, consequentemente,
maior o FPS dos extratos de M. villosa. Observa-se também que a presenca de AR favorece uma CEso
menor, indicando melhor atividade antioxidante, quando AR esta presente.
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Figura 21. Projecdo linear em quatro eixos correlacionando o contetido de fenodlicos, flavondides, acido
rosmarinico, CEso de M. villosa (circulos azuis) e P. amboinicus (circulos vermelhos). O tamanho dos circulos
corresponde a um valor de FPS maior ou menor encontrado.

Outro parametro observado foi a influéncia da radiagao solar na concentragao dos metabolitos
secundarios estudados e suas consequéncias para o FPS. Assim, avaliando a projecao linear
apresentada na Figura 22, verifica-se que a radiagdo solar tem grande influéncia no aumento ou
diminui¢ao do FPS em M. villosa. Nos meses em que tanto a radiagdo solar quanto a produgao de
polifendis sao maiores, o FPS dos extratos de M. villosa aumenta. No entanto, nos meses em que a
producao de flavonodides e AR ¢é alta, mas o nivel de radiagao solar é menor, o FPS também é menor,
sugerindo que a producao de componentes especificos com propriedades fotoprotetoras é estimulada
pela radiacdo solar.

Esses resultados sao corroborados por Dolzhenko et al. [52], que avaliaram a influencia da
radiacao UVB na producao de polifenois em Mentha x piperita L. Nesse estudo, foi visto que o teor de
polifendis aumentou depois que a planta foi irradiada com radiagdo UVB e que a produgao de
flavonoides com propriedades absorvedoras de luz na faixa de comprimento de onda dos raios UVB
foi estimulada, como eriocitrina, hesperidina e campferol-7-O-rutinosideo. Houve também a
diminui¢ao na producdo de narirutin e 4’-metoxicampferol-7-O-rutinosideo, sugerindo a possivel
transformacao desses tltimos compostos mencionados nos flavonoides com produg¢ao aumentada. O
mesmo estudo também mostrou que existe uma diminuigao na producao dos dleos essenciais de M.
piperita e um aumento na produgao de polifenois e sugere uma correlagao entre esses resultados,
mostrando que a radiagao UVB pode favorecer um caminho biosintético em detrimento de outro.
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Figura 22. Projecao linear correlacionando o contetido de fenolicos, flavonoides e acido rosmarinico de M. villosa
(circulos azuis) e P. amboinicus (circulos vermelhos) a radia¢ao solar. O tamanho dos circulos corresponde a um
valor SPF maior ou menor encontrado.

De acordo com a Figura 23, foi possivel observar que a radiacdo solar também é um fator
importante para atividade antioxidante de M. villosa, ja que é mostrado que quando os niveis de
radiagdo solar sao altos, a CEso (representada pelo tamanho dos circulos das amostras) diminui, o que
significa uma melhor atividade antioxidante. Esse resultado corrobora com os trabalhos de Takshak
et al. [53] e Takshak et al. [54] que mostraram um aumento da atividade antioxidante dos extratos de
de Coleus forskohlii quando suplementados por radiagao UVB.

Além disso, também ¢é importante destacar que como visto na revisao feita por Gobbo-neto e
Lopes [8], certos polifendis podem ter sua producao aumentada, como no caso de Marchantia
polymorpha em que a proporcao de glicosideos de luteolina/glicosideos de apigenina aumenta pela
influéncia da exposi¢do a radiagdo UVB. Nesta situagao, embora a capacidade de absorg¢ao dos raios
UVB nao aumente, pois os derivados luteolinicos sdo mais eficientes na dispersao da energia
observada, é provocado um aumento dos niveis de antioxidantes de defesa na planta. A mesma
observacao foi feita na relacao flavondides/hidroxicinamatos, sendo o aumento dessa proporcao foi
observado pela inducdo da radiacdo UVB. Assim, percebe-se que a capacidade de atuar como
antioxidante e ndo apenas como absorvedor da radiacao UVB é importante definir quais metabolitos
serao produzidos para atuar contra os raios UVB.
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Figura 23. Projecao linear correlacionando o contetido de fenolicos, flavonoéides e acido rosmarinico de M. villosa
(circulos azuis) e P. amboinicus (circulos vermelhos) a radiagao solar. O tamanho dos circulos corresponde a um

valor CEso maior ou menor encontrado.

No caso dos niveis de precipitacao, foi visto que, no geral, ele nao favorece nem o aumento de
FPS, nem de atividade antioxidante, ja que quanto menor os niveis de precipitacao, mas alto o FPS e
a atividade antioxidante dos extratos, Figura 24 e Figura 25.

Segundo GOBBO-NETO & LOPES [8], existem controvérsias sobre o que pode acontecer na
producao de compostos fendlicos dependendo dos niveis de precipitagdo do ambiente, mostrando
que essa produgao pode ser aumentada ou diminuida, nao havendo uma tendéncia ou padrao a ser
seguido, sugerindo que ndo ha uma correlagiao clara entre a concentragdo desses metabolitos e o
estresse hidrico, mas que curtos periodos de seca podem levar a um aumento da produgao desses
metabdlitos. Estudos como o de GOMES et al. [54], mostraram a predominancia de flavonoides em
folhas de lippia alba durante o verao. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de RIBEIRO et
al. [1], onde foi visto que a maior concentracao de compostos fenolicos totais na casca interna de
Secondatia floribunda A. DC. Durante a estagao seca.

Dessa forma, atividades bioldgicas como a atividade antioxidante pode ser afetada, ja que
muitos estudos comprovam a relagdo direta dessa atividade com compostos fenolicos. Por isso, sao
necessarios mais estudos para esclarecer melhor o que acontece com o metabolismo de M. villosa

quando exposta a essas condigdes.



2
2
E
2
s
=
3
2

presipitation

Q W
Q

Figura 24. Projecao linear correlacionando o contetido de fendlicos, flavonoides e dcido rosmarinico de M. villosa
(circulos azuis) e P. amboinicus (circulos vermelhos) a precipitagao. O tamanho dos circulos corresponde a um

valor FPS maior ou menor encontrado.
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Figura 25. Projecao linear correlacionando o contetido de fendlicos, flavonoides e dcido rosmarinico de M. villosa
(circulos azuis) e P. amboinicus (circulos vermelhos) a precipitagao. O tamanho dos circulos corresponde a um

valor CE50 maior ou menor encontrado.
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4. Conclusoes

De acordo com todos os resultados obtidos, foi possivel concluir que, em geral, a sazonalidade
nao afetou diretamente a producao quantitativa de polifendis, flavondides e AR em M. villosa. O
melhor més para colheita da espécie foi setembro. Pode-se concluir também que maiores
concentragdes de polifenois e flavonoides favorecem o aumento do FPS em M. villosa e a concentragao
de AR influencia a atividade antioxidante desta espécie. Além disso, observou-se que a radiagao solar
tem uma influéncia mais clara na produgao de compostos fenoélicos e no aumento do FPS em M.
villosa, bem como também favorece a melhora da atividade antioxidante. No caso da precipitagao, ela
nao parece favorecer a atividade fotoprotetora ou antioxidante de M. villosa.
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Material suplementar:

Table S1. Results of month-to-month quantification of rosmarinic acid in mg/g, Mentha x villosa.

Months  Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept  Oct Nov  Dec

3716 1485 1240 3138 2273 766 1750 28.89 39.70 26.18 2452 3297

Triplicate 3717 1564 1155 3411 2305 7.12 1804 2838 3892 2846 2546 31.10
3752 1576 1245 3336 2252 729 1840 2829 3923 2666 2581 33.04

Mean 3729 1542 1221 3295 2277 735 1798 2852 3928 2710 2526 3237
Error 021 049 058 141 027 028 045 032 039 120 067 110
Relative error 056 321 477 428 117 374 250 114 100 444 264 339

Table S3. SPF results month by month, Mentha x villosa.

Months  Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec

13.05 10.00 10.08 1220 10.81 9.03 9.15 11.65 13.60 1326 1252 11.82

Triplicate 1294 1058 10.14 1270 1093 954 981 11.72 1378 1320 1261 1191
13.31 1038 1023 1277 1096 955 987 1175 1381 1293 12,67 1193

Mean 13.10 1032 10.15 1255 1090 938 9.61 11.71 1373 1313 12,60 11.89
Error 0.19 0.29 0.08 0.31 0.08 030 040 0.05 0.12 0.18 0.07 0.06

Relative error 1.45 2.81 0.75 2.50 071 315 415 046 0.84 1.34 0.59 0.52




Table S5. Results of total phenolic content month by month mg GAE/ g, Mentha x villosa.
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Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec
142.76 95.87 96.72 149.70 115.48 88.74 106.66 116,26 147,61 115,17 123,04 130,44
Triplicate 142.65 94.94 91.60 143.27 108.31 88.00 107.11 113,16 146,06 120,60 124,63 133,54
139.70 95.94 94.90 141.721 108.27 91.22 107.42 118,70 147,42 120,79 125,13 132,57
Mean 141.70 95.58 9441 144.90 110.69 89.32 107.06 116,04 147,03 118,85 124,27 132,19
Error 1.73 0.56 2.59 4.23 4.15 1.68 0.38 2,78 0,84 0,64 1,09 1,59
Relative error 1.22 0.59 2.75 2.92 3.75 1.89 0.35 2,39 0,57 0,54 0,88 1,20
Table S7. Results of total flavonoid content month by month mg querc/ g, Mentha x villosa
Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec
16.21 15.73 18.26 29.44 10.49 Nd 21.49 24.52 20.06 16.92 21.38  20.76
Triplicate 16.46  15.25 18.23 27.59 10.09 Nd 21.57 25.57 21.19 17.64 22,02  20.20
1751 1533 18.40 29.12 10.41 Nd 21.57 2549 21.35 18.37 2259  20.03
Mean 16.73  15.44 18.30 28.72 10.33 Nd 21.54 25.20 20.87 17.64 22.00 20.33
Error 0.68 0.26 0.09 0.99 0.21 Nd 0.05 0.58 0.70 0.72 0.60 0.38
Relative error 4.10 1.68 0.47 3.45 2.06 Nd 0.22 2.32 3.37 411 2.75 1.87

*Nd = Not detected



Table S7. ECso results month by month in pg/ml, Mentha x villosa.

