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RESUMO

Os filtros solares em estudo neste trabalho apresentam algumas caracteristicas nao
desejadas para a fotoprotecao, como a atividade estrogénica evidenciada em estudos
com a benzofenona-3 (BF-3), as irritagbes cutaneas e reagdes fotoalérgicas do octil-
dimetil-PABA (ODP) e a geracao de radicais livres induzida pelo dioxido de titéanio
(TiO,) quando irradiado por raios UV. Tendo em vista a ampla utilizagdo desses filtros
solares e a importancia do uso de protetores solares como estratégia para a
prevencdo de danos causados pela radiagdo, inclusive o cancer de pele, julga-se
necessario contribuir com o desenvolvimento de ativos fotoprotetores mais seguros e
eficazes. O presente trabalho tem como objetivo fundamentar propostas de
modificagado estrutural para o planejamento de novos fotoprotetores mais eficientes e
seguros, estudando por métodos tedricos o perfil de absorcao UVA/UVB de uma série
de derivados de benzofenonas (BFs); preparar e caracterizar complexos de inclusdo e
nanosistemas formados por filtros solares, octil-dimetil-PABA (ODP) e di6xido de
titanio (TiO,), intercalados em montmorilonita sédica (MMT-Na); e investigar as
mudangas de propriedades dos compostos de intercalagdo, avaliando o potencial
fotoprotetor e genotéxico em modelo de levedura (S. cerevisae). As propriedades
estruturais, eletrbnicas e espectrais de derivados de benzofenona (BF) foram
estudadas pela teoria do funcional da densidade (DFT) e a teoria do funcional da
densidade dependente do tempo (TD-DFT). O método DFT/B3LYP com a base 6-
31G(d) se mostrou um método acurado para a otimizacdo geométrica de BFs. As
absorgbes maximas obtidas pelos calculos TD-DFT no vacuo estdao de acordo com as
bandas de absor¢cdo experimentais. Os resultados indicam que as transigoes
eletrbnicas principais na regidao do UVA/UVB séao caracteristicas de transi¢coes do tipo
™ = 1 envolvendo os orbitais de fronteira HOMO - LUMO. A forca de oscilacdo
parece aumentar na presenga da disubstituicdo na posicdo para. A posigcdo de
substituintes préticos parece estar relacionada com o pico de absor¢éo, a absorgéao na
faixa do UVB ocorre na presenca da substituicdo na posicdo para, enquanto a
substituicdo em orto leva a uma absorgao na regidao do UVA. Os resultados obtidos
fornecem caracteristicas importantes de BFs que podem ser Uteis para o desenho
racional de novos ativos fotorpotetores com propriedades desejadas de absorgdo UV
(comprimentos de onda e intensidade). Na segunda etapa deste trabalho, realizou-se
0 preparo e caracterizacao de novos ativos fotoprotetores obtidos pelo processo de
intercalagédo de filtros solares em montmorilonita sddica. Os complexos de inclusao
formados por octil-dimetil-PABA (ODP) e montmorilonita (MMT) podem contribuir com
a toxicidade celular em altas doses de UVB. Contudo, em baixas doses de UVB, sé&o
capazes de proteger as células contra os efeitos mutagénicos dessa radiagdo, sem
contribuir com os efeitos tdxicos. Os nanosistemas formados por diéxido de titanio
(TiO,) e montmorilonita se mostraram ativos fotoprotetores promissores. O TiO, se
mostra capaz de esfoliar a argila sem alterar a sua estrutura. Nos ensaios da avaliacao
do potencial fotoprotetor em leveduras, a presenga do nanosistema MMT-TiO,, reduziu
drasticamente a mutagénese, superando a protecao contra os efeitos mutagénicos da
radiacao UVB observada nas leveduras tratadas com a mistura fisica MMT + TiO,.
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ABSTRACT

Sunscreens studied in this work have some undesirable characteristics for the
photoprotection as estrogenic activity observed in studies with benzophenone-3 (BF-3),
photoallergic skin irritations and reactions of the octyl-dimethyl-PABA (ODP) and
generation of free radicals induced by titanium dioxide (TiO2) when irradiated by UV
rays. Given the widespread use of sunscreens and the importance of using sunscreens
as a strategy for prevention of radiation damage, including skin cancer, it is deemed
necessary to contribute to the development of active sunscreen safer and more
effective. This work aims to support proposed changes to the structural design of new
sunscreens more effective and safe methods for studying the theoretical absorption
profile UVA / UVB of a series of derivatives of benzophenones (BFs) prepare and
characterize inclusion complexes and nanocomposites consisting of sunscreens, octyl-
dimethyl-PABA (ODP) and titanium dioxide (TiO2), interspersed montmorillonite (MMT-
Na), and investigate the changes of properties of the intercalation compounds, and
assessing the photoprotective potential genotoxic model in yeast (S. cerevisiae).The
structural, electronic, and spectral properties of benzophenone (BZP) derivatives have
been studied by density functional theory (DFT) and time-dependent DFT (TD-DFT)
methods. DFT/B3LYP with the 6-31G(d) basis set is an accurate method for optimizing
the geometry of BZPs. The absorption maxima obtained from the TD-DFT calculations
in a vacuum were in agreement with the experimental absorption bands and showed
that the main electronic transitions in the UVA/UVB range present m — 1" character,
the major transition being HOMO — LUMO. The oscillator strength seems to increase
in the presence of disubstitution at the para position. For protic substituents, the
position appears to be related to the absorption band. Absorption in the UVB range
occurs in the presence of para substitution, whereas ortho substitution leads to
absorption in the UVA spectral region. The obtained results provide some features for
BZP derivatives that can be useful for customizing absorption properties (wavelengths
and intensities) and designing new BZP derivatives as sunscreens. In the second
phase of this study, there was the preparation and characterization of novel active
photoprotective process obtained by intercalation of montmorillonite in sunscreens.
Inclusion complexes formed by octyl-dimethyl-PABA (ODP) and montmorillonite (MMT)
can contribute to cellular toxicity at high doses of UVB. However, at lower doses of
UVB, are capable of protecting cells against the mutagenic effects of this radiation,
without contributing toxic effects. The nanocomposites formed by titanium dioxide
(TiO2) and montmorillonite active sunscreens proved promising. The TiO2 shows itself
able to exfoliate the clay without changing its structure. In trials evaluating the
photoprotective potential in yeast, the presence of TiO2-MMT nanocomposite
dramatically reduced mutagenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. PELE

A pele, maior 6rgao do corpo humano, € uma interface biolégica com o
meio ambiente, altamente metabdlica, que funciona como protegéo fisica e
bioquimica, via muitos mecanismos de defesa. Constitui uma barreira eficaz
que impede a invasao por patdégenos, agressées quimicas e fisicas, além de
evitar a perda excessiva de agua e solutos (RIBEIRO, 2006; MAMBRO &
FONSECA, 2007; PROKSCH & BRANDNER & JENSEN, 2008).

A pele é constituida por duas camadas principais, epiderme e derme
(Figura 1), e abaixo da derme ha uma camada constituida por tecido adiposo,
considerada como subcutanea, a hipoderme (RIBEIRO, 2006).

Epiderme

Camada cornea

Camada granulosa

] Camada espinhosa

j Camada basal

Figura 1. Fotomicrografia de secgao de pele (aumento de 480X). (Disponivel
em: www.pucrs.campus2.br/~maricar/citohisto_Il/siste_teg.ppt. Acesso em: 08
fev 2012).
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A epiderme, a camada mais superficial que protege a pele contra as
agressbes do meio ambiente, é constituida por quatro camadas (Figura 1),
onde as células ricas em queratina, os queratinécitos, passam por processo de
divisdo, diferenciacdo e morte, completando um ciclo celular de
aproximadamente 28 dias (RIBEIRO, 2006; NEVES, 2008).

A origem da divisao celular (mitose) ocorre na camada basal, ou estrato
germinativo, e as células sofrem diferenciacdo até completa queratinizacao
(PROKSCH & BRANDNER & JENSEN, 2008). Na camada basal também estao
localizados os melandcitos, células produtoras de melanina responsaveis pela
pigmentagao visivel da pele, cabelos e olhos. A distribuicdo da melanina nos
tecidos cutaneos afeta a cor e determina a fotoprotecao natural da pele, pois a
melanina € o pigmento responsavel pela protecdo da pele contra os raios
ultravioletas (UV) (HEARING, 2011).

Acima da camada basal encontra-se a camada espinhosa, formada por
queratindcitos de aspecto espinhoso com abundancia de tonofibrilas,
filamentos intermediarios de citoqueratina que, na medida em que as células se
diferenciam, formam gréanulos de querato-hialina (RIBEIRO, 2006).

Os queratinécitos da camada granulosa, camada seguinte a espinhosa,
sao ricos em querato-hialina. Essa camada é responsavel pela formacao da
bicamada lipidica presente entre as células da camada cérnea, a camada mais
externa da epiderme (RIBEIRO, 2006).

A camada ou estrato cérneo possui de 15 a 20 um (HADGRAFT, 2001).
E constituida por corneécitos, células achatadas e anucleadas, ricas em
proteinas, formadas nas etapas finais do processo de diferenciacdo dos
queratindcitos. Os cornedcitos sao ricos em filamentos de queratina e envoltos
por um envelope composto por proteinas reticulares e lipideos que ficam
dispostos em uma matriz lamelar, altamente hidrofébica (bicamada lipidica), e
sédo conectados por desmossomos. Essa estrutura funciona como a principal
barreira contra agentes externos (PROKSCH & BRANDNER & JENSEN, 2008).
A matriz lamelar possui funcdo importante na formacao da barreira cutanea
(RIBEIRO, 2006).
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A derme (Figura 1) fornece suporte mecanico, isto €, sustentacao para a
epiderme (WLASCHEK et al., 2001), proporcionando resisténcia fisica frente as
agressbes mecanicas, além de fornecer os nutrientes a epiderme. A derme
abriga os apéndices cutaneos como glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculo
piloso, além de vasos sanguineos e linfaticos, células conjuntivas e
sanguineas. E constituida por fibras proteicas, colageno e elastina, associada a
uma matriz extracelular. Os fibroblastos sdo os responsaveis pela producio
dos componentes da derme (HOUK & GUY, 1988; RIBEIRO, 2006; NEVES,
2008).

1.2.  RADIACAO SOLAR

A energia do sol é emitida na forma de ondas eletromagnéticas de
diferentes comprimentos. O espectro da radiacao visivel compreende a faixa de
400 a 800 nm (YOUNG, 2006) e corresponde a 44% da energia emitida pelo
sol. Essa radiacao causa poucos efeitos sobre a pele (RIBEIRO, 2006; NEVES,
2008).

A radiacdo no infravermelho (1V), que compreende a faixa de 800 nm a
imm (YOUNG, 2006), corresponde a 48% da energia solar, e € capaz de
penetrar profundamente na pele, podendo provocar a dilatacdo dos vasos
sanguineos. A radiacdo no IV, em combinacdo com a radiacdo ultravioleta
(UV), contribui com o fotoenvelhecimento cutdneo. Por penetrar profundamente
na pele, a radiacdo no IV deixa grande quantidade de energia na derme que
agride os tecidos. Entretanto, o calor fornecido estimula a circulacdo do sangue
e o metabolismo geral (RIBEIRO, 2006; NEVES, 2008).

Apena 7% do espectro solar representa a radiacdo no UV, que possui o
maior nivel de energia e os menores comprimentos de onda, de 100 a 400 nm
(GALLAGHER & LEE, 2006; RIBEIRO, 2006; NEVES, 2008).

A radiacdo no UV pode ser subdividida em trés faixas: UVA, UVB e UVC
(RIBEIRO, 2006; YOUNG, 2006; NEVES, 2008). Na Tabela 1 estdo reunidas
algumas informacdes pertinentes a essas radiacoes (GALLAGHER & LEE,
2006; YOUNG, 2006; BRASIL, 2010).
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Tabela 1. Niumero de onda, comprimento de onda e quantidade da radiacao UV
solar que atinge a terra (GALLAGHER & LEE, 2006; YOUNG, 2006; BRASIL,

2010).

— Numero de onda Comprimento de onda % de radiacao UV
Radiagao (em™) (nm) terrestre
UVA 31250 - 25000 320 - 400 ~ 95
uvB 35714 - 31250 280 — 320 ~5
uvC 100000 - 35714 100 — 280 ~0

1.2.1. Efeitos da radiacao UV solar na pele

A exposicado da pele humana a radiacdo UV induz multiplas lesdes na
derme e epiderme, resultando em varios danos que incluem o
fotoenvelhecimento e a fotocarcinogénese (JEAN et al., 2011).

A radiacdo UVA (320 a 400 nm), que constitui ~ 95% do espectro UV
solar, € uma radiacdo de menor energia, porém, penetra mais profundamente
na pele. Devido ao elevado comprimento de onda, quando comparada as
outras faixas, provoca varios danos na derme. E uma radiagdo pouco absorvida
pelo DNA, mas, indiretamente, possui acao genotdxica, pois promove a
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres que
causam danos ao DNA, via processos oxidativos. Tem participagado importante
em fotoalergias e potencializa a acao da radiagdo UVB, induzindo a formacéao
de cancer de pele (LENAERS et al.,, 2007; MAMBRO & FONSECA, 2007;
NEVES, 2008; JEAN et al., 2011).

A radiacdo UVB (290 a 320 nm) apresenta efeitos predominantes na
epiderme, sendo responsavel pelas reagcées agudas na pele, como eritema
(vermelhiddo) e queimadura solar. Em longo prazo, pode provocar danos
graves, como cancer de pele (NEVES, 2008; JEAN et al., 2011). Foi a primeira
radiacao identificada com a capacidade de induzir danos ao DNA, porque seu
espectro de emissao equivale ao espectro de absorcao do DNA. Esta faixa de
comprimento de onda é diretamente absorvida pelo DNA, induzindo reagdes
fotoquimicas de degradacao, envolvendo as bases nitrogenadas (purinas ou
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pirimidinas), com consequente formacao de fotoprodutos, como os dimeros de
pirimidina do tipo ciclobutano (do inglés cyclobutane pyrimidine dimers, CPD), e
lesdo do DNA (LENAERS et al., 2007; JEAN et al., 2011).

A radiacao UVC (200-290 nm) é absorvida pela camada de 0zbnio e ndo
atinge a superficie da terra (NEVES, 2008).

1.2.1.1. Fotoenvelhecimento

Dois processos, intrinseco e extrinseco, contribuem com todas as
alteracdes que resultam no envelhecimento cutdneo. O primeiro (cronolégico) é
proveniente da degeneracdo lenta, mas parcialmente reversivel dos tecidos
conectivos. O segundo € proveniente de fatores extrinsecos, principalmente por
danos da radiagdo UV, sendo denominado de fotoenvelhecimento, que acelera
o envelhecimento da pele e promove alteracbes caracteristicas de uma pele
fotoenvelhecida (WLASCHEK et al., 2001).

O fotoenvelhecimento é um processo biolégico complexo causado pela
exposicao crbnica a radiacdo UV. Inclui varias alteragdes bioquimicas e
fisiolégicas na pele, que podem ser observadas principalmente no tecido
conectivo da derme (WLASCHEK et al., 2001). Essas alteragdes compreendem
o estresse oxidativo, com mutagdes no DNA, lipoperoxidacao, fotoxidagdo de
proteinas, desequilibrio na producédo de enzimas antioxidantes e a inducao de
metaloproteases de matriz (WLASCHEK et al, 2001; SVOBODOVA &
WALTEROVA & VOSTALOVA, 2006; NEVES, 2008).

Como resposta ao fotoenvelhecimento, ocorre inducao ou aceleramento
de mudancas no aspecto da pele, como manchas, descamacdes, aspereza e
ressecamento, rugas profundas, flacidez devido as alteragbes nas fibras
elasticas e talangiectasia (dilatacdo anormal dos vasos sanguineos)
(WLASCHEK et al., 2001; SVOBODOVA & WALTEROVA & VOSTALOVA,
2006; NEVES, 2008).

Na pele danificada pela radiacdo UV, o colageno, maior componente
estrutural da derme, esta diminuido e desorganizado. Os vasos sanguineos

estao dilatados e sinuosos, o numero de células inflamatoérias esta aumentado,
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os melanécitos estdo anormais e em menor numero e os queratinécitos estao
irregulares, com menor polaridade. Ocorrem também mudancas na elastina
encontrada na derme fotoevelhecida (WATANABE et al., 2004; SVOBODOVA
& WALTEROVA & VOSTALOVA, 2006; MONTAGNER & COSTA, 2009 ).

O Quadro 1 reune as alteragbes provocadas pelo envelhecimento
intrinseco e extrinseco da pele (MONTAGNER & COSTA, 2009 ).

A radiacao UVA, por penetrar mais profundamente na pele e atingir a
derme, tem um papel fundamental no fotoenvelhecimento. Estudos
demonstram que a pele humana, exposta diariamente durante 1 més, a
radiacdo UVA, sem causar eritema, apresenta hiperplasia da epiderme e
afinamento da derme, além da deplecéo das células de Langerhans (defesa) e
infiltrados inflamatérios na derme com deposicdo de lisossomas nas fibras
elasticas. Essas alteragdes sugerem que mesmo uma exposicao casual ao sol,
fazendo o uso de um filtro solar UVB, pode, eventualmente, resultar em danos
no colageno e na elastina, produzindo o fotoenvelhecimento (SVOBODOVA &
WALTEROVA & VOSTALOVA, 2006).
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Quadro 1. Alteracdes cutaneas provocadas por envelhecimento intrinseco e
extrinseco (MONTAGNER & COSTA, 2009 ).

Rugas
Camada coérnea
Células displasicas

Fibras de colageno

Fibras elasticas

Foliculo capilar

Melanocitos

Glandulas sebaceas e

sudoriparas
Junc¢ao dermoepidérmica

Microvasculatura

Alteracoes benignas
Alteracoes pré-malignas

Alteracoes malighas

Envelhecimento

Envelhecimento

intrinseco extrinseco

Finas Profundas

Inalterada Afilada

Poucas Muitas

Pequena alteracéo Grande alteragdo no

tamanho e organizacao

Reorganizadas

| ndmero e afinamento

Normal

| nimero

Leve achatamento

Area reduzida

Ceratose seborreica

tamanho e organizacao
| producéao
1 degeneracao

| ndmero e estrutura:

perda capilar
| nimero e anormais

| nimero: pele seca

Importante achatamento

Telangiectasias,

equimoses, infiltrado

inflamatério perivascular.
Ceratose seborreica
Ceratose actinica
Carcinoma basocelular

Carcinoma espinocelular

l: redugéo; 1: aumento
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1.2.1.2. Céancer de pele

A pele é o 6rgao mais acessivel a agressdo de agentes ambientais,
como a radiagao UV, pois recobre a grande superficie corpérea estando
constantemente exposta a uma variedade de agentes externos.

O processo da carcinogénese é desenvolvido em trés estagios,
iniciacdo, promocao e progressao tumoral, mediados por varias alteracdes
celulares, bioguimicas e moleculares, que podem ter o envolvimento de EROs
(ALMEIDA et al., 2005).

A iniciacdo € o primeiro estagio e envolve a inducdo de alteracoes
estruturais no DNA, isto é, alteragbes genéticas, originando as mutacdes. A
radiacdo UV pode causar danos ao DNA por alteracdo direta causada pela sua
absorcao, ou pela formacao de EROs, via processos oxidativos. O segundo
estagio da carcinogénese, a promog¢ao tumoral, é a etapa mais lenta, onde
ocorre uma seletiva hiperplasia, que conduz a expansao clonal das células
iniciadas. A progressao, terceiro e Ultimo estagio se caracteriza pela
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas (ALMEIDA et
al., 2005).

O céancer de pele é o mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de
todos os tumores malignos registrados no pais. Existem dois grupos distintos
de cancer de pele: ndo melanoma, mais frequente e menos agressivo, e
melanoma, mais agressivo, porém muito raro (INCA, 2011). As diferentes
linhagens de cancer de pele recebem denominagdes especificas, de acordo
com as ceélulas das quais sdo originarios.

O cancer nao melanoma é uma neoplasia de bom prognéstico, com alta
taxa de cura quando identificado precocemente e tratado de forma adequada e
oportuna. Pode ser de dois tipos: carcinoma basocelular e espinocelular ou
epidermdide (INCA, 2011).

O carcinoma basocelular é originado na camada basal da epiderme e é
o cancer de pele mais comum, responsavel por 70% dos diagnosticos. Apesar
de mais incidente, é também o menos agressivo e de evolugdo lenta. O

carcinoma basocelular é diagnosticado por uma leséo (ferida ou nédulo) e sua
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severidade se manifesta dependendo do tipo histolégico e da localizacdo do
tumor. Pode se manifestar sob a forma de papula, com superficie perlacea ou
ferida, que nao cicatriza (INCA, 2011).

O carcinoma espinocelular é o segundo tipo mais comum e representa
25% dos casos. E proveniente das camadas mais superficiais da epiderme e
pode se apresentar como placa endurecida, uma area descamativa ou com
crostas e feridas, podendo surgir sobre areas antigas de cicatrizes de
queimaduras (NEVES, 2008). Evolui rapidamente e vem acompanhado de
secrecao e coceira. A maior gravidade do carcinoma epiderméide se deve a
possibilidade de ocorrer metastase (espalhar-se para outros tecidos ou 6rgaos)
(INCA, 2011).

O melanoma é o menos frequente de todos os canceres de pele e
representa apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgao. No entanto, sua
letalidade é a mais elevada, além de ser o mais grave devido a sua alta
possibilidade de metastase. Individuos de pele clara sdo 0os mais propensos a
esse tipo de cancer, bem como aqueles que tiveram episoédios de queimadura
solar com bolhas quando criangas ou histérico familiar de melanoma. Esse tipo
de cancer tem origem nos melandcitos e, por isso, pode ser encontrado em
qualquer area que tenha pigmento, além de ter uma base genética. A neoplasia
invade a epiderme, podendo atingir ou ndo a derme papilar superior. Pode se
apresentar como uma lesédo enegrecida, de bordos mal delimitados, com cores
e didmetros que se alteram com o tempo (NEVES, 2008; INCA, 2011).

A exposicdo excessiva ao sol é o principal fator de risco para o
surgimento dos canceres da pele ndao melanoma. Para o melanoma, em geral,
um maior risco inclui histéria pessoal ou familiar de melanoma. Outros fatores
de risco para todos os tipos de cancer de pele incluem sensibilidade da pele ao
sol, doengas imunosupressoras e exposicao ocupacional (INCA, 2011).

No Brasil, em todas as regides, o cancer de pele ndo melanoma
continua sendo o tipo mais incidente no sexo feminino, com um risco estimado
de 109 por 100 mil na regiao Centro-Oeste, 91 a 100 mil na regido Sudeste, 68
por 100 mil na regiao Sul, 43 por 100 mil na regidao Norte e 42 por 100 mil na

regiao Nordeste (Figura 2). Nos homens, é o mais incidente nas regioes
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Centro-Oeste (124 por 100 mil), Sul (80 por 100 mil) e Norte (38 por 100 mil),
enquanto, nas regides Sudeste (73 por 100 mil) e Nordeste (39 por 100 mil), é
o segundo mais frequente, com menor incidéncia apenas que o cancer de
préostata. A estimativa para o ano de 2012 é de 62.680 casos novos de cancer
da pele ndo melanoma entre homens e 71.490 em mulheres (INCA, 2011).

Mulheres
W 5200515173
EH 573828493
. 43,44 a 57,37
[] 16,992 43,43

Homens
B 55221350

% ss2a75,52
[ 341325519

[] 193923412

Figura 2. Representagéo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de
pele ndo melanoma por 100 mil homens (esquerda) e mulheres (direita)
estimadas para o ano de 2012, segundo a Unidade da Federagéo (INCA,
2011).

Estima-se uma incidéncia baixa do melanoma de pele no ano de 2012
(Figura 3), com 3.170 casos novos em homens e 3.060 casos novos em
mulheres. As maiores taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se
na regidao Sul (INCA, 2011).

Homens Mulheres

| BRI | JEEEETED
B 1762325 BH 1382282
B 1082175 B 0682 1,37
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Figura 3. Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia de melanoma
maligno de pele por 100 mil homens (esquerda) e mulheres (direita) estimadas
para o ano de 2012, segundo a Unidade da Federacao (INCA, 2011).
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Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), acbes de prevencao
primaria que estimulem a protegédo contra a luz solar sdo efetivas e de baixo
custo para evitar o cancer de pele, inclusive os melanomas (INCA, 2011). Por
iss0, 0 uso de protetores solares é uma estratégia importante para a prevencao
de danos a pele, incluindoo cancer de pele, sendo muito relevante a protecao
UV em amplo espectro (ANSELMI et al., 2002; MOLONEY & COLLINS &
MURPHY, 2002; RIBEIRO, 2006; VELASCO et al., 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda o uso
de protetor solar com FPS (fator de protecédo solar) de no minimo 15 para a
prevengdo de cancer de pele e envelhecimento precoce (BRASIL, 2004).

1.3.  PROTETORES SOLARES

Os protetores solares sao formulagbes cosméticas de uso externo que
contém filtros solares, substéncias quimicas e/ou fisicas que atuam como
barreiras protetoras da pele contra as radiagdes solares (BRASIL, 2004).

Os primeiros protetores solares desenvolvidos apresentavam eficacia
fotoprotetora contra a radiacdo UVB e com pouco ou nenhum efeito fotoprotetor
contra a radiacdo UVA. Inicialmente, acreditava-se que a radiacdo UVB, por ser
uma radiagdo de alta energia e absorvida diretamente pelo DNA, era o
principal agente causador de todos os cénceres de pele e, por isso, o FPS
presente no rétulo de protetores solares refere-se a protecéo contra a radiagao
UVB (PLANTA, 2011).

Com o conhecimento dos efeitos danosos da radiacdo UVA, inclusive no
desenvolvimento de cancer de pele, as formulacdes fotoprotetoras atuais
apresentam protecao também contra esse tipo de radiagdo. Um protetor solar
eficiente deve apresentar protecdo em amplo espectro, isto é, proteger a pele
contra as radiagcées UVA e UVB (BRASIL, 2010).

Os protetores solares quando aplicados na pele devem formar um filme
homogéneo que fique aderido na mesma com grande afinidade pelo estrato
corneo (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001). A substantividade é a capacidade do

protetor solar se manter na pele mesmo que em condi¢des de estresse, como a
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exposicdo ao suor e a agua (COELHO et al, 2008). Essa capacidade é
determinada pela retengéo da preparacao no estrato cérneo e esta intimamente
relacionada com a eficacia e seguranca do protetor solar. Os riscos toxicos
provenientes da penetracao dos filtros na pele sédo reduzidos, pois a exposicao
sistémica a substancia é evitada (NOHYNEK & SCHAEFER, 2001) e a eficacia
do produto é favorecida, devido a maior concentragdo e tempo de permanéncia
dos filtros na superficie da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; ANSELMI et
al., 2002; COELHO et al., 2008).

1.3.1. Filtros solares

Os filtros solares possuem a capacidade de absorver, dispersar ou
refletir os raios UVB e UVA, protegendo a pele contra os riscos associados a
exposicao cumulativa ou excessiva ao sol (LOWE, 2006; FORESTIER, 2008).

Os filtros UV sao classificados em orgéanicos e inorganicos dependendo
da sua natureza quimica. Os filtros organicos sdao formados por moléculas
organicas que protegem a pele pela absorcdo da radiacdao UV. Os filtros
solares inorganicos, como os 6xidos metalicos atuam refletindo e dispersando
da radiagdo UV. Atualmente, existem os filtros organicos que apresentam a
capacidade de reflexdo e dispersdo da radiacdo, além da sua capacidade de
absorcao, comportando-se como um filtro também de efeito fisico (FLOR &
DAVOLOS & CORREA, 2007).

1.3.1.1. Filtros solares orgdnicos

Os filtros solares organicos protegem a pele porque absorvem a
radiagdo UV, transformando-a em uma energia menos agressiva a pele. Para
entender esse mecanismo, € importante o estudo das propriedades fotofisicas
e fotoquimicas dos filtros (CORREA, 2010; PAULA, 2003).