85

Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug  Sept Oct Nov Dec
7647 11478 11796 80.70 104.29 153.76 10531 9499 79.85 9996 85.18 75.73
Triplicate 7446  116.11 12215 79.89 106.14 150.10 10599 97.09 7959 101.88 86.59 73.88
77.06 114.67 123.14 8264 10542 15050 107.65 95.16 80.30 100.44 87.67 75.66
Mean 75.99 115.19 121.08 81.08 105.28 15145 10632 9574 7991 100.76 86.48 75.09
Error 1.37 0.80 2.75 1.41 0.93 2.00 1.20 1.17 0.36 1.00 1.25 1.04
Relative error 1.80 0.70 2.27 1.74 0.89 1.32 1.13 1.22 0.45 0.99 1.44 1.39
Table S9. Radiation data used (kJ/m?).
Mont Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec
hs
197641.0 203520.4 181576.3 196133.0 154980.2 173300.5 164603.5 182309.0 177154.3 224129.1 221421.1 260510.4
60 60 22 69 28 83 39 11 93 39
201835.6 163412.7 144502.0 160850.6 171977.4 80859.91 150842.7 150422.6 1773924 189475.6 205187.5 191501.7
71 57 35 20 00 13 67 23 61 64
224238.6 182924.8 2115452 1908009 184121.1 1709164 1682129 219538.0 238614.4 228766.0 2605104 254396.4
60 30 21 70 31 62 95 00 39 50




Table S10. Precipitation levels used (mm3).
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Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec
2.0 384 36.6 83.0 90.2 73.6 85.4 21.8 34.0 0.2 0.2 0.2
1.8 111.6 103.2 41.0 22.8 554.2 52.4 27.2 11.8 27.4 0.0 13.6
32.6 2.6 109.2 714 71.0 101.0 225.0 30.6 24.0 4.0 0.0 5.6
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Figure S2. Calibration curve of Gallic acid standard.
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Figure S4. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 18.24;
17.65; 17.69 min) for its quantification in January, Mentha x villosa.
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Figure S5. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in February, Mentha x villosa.
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Figure S6. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in March, Mentha x villosa.
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Figure S7. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 17.65;
17.53; 17.52 min) for its quantification in April, Mentha x villosa.
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Figure S8. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in May, Mentha x villosa.
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Figure S9. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.53 min) for its quantification in June, Mentha x villosa.
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Figure S510. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in July, Mentha x villosa.
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Figure S11. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in August, Mentha x villosa.
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Figure S12. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.60 min) for its quantification in September, Mentha x villosa.
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Figure S13. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.63 min) for its quantification in October, Mentha x villosa.
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Figure S14. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times
approximately at 17.72 min) for its quantification in November, Mentha x villosa.
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Figure S15. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 17.72;
17.71; 17.92 min) for its quantification in December, Mentha x villosa.
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Abstract:

Mentha x villosa tem sido utilizada na medicina popular como antimicrobiana e anti-
inflamatoria. Seus metabdlitos ndo volateis sdo representados principalmente por acidos
fenolicos e flavonodides. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
fotoprotetora do extrato otimizado de Mentha x villosa (MV-OE). Primeiro, a otimizacao
da extracdo de polifendis totais e acido rosmarinico (AR) foi conduzida por planejamento
fatorial. Anélises de PCA, LC-HRMS e desreplicacdo MS" foram executadas para
identificar os compostos presentes em M. x villosa e entender quais substancias tiveram
sua extracdo favorecida pelo planejamento fatorial. Apos a otimizacgéo da extracdo, foram
determinados os teores de polifendis e AR, atividade antioxidante, FPS, FPUVA e
comprimento de onda critico. As melhores condi¢fes de extragdo foram etanol 70% e
relacdo po:solvente a 5%, obtendo-se 264,58 mg EAG/g e 101,96 mg/g de polifendis e
AR, respectivamente. A PCA revelou que 7 componentes principais contribuiram para
diferenciar as amostras, com base na analise de LC-MS essas caracteristicas foram
identificadas como polifendis, juntamente com outros 23 compostos. A atividade de
eliminacdo de DPPH e ABTS de MV-OE foi CEso = 42,44 pg/mL e 322,87 pg/mL,
respectivamente. J& em relacdo a atividade da tirosinase, 0 MV-OE inibiu 64,28% na
concentracdo de 25 pg/mL. As formulagcBes 5 e 6 apresentaram os melhores valores de
FPS e FPUVA, 23,20 e 30,63; 12,25 e 26,53, potencializando o FPS do metoxicinamato
de etilhexila, mostrando que o MV-OE tem um grande potencial fotoprotetor, pois
demonstrou importante protecdo de amplo espectro contra os raios UVA e UVB,
associada a atividade antioxidante.
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Palavras-chave: Mentha x villosa, FPS, FPUVA, radiacdo ultravioleta, CL-EM,
antioxidante, planejamento fatorial.

1. Introducéo

A radiacdo ultravioleta do sol (UV) é uma forma de radiacdo ndo ionizante e pode
ser dividida em UVC (100 - 290 nm), UVB (290 - 320 nm) e UVA (320 - 400 nm). 95%
da radiacdo UV que atinge o solo terrestre é composta por raios UVA e 5% dela
corresponde a raios UVB. Ambos os tipos de raios UV (RUV) sé@o perigosos para a pele
humana e muitos efeitos agudos (principalmente queimaduras solares e bronzeamento da
pele) e crénicos podem aparecer devido a superexposicdo a esse tipo de radiacdo. Os
principais efeitos cronicos associados a ela sdo alteragdes celulares e degenerativas,
fotoenvelhecimento e cancer de pele (1-3). Assim, recomenda-se 0 uso diario de
protetores solares tanto por via oral quanto topica. Os protetores solares topicos
geralmente sdo compostos por filtros quimicos e/ou fisicos, que atuam diretamente contra
a radiacdo UV, mas também sdo adicionados agentes antioxidantes para neutralizar os
radicais livres produzidos apds a exposicao solar (4).

Como as plantas sdo constantemente atingidas pela RUV, elas desenvolveram
muitos mecanismos para se proteger dela, produzindo metabdlitos secundarios capazes
de evitar os danos da RUV (5). Assim, uma estratégia interessante que vem sendo
utilizada pela industria é adicionar extratos vegetais ricos em compostos fenolicos em
formulacdes fotoprotetoras associadas a filtros UV, a fim de intensificar a eficacia final
do produto (6,7), devido a versatilidade dos polifendis e suas atividades biologicas (8).

Os metabolitos secundarios obtidos a partir de extratos vegetais séo influenciados
pelo método de extracdo, solvente, parte da planta e proporcdo do farmaco utilizado.
Assim, avaliar todas essas variaveis € importante para produzir extratos enriquecidos,
principalmente para garantir a reprodutibilidade e qualidade dos produtos obtidos. Esses
efeitos podem ser avaliados pela realizacdo de planejamentos fatoriais, que permitem
compreender a influéncia de cada fator, bem como seus efeitos conjuntos (9,10). Outro
ponto importante para garantir a seguranca de formulagdes contendo extratos vegetais sao
0S avancgos na caracterizacdo de compostos em métodos analiticos, como a espectrometria
de massas, que permitiram desreplicar compostos com alta sensibilidade, (11,12). Assim,
métodos estatisticos e fisicos combinados podem nos fornecer um grande conhecimento
da composicdo dos extratos e como melhora-la de acordo com as atividades bioldgicas
desejadas (10).

Assim, considerando o qudo promissores 0s produtos naturais podem ser como
protetores solares, principalmente quando os polifendis estdo presentes, a familia
Lamiaceae apresenta um grande potencial, pois muitos de seus membros ja sdo utilizados
na area da saude (13,14), e é a principal fonte natural de produtos cosméticos (15,16).
Membro de Lamiaceae, Mentha x villosa € popularmente chamada de horteld-da-folha-
milda, no Brasil. Popularmente, M. x villosa e outras espécies de Mentha tém um grande
papel na industria de Oleos essenciais e na culinaria, sendo utilizadas em sucos, chas,
saladas e aromatizantes, mas também na medicina popular para tratar infeccdes de pele e
microbianas, distarbios gastrointestinais e respiratorios, resfriados, febre, diabetes,
inflamagéo, etc (17-21).

No entanto, os extratos ndo volateis de M. x villosa também tém mostrado um
potencial biologico interessante, principalmente como antioxidante, uma vez que Sao
compostos por polifendis, como os &cidos fendlicos, representados principalmente pelo
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acido rosmarinico (RA) e flavondides, como demonstrado em estudos de (22-25).
Atividades antibacterianas, citotoxicas e analgésicas também tém sido observadas na
literatura (26,27). Assim, de acordo com o perfil historico de atividades biolégicas de M.
x villosa, comegamos a estudar sua atividade fotoprotetora em estudo anterior (28), cuja
as partes aéreas apresentaram FPS = 13,73 em setembro. Assim, neste trabalho
pretendemos continuar avaliando a atividade fotoprotetora de M. x villosa otimizando a
extracao de polifendis e AR, caracterizando seus compostos fenolicos e testando seu FPS,
FPUVA, comprimento de onda critico e atividade antioxidante.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas de Mentha x villosa Hudson (1 kg) foram coletadas as 8h do dia 7 de
fevereiro de 2022, na Universidade Federal da Paraiba, Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (coordenadas 7° 8’ 29.875" S/34° 50" 48.757" W ), Campus
I, Jodo Pessoa, PB. Um exemplar desta espécie foi depositado no Herbario Prisco
Bezerra, da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, sob 0 n® 14.996 e esta planta
também foi registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN) sob referéncia nimero
A3BAG0D. Logo apos a coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante por
72h. Apds determinacdo das condicdes ideais por meio de planejamento fatorial para
a producdo de um extrato de M. x villosa enriquecido em polifenois, o material seco
(125 g) foi submetido a extragdo por turbdlise (2,5 L de etanol 70%) em 4 ciclos de 30
segundos, com 5 min de intervalo. Apo6s o procedimento de extracdo, o solvente foi
removido em rotaevaporador, obtendo-se 24,25 g de extrato otimizado de M. x villosa
(MV-OE).