Determinados comprimentos de onda, na faixa da radiacdo UV-Vis,

correspondem a energias capazes de promover a excitacao eletronica, isto é, a
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transicao eletrénica de um estado de menor energia para outro nivel de energia
(FLOR & DAVOLOS & CORREA, 2007; CORREA, 2010).

A excitagao eletrénica ocorre devido a absorcdo de fétons com energia
suficiente para transferir elétrons situados no orbital HOMO (orbital molecular
ocupado de maior energia, do inglés, highest occupied molecular orbital) para o
orbital LUMO (orbital molecular desocupado de menor energia, do inglés,
lowest unoccupied molecular orbital) (FLOR & DAVOLOS & CORREA, 2007;
CORREA, 2010).

Ao retornar ao estado inicial, o excesso de energia é liberado. As
transicdes eletrbnicas que estdo envolvidas no processo de absorcao da luz
UV envolvem a diferenca de energia entre HOMO e LUMO. Observa-se que
como o comprimento de onda é inversamente proporcional a energia, a
diminuicdo na diferenca de energia HOMO-LUMO leva a um aumento no
comprimento de onda de absor¢cdo (FLOR & DAVOLOS & CORREA, 2007;
CORREA, 2010).

Geralmente, quando a excitagdo ocorre, o elétron é promovido de
HOMO para LUMO, embora as transicdes possam ocorrer a partir de orbitais
de menor energia, como HOMO-1 ou HOMO-2, para orbitais de maior energia,
como LUMO+1(CORREA, 2010).

As transicoes eletrbnicas que ocorrem durante o processo de absorcao
de luz sdo de diferentes naturezas e determinadas pela estrutura molecular
responsavel pela absorcdo dessa energia em uma determinada faixa da
radiacdo, denominada de croméforo. Qualquer alteracdo na estrutura do
cromoforo pode influenciar, significantemente, no comprimento de onda
absorvido (FORESTIER, 2008).

A Tabela 2 apresenta as transicbes observadas em determinados
cromoforos e a Figura 4 é uma representacdo esquematica dos tipos de

transicoes eletronicas existentes.
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Tabela 2. Caracteristicas tipicas de alguns croméforos (PAULA, 2003).

Comprimento

€max

Transigbes de onda (dm2.mol™.cm™) Cromoforo
(nm)
o->o0" <180 1000 C-CeC-H
n->o* <250 - C-O-H, C-N-H e C-O-C
> 180 10000 C=C
> 220 20000 C=C-C=C
m> T 220 20000 C=C-C=0
n->m 280 20 C=0
n-> 350 100 N=N
n->1m" 350 30 C=C-C=0
n->m 660 200 N=O
E 4 O =—
n-og=
7T*
n-st
n
JT-IT
Tt
a-g*
O

Figura 4. Representacao esquematica dos tipos de transicdes eletrénicas

(CORREA, 2010).
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1.3.1.1.1. Derivados da benzofenona

As benzofenonas (BFs) sdo cetonas aromaticas, naturais ou sintéticas,
de grande interesse cientifico e com inimeras aplicacoes devido a variedade
de suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas. Sao formadas por dois anéis
aromaticos ligados por um grupo carbonila (Figura 5), podendo apresentar
diferentes substituintes que alteram as caracteristicas estereoeletrbnicas e,
com isso, suas propriedades (MANTAS, BLANCO & FERRETI,
2004)(CORREA, 2010).

O

Figura 5. Estrutura quimica da benzofenona (BF).

As BFs possuem a habilidade de absorver e dissipar a radiagdo UV e,
por isso, sao muito utilizadas como filtros UV na industria farmacéutica,
alimenticia e cosmética (COX, DIMITRIOS & KELLY, 2008).

Os seguintes derivados de BF estao incluidos na lista vigente de filtros
UV permitidos para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, da
Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA de n® 47 de 16 de marco
de 2006: benzofenona-3 (BF-3; 2-hidrdxi-4-metoxi-benzofenona; oxibenzona);
benzofenona-8 (BF-8; 2,2’-dihidroxi-4-metoxi-benzofenona); benzofenona-4
(BF-4; acido 2-hidréxi-4-met6xi-5-sulfénico; sulisobenzona) e seu sal sédico,
benzofenona-5 (BF-5; sulisobenzona soédica); e 2-(4’-dietilamino-2’-hidroxi-
benzoil)-benzoato de hexila (DHHB).
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As BFs possuem o grupo carbonila (funcédo cetona) ligado a dois anéis
aromaticos (Figura 5) e apresentam transigcdes ™ > " e n > 1%, que resultam
em dois picos na faixa do UV, geralmente um na faixa do UVA e outro na faixa
do UVB, por isso sao classificadas como filtros de amplo espectro.

A benzofenona-3 (BF-3) (Figura 6) foi um dos primeiros filtros UV, de
amplo espectro (filtro solar com absor¢cdo na regido do UVA e UVB),
empregado em formulacdes fotoprotetoras e atualmente ainda é muito utilizada
(SUZUKI et al., 2005; MOLINA-MOLINA et al., 2008).

O OH

O_CH3

Figura 6. Estrutura quimica da benzofenona-3 (BF-3).

Ja o DHHB (Figura 7), derivado de BF recentemente aprovado pela
ANVISA, possui seu pico maximo de absor¢gdo em 354 nm, ou seja, é um filtro
solar com absor¢ao apenas na regiao do UVA (TUCHINDA et al., 2006).

OH OO O\/\/\/

/\N

)

Figura 7. Estrutura quimica do DHHB.
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Diversas publicacbes apontam a presenca sistémica de benzofenonas
apds aplicacao cutanea. A benzofenona-3 é o principal alvo desses estudos,
devido a sua elevada aplicacdo em formulacoes fotoprotetoras. Diversas
publicacdes evidenciam a absorcdo, bioacumulacdo, metabolizacdo e excrecéao
da benzofenona-3 (GONZALEZ, FARBROT & LARKO, 2002; JANJUA et al.,
2004; SCHLUMPF et al., 2004; SUZUKI et al., 2005; KAWAMURA et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2006; KUNZ & KENT, 2006; JEON et al., 2008; MOLINA-
MOLINA et al., 2008).

Do ponto de vista toxicoldgico, diversos estudos avaliaram a atividade
das benzofenonas como desreguladores enddcrinos. O foco principal para os
estudos de desregulacdo enddcrina é relacionado ao estimulo dos receptores
de estrogénio (MOLINA-MOLINA et al., 2008).

Empregando técnicas de modelagem molecular, Corréa (2010) estudou
uma série de derivados de BF e obteve informacdes estruturais e eletrénicas
correlacionadas com a atividade estrogénica desses derivados. Segundo
Corréa (2010), a atividade estrogénica, indesejavel para a fotoprotecédo, é
favorecida em benzofenonas di-para-hidroxiladas. A alta densidade eletrénica
na posicao para dos anéis é uma caracteristica importante para a interagdo
com o receptor de estrogénio.

Ainda, no mesmo trabalho, Corréa (2010) calculou o espectro eletrénico
tedérico da benzofenona (BF) e de dois de seus derivados (BF-3 e BF-8)
utilizando a Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-
DFT) e destacou a necessidade da realizagdo de novos calculos com intuito de
se conseguir resultados mais acurados para esses derivados e também a
importancia da avaliacao do efeito dos substituintes no espectro eletrénico de
absorcao UV de derivados da BF.

Segundo Corréa (2010), a obtencdo de dados relacionados com a
atividade estrogénica e com a absorcdo UV de derivados da BF permite
fundamentar propostas de modificacao estrutural para o planejamento racional
de novos fotoprotetores mais eficientes e seguros.
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1.3.1.1.2. Derivados do acido 4-aminobenzdico (PABA)

O é&cido 4-aminobenzéico (PABA) e seus derivados atuam como
absorventes de radiagdo na faixa de UVB. O PABA foi o primeiro filtro solar
utilizado e um dos primeiros aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration, EUA) (COSTA & LACAZ, 2001; BALOGH et al., 2011) e tornou-
se um dos principais ativos presente em fotoprotetores comercializados
(BALOGH et al., 2011).

Atualmente, embora ainda seja permitida a sua utilizagdo em alguns
paises, incluindo o Brasil, atualmente, o PABA ndo € mais permitido pelo FDA
e quase desapareceu de formulagdes fotoprotetoras devido ao seu alto
potencial alergénico e fotoalergénico (PALM & O'DONOGHUE, 2007; WATERS
et al., 2009).

O octil dimeti PABA (ODP) (Figura 8), unico derivado do PABA
aprovado atualmente pelo FDA, apresenta seu maximo de absor¢do em 311
nm e também elevada substantividade (PALM & O'DONOGHUE, 2007).

\ O
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Figura 8. Estrutura quimica do octil dimetil PABA (ODP).

Na década de 1970, devido a sua eficiéncia de absor¢do na faixa do
UVB, o ODP era o filtro solar quimico mais popular disponivel. No entanto seu
uso tem sido substituido, a partir da década de 1980, com o surgimento dos
protetores solares livres de PABA, chamados “PABA-free” (MICHALUN &
MICHALUN & SILVA, 2011). Embora apresente potencial alergénico reduzido
em relacédo ao PABA, o ODP ainda é responsavel por irritacdo na pele e casos
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de alergia de fotocontato (WELLER & FREEMAN, 1984; BALOGH et al., 2011;
MICHALUN & MICHALUN & SILVA, 2011).

Coelho e col (2008) realizaram a inclusdo do ODP em ciclodextrinas e
em diferentes montmorilonitas e observaram que o processo de inclusdo pode
melhorar a sua funcionalidade e uso comercial. Os compostos de intercalacéo
apresentaram uma reducao da absorcao sistémica, baixa irritabilidade dérmica

e maior resisténcia a agua.

1.3.1.2. Filtros solares inorganicos

Os filtros inorganicos sao representados por dois 6xidos metalicos, éxido
de zinco (Zn0O) e didxido de titanio (TiO2) (FLOR & DAVOLOS & CORREA,
2007). Por tratar-se de particulas, possuem a capacidade de refletir e dispersar
a luz UV que incide sobre a superficie cutédnea, reduzindo a quantidade de
energia que é absorvida pela pele e, dessa forma, minimizando seus efeitos
deletérios. Por serem materiais semicondutores, também sdo capazes de
absorver radiacao UV. O processo de absorgcao ocorre por meio de transicoes
eletrénicas entre as bandas de valéncia e de conducao (FLOR & DAVOLOS &
CORREA, 2007; PINTO et al., 2010).

Os oOxidos metalicos sao considerados filtros seguros, pois apresentam
baixo potencial de irritacdo. Além disso, sao filtros de fotoestabilidade elevada,
ou seja, possuem a capacidade de manter a eficacia fotoprotetora apds longos
periodos de radiagcdo. Por outro lado, formam uma pelicula de coloragao
branca, tornando-os pouco atrativos quando aplicados na pele (FLOR &
DAVOLOS & CORREA, 2007).

Nos ultimos anos, os fabricantes de cosméticos comecaram a usar as
formas micro ou nanométricas destes o6xidos, pois, além de melhorar a
uniformidade do filme sobre a pele, 0 mesmo se torna invisivel devido ao
menor tamanho de particula. A eficacia fotoprotetora também é melhorada,
pois a reducdo do tamanho de particula diminui a reflexao da radiacao visivel
(diminui o branco), porém aumenta a reflexdo e absorcdo da radiagdo UV



36

(RIBEIRO, 2006; FLOR & DAVOLOS & CORREA, 2007; NEWMAN &
STOTLAND & ELLIS, 2009).

1.3.1.2.1. Diéxido de titanio

O dioxido de titanio (TiO2) € um pigmento branco muito utilizado como
filtro solar, pois possui capacidade de refletir, dispersar e, também, absorver
radiacao UV (PINTO et al., 2010).

Devido ao seu alto indice de refracdao, o TiO. possui a capacidade de
refletir e dispersar a radiacdo em diversas faixas (ROWE, 2009). O
comprimento de onda preferencialmente disperso é dependente do tamanho de
particula. Quanto menor o tamanho de particula, menor o comprimento de
onda disperso. Essa relagao entre o tamanho de particula e o espalhamento de
luz é importante para se conseguir maximo beneficio fotoprotetor com melhor
aparéncia, ou seja, maior dispersao da radiacdo UV com baixa reflexdo da
radiacao visivel. A reflexdo da radiacdo visivel é responsavel pela aparéncia
branca deixada na pele ap6s aplicacao do protetor solar (HEWITT, 1992).

O TiO, também ¢é capaz de absorver a radiacdo UV pelo intervalo de
energia entre bandas da estrutura eletrbnica (bandas valéncia e conducao),
que corresponde ao comprimento de onda de 385 nm (polimorfo anatase)
(DUNFORD et al., 1997; SERPONE & SALINARO & EMELINE, 2001; PINTO et
al., 2010).

Embora o TiO, seja um filtro solar fisico considerado seguro, quando
irradiado (comprimentos de onda < 385 nm) é capaz de gerar radicais livres,
como radicais superoxido, grupo hidroxila e oxigénio singleto (DUNFORD et al.,
1997; SERPONE & SALINARO & EMELINE, 2001; PINTO et al., 2010).

Diversos estudos apontam que o TiO, pode catalisar danos oxidativos ao
DNA e, desta forma, ao mesmo tempo em que protege a pele pela reflexdo e
absorcdo da radiacdo UV, pode causar outras formas de dano ao DNA
(DUNFORD et al., 1997; SERPONE & SALINARO & EMELINE, 2001; PINTO et
al., 2010).
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E importante ressaltar que existe uma grande controvérsia quanto a
seguranca e penetracdo da pele de nanoparticulas de TiO,. Diversos trabalhos
investigam a penetragdo do TiO, encontrado em protetores solares, contudo
ainda nao existem evidéncias de penetracdo significativa de particulas
nanométricas desse filtro (SERPONE & SALINARO & EMELINE, 2001;
NEWMAN & STOTLAND & ELLIS, 2009; SADRIEH et al., 2010; SENZUI et al.,
2010; MONTEIRO-RIVIERE et al., 2011).