2.2. Quimicos e reagentes

2,2-difenil-1-picrilhidrazil ~ (radical =~ DPPH),  2,2'-Azino-bis(acido  3-
etilbenztiazolina-6-sulfénico (ABTS), trolox, reagente Folin-Ciocalteu, acido galico,
acido ascorbico, acido rosmarinico, carbonato de sédio, cloreto de aluminio (Al.Cls),
etilhexilmetoxicinamato e persulfato de amonio foram todos obtidos da Sigma
Aldrich®, EUA. Os solventes utilizados foram metanol (Tedia®, grau HPLC), acido
fosférico (Proquimios®), &cido férmico (J. T. Baker®), e agua ultrapura obtida de um
sistema de purificacdo Milli-Q-Millipore®.

2.3. Otimizacdo da extracao de polifendis e AR de M. x villosa

Para produzir um extrato de M. x villosa enriquecido em polifendis, um
planejamento fatorial 22 com pontos centrais foi usado para estudar como a proporgao
daplanta(2,5,5e 7,5 %, p/v) e a concentracdo de etanol (50, 70 e 90 %, v /v) influencia
na resposta selecionada, a fim de otimizar a extracdo dos polifendis totais presentes na
espécie estudada. Assim, foram utilizados dois niveis diferentes de varidveis
independentes: percentagem de etanol, superior (+1, correspondendo a 90%), inferior
(-1, 50%) e um ponto central (0, 70%); proporcao da planta (relacéo po:solvente) nivel
superior (+1, 7,5%), inferior (-1, 2,5%) e um ponto central (0, 5%). 22,5 g de folhas
secas foram usados para realizar esses experimentos.
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A extracdo foi realizada por turbdlise, utilizando 4 ciclos de 30 segundos, com 5
min de intervalo (tempo total 20 min). Apo6s a turbolise, todos os extratos foram secos
em rotaevaporador a 40 °C e foram avaliados o teor de polifenois totais, teor de acido
rosmarinico (AR), eficiéncia extrativa e residuo seco. O extrato com maior teor de
polifendis foi selecionado para dar continuidade aos ensaios biologicos e foi
codificado como MV-OE.

2.3.1. Eficiéncia da extracdo

Eficiéncia extrativa (EE) significa a capacidade do solvente de extrair
polifendis, nesse caso. Assim, a EE foi avaliada como resposta e calculada pela

Eq. ().

_ et
EE = — (1)

Onde,
EE = eficiéncia da extracdo; TPT = teor de polifendis totais; RS = residuo seco

2.3.2. Residuo seco

O residuo seco (RS) foi determinado seguindo a metodologia descrita em
(29). Assim, amostras de 2 g de cada extragdo (antes da secagem) foram
transferidas para cristalizadores e o0 solvente foi evaporado em banho-maria, em
seguida, foram transferidos para uma incubadora a 100-105 °C por trés horas.
Posteriormente, foi obtido o peso de cada amostra restante e o residuo seco foi
determinado.

2.3.3. Condigdes cromatograficas

A separacdo por CL foi realizada em Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC) Shimadzu (Kyoto, Japao). As amostras (20 pL) foram
carregadas em uma coluna analitica Kromasil C18 5 um 1004, 250 x 4,6 mm
(Kromasil, Bohus, Suécia) e a fase mével foi composta por 0,1% de acido formico
em agua (solvente A) e metanol (solvente B). Um gradiente linear exploratério (5
a 100% B) foi realizado para elui¢do em 25 min a uma vazao de 600 pL-min—1
para compor a analise de PCA. Um Gradiente linear de 95 min nas mesmas
condi¢cdes acima foi usado para desreplicar as amostras obtidas a partir do
planejamento fatorial (30).

2.3.4. CondicGes da espectrometria de massas

O sistema de HPLC foi acoplado a um espectrOmetro de massa
microOTOF Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) contendo uma fonte de
ions de eletrospray (ESI) para obter espectros de massa de alta resolucdo. Os
parametros aplicados foram: capilar 4,5 kV, ESI em modo negativo, placa final
offset 500 V, nebulizador 40 psi, gas seco (N2) com vazdo de 8 mL/min e
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temperatura de 200°C. Os espectros de massa (m/z 50-1000) foram registrados a
cada 2 s. O sistema de HPLC foi acoplado a um ESI lon Trap Amazon X (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA) operado nas mesmas condi¢Bes de instrumento
usadas acima. Os compostos desreplicados foram identificados com base na
comparacdo dos dados de MS/MS com os padrdes internos e a literatura.

2.3.5. Analise de compontentes principais (PCA)

Para realizar a PCA, os arquivos espectrais LC-HRMS foram convertidos
para o formato MzXML usando DataAnalysis 4.2 (Bruker). Os dados foram pré-
processados (deteccdo de recursos, alinhamento de amostras e correspondéncia de
pico) no XCMS online (31). Os valores integrais de cada caracteristica (m/z)
foram analisados em funcdo do tempo de retencdo. Depois disso, 0s arquivos
foram convertidos para o formato csv. A analise de componentes principais (PCA)
dos dados foi realizada no Unscrambler, verséo 10.4 (CAMO Process AS,
Noruega). A normalizacéo de area foi aplicada a cada amostra.

2.4. Quantificacéo do teor de fendlicos totais

Para este ensaio (32), foram preparadas amostras triplicadas de 1mg/ml e, no
escuro, uma aliquota de 120 pl de cada foi transferida para eppendorffs contendo 500
ul de reagente Folin-Ciocalteu (10%), entdo apds 8 min em repouso, adicionou-se 400
ul de solucdo de carbonato de sodio (7,5%) e manteve-se em repouso por 120 min, a
temperatura ambiente. Enquanto isso, as amostras foram transferidas de eppendorffs
para placas de 96 pocos para leitura posterior a 765 nm em um leitor de microplacas
(H1M, Biotek®).

O acido galico foi utilizado como padrdo para a constru¢do de uma curva de
regressao linear, as concentracdes utilizadas foram 100, 150, 200, 250 e 300 pg/ml.
Os resultados foram expressos em mg GAE/g da amostra.

2.5. Quantificacéo de AR

O teor de AR em M. x villosa foi determinado usando um método analitico de
HPLC-DAD (28). As amostras de extratos e padrdo foram feitas em triplicata com
solucdo diluente na concentracdo de 1:1 MeOH:agua acidificada (0,1% de H3PO4),
posteriormente foram filtradas. Assim, uma curva de calibracdo foi construida usando
um padréo AR a 5, 10, 20, 40, 80 e 160 pg/ml.

O sistema HPLC usado da Shimadzu® (destaque) é equipado com modulo de
bombeamento de solvente quaternario LC-20AT, auto-injetor SIL-20A HT, sistema
de desgaseificacdo DGU-20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A
diodo array e CBM- controlador de 20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250
mm x 4,6 mm i.a. preenchida com particulas de 5 um) (Sigma Aldrich®) com pré-
coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3,0 mm i.a. preenchida com particulas
de 5 um). O software LC Solution® (Shimadzu®) foi utilizado para controle do
equipamento, aquisicao e analise de dados. A vazdo utilizada foi de 1 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL, temperatura do forno de 26 °C e comprimento de onda de 330
nm. A fase movel A foi composta por agua acidificada (0,1% de H3PO4) e metanol
foi usado como fase movel B.

A corrida foi feita em modo gradiente e inicia-se com 38% da fase movel B
(metanol), depois aos 5 min atinge 42%, permanecendo nesta concentracdo até 9 min.
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De 9 a 12 min, o gradiente muda de 42 a 45% de B, chegando a 50% em 15 min. De
15 a 17 min, retorna a 45%, e permanece nessa concentracdo até 20 min, quando
retorna a condicdo inicial a 38% de B, parando em 24 min.

2.6. Atividade sequestradora de radicais DPPH

A atividade sequestrante de MV-OE foi avaliada de acordo com o método DPPH
descrito por (33), mas usando metanol como solvente. Entdo, primeiro, 5
concentrag0es (10, 20, 40, 60 e 80 pg/ml) da amostra foram preparadas a partir de uma
solucéo estoque de 1 mg/ml, em seguida, 100 pl delas foram transferidas para placas
de 96 pocos e 100 pl de uma solugéo de DPPH 0,3 mM foi adicionada a todas as
amostras. A reacdo foi mantida em repouso e ao abrigo da luz por 30 min e, em
seguida, a leitura foi feita a 518 nm em um leitor de microplacas (H1M, Biotek®). O
mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo, acido ascérbico (AA)
utilizando 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e 17,5 pg/ml. Além disso, é necessario um controle
negativo para o ensaio, que é composto por 100 ul de solucdo de DPPH e 100 pl de
metanol. A atividade de sequestradora (AS) de todas as amostras foi calculada pela
seguinte Eq. (2). De acordo com a atividade de eliminacéo para cada concentracao, as
curvas de calibragéo de cada amostra foram calculadas e os resultados foram expressos
como CEso.

AS (%) — (ABscontrole negativo _ABSamostra) x1 00 (2)

ABScontrole negativo

2.7. Atividade sequestradora de radicais ABTS

A descoloracdo do ABTS foi avaliada seguindo o protocolo descrito por (34).
Primeiro, solugdes estoque 7 mM ABTS e 245 mM APS foram preparadas usando
agua ultrapura e, apos, 5,05 pl de solugdo APS foram adicionados a 500 pl de solucéo
estoque ABTS. Esta solucdo foi incubada durante a noite (12-16h) no escuro a
temperatura ambiente, para que o radical ABTS pudesse ser criado. Em seguida,
preparou-se uma solucdo de radical ABTS capaz de absorver 0,700 a 734 nm diluindo
10 pl de solucdo estoque de radical ABTS em 1 ml de &gua ultrapura. Em seguida,
preparou-se solucdo estoque de controle positivo (trolox a 2mM) e varias solucGes de
trolox em concentragdes de 12,5 a 400 uM foram feitas em sequéncia, a fim de obter
uma curva de calibracdo. Assim, as solucdes estoques das amostras foram feitas a 1
mg/ml e 5 solu¢es diluidas (100 a 500 pg/ml) foram feitas a partir dela.

O ensaio foi realizado adicionando 10 pl de cada diluicdo de amostra em placa de
96 pocos em triplicado e 190 ul de solugéo diluida ABTS. O mesmo procedimento foi
feito para o controle positivo e foi feito um controle negativo utilizando 190 pl de
solucdo diluida de ABTS com 10 pl de &gua ultrapura. A placa foi incubada por 5
minutos, no escuro, e a absorbancia foi lida a 734 nm em um leitor de microplacas
(H1M, Biotek®). A descoloracgéo (%) foi calculada pela Eg. (3). Os resultados foram
expressos como CEsg.

Controle ABS—Amostra ABS.
Controle ABS

)x100 (3)

Descoloracio (%) = (
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Depois disso, a capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relagédo a
curva de calibragéo do trolox, como segue, Eq. (4).

Descoloragio da amostra(%)—b (4)

Trolox eq (mg/mg) =

Concentraggao da amostra

2.8. Determinacéo in vitro do fator de protecéo solar (FPS), fator de prote¢cdo UVA
(FPUVA) e comprimento de onda critico

As formulagdes foram preparadas para avaliar o FPS in vitro, usando MV-OE e
um filtro quimico, metoxicinamato de etilhexila, Tabela 1. Assim, o FPS das
formulacdes foi determinado usando o Optometrics SPF-290S Analyzer (Optometrics
Corporation, Essex, Reino Unido). 110 mg de cada amostra foram espalhados em uma
fita Transpore® (50 cm?) (3M, MN, EUA), a fim de obter um filme de 2 mg/cm2. As
amostras foram submetidas a um simulador solar de arco de xenonio de 125 W CW,
que mediu sua transmitancia (T) realizando 12 varreduras em diferentes pontos de cada
formulagdo na fita Transpore®. A medicdo da transmitancia (T) foi feita de 290 a 400
nm com um intervalo de 2 nm. O valor do fator de protecdo monocromatico foi
calculado para os comprimentos de onda selecionados usando a Eq. (5), FPS, UVA-
PF e comprimento de onda critico (Ac) foram calculados pela Eq. (6), (7), (8),
respectivamente. Amostras com comprimento de onda critico (A¢) superior a 370 nm
foram consideradas com protecdo de amplo espectro (Tabela 2).

Tabela 1 Composicdo das formulacdes preparadas.

N . Composicao
Formulacdes Ingredientes quantitativa (%, wiw)

1 MV-OE 5%
Creme Polawax® g.s.p

MV-OE 5%

2 Metoxicinnamato de Etilhexila 1%
Creme Polawax® g-s.p

MV-OE 5%

3 Metoxicinnamato de Etilhexila 3%
Creme Polawax® g.s.p

4 MV-OE 10%
Creme Polawax® g.s.p

MV-OE 10%

5 Metoxicinnamato de Etilhexila 1%
Creme Polawax® q.s.p

MV-OE 10%

6 Metoxicinnamato de Etilhexila 3%
Creme Polawax® g.s.p

7 Metoxicinnamato de Etilhexila 1%
Creme Polawax® g.s.p

8 Metoxicinnamato de Etilhexila 3%

Creme Polawax® q.s.p




104

FPM =~ (5)
499EA.BA
FPS = 220 (6)
290MPFA
Y499 EA.PA
FPUVA = W @)
290MPFA
R = (YY) g
T ©

Onde, E = Irradiancia espectral da luz solar terrestre (sob condig¢des controladas),
B = Eficécia do eritema, MPF = Fator de protecdo monocromatico e P = Espectro de
acao do escurecimento do pigmento persistente (PPD), A = absorbancia (35).

Tabela 2. Intervalo de comprimento de onda critico e sua relagdo com o nivel de protecdo e relacdo
UVA/UVB (36,37).

Ac Nivel de protecdo (razdo UVA/UVB)
340 nm <A <370 nm Intermediéria
Ac> 370 nm Amplo espectro

2.9. Andlise estatistica

A andlise estatistica de desenho fatorial foi realizada por ANOVA e uma equagéo
polinomial de segunda ordem foi determinada pelo método Partial Less Square (PLS),
utilizando o software STATISTICA® 6.0 (StatSoft, EUA).

ANOVA one way e teste de Tukey também foram utilizados para anélise
estatistica de DPPH, ABTS, polifendis totais, e quantificacdo do teor de AR.

3. Resultados e discusséo
3.1. Otimizacdo da extragao de polifenois e AR de M. x villosa

Os resultados para teor de AR e polifenois totais, residuo seco e eficiéncia de
extracdo podem ser encontrados na Tabela 3. O modelo proposto apresentou um bom
coeficiente de correlagcBes multiplas (R?). Tanto para o teor de polifendis totais (TPC
=27.39 - 3.20 b; — 2.15 b1? — 1.18 bz — 0.92 h1b,) quanto para a eficiéncia de extracdo
EE = 15.45 + 1.38 by + 5.98 b;? — 10.75 b, — 0.99 bihy), os coeficientes de correlagdo



indicaram que mais de 99% da variancia experimental pode ser explicada pelas
equacdes obtidas. O modelo matematico ainda foi capaz de explicar mais de 98 e 97%
das variancias encontradas para residuo seco (RS =1.78 —0.29 by — 0.21 b1>+ 0.74 b,
— 0.15 biby) e teor de acido rosmarinico (AR = 9.30 + 1.23 by — 0.93 b1? + 0.63 b
+1.54 b1hy), respectivamente.

Tabela 3. Matriz de planejamento Fatorial 22 com pontos centrais.

AR TPT RS

Exp Variavéis codificadas  Variaveéis naturais (%) (9%) (9%) EE
EtOH P:S (%; D:S (%;
(%) my)  EOHEC) T
1 -1 -1 50 50 8.04 2858 0.96 29.82
2 1 -1 90 50 742 2342 0.68 34.57
3 -1 1 50 90 6.27 2831 275 10.31
4 1 1 90 90 11.79 20.66 186 11.09
5 0 0 70 70 956 27.44 170 16.15
6 0 0 70 70 921 2746 1.79 15.33
7 0 0 70 70 914 2728 183 14.89
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Exp. = Experimento; P:S = razdo po/solvente; AR = &cido rosmarinico; RS = residuo
seco; TPT = teor de fendlicos totais; EE = eficiéncia de extracéo.

3.1.2. Teor de AT e TPT, Residuo Seco (RS) e Eficiéncia de Extracéo (EE)

Tanto o teor de etanol quanto a proporcao da planta (relacdo pd:solvente) tiveram
influéncia significativa nas respostas estudadas. Os termos lineares, bem como suas
interacdes, foram os que mais influenciaram nas respostas.

Atraves do gréfico de Pareto (Fig. S1) para o teor de RA, foi visto que a interacdo
linear entre os fatores resultou em um rendimento maior do que os valores individuais
de cada fator, além disso, foi observado no gréfico de superficie de resposta (Figura
26A), ou seja, quanto maior o percentual de etanol e menor a proporcao vegetal
(relagdo po:solvente, ou seja, +1, 7,5%), maior o teor de AR. A curvatura concava
apresentada no grafico de superficie de resposta e no grafico de contorno (Fig. S2), foi
dada pelo valor positivo do termo quadrético.
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Figura 26. Efeitos da porcentagem de etanol e proporcéo vegetal sobre o teor de AR, polifendis e residuo
seco e, eficiéncia extrativa. A) Grafico de superficie de resposta do teor de RA. B) Gréfico de superficie
de resposta do teor total de polifentis. C) Grafico de superficie de resposta do teor de residuos secos.
D) Grafico de superficie de resposta da eficiéncia de extracéo.

No grafico de superficie de resposta (Figura 26B) para o teor de polifendis totais,
observou-se que a porcentagem de etanol exerce uma grande influéncia no modelo
(conforme observado no grafico de Pareto, Fig. S3), enquanto a propor¢do da planta
(relagéo po:solvente), embora também tenha uma influéncia significativa, é inferior ao
percentual de etanol. No grafico de contorno (Fig. S4), observa-se a mesma resposta,
mas as linhas tendem a ser retas, ndo formando contornos, indicando a linearidade da
resposta. A curvatura convexa apresentada no grafico da superficie de resposta foi
dada pelo valor negativo do termo quadratico.

Em relacdo aos residuos secos, seria de se esperar que quanto maior a quantidade
de droga utilizada, maior o teor de residuos secos. No grafico de Pareto (Fig. S5),
observou-se que a proporcdao da planta (relagdo po:solvente) é o termo que mais
influencia a resposta, o que foi corroborado pela analise do grafico de superficie de
resposta (Figura 26C), onde é visto que quando a relacdo po:solvente esta no nivel
mais baixo (-1), isso influencia na diminuicao da quantidade de residuos secos gerados.
Quando esta relacdo esta no nivel superior (+1), a quantidade de residuo seco € maior,
0 que também € visto no grafico de contorno (Fig. S6).

Para eficiéncia de extracdo, por meio do grafico de Pareto (Fig. S7), o termo mais
significativo é propor¢do da planta (relagdo pd:solvente), alem disso, no grafico de
superficie de resposta (Figura 26D), observa-se que embora haja influéncia do
percentual de etanol para a resposta, a maior influéncia é apresentada pela relacéo
po:solvente. Assim, para aumentar a eficiéncia da extragéo, a melhor condicéo seria a
proporcdo de planta em 2,5% (-1) e a porcentagem de etanol em 90% (+1). Isso
também pode ser visto no gréafico de contorno (Fig. S8).
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Assim, com base no que foi observado no grafico de valores de predicdo e
desejabilidade (Figs. S9) utilizado para encontrar o melhor valor na resposta conjunta,
as condicdes ideais para as respostas obtidas referem-se aos pontos centrais utilizados,
ou seja, 70% de percentual de etanol e 5% de proporcdo de planta (relagéo
po:solvente).