1.4.  ARGILAS DE INTERESSE FARMACEUTICO

As argilas minerais apresentam diferentes aplicagdes e uso, devido a
facilidade com que sdo modificadas e ao seu baixo custo. Em formulagdes
para uso tépico, as argilas minerais podem atuar como agentes protetores da
pele, pois sdo capazes de aderir a pele e formar um filme protetor mecéanico
contra agentes quimicos e fisicos externos. Devido a capacidade absorvente,
as argilas também sado utilizadas como ativos cosméticos, reduzindo a
oleosidade da pele (CARRETERO, 2002).

As argilas fazem sao silicatos lamelares que fazem parte da familia dos
filossilicatos. Os silicatos sdo compostos formados por atomos de silicio e
oxigénio, caracterizados por cristais tetraédricos, representados por SiO4. Os
tetraedros se polimerizam formando diferentes grupos de compostos, com
arranjos de tetraedros SiO,4 isolados, duplos, anelados, tridimensionais e
lamelares. Os silicatos lamelares possuem arranjo de folhas tetraédricas e
octaédricas e sao classificados como filossilicatos (FONSECA & AIROLDI,
2003; PAIVA & MORALES & GUIMARAES, 2006).

Os filossilicatos sado constituidos, essencialmente, por atomos de
aluminio e magnésio, podendo conter outros elementos, como Fe, Ca, Na, K
além de moléculas de agua, e sao classificados em grupos de acordo com o
tipo de lamela 1:1 ou 2:1, carga da lamela e tipo de espécie interlamelar. Esses
grupos sao, ainda, subdivididos de acordo com o tipo de camada octaédrica,
composicao quimica, geometria da superposicao das camadas individuais e



38

regiao interlamelar (FONSECA & AIROLDI, 2003; PAIVA & MORALES &
GUIMARAES, 2006).

O tipo de lamela 2:1 é constituido por duas folhas tetraédricas de silica
com uma folha central octaédrica de alumina, que sdo unidas entre si por
atomos de oxigénio comuns a ambas as folhas. O grupo das esmectitas
apresenta tipo de lamela 2:1 e tem a montmorilonita (MMT) como subgrupo
(FONSECA & AIROLDI, 2003; PAIVA & MORALES & GUIMARAES, 2006;
COELHO & SANTOS & SANTOS, 2007; SILVA & FERREIRA, 2008).

As esmectitas sao filossilicatos expansiveis que permitem varias reacdes
no espago interlamelar, envolvendo processos de troca idnica e intercalagao de
moléculas neutras, complexos metélicos, polimeros ou organocations e, por
isso, uma grande diversidade de reacdes e, portanto, novos materiais podem
ser explorados (FONSECA & AIROLDI, 2003; PAIVA & MORALES &
GUIMARAES, 2006; COELHO & SANTOS & SANTOS, 2007; SILVA &
FERREIRA, 2008).

1.4.1. Montmorilonita

Bentonita é o termo usado para designar uma argila composta
essencialmente por minerais do grupo das esmectitas e com alto teor de
montmorilonita (MMT) (PAIVA & MORALES & DIAZ, 2008).

A MMT é uma argila aniénica com estrutura lamelar, que permite a
geracao de materiais intercalados ou sistemas esfoliados pela delaminagéo das
argilas. A carga negativa das lamelas € proveniente da substituicdo isomorfica
natural de alguns atomos de aluminio dos octaedros por &tomos de magnésio.
Cada substituicao resulta em uma carga negativa (valéncia livre) devido a
substituicdo de um atomo trivalente (Al, valéncia 3) por um divalente
(Magnésio, valéncia 2). As cargas negativas sao equilibradas por contra-ions
positivos, geralmente, por cations sédio (Na*), que ficam localizados no espaco
interlamelar da argila e possibilitam a troca por cations organicos (AGUIAR &
NOVAES & GUARINO, 2002; FONSECA & AIROLDI, 2003; LOPES &
GUILHERME, 2004; PAIVA & MORALES & GUIMARAES, 2006; COELHO &
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SANTOS & SANTOS, 2007; PAUL & ROBESON, 2008; SILVA & FERREIRA,
2008; JOSHI et al., 2009; JOSHI & KEVADIYA & BAJAJ, 2010).

Para a MMT, a substituicao isomérfica é responsavel por 80% do total da
sua capacidade de troca catibnica (CTC). A CTC é a quantidade de cations,
que o silicato pode adsorver e trocar, permitindo a troca de ions sdédio por
cations organicos. A MMT também possui muito grupos hidroxila e grande area
superficial no espaco interlamelar, com isso apresenta boa capacidade de troca
catibnica (AGUIAR & NOVAES & GUARINO, 2002; FONSECA & AIROLDI,
2003; LOPES & GUILHERME, 2004; PAIVA & MORALES & GUIMARAES,
2006; COELHO & SANTOS & SANTOS, 2007; PAUL & ROBESON, 2008;
SILVA & FERREIRA, 2008; JOSHI et al., 2009; JOSHI & KEVADIYA & BAJAJ,
2010).

A CTC da montmorilonita sédica (MMT-Na), medida experimentalmente
em diferentes trabalhos, € de 90-100 mmolL/100 g de MMT. Maes e
colaboradores (1979) utilizaram o método alquilaménio para avaliar a CTC da
MMT sédica e observaram valores de 100,8 + 1,1 mmol/100 g em agua e 101,0
+ 2,5 mmol/100 g na mistura 1:1 de agua e etanol. Vazquez e colaboradores
(2008) determinaram a CTC de 95,1 mmol/100 g de argila, através do método
de acetato de amobnia. Kevadiya e colaboradores (2009) utilizaram o mesmo
método e observaram o valor de CTC igual a 91 mmol/100 g de MMT (MAES
& STUL & CREMERS, 1979; VAZQUEZ et al., 2008; JOSHI et al., 2009)

A MMT-Na (Figura 9) apresenta carater hidrofilico, mas devido a sua
CTC é possivel a organomodificacdo do material, isto €, a troca de ions sédio
por sais de amoénio quartenario. Deste modo, a MMT adquire um carater
hidrofébico e apresenta expansdo do espaco entre as lamelas, facilitando,
assim, a intercalagao de diferentes materiais (PAUL & ROBESON, 2008).



40

} Folha tetraédrica

} Folha octaédrica

} Folha tetraédrica

interlamelar

e ol e © o .

Lamela 2:1

Figura 9. Estrutura da montmorilonita sédica (PAUL & ROBESON, 2008).

A MMT foi empregada em diversos estudos com fungéo de carreador de
ativos farmacéuticos visando sistemas de liberacdo modificada ou com o
objetivo de se obter novos materiais com propriedades melhoradas (DEL
HOYO & RIVES & VICENTE, 1996; DEL HOYO & VICENTE & RIVES, 2001;
KLIKA et al., 2004; COELHO et al., 2008; JOSHI et al., 2009; CUNHA et al.,
2010; JOSHI & KEVADIYA & BAJAJ, 2010; KEVADIYA, JOSHI & et al., 2010;
KEVADIYA, PATEL & et al., 2010).

1.4.2. Complexos de inclusao formados por argila e filtros solares

O interesse de pesquisadores na intercalacdo de ativos farmacéuticos
em argilas vem crescendo uma vez que os materiais formados apresentam
novas propriedades fisico-quimicas (DEL HOYO & VICENTE & RIVES, 2001;
GALLAGHER & LEE, 2006; JOSHI et al., 2009; JOSHI & KEVADIYA & BAJAJ,
2010).

A intercalacdo de compostos organicos em silicatos lamelares
(compostos inorganicos) permite o desenvolvimento de compdsitos, ou seja,

hibridos organico-inorganicos, que possuem propriedades de ambos
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componentes, hospedeiro inorganico e hdspede organico, em um Unico
material (JOSHI et al., 2009).

As vantagens esperadas pela inclusao de filtros em argilas ou em outros
materiais, como ciclodextrinas e particulas poliméricas, sao diversas, como
melhorar propriedades como fotoestabilidade, substantividade, absorcdo da
radiagdo UVA e UVB, facilitar a formulacdo, reduzir o contato dos filtros com a
pele e melhorar a distribuicdo do filme formado pelo protetor solar na pele
(ANSELMI et al., 2002; PERIOLI et al., 2006).

Estudos da intercalacao de filtros solares e argilas apontaram que a
formacao de complexos de inclusdo pode ser uma estratégia efetiva para a
melhora da eficacia, estabilidade e seguranca de fotoprotetores (DEL HOYO &
RIVES & VICENTE, 1996; DEL HOYO & VICENTE & RIVES, 2001; PERIOLI et
al., 2006; COELHO et al., 2008).

Soares (2003) evidenciou que a presenca da argila nas formulacdes
fotoprotetores evitou a ocorréncia de irritacdo, considerada classica para os
derivados de PABA. Pesquisas realizadas com os filtros antranilato de metila e
ODP relataram que a inclusdo dos filtros em MMT-Na ou organomodificada
melhora o FPS de formulagbes fotoprotetoras contendo os complexos de
inclusdao em comparacao com formulagdes contendo os filtros livres (COELHO
et al., 2008).

Complexos formados por cinamato de etila intercalado em MMT
apresentaram uma melhora significante da absorcdo UV, principalmente na
faixa de 190 a 320 nm, quando comparado com o filtro e a argila livres (DEL
HOYO & VICENTE & RIVES, 2001). E importante ressaltar que no estudo, a
concentragao do filtro no complexo filtro/argila era menor do que a analisada
com o filtro livre (eficiéncia de intercalagdo de ~ 8 a 8,6 g cinamato de etila/100
g de montmorilonita) (DEL HOYO & VICENTE & RIVES, 2001). O complexo
cinamato de metila/MMT também apresentou melhora na absor¢ao UV (DEL
HOYO & RIVES & VICENTE, 1996).

A intercalacao do PABA em hidrotalcitas (hidroxido duplo lamelar, argila
anidnica) também foi estudada e formulacbées preparadas com os complexos

formados apresentaram melhor eficacia fotoprotetora em amplo espectro,
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reduzido contato do filtro com a pele, diminuindo possiveis efeitos alérgicos, e
maior fotoestabilidade (PERIOLI et al., 2006).

Como a MMT apresenta uma banda de absorcdo larga na faixa do UV
abaixo de ~330 nm, atribuida a processos de transferéncia de carga na
estrutura cristalina da argila (DEL HOYO & VICENTE & RIVES, 2001), quando
realiza-se a intercalacdo do filtro na argila, € possivel observar uma maior
intensidade de absorcdo da radiacao UV no complexo formado do que nos

materiais isolados.

1.5.  NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia tem avancado rapidamente nos ultimos anos e vem
sendo estudada e aplicada em diversas areas. Ela compreende a sintese,
processamento, caracterizagdo e utilizacdo de materiais com dimensdes da
ordem de 0,1 a 100 nm. O principio da nanotecnologia € que os materiais na
escala nanométrica podem apresentar propriedades quimicas, fisico-quimicas
e comportamentais diferentes daquelas apresentadas em escalas maiores
(ROSSI-BERGMANN, 2008).

Os nanosistemas sdo um tipo de nanomateriais hibridos, que podem
possuir natureza inorganica/inorganica (COZZOLI et al., 2004; ARUMUGAM et
al., 2007; DANIEL & FROST & ZHU, 2008; MENESI et al., 2008; DVININOV et
al., 2009) ou inorganica/organica (JOSE & PRADO, 2005; PASSOS et al.,
2011; DOS SANTOS ALMEIDA et al., 2012; MONTEIRO et al., 2012), sendo
que um deles possua dimensdes na ordem de nandémetros. A combinacao
desses materiais pode gerar propriedades que ndo sao encontradas em um
tnico constituinte (JOSE & PRADO, 2005).

1.5.1. Nanotecnologia aplicada a fotoprotecao

No ambito da fotoprotecdo, o desenvolvimento de nanomateriais vem

sendo estudado como estratégia para a obtencao de novos ativos com eficacia
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fotoprotetora melhorada (BOLZINGER & BRIANCON & CHEVALIER, 2011;
WANG & TOOLEY, 2011; HANNO & ANSELMI & BOUCHEMAL, 2012).

A preocupagao em torno do uso desses materiais é bastante relevante
para o emprego dos mesmos em formulacées fotoprotetoras, sendo que a
toxicidade potencial e penetracdo percutanea de nanomateriais através da pele
sdo parametros importantes associados a seguranca do uso de protetores
solares nanométricos (WANG & TOOLEY, 2011).

Particulas nanométricas de TiO, e de ZnO apresentam maior protecao
UV e reducdo do branco deixado na pele pelo protetor solar quando
comparadas as particulas convencionais de tamanho maior (WANG &
TOOLEY, 2011).

A reducao de tamanho de particula dos filtros inorganicos proporciona a
formacao de um filme protetor mais uniforme na pele. Evidéncias sugerem que
TiO2> e ZnO nanométricos sao seguros quando aplicado a pele humana intacta.
No entanto, mais pesquisas sd0 necessarias para avaliar a penetragao de
nanomateriais na pele comprometida e doente (WANG & TOOLEY, 2011).

Nanoparticulas de poliamida contendo os filtros organicos Parsol®@MCX
(4-metoxi-cinamato de 2-etil-hexila) e/ou Parsol®1789 (metoxibenzoilmetano de
butila) associados a vitamina E (o-tocoferol), apresentaram melhor
fotoestabilidade quando comparadas aos filtros livres (HANNO & ANSELMI &
BOUCHEMAL, 2012). Em estudos realizados em pele de porco, foi observada
reduzida permeacdo dos nanomateriais na pele. Esse resultado aponta que
além de maior seguranga, as nanoparticulas proporcionam maior
substantividade ao protetor solar (HANNO & ANSELMI & BOUCHEMAL, 2012).

1.6. Avaliacao do potencial fotoprotetor em levedura

Estudos demonstraram que a radiacdo UVB causa efeitos letais e
mutagénicos em levedura Saccharomyces cerevisiae (MELO & LEITAO &
PADULA, 2004; SOUZA, 2009; PINTO et al., 2010). As leveduras apresentam
similaridade com as células de mamiferos em relacdo aos genes de reparacao
do DNA (FRIEDBERG et al., 2005). Deste modo, a avaliagdo da participacao
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de ativos fotoprotetores nos efeitos causados pela radiacdo UVB em modelo
Saccharomyces cerevisiae permite a investigacdo do potencial fotoprotetor
(MELO & LEITAO & PADULA, 2004; SOUZA, 2009).