3.2. Analise de componentes principais (PCA)

A partir de uma matriz composta por amostras obtidas do planejamento fatorial,
a analise de PCA revelou um padrdo de discriminacgdo para 0s experimentos 1, 2 e 4.
No grafico de pontos (Figura 27A), PC1 explicou 59% e PC2 21% da variancia total,
somando 80% no total. No grafico de loadings (Figura 27B) os ions em m/z =
525,1780, 359,0776, 609,1841, 593,1521, 305,0708, 461,0742 e 493,1150 foram o0s
que contribuiram para a discriminacdo entre as amostras. A fim de identificar esses
compostos principais, um estudo aprofundado de seus padrdes de fragmentagédo
também foi realizado por experimentos de espectrometria de massa em tandem (MS")
e HRMS, como segue na Tabela 4.

Scores

PC-2 {21%)

PC-1(59%)
B Loadings
05 M525T23_1
0.4 oy
M359T20_1
L N T M305T15_1
0.2
F 01
& {1213 M493T21_2
o A P4 . .
£-01 ; MME1T19_ 1
.
0.2
0.3 { M609T19_2
A
A e M593T18
L]
05 ‘
03 02 01 0 0.1 0.2 03 0.4 05 0.6 07

PC-1(59%)

Figura 27. Resultados da PCA usando amostras do planejamento fatorial. A) Grafico de pontos da
analise PCA. B) Grafico de loadings da andlise de PCA. EXP = experimento; M = massa; T = tempo.
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Com base nos resultados da analise de PCA (Figura 27) e desreplicacédo (Tabela 4)
observamos que a proporcdo da planta e o percentual de etanol sdo varidveis
importantes para potencializar a extracdo de AR e polifendis de M. x villosa,
corroborando com resultados encontrados no planejamento fatorial. Quanto a
composicdo associada de cada grupo; acido salviandlico (m/z 493,1150) e sulfato de
12-hidroxijasmonato (m/z 305,0708) contribuiram para o perfil semelhante observado
no extrato bruto obtido pelos experimentos 3,5,6 e 7. Considerando a presenca do
composto em m/z 461,0742, identificado como luteolina glicuronideo |, colaborou
para a discriminagdo do grupo 1. Além disso, os experimentos 2 e 4 diferem entre si
pela presenca de hesperidina (m/z 609,1841), luteolina rutinosideo (m/z 593,1521),
acido rosmarinico (m/z 359,0776) e um derivado de &cido rosmarinico (m/z 525,1780),
respectivamente. Assim, considerando que os polifendis, assim como os AR sdo
importantes para a atividade fotoprotetora de M. x villosa, 0s pontos centrais
(experimentos 5,6 e 7) sdo a melhor condicéo para melhor rendimento dos mesmos, o
que corrobora com os gréficos de valores de predigéo e desejabilidade obtidos a partir
da analise de planejamento fatorial.
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Tabela 4. Compostos tentativamente identificados do extrato de M. x villosa por HPLC-ESI-MSn.
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Formula

Erro

Pico T.R [M-H] MS" m/z Composto Referéncia
Molecular (ppm)
) (BASTOS et al., 2007,
1 55 191.0558 C7H1206 1.6 EM?2[191]: 173, 127, 93, 85 Acido quinico SALDANHA; VILEGAS;
DOKKEDAL, 2013)
2 _ Acido (CATARINO et al., 2018;
2 20.0  315.0715 C13H1609 2.1 EME3I\[/.L> 15151]5;]5,3109 protocatecuico VALLVERDU-
' hexosideo QUERALT etal., 2011)
EM?2[197]: 179 < . - (CIRLINI et al., 2016; LIU
3 20.5 197.0453 CoH100s5 1.3 EMS [197->179]: 135 Acido salvianico A etal., 2007a)
EM?[353)]: 191, 179,135 Acido 3 (KCtIJ_ II—|IT\II:€FI§TD;2|(§(IJ\I5I'GLI-I|I-\IF |
3 . = i) ) )
4 237 3530872 CaeHieOs 18 EM12[§5131?1993”£73' caffeoilquinico  HARNLY, 2008; ZHANG
T etal., 2013)
ELSADIG KARAR,;
EM2 [359]: 197 o ( ’
3 ) Acido siringico KUHNERT, 2016;
5 25.6 359.0967 C15H20010 4.6 EM [359911-.387]. 182, 153, hexosideo HOFMANN: NEBEHAJ:
ALBERT, 2016)
(CLIFFORD; KNIGHT;
EM?[353]: 191, 179, 173,135 Acido 4- KUHNERT, 2005; LIN;
6 326 3530885  CieHisOo 2.0 MS? [353->173]: 111, 93 caffeoilquinico  HARNLY, 2008; ZHANG
etal., 2013)
i 2 ] < . . (CHEN et al., 2011;
7 352  179.0356 CoHgO4 3.3 EM<[179]: 135 Acido Cafeico KANG et al., 2016)
) (ABU-REIDAH etal.,
8 354 387.1672  CisH2Os 28  EM2[387]: 369, 225, 207, 163  /'c1do tuberonico 2019, QUIRANTES-PINE

hexosideo

etal., 2010; TAAMALLI
et al., 2015)
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

35.8

37.9

39.4

42.4

43.1

44.8

46.9

47.2

48.0

48.5

305.0708

593.1528

537.1054

595.1674

717.1466

521.1291

579.1731

593.1521

447.0940

461.0742

C12H1807S

C27H30015

C27H22012

C27H32015

C36H30016

C24H25013

C27H32014

C27H30015

C21H20011

C21H18012

-1.5

-1.6

EM?2[305]: 225

EM?[593]: 575, 503, 473,
413,383, 353
EM?[537]: 493, 313, 295
EM? [537->493]: 313, 295
EM? [595]: 287
EM? [595 - 287]: 269, 151,
135, 125, 107
EM?[717]: 537, 519, 339, 321
EM3[717->519]: 339, 321
EM3 [521]: 359
EM?[521->359]: 223, 197,
179, 161
EM?[579]: 271
EM3[579->271]: 177, 151
EM?[593]: 285
EM? [593-285]: 267, 257,
243,241, 213, 217, 197, 199,
175, 151, 133
EM?[447]: 285
EM? [447-285]: 267, 257,
243, 241, 213, 217, 197, 199,
175, 151, 133

EM?2[461]: 285

12-hidroxi
jasmonate sulfato

Vicenina-2

Acido litospermico
|

Eriodictiol
rutinosideo

Acido salvianolico
E

Aido rosmarinio
hexosideo

Narirutina

Luteolina
rutinosideo

Luteolina
hexosideo

Luteolina
glucuronideo |

(HAMANY DJANDE et
al., 2022; KAPP et al.,
2020; MARZOUK et al.,
2018)

(SILVA et al., 2015)

(ZENG et al., 2006; ZHU
et al., 2007)
(BRITO et al., 2014;
FABRE et al., 2001;
ZHAO et al., 2013)
(WANG et al., 2012a;
ZHU et al., 2007)

(CIRLINI et al., 2016;
MARTINS et al., 2015)

(FABRE et al., 2001; SHI
et al., 2007)

(CIRLINI et al., 2016)

(PEREIRA et al., 2013;
ZHANG et al., 2018)

(LIetal., 2016; PEREIRA
etal., 2013)
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19

20

21

22

23

24

25

26

48.9

49.6

51.0

51.3

52.0

57.1

57.1

57.4

609.1841

609.1476

359.0776

537.1046

607.1678

461.0734

493.1150

593.1871

C2gH34015

C27H30016

C18H160s

C2o7H2012

C28H32015

C21H18012

C26H22010

C28H34014

-1.3

-1.7

-1.8

-1.9

0.8

EM® [461->285]: 267, 257,
243,241, 213, 217, 197, 199,
175, 151, 133
EM?[609]: 301
EM? [609->301]: 286, 283,
258, 257, 151, 125
EM?[609]: 301
EM? [609->301]: 271, 179,
151

EM?[359]: 197, 179, 161

EM?[537]: 493, 359
EM? [537-493]: 359, 313,
295
EM?2[607]: 299, 284, 256
EM3 [607->299]: 284
EM? [607->284]: 256, 151
EM?[461]: 285
EM? [461->285]: 267, 257,
243, 241, 213, 217, 197, 199,
175, 151, 133
EM? [493]: 359, 357, 313
EM? [493->359]: 223, 197,
179, 161
EM?[593]: 285
EM? [593-285]: 270, 257,
243, 241, 228, 226, 217,199,
164, 151, 136, 125, 107

Hesperidina

Rutina

Acido
rosmarinico*
Acido
Litospermico Il

Diosmina

Luteolina
glucuronideo 11

Acido salvianolico

A

Isosacuranetina

rutinosideo

(SPINOLA; PINTO;
CASTILHO, 2015)

(Lletal., 2016; ZHU et al.,
2007)

(ZENG et al., 2006)

(CIRLINI et al., 2016;
WANG et al., 2012b)

(BRITO et al., 2014;
JUSTESEN, 2000)

(Ll1etal. 2016; PEREIRA
etal., 2013)

(BARROS et al., 2013;
CIRLINI et al., 2016)

(FABRE et al., 2001;
ZHAO: CHANG; CHEN,
2015)




112

27 62.0 285.0401 C15H1006
28 64.2 313.0716 C17H1406

29 64.5 525.1780 Ca28H30010

30 65.0 359.0776 C18H1608

1.4

0.5

EM?[285]: 267, 257, 243,
241, 213, 217, 197, 199, 175,
151, 133
EM?[313]: 269
EM? [313->269]: 159, 109
EM?[525]: 341, 359, 161, 179,
221
EM3 [525->359]:

MS? [359]: 344, 329, 313,
179, 161
MS3 [359->344]: 329

Luteolina

Acido salvianolico
F

Derivado do 4cido
rosmarinic

Eupatina

(FABRE et al., 2001)

(CIRLINI et al., 2016; LIU
et al., 2007b)

(CIRLINI et al., 2016)

(SALEM et al., 2020)

*Composto confirmado por padréo interno.



113

3.3. Quantificacao do teor de polifendis e AR

Apos a otimizacao da extracdo, 0 MV-OE foi produzido em maior escala e os teores de
polifendis totais e AR foram obtidos, resultando em 264,58 + 2,83 mg EAG/g e 101,96 +
1,26 mg/g, respectivamente. Esses resultados corroboram com experimentos de
planejamento fatorial realizados, uma vez que teores semelhantes de polifenois totais e AR
foram encontrados quando a escala de extra¢do foi aumentada.