O potencial fotoprotetor pode ser avaliado por meio da observacao dos
efeitos letais e mutagénicos induzidos pela radiacdo UVB em leveduras pré-
tratadas com os ativos que se deseja estudar em comparagdo com a exposicao
UVB de leveduras néo tratadas (PINTO et al., 2010).

1.6.1. Estudos com TiO, e MMT-Na

Pinto e col. (2010) investigaram os efeitos letais e mutagénicos
induzidos pelo TiO. exposto a radiacdo UVB em modelo Saccharomyces
cerevisiae. Posteriormente, em estudos néo publicados de Paiva e col. (2013),
também com o modelo S. cerevisiae, o potencial mutagénico e os efeitos letais
da MMT-Na irradiada por UVB foram investigados.

Os dados obtidos nessas investigacdes indicaram o efeito fotoprotetor
do TiO, e da MMT-Na resultante do aumento da sobrevivéncia das leveduras
em relacdo ao efeito letal da radiagdo UVB. Contudo, os indices de
mutagénese das leveduras pré-tratadas com TiO, e MMT-Na foram superiores
ao indice da levedura né&o tratada, ou seja, ambos os materiais potencializam o
efeito mutagénico da radiagao UVB (PAIVA et al., 2013).

Paiva e col (2013) também avaliaram a sobrevivéncia e mutagenicidade
de leveduras pré-tratadas com a associagao (mistura fisica) de TiO, e MMT-
Na. Surpreendentemente, em comparacao com os materiais isolados, a mistura
fisica de TiO, e MMT-Na aumentou significantemente a sobrevivéncia (Figura
10) das leveduras, bem como reduziu expressivamente a mutagenicidade
(Figura 11).

Segundo os resultados obtidos por PAIVA e col. (2013), é possivel
observar na Figura 10 que a cepa CD138 de S.cerevisae se mostrou mais
sensivel a exposicao aos raios UVB quando pré-tratada com MMT-Na ou TiO,,
sendo que os efeitos letais foram mais acentuados para a MMT-Na. O mesmo

comportamento foi observado para mutagénese (Figura 11).
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Figura 10. Sobrevivéncia da cepa CD138 (ogg1) de S.cerevisae apbs
exposicao UVB, pré-tratadas ou nao com TiO,, MMT-Na ou a mistura fisica
(MF) de TiO2 e MMT-Na. Estes resultados representam a média de no minimo
trés experimentos (Resultados cedidos por PAIVA e col., 2013).
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Figura 11. Mutagénese da cepa CD138 (0gg71) de S.cerevisae apds exposicao
UVB, pré-tratadas ou ndo com TiO,, MMT-Na ou a mistura fisica (MF) de TiO,
e MMT-Na. Estes resultados representam a média de no minimo trés
experimentos (Resultados cedidos por PAIVA e col., ainda ndo publicados).
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1.7. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular é uma ferramenta de predicdo do
comportamento de sistemas moleculares, por investigacdo de parametros
geomeétricos e eletrbnicos. Emprega-se um conjunto de ferramentas para a
construgdo, edicao e visualizagdo, andlise e armazenamento de sistemas
moleculares e esta associada a técnicas computacionais, que possibilitam o
célculo de sistemas mais complexos e, também, a representacao tridimensional
dos sistemas analisados (LEACH, 2001; RODRIGUES, 2001; SANTOS, 2001;
ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

A modelagem molecular permite uma melhor compreensdo do
comportamento espectral de diferentes compostos (BAUGHMAN et al., 2009;
JACQUEMIN et al., 2009). Essa ferramenta auxilia na busca por compostos
com habilidade de absorver radiacdo na faixa desejada (WALTERS et al.,
1997; BAUGHMAN et al., 2009; JACQUEMIN et al., 2009) e permite
estabelecer relagdes estrutura-propriedade de absorcao UV (JACQUEMIN et
al., 2009). Além disso, possibilita a predicdo e interpretacao das propriedades
do estado excitado de diferentes tipos de moléculas (WALTERS et al., 1997;
IMPROTA & SANTORO, 2005; BARONE & POLIMENO, 2007; AMAT et al.,
2009; JACQUEMIN et al., 2009; PROMKATKAEW et al., 2009).

Como estratégia de modelagem molecular para analise do espectro de
absorcao UV de diferentes compostos, utiliza-se a quimica computacional que
engloba célculos de mecanica molecular e mecénica quantica (LEACH, 2001).

1.7.1. Mecanica molecular

Métodos de mecanica molecular (MM), também conhecidos como
métodos de campo de forcas, calculam a energia do sistema em fungédo das
posicdes nucleares. E considerada a aproximagdo de Born-Oppenheimer, em
que o0s movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados
separadamente. A MM é caracterizada por considerar os movimentos

nucleares e nao tratar os movimentos eletrénicos explicitamente, pois assume
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que os elétrons se movimentam rapidamente e se adaptam a posicdo dos
nucleos, por isso, a MM nao pode fornecer propriedades que dependem da
distribuicao eletronica da molécula (LEACH, 2001; RODRIGUES, 2001).

Na MM, a energia da molécula é descrita pela superficie de energia
potencial em termos das posi¢cdes nucleares (COELHO et al., 1999; LEACH,
2001; RODRIGUES, 2001; CARVALHO et al., 2003).

O modelo de mecanica molecular representa as moléculas como esferas
(atomos) interligadas por molas (ligacdes quimicas), isto é, que os atomos sao
ligados por forgas potenciais harménicas. Essas forgas ou interagbes sao
descritas por fungdes de energia potencial parametrizadas no campo de forcas.
As funcdes de energia potencial sdo calculadas independentemente e somadas
para se obter a energia total da molécula (COELHO et al., 1999; LEACH, 2001;
RODRIGUES, 2001; CARVALHO et al., 2003).

Os campos de forca possibilitam calcular a energia relacionada com
determinada conformacdo de uma molécula, e para isso se baseiam em
parametros referentes a interacdes ligantes, como comprimento e angulo de
ligacbes e angulos de torsao (diedros), e interagcdes nao-ligantes, como
elestrostaticas e de van der Waals. Os célculos utilizam uma série de equacgdes
derivadas empiricamente para a superficie de energia potencial, cujo
formalismo matematico esta baseado num modelo de mecéanica classica de
estrutura molecular (LEACH, 2001; RODRIGUES,2001; CARVALHO et al.,
2003).

Um campo de forgcas adequado a uma investigacdo em particular deve
ser cuidadosamente selecionado. Dentre os campos de forgas comumente
presentes em programas de modelagem computacional, o MMFF (do inglés,
Merck Molecular Force Field) é direcionado para estudos de sistemas
organicos e biopolimeros. A parametrizacdo do MMFF94 foi baseada em dados
experimentais e em calculos quénticos acurados. Este campo de forcas é
capaz de gerar informagdes quantitativas sobre conformacdes e geometrias
moleculares (HEHRE, 2003; HALGREN, 1996).
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1.7.2. Mecanica quantica

Em 1926, a mecanica quéantica teve seu inicio marcado pelo fisico
austriaco Erwin Schrédinger (1887-1961), com a publicacdo de uma equagao
que determina a funcao de onda quantica de um sistema. A equacao de onda,
ou equacao de Schrddinger, considera a natureza ondulatéria dos elétrons no
céalculo da energia total do sistema (LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES
& BOTTI, 2010).

Cada funcao de onda, representada pela letra grega psi (W) corresponde
a um estado diferente para o elétron. E, para cada estado ha uma energia e
uma posicao particular, que pode ser calculada pela equagdo de onda. A
funcao de onda ao quadrado (W”2) indica a densidade de probabilidade de um
elétron, isto é, a probabilidade de se encontrar um elétron em uma localizacao
(r) especifica no espaco (LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI,
2010).

Os métodos de mecanica quéntica descrevem as moléculas em termos
de interacdes entre o nucleo e os elétrons, e o0 ponto de partida para o estudo
desses métodos é a equacao de Schrddinger (Eqg. 1) (HEHRE, 2003).

[-1/2 VA2-Z/r]W¥(r)= EW(r) Equacéo 1

A primeira contribuicdo, entre colchetes, descreve a energia potencial e
cinética de um elétron a uma distancia r do nucleo de carga Z. E é a energia
eletrénica e W a fungdo de onda que descreve os movimentos eletronicos tao
plenamente quanto possivel, em fung¢édo das coordenada eletrénica (r) (LEACH,
2001; HEHRE, 2003; MARQUES; BOTT]I, 2010).

A Equacdo 2 apresenta uma forma simplificada da equacdo de
Schrddinger para um sistema de muitos atomos (LEACH, 2001; HEHRE, 2003;
MARQUES; BOTTI, 2010).

HW(r)= E¥(r) Equagéo 2
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Na equacéao 2, H" é o operador Hamiltoniano, que representa a energia
potencial e cinética dos elétrons a uma distancia r do nucleo. No H, as
unidades atébmicas sdo dadas em funcdo da carga e massa nuclear, da massa
dos elétrons e da distancia entre o ndcleo e os elétrons (LEACH, 2001;
HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI, 2010).

A equacao de Schrédinger tem uma solucédo exata apenas para o atomo
de hidrogénio. Na maioria dos casos, como em sistemas multieletrénicos e
mutinucleares, a solu¢do da equacéao correspondente torna-se tdo complexa e
demorada, que, durante anos, fisicos e quimicos buscaram aproximacgdes para
resolver o problema de muitos corpos. Um exemplo é a aproximacao de Born-
Oppenheimer, que assume a disparidade entre a massa € 0 movimento dos
ndcleos e elétrons, para tratar os ndcleos como particulas fixas e bem
localizadas. Os nucleos possuem movimentos lentos quando comparados a
velocidade dos elétrons. Com isso, para cada arranjo nuclear, r, fixado, tem-se
uma densidade ou nuvem eletrbnica associada. O arranjo nuclear é
determinado pela geometria de equilibrio, isto €, uma distancia internuclear de
equilibrio (TOSTES, 1998; LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES & BOTTI,
2010).

Dois diferentes métodos quanticos, ab initio e semi-empiricos, fornecem
parametros quanticos e possuem aplicacdo em quimica computacional. Esses
métodos permitem a definicdo de um grande nimero de propriedades atémicas
e moleculares, caracterizando propriedades relacionadas a reatividade, forma e
modo de ligacdo de fragmentos e substituintes moleculares. Através desses
métodos, uma série de descritores moleculares é obtida, possibilitando a
identificacdo de muitas propriedades geométricas e eletrbnicas das moléculas
e suas interagdes (ARROIO, HONORIO & SILVA, 2010).

Os métodos ab initio representam um tratamento tedrico mais rigoroso e
fornecem informacbes mais precisas sobre o comportamento eletrénico. O
primeiro método desenvolvido de calculo de estrutura eletronica foi o método
Hartree-Fock (HF). Sao calculos realizados a partir de constantes fisicas

fundamentais, sem o uso de parametros experimentais. Sendo assim, exigem um
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custo computacional maior em comparacao aos métodos semi-empiricos
(ARROIO, HONORIO & SILVA, 2010).

Os métodos semi-empiricos sdo baseados no formalismo dos métodos
ab initio, no entanto, possuem simplificacdo dos calculos, pois utilizam
parametros obtidos de dados experimentais. Com isso, consegue-se uma
reducdo dos custos de memoéria e tempo computacional e aumento na
velocidade de processamento dos calculos (MORGON & COUTINHO, 2007).
Entre os métodos semi-empiricos, os mais utilizados atualmente sdo AM1,
PM3, RM1 e PM6.

1.7.3. Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

Em 1964, o norte americano de origem austriaca Walter Kohn e seu
aluno francés Pierre Hohenberg publicaram um artigo com dois teoremas que
reformulavam a mecéanica quantica, baseando-se na densidade eletrénica ao
invés das funcbes de onda. Os teoremas determinavam que todas as
grandezas fisicas medidas em um sistema sdo unicamente determinadas pela
densidade eletrbnica, isto €, sdo funcionais de densidade. Porém, Hohenberg e
Kohn apenas provavam que os funcionais existiam, mas ndo os determinavam
na pratica para um sistema real. No ano seguinte, outro artigo foi publicado por
Kohn, trazendo a solucdo exata para se encontrar os funcionais e também a
aproximacgao da densidade local (LDA, do inglés Local Density Approximation),
que é baseada na densidade eletrbnica, no qual os nucleos sado substituidos
por uma carga positiva continua e constante (MARQUES & BOTTI, 2010).

A teoria de Thomas-Ferni, desenvolvida no final de 1920, continha
alguns desses elementos presentes na Teoria do Funcional da Densidade,
porém foram esses dois artigos de Kohn que legitimaram os seus fundamentos
(MORGON; COUTINHO, 2007; MARQUES & BOTTI, 2010).

Além dos desenvolvimentos teéricos, pode ser observado, nas ultimas
décadas, um grande avanco no desenvolvimento computacional. Com isso,
atualmente é possivel realizar célculos cada vez mais sofisticados de sistemas
cada vez maiores (MARQUES & BOTTI, 2010).
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Desta forma, o método DFT tornou-se importante para o estudo das
propriedades estruturais e eletrbnicas das moléculas, pois apresenta resultados
com precisdo quimica aceitavel e boa correlagdo com resultados
experimentais. Utiliza a densidade eletronica como variavel necesséria para o
calculo das propriedades eletrnicas, diferente da Teoria de Hartree-Fock (HF),
que utiliza a funcédo de onda de N elétron, em que N representa o nimero de
elétrons de uma molécula (MORGON & COUTINHO, 2007).

Para o estudo de moléculas em estados excitados, em que sdo descritas
transicdes eletronicas, sédo utilizados métodos como a Teoria do Funcional da
Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT, do inglés Time Dependent Density
Functional Theory).

A TD-DFT se baseia em principios da mecanica quantica dependente do
tempo utilizando funcionais da densidade. Devido ao sucesso de aplicacéo da
DFT em estados estacionarios, a descricdo de estados dependentes do tempo
(excitados) em termos do funcional da densidade tem sido empregada e a
fotoabsorcdo de atomos tém sido tratada com sucesso nessa abordagem
(DAMASCENO, 2009).

O caélculo das intensidades de absorcao € realizado considerando-se as
probabilidades de absorcdo entre os estados de energia envolvidos na
transicao.

Robert Sanderson Milliken, um dos pioneiros no trabalho da teoria da
orbital molecular, relacionou a quantidade de absorcdo com uma medida de
intensidade, a qual denominou forca de oscilador (PAULA, 2003).

Ao estender a eficiéncia dos calculos de DFT para estados excitados, a
TD-DFT permite uma boa concordancia entre espectros calculados e
experimentais (RUNGE & GROSS, 1984; GROSS & KOHN, 1990;
JACQUEMIN et al., 2009; BAMGBELU & WANG & LESZCZYNSKI, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Os filtros solares em estudo neste trabalho apresentam algumas
caracteristicas nao desejadas para a fotoprotecdo, como a atividade
estrogénica evidenciada em estudos com a benzofenona-3 (BF-3), as irritagdes
cuténeas e reacgdes fotoalérgicas do octil-dimetil-PABA (ODP) e a geracao de
radicais livres induzida pelo di6xido de titanio (TiO2) quando irradiado por raios
UV.

Tendo em vista a ampla utilizacdo desses filtros solares e a importancia
do uso de protetores solares como estratégia para a prevencdo de danos
causados pela radiacdo, inclusive o céncer de pele, julga-se necessario
contribuir com o desenvolvimento de ativos fotoprotetores mais seguros e

eficazes.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Fundamentar propostas de modificacdo estrutural para o planejamento
de novos fotoprotetores mais eficientes e seguros, estudando por métodos
tedricos o perfil de absorcdo UVA/UVB de uma série de derivados de
benzofenonas (BFs); preparar e caracterizar complexos de inclusédo e
nanosistemas formados por filtros solares, octil-dimetil-PABA (ODP) e diéxido
de titanio (TiO,), intercalados em montmorilonita sédica (MMT-Na); e investigar
as mudancas de propriedades dos compostos de intercalagdo, avaliando o
potencial fotoprotetor e genotéxico em modelo de levedura (S. cerevisae).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar calculos empregando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) e a
Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT) no estudo
das propriedades estruturais, eletrénicas e de absorcdo UV de BFs.

- Comparar os resultados teéricos com dados experimentais (geométricos e
espectrofotométricos) disponiveis na literatura para avaliar a capacidade
preditiva dos métodos empregados.

- Estudar as relacbes estrutura-propriedade de absorcao UVA/UVB de uma
série de BFs visando o planejamento racional de novos fotoprotetores com
eficacia aprimorada, ou seja, absorcao UVA/UVB de alta intensidade.

- Preparar os novos materias utilizando a quimica de intercalacao e caracterizar
por difracao de raios X (DRX), espectrometria no infravermelho (IV-TF), andlise
termogravimétrica (ATG) e por calorimetria exploratéria diferencial (CSD), e
andlise de tamanho de particulas por difracao de laser (LD).

- Avaliar a atividade fotoprotetora dos materiais obtidos em relacdo aos efeitos
letais e mutagénicos causados pela radiacdo UVB em modelo de levedura (S.

cerevisae).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.

MATERIAL

4.1.1. Matérias-primas e reagentes

e Acido Acético P.A. Glacial (VETEC Quimica Fina)
e Alcool Etilico 95% P.A. (VETEC Quimica Fina)

e Diclorometano (Tedia Company)

e Didxido de titanio = 99%, anatase (Sigma)

e Montmorilonita sédica (Bentec)

e Qctil-dimetil-PABA (Escalol 507, ISP Technologies)
e Polisorbato 80 (Tween 80, Sigma)

4.1.2. Equipamentos

e Balanga analitica (AG 204, METTLER TOLEDO)

e Calorimetro de varredura diferencial (DSC- 60, Shimadzu)

e Analisador térmico (TGA-50, Shimadzu)

e (Centrifuga (5430 R, Eppendorf)

e Difratdbmetro de raios X (DMAX 2200, Rigaku)

e Espectrofotbmetro de absorcdo no infravermelho com
transformada de Fourier (IR Prestige- 21, Shimadzu)

e Espetrofotdmetro UV/Vis (Lambda 25, PerkinElmer)

e Placa de agitacdo e aquecimento (Stimer/ Hot Plate, Hielscher)

e Processador ultra-sénico (UP100H, Hielscher)

¢ Analisador de tamanho de particula (Mastersizer 2000, Malvern)
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4.2. METODOS

4.2.1. Estudo das propriedades estruturais, eletrénicas e de
absorcao UV de derivados da benzofenona

4.2.1.1. Banco de dados: série de derivados da benzofenona

Para avaliagdo do efeito dos substituintes no espectro de absorcao da
BF, construiu-se um banco de dados com derivados da BF aprovados para o
uso em protetores solares pela ANVISA ou que possuem substituintes
semelhantes aqueles aprovados (ANVISA, 2006).

Além de BFs semelhantes aos filtros BF-3 (Figura 6) e BF-8, foram
incluidos também derivados que possuem substituintes semelhantes ao DHHB
(Figura 7).

Na Tabela 3, estao listados os derivados de BF empregados no estudo.



56

Tabela 3. Série de derivados da BF utilizada no estudo.

Substéancia Cédigo
benzofenona BF
2-hidroxibenzofenona 2-OHBF
4-hidroxibenzofenona 4-OHBF
2,2’-dihidroxibenzofenona 2,2’-OHBF
2,4-dihidroxibenzofenona 2,4-OHBF
4,4’-dihidroxibenzofenona 4,4’-OHBF
2,4,4’- trinidroxibenzofenona 2,4,4-OHBF
2,2’,4,4’- tetrahidroxibenzofenona 2,2',4,4-OHBF
4-metoxibenzofenona 4-OMeBF
4,4’-dimetoxibenzofenona 4,4-OMeBF
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BF-3) 2-OH, 4-OMeBF

2,2’-dihidroxi-4- metoxibenzofenona (BF-8)

2,2’-hidroxi-4,4’-dimetoxibenzofenona
4-etoxibenzofenona
4,4’-dietoxibenzofenona
2-hidroxi-4-etoxifenzofenona
2-aminobenzofenona
4-aminobenzofenona
4,4’-diaminobenzofenona
2-hidroxi-4-aminobenzofenona
4-dimetilaminobenzofenona
4,4’-bis(dimetilamino)benzofenona
2-hidroxi-4-dimetilaminobenzofenona
4-dietilaminobenzofenona
4,4’-bis(dietilamino)benzofenona
2-hidroxi-4-dietilaminobenzofenona
2-carboxibenzofenona
2-(metoxicarbonil)-benzofenona
2-(etoxicarbonil)-benzofenona

2,2-OH, 4-OMeBF
2,2-OH, 4,4-OMeBF
4-OEtBF
4,4'-OEtBF

2-OH, 4-OEtBF
2-NH,BF

4-NH.BF
4,4-NH,BF

2-OH, 4-NH,BF
4-N(Me),BF
4,4-N(Me),BF
2-OH,4-N(Me),BF
4-N(Et),BF
4,4-N(Et),BF
2-OH,4-N(Et),BF
2-COOH-BF
2-COOMet-BF
2-COOEt-BF
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4.2.1.2. Calculos das propriedades estruturais

421.21. Analise conformacional

As estruturas moleculares dos derivados de benzofenona foram
otimizadas utilizando o programa Spartan’10 (Wavefunction Inc., Irvine,
California, USA).

Inicialmente, foi realizado o desenho e a minimizacdo de energia da
estruturas 3D de cada um dos compostos da série.

Para a determinacao da superficie de energia potencial minima no vacuo
realizou-se uma busca sistematica pelo método de mecanica molecular,
utilizando o campo de forgas Merck Molecular Force Field (MMFF) disponivel
no programa Spartan’10. As energias das estruturas moleculares foram
calculadas em funcao dos principais angulos de diedros usando incrementos
de 120°. A conformacédo de menor energia para cada derivado foi selecionada

para as analises subsequentes.

421.2.2. Otimizacido geométrica

Com o objetivo de estabelecer o método mais adequado para a
otimizagdo geométrica, calculos preliminares foram realizados com o
conférmero de menor energia do derivado 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BF-
3), utilizando os seguintes calculos mecanico-quanticos: semi-empiricos RM1 e
PM6, DFT/B3LYP (LEE & YANG & PARR, 1988; MIEHLICH et al., 1989;
BECKE, 1993) e ab initio HF. Para os métodos DFT/B3LYP e HF, utilizaram-se
diferentes fung¢des de base. O método com maior eficiéncia para o calculo das
propriedades estruturais foi entdo empregado para a otimizacdo geométrica
dos conférmeros de menor energia dos demais derivados em estudo.

Tanto para a determinacdo do método, quanto para a validacdo do
mesmo, as estruturas otimizadas foram comparadas com as respectivas

estruturas obtidas por difracdo de raios X, disponiveis no banco de dados
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Cambridge (CSD, do inglés Cambridge Structural Database, Cambridge, UK).
As benzofenonas de interesse disponiveis no CSD estao listadas na Tabela 4.

Tabela 4. Lista de cddigos e respectivas referéncias das estruturas disponiveis

no banco de dados CSD.

substancia codigo CSD referéncia
benzofenona BPHENOO3 (KUTZKE et al., 2000)
2-hidroxi-4-metoxi-benzofenona HMXBZP (LIEBICH & PARTHE, 1974)
2-hidroxibenzofenona KEFRAP (SARASWAT et al., 2006)
4-hidroxibenzofenona YAJPUV (KOOIJMAN et al., 2005)
2,4-dihidroxibenzofenona DHXBZP10 (LIEBICH, 1979)
4,4'-dihidroxibenzofenona TICFUG (FERGUSON & GLIDEWELL, 1996)
2,2',4,4'-tetrahidroxibenzofenona BADVIL10 (SCHLEMPER, 1982)
4,4'-diaminobenzofenona AMBZPH (VAN DER VELDEN & NOORDIK,
1980)
4-metoxibenzofenona TAPVAH (GUO et al., 1992)
4,4'-dietoxibenzofenona WIDTUY (KUS & JONES, 2000)

4.2.1.3.

Calculos das propriedades eletrénicas e de absorcao
uv

As coordenadas internas foram utilizadas como dados de entrada para o

estudo das propriedades eletronicas e de absorcdo UV usando o método TD-
DFT/B3LYP no vacuo disponivel no programa GAMESS US (SCHMIDT et al.,
1993; LASINSKI et al., 2008). As 10 excitacdes singleto-singleto de menor

energia foram calculadas com seus respectivos comprimentos de onda,

energias de transicao, configuracdes de transi¢ao e forcas de oscilacéo.

Foi realizada a comparacdo dos comprimentos de onda maximos de

absorcao calculados no presente estudo com dados obtidos experimentalmente
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através da analise em espectrofotometro de absorcdo UV ou a partir de
resultados de outros trabalhos disponiveis na literatura.

Visando estudos de relacdo estrutura-propriedade, os calculos das
propriedades eletronicas e de absorcao UV foram realizados em uma série de
derivados da benzofenona (Tabela 3) aprovados ou com substituintes similares
aqueles aprovados na lista de filtros UV permitidos pela ANVISA para produtos

de higiene pessoais, cosméticos e perfumes (ANVISA, 2006).

4.2.1.4. Espectro de absorgdo UV da benzofenona-3

O espectro de absorcao UV do derivado 2-hidréxi-4-metdxibenzofenona
(BF-3) foi analisado em espectrofotbmetro UV/Vis (JASCO V-630) a
temperatura ambiente (24 °C). O espectro de absorcao na faixa de 270-400 nm
foi medido em uma solugdo de 20 pug/mL de BF-3 (Aldrich, 98% de pureza) em
diclorometano (Sigma-Aldrich, = 99,8% de pureza). Utilizou-se o solvente
diclorometano com o branco para a calibragdo do equipamento.

4.2.2. Preparacao dos complexos de inclusao formados por MMT-
Na e ODP

Realizou-se 0 ensaio de intercalacdo do ODP em MMT-Na em triplicata,
tomando-se como base os resultados descritos por Soares (2003) e Coelho e
col. (2008).

Os complexos de inclusdao foram preparados com a MMT-Na pré-
intumescida em agua destilada (19/50 mL) por 24 h, a temperatura ambiente,
sob agitacao magnética.

Inicialmente, foi realizado o inchamento da argila (pré-intumescimento)
para facilitar a intercalacao do filtro no espaco interlamelar. Com a penetragao
da agua entre as lamelas, ocorre o aumento do espacamento basal facilitando
a entrada da molécula héspede.
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As reagbes de inclusao foram realizadas com 1 g de MMT-Na e 280 mg
de ODP, que equivale a aproximadamente 100 mmol de ODP/100 g de MMT-
Na, ou seja a 100% da CTC da argila em questao.

O filtro solar ODP foi previamente solubilizado em acido acético puro e,
depois, a solucao de ODP foi adicionada a argila pré-intumescida em agua
destilada. O volume total da mistura de solventes (dgua e acido acético)
utilizado foi de 200 mL.

O sistema foi mantido sob agitacdo constante durante 1 hora, para que
pudesse ocorrer a intercalagédo do filtro. Apds o término do tempo reacional, o
sistema foi centrifugado a 4.000 r.p.m., por 1 h e 0 sedimento foi recolhido e
seco a temperatura ambiente. Os materiais obtidos foram triturados e
calibrados em tamis de malha 70 mesh (tamanho padronizado pela ABNT) para
posterior caracterizacdo por meios de analises térmicas (DSC e TGA), IV-TF,
DRX e DLS.

O sobrenadante foi utilizado para o calculo do rendimento indireto da
reacdo. Realizou-se a transferéncia quantitativa do material para um balédo

volumétrico de 200 mL, avolumando-se com etanol.

4.2.2.1. Rendimento da intercalagdo

O rendimento da intercalacao foi calculado de maneira indireta, com a
diluicdo do sobrenadante e leitura por espectrofotometria UV-Vis em 311 nm,
utilizando-se como solvente, para as diluicdes e leitura, o etanol.