Além disso, os resultados encontrados podem demonstrar uma maneira mais eficaz de
extrair polifenodis de M. x villosa ou do género Mentha em comparagdo com a literatura,
como no estudo realizado por (22), que determinou o teor de polifendis de treze espécies de
Mentha (incluindo M. x villosa), através de seu extrato metandlico obtido por centrifugacao.
O maior teor de polifendis encontrado entre todas as espécies foi de 58,93 + 8,39 mg EAG/g,
correspondente a M. suaveolens, que esta relacionado a M. x villosa (52,61 + 6,38 mg
EAG/g). Em outro estudo realizado por (75), o extrato metanolico de M. pulegium exibiu
157,99 mg GAE/ge (76), encontrou 206,58 mg EAG/g de polifendis no extrato metandlico
de M. pulegium. (77), também avaliaram o teor de polifendis de seis diferentes espécies de
Mentha e a maior concentracdo de polifendis totais encontrada correspondeu ao extrato
metandlico de M. aquatica (43,21 mg EAG/qg).

As mesmas observagdes ocorrem quando se considera o teor de AR, (22), também
avaliou o teor de AR, que variou de 1,36 a 2,56 mg/g, onde M. x villosa apresentou 2,30
mg/g. (24), encontraram 17,9 = 0,4 mg/g de AR no extrato aquoso de M. x villosa. Em outro
estudo desenvolvido por (78), avaliou-se o teor de AR de trés espécies de Mentha, e M.
spicata apresentou a maior porcentagem desse metabolito (6,7 + 1,1%, p/p), enquanto MV-
OE apresentou 10,2%. Assim, esses resultados nos levam a acreditar que usando 70% de
etanol e proporcdo de planta (folhas secas) de 5%, extrai melhor os polifendis da espécie
Mentha, principalmente para fins industriais, considerando a toxicidade do metanol.

Ainda, considerando que os polifendis sdo a principal classe de metabdlitos secundarios
estudados na fotoprotecdo devido a sua estrutura quimica apresentar sistema ciclico e/ou
duplas ligacbes conjugadas, mais de um anel aromatico e grupos hidroxila, o aumento do
teor de polifendis do extrato pode aumentar sua atividade fotoprotetora, uma vez que podem
atuar tanto como antioxidantes quanto fotoprotetores. Muitos mecanismos de como eles
podem atuar j& sdo conhecidos e estdo relacionados a regulacdo de genes de fatores de
transcricdo (NF-kB e Nrf-2) e protecdo ao estresse oxidativo, inducdo da sintese de colageno
e elastina, renovacdo celular da pele, absorcdo direta da radiacdo UV, inibicdo de
colagenases e elastases e até mesmo ativacdo de mecanismos de reparo do DNA, o que ajuda
a manter a integridade do tecido cutaneo (5,79-81).

3.3. Atividade sequestradora de radicai DPPH e ABTS

A atividade antioxidante do MV-OE foi avaliada por sequestro de radicais DPPH e
ABTS. Assim, em relacdo a atividade sequestrante de DPPH de MV-OE, apresentou um
CEso = 42,44 + 0,28 pg/mL, que comparado ao nosso estudo anterior (28), onde avaliamos
a atividade sequestrante de DPPH de M. x villosa durante 12 meses, a otimizagao de extracéo
promoveu um importante aumento da atividade antioxidante de M. x villosa, uma vez que o
melhor CEso encontrado anteriormente foi de 75,09 pg/mL.

Este resultado provavelmente esta relacionado ao aumento de polifendis neste extrato,
principalmente pelo aumento do teor de AR, uma vez que é o composto majoritario dos
extratos de M. x villosa e esté diretamente relacionado a sua atividade antioxidante, uma vez
que a atividade antioxidante do AR tem sido bem relatada na literatura. Em experimentos
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conduzidos por (82) em linhagens de células HaCaT, a AR apresentou capacidade
citoprotetora, devido a eliminacéo de espécies reativas de oxigénio intracelular induzida por
UVBR, também diminuiu o teor de proteinas carboniladas, a fragmentacdo do DNA e os
niveis de 8-isoprostano, diminuindo o dano celular oxidativo e a indugédo de apoptose. A AR
aumentou a expressdo e a atividade de enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e heme-oxigenase-1 (HO-1). (83) observaram que a AR mostrou
protecdo contra a peroxidacdo lipidica in vitro.

MV-OE demonstrou uma CEso melhor do que outros resultados encontrados para
espécies de Mentha, descritas na literatura. Em um estudo realizado por (84), que testou
quatro espécies de Mentha, a melhor CEso encontrada relacionado ao extrato etandlico foi
para M. x piperita var. citrata (CEso = 60,9 pug/mL) coletado em junho. Em outro estudo
(21), que testou nove espécies de Mentha, apenas o extrato etandlico de menta-de-cavalo
(M. longifolia) apresentou CEso semelhante ao MV-OE, enquanto 0s outros oito extratos ndo
apresentaram essa eficécia. (85), avaliaram a atividade de eliminacdo de DPPH de M. spicata
e encontraram seu CEsp = 87,89 pg/mL.

Em relacdo a eliminacdo de radicais ABTS de MV-OE, apresentou uma CEso = 322,87
+ 5,28 pug/mL, que é superior ao CEso encontrada por (85) para M. spicata (173,80 pug/mL)
e outros estudos da literatura (78, 86,87). Isso pode estar relacionado a dependéncia da
capacidade antioxidante relativa (por exemplo, indice TEAC) da concentragdo de alguns
antioxidantes, a dificuldade de algumas amostras completarem a reagdo em pouco tempo,
pois ap6s 30 min alguns antioxidantes ainda demonstram inibicdo gradual de radicais
ABTSe+, e também o fato de que, as vezes, o numero de grupos hidroxila se correlaciona
exatamente com o valor de TEAC no ensaio ABTS/PP, conforme discutido por (88). 119

2.3. Determinac&o in vitro do fator de protecéo solar (FPS), fator de protecdo UVA (FPUVA)
e comprimento de onda critico

Os resultados de FPS in vitro obtidos revelaram que 6 das 8 formulacdes apresentaram
FPS superior ao minimo exigido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (91), que é >
6 in vivo, Tabela 5. Formulagbes 5 (MV-OE 10% + metoxicinamato de etilhexila 1%) e 6
(MV-OE 10% + metoxicinamato de etilhexila 3%) demonstraram os maiores valores de FPS
(23,20 e 30,63, respectivamente), mostrando que MV-OE foi capaz de potencializar o FPS de
metoxicinamato de etilhexila, ja que sem adicdo do extrato, as formulacGes compostas apenas
pelo filtro quimico (1 e 3%) tiveram os valores de FPS de 4,23 e 6,27. Esses resultados podem
ser correlacionados com a concentragédo de polifendis no MV-OE, como sugerimos em estudo
anterior (28), onde pudemos observar que quanto maior o teor de polifendis, maior o FPS de
M. x villosa.

Além disso, em comparacdo com a literatura, o MV-OE apresenta resultados
promissores, pois muitos estudos costumam utilizar metoxicinamato de etilhexila a 7% ou
mais (92-95), o que tem sido relatado como um problema, pois é possivel encontrar a presenca
desse filtro em quase todas as fontes de agua. Experimentos in vitro mostraram que esse filtro
quimico aumentou a proliferagédo celular de células de cancer de mama MCF-7 e aumentou 0
peso uterino em ratos. Também tem sido encontrado em peixes, sendo causa de diversos tipos
de danos a eles e bem como uma preocupacao para a cadeia alimentar, visto que os niveis de
bioacumulacdo de metoxicinamato de etilhexila estdo aumentando, o que pode causar efeitos
adversos no organismo humano (96-98).



Tabela 5. FPS, FPUVA e comprimento de onda critico das formulagdes.
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Formulagdes 1 2 3 4 5 6 7 8
. 535+ 1315+ 1700+ 074+ 2320+ 3063+ 423+ 627
026 067 158 220 102 210 026 047
EPUVA 427+ 632+ 80l+ 785+ 1225+ 1653+ 165+ 230+
017 039 094 18 026 184 006 018
g:mp”moe:;‘; 37410 36847 36610 379,67 37467 372,73 33023 33327
» +026 +032 +062 +025 +030 +040 +021 +162
critico (nm)

Um protetor solar ideal requer atividade de amplo espectro contra a radiagdo UV, ou
seja, deve proteger a pele contra a radiacdo UVA e UVB, pois ambas sdo igualmente perigosas
para a pele. Assim, além do FPS, é importante avaliar o FPUVA, que segundo as Agéncias
Reguladoras mundiais, deve corresponder, no minimo, a 1/3 do valor do FPS (91,99,100).
Com isso, os resultados também mostraram FPUVA promissores, principalmente para as
formulacdes 5 e 6, jaque FPUVA = 12,25 e 16,53, respectivamente, que sdo aproximadamente
1/3 do FPS, sugerindo uma protecao de amplo espectro (que é necessaria ser 290 - 370 nm),
que pode ser corroborada pelo comprimento de onda critico em 374,67 e 372,73,
respectivamente, demonstrando que MV-OE fornece uma prote¢éo consistente contra UVAR.

Assim, estudos onde baixas concentracdes de filtros quimicos como metoxicinamato de
etilhexila sdo usados para compor protetores solares, mas as formulacbes (como as
formulacdes 5 e 6) ainda sdo capazes de manter o FPS alto e proteger a pele contra UVAR,
sdo importantes para o desenvolvimento de produtos mais seguros, principalmente quando a
ela esta associada a atividade antioxidante, uma vez que a radiacdo UV induz fortemente a
producéo de radicais livres.