O caélculo do rendimento foi realizado com base na curva padréao
preparada a partir da leitura da absorbancia de solugcdes com diferentes

concentracdes de ODP em etanol.

4221.1. Construcdo da curva padréo

Foram preparadas solucées de ODP em etanol nas concentragdes de
0,3 yg/mL, 0,4 ug/mL, 0,8 ug/mL, 1,6 pg/mL, 2,5 pyg/mL, 3,0 uyg/mL, 4,0 pg/mL,
5,0 yg/mL, 6,0 uyg/mL, 7,0 yg/mL, 8,0 yg/mL, 10,0 pg/mL, 12,0 pg/mL, 14,0
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Mg/mL e 16,0 ug/mL de ODP. A curva padrao foi obtida através da leitura da
absorbancia das solugcées em espectrofotdbmetro UV-visivel no comprimento de
onda fixo de 311 nm.

4.2.3. Preparacao de nanosistemas formados por MMT-Na e TiO,

Em 200 mL de 4gua destilada, realizou-se a dispersédo de 1 g de diéxido
de titdnio e 1 g de montmorilonita sédica. A suspensdo foi submetida a
sonicacao por 45 min na poténcia de 60 W. Depois, o material foi liofilizado e
conduzido para caraterizagao por DRX, IV-TF, DSC, TGA e DLS.

4.2.4. Caracterizacao dos materiais formados

42411. Difracao de raios X (DRX)

As amostras pulverizadas e calibradas em tamis de malha 70 (ABNT)
foram analisadas em Difratbmetro de raios X operado a 30 kV, 15 mA, 0,05
mm, 1 °C/min, em temperatura ambiente. Utilizou-se radiagdo CuKa como fonte
de raios X (comprimento de onda de 0,15418 nm). O angulo de difracao (206)
foi registrado em temperatura ambiente no intervalo entre 2°a 20° para os
complexos de inclusdo e entre 2° a 60° para 0s nanosistemas.

O espacamento interlamelar da MMT foi calculado através da aplicacao
da Lei de Bragg, representada pela Equacéo 3.

nNA=2dsenb Equacéao 3

Na equacdo 3, d é a distancia entre os planos lamelares da argila
(espacamento interlamelar, A), A equivale ao comprimento de onda dos raios X
é difratado (1,5418 A) e o valor de 8 é a metade do angulo de espalhamento
referente ao pico doo1 (KOO, 2006).
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4241.2. Andlise em infravermelho com transformada de
Fourier (IV-TF)

Para as andlises de IV foram preparadas pastilhas de KBr com os
materiais a serem analisados na concentracao de 2%. Os espectros foram
obtidos na regido de 4000 & 400 cm™ utilizando o espectrofotémetro IR
PRESTIGE-21, SHIMADZU.

4241.3. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Foi utilizado o aparelho DSC 60, SHIMADZU, para obtengao das curvas
de DSC das amostras selecionadas. Cerca de 2,0 mg de cada amostra foram
pesados em cadinho de aluminio que, em seguida, foi parcialmente fechado. A
taxa de aquecimento utilizada foi de 15°C/minuto numa faixa de temperatura
entre 25 — 500 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio de 50 mL/minuto.

4241.4. Andlise termogravimétrica (ATG)

Cerca de 5,0 mg das amostras selecionadas foram corridas contra um
padrdao de alumina num fluxo de nitrogénio de 50 mL/minuto na faixa de
temperatura entre 50 e 700°C com taxa de aquecimento de 10°C/minuto. O
Analisador Termogravimétrico TGA-50, SHIMADZU, foi utilizado para
realizacdo das analises. Para construcao dos gréaficos, calculou-se o percentual
de perda de massa.

4241.5. Andlise de tamanho de particulas por difracdo de

laser (LD)

A determinacao da distribuicdo do tamanho de particula foi realizada em
analisador de tamanho de particula (Mastersizer 2000, Malvern), médulo

umido. Em andlises prévias, observou-se aglomeracao do material obtido. Por
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isso, antes da analise, realizou-se a dispersdo do material em agua destilada e
a dispersdo foi submetida a sonicacdo (60W) por 5 minutos. Depois, para
reduzir a tensao interfacial sélido/liquido e consequentemente os aglomerados,
adicionou-se 0,02% de Tween 80.

4.2.5. Avaliacao do potencial fotoprotetor em leveduras

Avaliou-se o potencial fotoprotetor dos materiais desenvolvidos neste
trabalho em colaboracdo com aluna de mestrado Juliana Patrdo de Paiva do
Programa de Pés-graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas da UFRJ no
Laboratério de Radiobiologia Molecular, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho da UFRJ.

Nos experimentos, a cepa CD138 (deficiente no gene ogg1) de levedura
Saccharomyces cerevisae foi utilizada. Em leveduras e células de mamiferos, o
gene ogg1 participa na remogao de guaninas oxidadas prevenindo o aumento
da mutagénese nestas células (PINTO et al., 2010). A oxidacao da guanina
para 8-oxoguanina (oxoG) no DNA é uma transformacao frequente, que ocorre
em células como resultado do estresse oxidativo (SINGH et al., 2011). Cepas
de leveduras deficientes no gene ogg? (CD138) apresentam um aumento na
taxa de mutagédo (PINTO et al,, 2010) e sao naturalmente sensiveis a danos
oxidativos oxidativo (SINGH et al., 2011).

As leveduras foram cultivadas em meio YPG liquido (Extrato de levedura
1% (Difco), Peptona 1% (Difco), Glicose 2% (Merck)) por 48 horas, a 30°C com
agitacdo, até atingir a concentragéo de ~ 1 x 10® células/mL. Com a cultura em
fase estacionaria, as células foram centrifugadas a 7000 rpm/10min, lavadas
uma vez, ressuspendidas em agua bidestilada autoclavada e diluidas a 10’
células/mL (SOUZA, 2009; PINTO et al., 2010).

As leveduras foram expostas a doses crescentes de UV-B, em placas de
petri de vidro (5 cm de didmetro) com um volume final de 10 mL de agua
bidestilada autoclavada contendo 1 x 107 células/mL e 100 ug/mL do material a
ser testado. A irradiacao foi feita com uma lampada Vilbert Lourmat Ultravioleta
(duplo comprimento de onda 312/365 nm, 15 watts) e as doses foram
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determinadas com radibmetro Mod. VL — 215 LM de amplo espectro. O
comprimento de onda utilizado para as irradiacéo foi de 312 nm, nas doses de
5; 10; 15, 20, 25 e 30 kJ/m?. Apés cada dose, aliquotas foram retiradas para
determinacgao da sobrevivéncia celular. Foram feitas diluicGes seriadas as quais
foram plagueadas em duplicata em meio YPG sélido (com 2% agar) a 30°C. As
colénias foram contadas depois de um periodo de aproximadamente 96 h.
Todos o0s experimentos de sobrevivéncia foram realizados de forma
independente, pelo menos, trés vezes (SOUZA, 2009; PINTO et al., 2010).

Para analisar a mutagénese foi utilizado o sistema de resisténcia a
canavanina. E um sistema que detecta todas as mutagées que inativam o gene
da arginina permease, CAN1, que permite a entrada da arginina para o uso da
célula. Ocorre a incorporagdo da canavanina e inativagdo celular quando
houver altas concentragcdes de canavanina no meio de cultivo. Porém, as
células que possuem o gene CANT nao funcionante irdo sobreviver, pois nao
utilizardo a canavanina da placa. Este sistema de selecao é possivel, uma vez
que a cepa utilizadas em no trabalho sdo prototréficas para arginina (SOUZA,
2009; PINTO et al., 2010).

Depois do tratamento das células, a quantificacdo dos mutantes
induzidos pela radiacdo UV associada ao material testado foi realizada por
meio do plagueamento de diluicbes apropriadas em meio seletivo YNBD (com
60 mg/ml de sulfato de canavanina (Sigma) para o crescimento seletivo dos
mutantes resistentes). As colbnias foram contadas apés 4 dias a 30°C para
determinacao dos mutantes resistentes a canavanina. Todos os experimentos
foram conduzidos independentemente por pelo menos trés vezes, e todas as
frequéncias de mutacado foram determinadas e expressas como a média com
seus respectivos desvios padrées (SOUZA, 2009; PINTO et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO DAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS, ELETRONICAS E DE
ABSORGAO UV DE DERIVADOS DA BENZOFENONA

Os resultados apresentados nesta parte da tese foram publicados no
seguinte artigo: CORREA, B. A.; GONCALVES, A. S.; DE SOUZA, A. M. et al.
Molecular modeling studies of the structural, electronic, and UV absorption
properties of benzophenone derivatives. J Phys Chem A, v. 116, n. 45, p.
10927-33, Nov 15 2012 (ANEXO ).

5.1.1. Estudo das propriedades estruturais de derivados da

benzofenona

Célculos preliminares foram realizados com o conférmero de menor
energia da BF-3 utilizando diferentes métodos quanticos visando determinar o
método mais acurado para as otimizacdes geométricas.

Os parametros estruturais calculados e os dados cristalograficos
(LIEBICH & PARTHE, 1974) estao apresentados na Tabela 5.

As estruturas otimizadas sdo minimos locais de energia obtidos no
vacuo pelos métodos semi-empiricos RM1 e PM6, ab initio HF e DFT/B3LYP
no estado fundamental.

Foi observado que os métodos semi-empiricos e ab initio subestimaram
o comprimento de ligacdo O=C(2). Maiores variagcbes do comprimento de
ligacdo O=C(2) foram observadas entre o dado experimental (LIEBICH &
PARTHE, 1974) e os resultados de HF/6-31G(d) ou HF/6-31G(d,p) (Afmax =
0,043 A para ambos).

A ligacdo hidrogénio intramolecular entre o grupo hidroxila e o atomo
oxigénio da carbonila influencia no comprimento de ligagdo O=C(2). Quanto
menor a distancia da ligacdo hidrogénio, maior o comprimento de ligacao
0O=C(2) (COX & KECHAGIAS & KELLY, 2008). Os métodos semi-empiricos e

ab initio apresentaram menores comprimento de ligacdo O=C(2) e maiores
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distancias O-H"O=C(2) do que aqueles observados na estrutura cristal e

obtidos pelos métodos DFT/B3LYP (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros calculados usando diferentes métodos e dados
experimentais (dados de cristalografia da raios-X; cédigo CSD: HMXBZP

(LIEBICH & PARTHE, 1974))?

OH O

DFT/B3LYP HF
Parametros RM1  PM6 6 Exp.
6-31G(d) 6-31G(d,p) 6-31+G(d) 6-31G(d) 31G(d,p)
0=C(2) 1,234 1,234 1,249 1,250 1,250 1,212 1,212 1,255
C(2)-C(3) 1,456 1,456 1,465 1,463 1,465 1,475 1,475 1,447
C(2)-C(3) 1,473 1,496 1,499 1,498 1,499 1,501 1,501 1,500
0O-C(2)-C(3) 119,77 120,56 120,93 120,76 120,81 121,03 121,01 120,99
0-C(2)-C(3) 120,55 119,61 117,26 117,24 117,49 117,86 117,83 116,08
C(3)-C(2)-C(3") 119,66 119,83 121,80 121,99 121,70 121,11 121,16 122,93
C(2)-C(3)-C(4) 122,32 122,91 123,49 123,74 123,25 122,76 122,82 122,26
C(2)-C(3")-C(4") 119,68 120,15 122,86 122,91 122,59 122,51 122,50 121,69
C(2)-C(3)-C(8) 118,95 119,37 119,10 118,76 119,45 119,98 119,87 120,48
C(2)-C(3)-C(8") 119,59 119,43 117,86 117,80 118,07 117,97 117,95 118,41
O-H"0O=C(2) 1,697 1,683 1,658 1,625 1,676 1,802 1,795 1,575

2 Os comprimentos de ligacéo estdo em A e os angulos de ligagdo em °(graus).

Os comprimentos de ligagdo calculados pelo método DFT/B3LYP com
as funcoes de base 6-31G(d), 6-31G(d,p) and 6-31+G(d) estdo de acordo com
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os resultados obtidos experimentalmente (LIEBICH & PARTHE, 1974) (Armax <
0,02 A). A Figura 12 apresenta a diferenca percentual de valor (DPV) entre os
paramentros calculados por DFT/B3LYP nas diferentes funcées de base 6-
31G(d), 6-31G(d,p) and 6-31+G(d) e os dados da estrutura cristalografica
(LIEBICH & PARTHE, 1974). Pode-se observar que todos os valores DPV sao
inferiores a 2,0%. Avaliando a acuracia e velocidade computacional
(JACQUEMIN et al, 2009) e levando em consideracdo o principio da
parciménia, o método DFT/B3LYP/6-31G(d) foi selecionado para os calculos
seguintes.

--4--6-31G(d) —=—6-31G(d,p) —&—6-31+G(d)

Diferenca Percentual de Valor (%)

Parametros

Figura 12. Diferenga percentual de valor entre a geometria calculada
(DFT/B3LYP) e a estrutura cristal (dados de cristalografia da raios-X; cédigo
CSD: HMXBZP (LIEBICH & PARTHE, 1974)).

Adicionalmente, outras estruturas otimizadas pelo método selecionado
foram comparadas com a estrutura cristal disponivel no CSD (LIEBICH &
PARTHE, 1974; LIEBICH, 1979; VAN DER VELDEN & NOORDIK, 1980;
SCHLEMPER, 1982; GUO et al., 1992; FERGUSON & GLIDEWELL, 1996;
KUS & JONES, 2000; KUTZKE et al, 2000; KOOIJMAN et al, 2005;
SARASWAT et al, 2006). Na Tabela 6, estdo listados os parametros
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estruturais calculados pelo método DFT/B3LYP/6-31G(d) e aqueles obtidos
experimentalmente estao listados com seus respectivos valores DPV.

Todos os valores DPV sdao menores ou préoximos a 2,0%, demonstrando
que o método selecionado fornece resultados satisfatérios para as otimizagdes
dos derivados em estudo.