3. Concluséo

De acordo com os resultados desta pesquisa, € possivel concluir que as melhores
condigdes obtidas a partir do planejamento fatorial 22 foram etanol 70% e 5% de proporgio
de planta (relacdo pd:solvente), que foram capazes de aumentar o teor de polifendis e AR,
otimizando a extracdo. 29 polifendis foram identificados por desreplicacdo (MS") e a anélise
de PCA revelou diferencas na extracdo de compostos entre as amostras de planejamento
fatorial utilizadas. O MV-OE mostrou um aumento da atividade antioxidante pela atividade
sequestrante de DPPH, quando comparado a um estudo anterior. Além disso, as formulacoes
5 e 6 demonstraram importantes valores de FPS, FPUVA e comprimento de onda critico in
vitro, atendendo o que é exigido internacionalmente. Assim, o MV-OE através das
formulacdes 5 e 6 foi capaz de potencializar o FPS do metoxicinamato de etilhexila, utilizado
em concentracGes menores que as usuais, além de ser capaz de promover protecdo de amplo
espectro associado a sua atividade antioxidante, essencial para proteger totalmente a pele e
produzir protetores solares melhores.
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Figura S1. Grafico de Pareto correspondente ao teor de AR de amostras do planejamento
fatorial.

Figura S2. Grafico de contornos correspondente ao teor de AR das amostras do planejamento
fatorial.
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Figura S3. Grafico de Pareto correspondente ao teor de polifendis torais de amostras do
planejamento fatorial.
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Figura S4. Gréafico de contornos correspondente ao teor de polifendis das amostras do
planejamento fatorial.
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Figura S5. Gréafico de Pareto correspondente ao residuo seco de amostras do planejamento
fatorial.
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Figura S6. Gréfico de contornos correspondente ao teor residuos secos das amostras do
planejamento fatorial.
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Figura S7. Gréfico de Pareto correspondente da eficiéncia da extracdo do planejamento fatorial.
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Figura S8. Grafico de contornos correspondente da eficiéncia da extracdo do planejamento
fatorial.
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Figura S9. Gréfico de valores de predicdo e desejabilidade relacionados a amostras de
planejamento fatorial.
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Tabela S1. Matriz bruta do planejamento fatorial 22 com pontos centrais, apresentando todas as
triplicatas utilizadas.
Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3)

Replicat EtOH (%) D:S (m/V) AR TPT RS EE
1 1 -1,00000 -1,00000 8,05681896 28,077305 1,01 27,7993118
2 1 1,00000 -1,00000 7,76414817 23,3964539 0,71 32,952752
3 1 -1,00000 1,00000 6,41467453 28,1624113 2,835 9,93383116
4 1 1,00000 1,00000 11,7642959 20,6021277 1,795 11,4775084
5(C) 1 0,00000 0,00000 9,40135092 27,5312033 1,63 16,8903088
6 (C) 1 0,00000 0,00000 9,18990173 27,3137133 1,8 15,1742852
7 (C) 1 0,00000 0,00000 9,0325763 26,81253 1,89 14,1865238
8 2 -1,00000 -1,00000 7,69907509 28,3255319 0,93 30,4575612
9 2 1,00000 -1,00000 7,47160993 23,8503546 0,675 35,3338587
10 2 -1,00000 1,00000 6,2635404 28,2475177 2,785 10,1427353
11 2 1,00000 1,00000 11,947958 20,4650118 1,94 10,5489752
12 (C) 2 0,00000 0,00000 9,55900201 27,5524867 1,685 16,3516241
13 (C) 2 0,00000 0,00000 9,6080913 27,5052033 1,82 15,1127491
14 (C) 2 0,00000 0,00000 9,3673669 27,62577 1,88 14,6945585
15 3 -1,00000 -1,00000 8,35975935 29,33026 0,94 31,2024043
16 3 1,00000 -1,00000 7,01448898 23,0182033 0,65 35,4126205
17 3 -1,00000 1,00000 6,12045876 28,5312057 2,63 10,8483672
18 3 1,00000 1,00000 11,6551017 20,9141844 1,86 11,2441852
19 (C) 3 0,00000 0,00000 9,72108547 27,24752 1,79 15,2220782
20 (C) 3 0,00000 0,00000 8,83970672 27,5595733 1,755 15,7034606
21 (C) 3 0,00000 0,00000 9,0134552 27,40118 1,735 15,7931873

*D:S = razdo droga:solvent; AR = acido rosmarincio; TPT = teor de polifendis totais; RS =
residuo seco; EE = eficiéncia da extrag&o.

Tabela S2. Analise de ANOVA do teor de AR relacionada as asmotras do planejamento fatorial.

ANOVA; Var.:AR; R-sqr=,97878; Adj:,96968 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3) in
Fatoria_272_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0894609 DV: AR
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SS df MS F p

Blocks 0,11036 2 0,05518 0,6168 0,570679
(2)EtOH (%)(L) 18,01553 1 18,01553 201,3787 0,000008
EtOH (%)(Q) 4,40944 1 4,40944 49,2890 0,000417
(2)D:S (m/V)(L) 5,07017 1 5,07017 56,6747 0,000285
1L by 2L 28,31797 1 28,31797 316,5401 0,000002
Lack of Fit 0,67586 8 0,08448 0,9444 0,543567
Pure Error 0,53677 6 0,08946

Total SS 57,13609 20

Tabela S3. Anélise de ANOVA do teor de polifendis totais relacionada as asmotras do
planejamento fatorial.

ANOVA; Var..TPT; R-sqr=,99028; Adj:,98612 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in
Workbook3) in Fatoria_272_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0546221 DV:

TPT
SS df MS F p

Blocks 0,3539 2 0,1769 3,239 0,111162
(1)EtOH (%)(L) 123,0586 1 123,0586 2252,909 0,000000
EtOH (%)(Q) 23,7944 1 23,7944 435,618 0,000001
(2)D:S (m/V)(L) 6,8640 1 6,8640 125,663 0,000030
1L by 2L 4,6772 1 4,6772 85,628 0,000090
Lack of Fit 1,2300 8 0,1537 2,815 0,112064
Pure Error 0,3277 6 0,0546

Total SS 160,3057 20

Tabela S4. Anélise de ANOVA do teor residuos secos relacionada as asmotras do planejamento
fatorial.

ANOVA; Var.:RS; R-sqr=,98953; Adj:,98504 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3) in
Fatoria_272_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0093944 DV: RS

SS df MS F p

Blocks 0,010674 2 0,005337 0,5681 0,594369
(1)EtOH (%)(L) 1,020833 1 1,020833 108,6635 0,000046
EtOH (%)(Q) 0,232840 1 0,232840 24,7848 0,002506
(2)D:S (m/V)(L) 6,645408 1 6,645408 707,3764 0,000000
1L by 2L 0,273008 1 0,273008 29,0606 0,001678
Lack of Fit 0,030215 8 0,003777 0,4020 0,883684
Pure Error 0,056367 6 0,009394

Total SS 8,269345 20
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Tabela S5. Andlise de ANOVA da eficiéncia de extracdo relacionada as asmotras do
planejamento fatorial.

ANOVA; Var.:EE; R-sqr=,99189; Adj:,98841 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in
Workbook3) in Fatoria_272_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,9029094 DV:
EE
SS df MS F p
Blocks 3,561 2 1,781 1,972 0,219647
(1)EtOH (%)(L) 22,924 1 22,924 25,389 0,002360




EtOH (%)(Q) 184,367 1 184,367 204,193 0,000007
(2)D:S (m/V)(L) 1385,953 1 1385,953 1534,985 0,000000
1L by 2L 11,789 1 11,789 13,057 0,011184
Lack of Fit 7,734 8 0,967 1,071 0,480385
Pure Error 5,417 6 0,903

Total SS 1621,746 20
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Figura S10. Curva de calibracdo de AR usada para determinar o teor de AR nas amostras do

planajemanto fatorial e em MV-OE.
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Tabela S6. Quantificagdo de AR por HPLC -DAD. Resultados em triplicada de todas as sete amostras produzidas para o planejamento fatorial e

MV-OE.

Area dos picos em
triplicata

Experimentos 1
1 4251019
2 4062073
3 4411020

Concentracéo

(mg/g) 1
1 80,56819
2 76,99075
3 83,59759

Média 80,38551

Desvio

padréo 3,307207

Desvio

relativo (%) 4,114183

Quantificacéo de AR

2 3
4096442 3228311
3941935 3303881
3700502 3383704

2 3
77,64148 64,14675
74,7161 62,6354
70,14489 61,20459

74,16749 62,66225
3,778287 1,471262

5,094263 2,347925

4
6209160
6306163
6151488

4
117,643
119,4796
116,551

117,8912
1,479977

1,255376

5
4961147
5044412
5130018

5
94,01351
95,59002
97,21085

95,60479
1,598724

1,672222

6
4849468
5070339
4664509

6
91,89902
96,08091
88,39707

92,12567
3,846934

4,175746

7
4766375
4943198
4756276

-
90,32576
93,67367
90,13455
91,37799

1,99041

2,178216

MV-OE
5426240
5411538
5304165

102,8194203
102,5410576
100,5080941
101,9561907
1,261788065

1,237578666



Figura S11. Curva de calibracdo de acido galico (AG) usada para determinar o teor de
polifendis totais nas amostras do planejamento fatorial e em MV-OE.
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Figura S12. Curva de calibracdo de &cido ascorbico (AA, controle positivo) usada para
determinar a CEso do no ensaio de DPPH.

Curva de calibragao de AA

100
80
60
40
20

0
0 5 10 15 20

Concentragdo de AA (mg/I)

Absorbancia

126



Tabela S7. Resultados da quantificacdo do teor de polifenois totais. Resultados em triplicata de todas as sete

amostras produzidas para a analise de planejamento fatorial e MV-OE.

Triplicate

Teor de polifendis totais

Concentracao

(mg/g) 1 2
1 280,773 233,9645
2 283,2553 238,5035
3 293,3026 230,182

Média 285,777 234,2167

3
281,6241
282,4752
285,3121

283,1371

4 5
206,0213 275,312
204,6501 275,5249
209,1418 272,4752

206,6044 274,4374

Desvio padréao 6,634495 4,166484 1,931024 2,301942 1,702615

Desvio relativo
(%) 2,321564 1,778901

0,68201

1,114178 0,620402

6 7
273,1371 268,1253
275,052 276,2577
275,5957 274,0118

274,595 272,7983
1,291457 4,199819

0,470313 1,539533

MV-OE

261,3072
266,2092
266,2092

264,5752
2,830148

1,069695
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Tabela S8. Resultados da quantificacao de residuos secos. Resultados em triplicata de todas as sete amostras

produzidas para a analise de planejamento fatorial e MV-OE.

Teor RS
(9)

Experimentos 1 2

1 0,0202 0,0142
0,0186  0,0135
3 0,0188 0,013

N

Meédia 0,0192 0,013567
Desvio padrao 0,000872 0,000603

Desvio relativo (%) 4,54052 4,443032
Residuo seco (%) 1,01 0,71
0,93 0,675
0,94 0,65

Média (%) 0,96 0,678333

Residuos secos (RS)

3
0,0567
0,0557
0,0526

0,055
0,002138
3,886829

2,835
2,785
2,63

2,75

4 )
0,0359  0,0326
0,0388  0,0337
0,0372  0,0358

0,0373 0,034033

0,001453 0,001626
3,894327 4,777179

1,795 1,63
1,94 1,685
1,86 1,79

1,865 1,701667

6 7
0,036 0,0378
0,0364 0,0376
0,0351  0,0347

0,035833  0,0367
0,000666 0,001735
1,858138 4,727344

1,8 1,89
1,82 1,88
1,755 1,735

1,791667 1,835
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Tabela S9. Resultados em triplicata de todas as sete amostras produzidas para a analise de planejamento fatorial.

129

Variaveis Varidveis
Naturais codificadas Respostas (1) Respostas (2) Respostas (3) Variaveis de respostas (média)
EtOH |D:S(%;| EtOH |D:S(%,| AR TPT RS AR TPT RS AR TPT RS

B, | %6 | ma) |8 | mA) | @) | (&%) | @) | T | (%) | %) | &%) | | @) | @) | @) | To | AREW[TPTE%) [ RS(eX) | EE
1 50 2,5 -1,00 -1,00 |8,0568|28,077| 1,01|27,799|7,6991|28,326| 0,93 |30,458]8,3598| 29,33| 0,9431,202|8,038551 | 28,5777 0,96 29,81976
2 90 2,5 1,00 -1,00 |7,7641|23,396| 0,71|32,953|7,4716| 23,85|0,675|35,334]7,0145|23,018| 0,6535,413|7,416749|23,42167|0,678333| 34,56641
3 50 7,5 -1,00 1,00 |6,4147|28,162|2,835|9,9338(6,2635 28,248 |2,785|10,143|6,1205|28,531| 2,63|10,848(6,266225|28,31371 2,75 10,30831
4 a0 7,5 1,00 1,00 |11,764|20,6021,795|11,478(11,948|20,465| 1,94|10,549(11,655|20,914| 1,86|11,244|11,78912|20,66044| 1,865 |11,09022
5 70 5,0 0,00 0,00 |9,4014|27,531| 1,63| 16,89| 9,559|27,552|1,685|16,35219,7211|27,248| 1,79|15,222|9,560479|27,44374|1,701667 | 16,15467
6 70 5,0 0,00 0,00 |9,1899|27,314 1,8(15,17419,6081|27,505| 1,82|15,113|8,8397| 27,56|1,755|15,703(9,212567| 27,4595 |1,791667 | 15,33016
7 70 5,0 0,00 0,00 |9,0326|26,813| 1,89|14,187]9,3674|27,626| 1,88|14,695|9,0135|27,401|1,735|15,793|9,137799|27,27983| 1,835 |14,89142




Figura S13. Curva de calibracdo de MV-OE construida para determinacdo da sua CEso
no ensaio de DPPH.
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Figura S14. Curva de calibracdo de Trolox (controle positivo) construida para
determinacdo da sua CEso no ensaio do ABTS.
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Figura S15. Curva de calibracdo de MV-OE construida para determinacdo da sua CEso
no ensaio do ABTS.
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Tabela S10. Pardmetros cromatograficos usados para a quantificacdo de AR nas amostras do
planejamento factorial e em MV-OE por HPLC-DAD.

Pardmetros Condigdes do método
Fase movel A Agua acidificada (0,1% de H3PQy)
Fase movel B Metanol
0 min-38% B
5 min-42% B
9 min-42% B
. 12 min - 45% B
Gradiente 15 min — 50% B
17 min —45% B
20 min —45% B
24 min —38% B
Fluxo 0.6 ml/ min
Temperatura do forno 26°C
Solugdo diluente MeOH: Agua acidificada (0,1% de H3PQOy)
(1:1)
Tempo de corrida 24 min
Volume de injecéo 20 pl
Comprimento de onda 330 nm

Coluna

Kromasil® C18 (250 x 4.6 mm d.i. filled with
particles 5 pm)




Tabela S11. Resultados em triplicata de todas as formulagdes utilizadas em testes fotoprotetores.

Formulacéo
1

Triplicata FPS

NP WONEF WONEFE WONPFP ODNPEFE WODNPFP OLODNE WDN P

5,61
5,33
5,10
13,44
12,39
13,63
18,91
16,27
16,10
12,32
8,12
8,77
23,54
22,05
24,01
30,49
32,79
28,60
4,19
4,51
3,99
5,87
6,79

Média

FPS

5,34666667

13,1533333

17,0933333

9,73666667

23,2

30,6266667

4,23

6,26666667

Desvio
padréo
FPS

0,25540817

0,66785727

1,57557397

2,26071523

1,02327904

2,09834061

0,26229754

0,47289886

FPUVA
4,44
4,26
4,10
6,47
5,87
6,61
9,09
7,40
7,54
10,00
6,51
7,03
12,41
12,40
11,95
16,10
18,59
15,00
1,64
1,72
1,61
2,13
2,49

Média de

FPUVA

4,266666667

6,316666667

8,01

7,846666667

12,25333333

16,56333333

1,656666667

2,296666667

0,170098011

0,39310728

0,937923238

1,882879001

0,262741952

1,839302404

0,056862407

0,181475435

Desvio padrdao do Ac
FPUVA

(nm)
3744
374,0
3739
368,7
368,6
368,1
366,6
365,4
366,3
379,9
379,7
3794
374,6
3744
375,0
372,33
373,1
3728
330,0
330,4
330,3
3314
334,2

Média

AC

374,1

368,4667

366,1

379,6667

374,6667

372,7333

330,2333

333,2667

132

Desvio
padréo
do Ac

0,264575

0,321455

0,6245

0,251661

0,305505

0,404145

0,208167

1,616581



Figura S16. Cromatograma do extrato de Mentha x villosa extract avaliado por HPLC-MS-DAD-ESI.
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Figura S17. Cromatograma do experimento 1 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinagéo do teor de AR. Tempo de retengédo
do AR =17.98; 17.71 ¢ 18.87.
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Figura S18. Cromatograma do experimento 2 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinagéo do teor de AR. Tempo de retengao
do AR =17.10; 17.31 e 18.70.
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Figura S19. Cromatograma do experimento 3 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinagéo do teor de AR. Tempo de retencéo
do AR =17.75; 17.63 e 18.17.
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Figura S20. Cromatograma do experimento 4 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinacédo do teor de AR. Tempo de retencdo
do AR =16.54; 17.36 e 17.34.
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Figura S21. Cromatograma do experimento 5 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinagéo do teor de AR. Tempo de retengdo
do AR =17.24; 17.81 e 18.24.
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Figura S21. Cromatograma do experimento 6 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinagéo do teor de AR. Tempo de retengdo
do AR =16.35; 16.54 e 17.26.
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Figure S22. Cromatograma do experimento 7 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinacédo do teor de AR. Tempo de retencéo
do AR =16.01; 16.17 e 17.23.
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5. Conclusao

A partir de todos os resultados encontrados, pode-se concluir que a
sazonalidade parece ndo apresentar uma influéncia direta na producado quantitativa
de compostos fendlicos, flavonoides e acido rosmarinico e o melhor més para a
coleta de Mentha x villosa visando altos teores desses metabdlitos é setembro. Foi
visto também que maiores concentracdes de polifendis e flavonoides favorecem o
aumento do FPS na espécie e que o teor de acido rosmarinico influencia a melhora
da atividade antioxidante. Além disso, foi possivel observar que quanto maior o nivel
de radiacao, maior o teor de polifendis e dessa forma, maior o FPS que o extrato
pode oferecer, bem como melhor a atividade antioxidante. Em relag&o a precipitacao,
foi observado que ela parece néo afetar as atividades fotoprotetoras e antioxidantes
da espécie.

Pode-se concluir também que através da otimizacao de extracéo utilizada, as
melhores condi¢cdes para aumentar a extracdo de polifendis e acido rosmarinico
foram a extracao por turbdlise utilizando etanol 70% e uma razdo pé/solvente de 5%.
Através da PCA e da desreplicacdo do extrato foi visto que 7 compostos, em sua
maioria fendlicos, contribuiram para diferenciar as amostras do planejamento fatorial,
nos permitindo entender quais metabdlitos foram favorecidos ou ndo. Além disso, foi
realizada a identificacdo de 29 compostos presentes no extrato de Mentha x villosa,
gue pertencem a classe dos polifendis.

O teor de polifendis e acido rosmarinico obtidos no extrato etandlico apés a
otimizacdo da extracdo foi de 264,58 + 2,83 mg EAG/g e 101,96 + 1,26 mg/g,
respectivamente, o que resultou no aumento da atividade antioxidante do extrato,
mostrando ser esta, uma maneira mais eficiente de extracdo para esses metabdlitos
em Mentha x villosa.

A atividade fotoprotetora do extrato otimizado também foi favorecida, onde as
formulacdes 5 e 6 apresentaram altos valores de FPS, PFUVA e Acin vitro, permitindo
uma protecdo de amplo espectro. Além do extrato ter potencializado o FPS dessas
formulacdes contendo metoxicinamato de etilhexila. Demonstrando dessa forma,
gue a espécie Mentha x villosa apresenta um grande potencial fotoprotetor, o que
pode permitir a diminuicdo da concentracao do filtro metoxicinamato de etilhexila nas
formulacdes, no intuito de contribuir para o desenvolvimento de produtos mais

seguros.
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