Tabela 6. Parametros estruturais das benzofenonas calculadas por
DFT/B3LYP/6-31G(d) e os dados experimentais (cristalografia de raios-X).
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© ¥ ¥ & @
& ®» o o 9 o 9
o o o Q9 Q R I - J ) ()
subst-BZP 3 x O O N N o o &) O o
® &) ~ L5 5 = = = = Z
d.csp) ¢ S S L S - < SR N )
(CO ) E (g (®) (@) @) @) (@) (®) (®) (@) (@)
Cenhum DFT 1,227 1,501 1,501 119,6 119,6 120,8 123,2 123,2 117,6 117,6
(BPHENO03) Exp. 1,223 1,486 1,496 121,1 120,91 118,9 121,1 120,7 120,91 119,7
DPV 03 10 03 12 04 16 17 20 21 18
o Oh DFT 1,246 1,474 1,498 120,6 117,5 121,9 122,9 1229 118,9 117,8
Exp. 1,240 1,463 1,487 121,0 117,7 121,3 122,1 122,8 119,9 117,3
(KEFRAP)
DPV 05 07 07 03 02 05 06 01 08 04
oh DFT 1,228 1,494 1,503 120,0 119,3 120,7 123,8 123,2 117,8 1177
Exp. 1,245 1,459 1,487 119,3 118,56 122,2 123,6 122,8 119,2 118,6
(YAJPUV)
DPV 14 23 11 06 07 12 01 03 12 0,8
2 4.OH DFT 1,249 1,465 1,499 120,9 117,2 121,9 123,4 122,9 119,0 117,8
’ Exp. 1,253 1,453 1,490 120,4 117,5 122,1 122,3 122,3 120,3 117,7
(DHXBZP10)
DPV 03 08 06 04 02 02 09 05 11 01
4 4OH DFT 1,230 1,496 1,496 119,6 119,6 120,8 123,9 123,9 117,7 117,7
’ Exp. 1,250 1,477 1,485 119,3 117,6 123,1 122,1 121,5 117,8 118,3
(TICFUG)
DPV 16 13 07 03 17 19 14 19 01 05
02 4.4-OH DFT 1,269 1,468 1,468 1184 1184 123,3 123,4 123,4 119,2 119,2
T Exp. 1,269 1,455 1,451 117,7 118,7 123,6 121,8 1235 121,4 120,2
(BADVIL10)
DPV 00 09 12 06 03 03 14 00 18 08
4 NH DFT 1,232 1,494 1,493 119,5 119,6 120,8 124,1 1241 117,9 117,9
’ 2 Exp. 1,240 1,474 1,482 120,8 119,7 119,5 122,7 121,4 120,0 120,6
(AMBZPH)
DPV 06 13 07 11 01 11 11 22 18 23
~OM DFT 1,229 1,485 1,485 119,1 119,2 121,6 121,9 121,7 118,5 118,4
- e
Exp. 1,220 1,492 1,487 119,3 119,8 120,9 123,0 122,3 118,5 118,6
(TAPVAH)
DPV 07 05 01 02 05 06 09 05 00 02
LB DFT 1,229 1,495 1,497 119,7 119,7 120,6 123,5 123,8 118,2 117,9
’ Exp. 1,226 1,493 1,493 119,9 119,9 120,2 122,9 122,9 118,6 118,6
(WIDTUY)
DPV 02 01 03 02 02 03 05 07 03 06
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5.1.2. Determinacao da capacidade de predicao do espectro de
absorcao UV de derivados da benzofenona

Para determinacao da capacidade de predicdo do espectro de absorcao
UVA/UVB, célculos TD-DFT foram realizados na estrutura otimizada da BF-3
na mesma funcdo de base usada para as otimizagdes. Os resultados foram
comparados com o espectro de absorcdo medidos experimentalmente em
diclorometano (20 pg/mL de BF-3) (Figura 13).

1,1 mmmm Teodrico
©
S 1,0 - A"~ - — - Experimental
N 0,9 - 4 \
© ’ 4 \
g 08 - / \\
= /
<Z: 0’7 ’ y \\ - "I
/ ~ = >
g 06 1, Se
< 05 .
b \
8 04 N
\
3 03 - N
2 02 - AN
N

£ o1 S.o
- 0,0 T T T T e | —

270 290 310 330 350 370 390

Comprimento de onda (nm)

Figura 13. Comparacao do espectro de absorcao UV tedrico (método TD-
DFT/B3LYP/6-31G(d) no vacuo) e experimental (diclorometano). A
normalizagao da absorbancia foi realizada de acordo com a intensidade
maxima de cada espectro.

As bandas de absorcdo medidas experimentalmente em 287 e 325 nm
foram calculadas no vacuo em 285 e 326 nm. Estudos anteriores indicam que o
espectro de absorcao da BF-3 ndo € muito afetado pela presenca de solvente
(BAUGHMAN et al., 2009). No entanto, outras benzofenonas podem apresentar
deslocamentos solvatocrémicos na presenca de solventes de diferentes
polaridades (DILLING, 1966; BAUGHMAN et al., 2009). Apesar do efeito

solvatocrdmico ser importante para simulagdes quantitativas, calculos do
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espectro de absorcado no vacuo podem fornecer dados qualitativos importantes
(JACQUEMIN et al., 2009).

Desta forma, visando estudos das relacbes estrutura-propriedade (SPR,
do inglés structure-property relationships), célculos TDDFT/B3LYP/6-31G(d)
foram realizados no vacuo utilizando a estrutura otimizada pelo método DFT/
B3LYP/6-31G(d) de uma série de derivados da benzofenona aprovados ou com
substituintes similares aqueles aprovados na lista de filtros UV permitidos para
produtos de higiene pessoais, cosméticos e perfumes da agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA, 2006)

Na Tabela 7 estdo listados os comprimentos de onda mais relevantes (A
> 280 nm), energias de transicao, forcas de oscilacdo (f > 0.1) e principais
configuragdes de transicdo para cada derivado em estudo.
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Tabela 7. Transicdes (comprimento de onda — nm e energia - eV), forca de
oscilacao (f) (f>0.1) e composicdo em termos de orbitais moleculares (MO)

calculadas para as benzofenonas.

subst-BF Nnm eV MO Vi
2.0OH 340 3,651 HOMO — LUMO: 0,92 0,104
4-OH 283 47375 HOMO — LUMO: 0,78 0,280
2 2.0OH 364 3,409 HOMO — LUMO: 0,94 0,181
2 4.0H 281 4,407 HOMO-3 — LUMO: -0,85 0,226
’ 323 3847 HOMO — LUMO: 0,83 0,144
4.4-OH 287 4,323 HOMO-1 — LUMO: 0,94 0,412

HOMO-1 — LUMO: 0,63

2.4.4-OH 289 4291 oMO-2 — LUMO: -0,59 0,210
367 3,383 HOMO — LUMO: -0,83 0,228
22" 4 4-OH 205 4,210 HOMO-2 — LUMO: -0,93 0,167
346 3,588 HOMO — LUMO: 0,92 0,348
4-OMe 291 4271 HOMO — LUMO: 0,81 0,291
4.4-OMe 283 4387 HOMO-1 — LUMO: -0,95 0,425
285 47358 HOMO-1 — LUMO: -0,86 0,235
2-OH, 4-OMe 326 3,812 HOMO — LUMO: 0,87 0.179
, 206 4,188 HOMO-2 — LUMO: 0,84 0,186
2,2"-0H, 4-OMe 356 3,486 HOMO — LUMO:-0,92 0,263
, 297 4,181 HOMO-2 — LUMO: -0,94 0,188
2,2-0H,4,4-OMe 500 3535 HOMO — LUMO: 0,93 0.436
4-OFEt 283 47376 HOMO — LUMO: 0,76 0,236
4.4-OFt 293 4,239 HOMO-1 — LUMO: 0,94 0,511
286 4341 HOMO-1 — LUMO: 0,87 0,244
2-OH, 4-OFt 326 3,803 HOMO — LUMO: 0,87 0,186
2-NH, 361 3,431 HOMO — LUMO: -0,92 0,114
4-NH, 304 4,082 HOMO — LUMO: -0,86 0,272
4.4'-NH, 307 4,043 HOMO — LUMO: -0,93 0,496
297 4175 HOMO-1 — LUMO: -0,77 0,118
2-OH, 4-NHz 310 3,997 HOMO — LUMO:-0,70 0,199
4-N(Me)» 311 3,990 HOMO — LUMO: -0,84 0,250
4,4'-N(Me)» 307 4,043 HOMO — LUMO: 0,95 0,496
2-OH,4-N(Me), 322 3855 HOMO — LUMO:-0,87 0,366
4-N(Et), 323 3,839 HOMO — LUMO 0,76 0,237
4,4'-N(Et)s 335 3710 HOMO — LUMO: 0,95 0,712
2-OH,4-N(Et), 325 3814 HOMO — LUMO: 0,91 0,414
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Para confirmar a acuracia dos célculos TD-DFT no vacuo, realizou-se a
comparacao dos espectros calculados com dados experimentais disponiveis na
literatura (Figura 14) (DILLING, 1966; BAUGHMAN et al., 2009).

350 ~
340 -
330 -
320 -
310 -
300 -
290 -
280 -
270 A
260 -
250

Teorico (nm)

y = 0,9765x + 7,8647
R2 = 0,9912

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Experimental (nm)

Figura 14. Comparacao dos comprimentos de onda (nm) de absorcdo maxima
tedrica e experimental.

A benzofenona nao substituida apresenta uma banda experimental em
257 nm em agua (DILLING, 1966) enquanto no vacuo essa banda foi calculada
em 261 nm. A absorcdo experimental da 2,2’-hidroxi-4-metoxibenzofenona
medida em 299 e 355 nm em tolueno (BAUGHMAN et al., 2009) foi calculada
em 296 e 356 nm no vacuo. O composto 4-hidroxibenzofenona apresenta a
banda experimental em 285 nm em dietiléter (DILLING, 1966) e a absor¢ao
maxima tedrica no vacuo em 283 nm. A absorcdo maxima experimental medida
em 261 e 337 nm em etanol (DILLING, 1966) foi calculada no vacuo em 268 e
340 nm para a 2-hidroxibenzofenona. A absorcdo UV experimental da 2,4-
hidroxibenzofenona em 281 e 324 nm (ciclohexano) (DILLING, 1966) foi
calculada em 281 e 323 nm no vacuo.

Como observado na Figura 14Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada., os resultados calculados para os derivados isolados estdo de
acordo com os dados experimentais (R? = 0.9912).

5.1.3. Estudo das relacoes estrutura-propriedade de absorcao UV
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5.1.3. Estudo das relacoes estrutura-propriedade de absorcao UV
de derivados da benzofenona

5.1.3.1. Derivados da benzofenona substituidos com oxigénio

Em uma andlise geral da absor¢cdo das hidroxibenzofenonas foi
observado que esses derivados exibem pelo menos um pico de absorgdo na
faixa do UVA/UVB, sendo que os derivados 2,4-OHBF, 2,4,4’-OHBF e 2,2’,4,4’-
OHBF apresentam absor¢gao em ambas as faixas UVA e UVB. Considerando a
natureza dos orbitais moleculares envolvidos nas transicoes eletrénicas, todos
esses derivados apresentam os maximos de absorcao atribuidos a transicdes
de caracteristica T—1* (Quadro 2).

Quadro 2. Orbitais de HOMO e LUMO das hidroxibenzofenonas.

4,4-OH “ J:!&\v’v m W -‘»’0&:‘-
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As transicdes de menor energia das monohidroxibenzofenonas (2-OHBF
and 4-OHBF) s&o predominantemente HOMO—LUMO (Tabela 7). Essa
transicdo corresponde a 340 nm (f = 0.104) para a 2-OHBF e 283 nm (f =
0.280) para a 4-OHBF. Considerando a distribuicdo dos orbitais moleculares
para ambos derivados, 0o HOMO encontra-se localizado principalmente no anel
substituido A (Quadro 2).

Além disso, a transicao da 2-OHBF é acompanhada por uma mudanca
na densidade eletronica nos atomos oxigénios da carbonila e hidroxila atribuida
a uma transferéncia de préton no estado excitado (ESPT, do inglés excited-
state proton transfer) ja mencionada em outros trabalhos (DILLING, 1966;
BAUGHMAN et al., 2009; CORREA, 2010).

A adicdo de mais um substituinte hidroxila na posicao orto leva a um
deslocamento para o vermelho (comprimento de onda aumenta) na transicao
de HOMO—LUMO: 340 para 364 nm (2-OH/2,2’-OH) e 283 para 323 nm (4-
OH/2,4’-OH). Essa transicao (HOMO—LUMO) também é acompanhada pela
mudanca da densidade eletrbnica nos grupos hidroxila e carbonila atribuida a
ESPT. Assim, pode-se inferir que a proximidade dos grupos hidroxila e
carbonila promovem transicdes de baixa energia. O derivado 4,4-OHBF
apresenta maior forca de oscilacdo do que o derivado monosubstituido na
posicdo para do anel aromatico (Tabela 7). Nessa molécula, a transicao
predominante é de HOMO-1—-LUMO, onde HOMO-1 esta localizado em ambos
os anéis devido a presenca dos substituintes hidroxila (Quadro 2). Essa
disubstituicdo na posicdo para leva a maiores intensidades de absorcdo na
faixa do UVB em comparacdo com a monosubstituicdo nessa posicao.

A presenca de substituintes hidroxilas nas posicées orto e para da
benzofenona (2,4-OHBF, 2,4,4’-OHBF e 2,2',4,4’-OHBF) leva a uma absor¢ao
em amplo espectro (Tabela 7). No entanto, esses compostos podem ser
absorvidos através da pele humana ap6és aplicacao tdpica e sdao capazes de
mimetizar a atividade biolégica de hormbnios apresentando atividade
estrogénica e antiandrogénica (OKEREKE & BARAT & ABDEL-RAHMAN,
1995; SUZUKI et al, 2005; MOLINA-MOLINA et al., 2008). A atividade

desreguladora endécrina pode apresentar riscos para os seres humanos e
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animais, uma caracteristica ndo desejavel para protetores solares (SUZUKI et
al., 2005).

A substituicao de um grupo metoxila na posicao orto (2-OMeBF) leva a
um pico de absorcdo em 266nm, que esta fora do intervalo desejado. Em
contraste, a substituicdo de uma metoxila na posicao para (4-OMeBF) resulta
em um maximo de absor¢céo na faixa do UVB em 291 nm e transicdo de HOMO
— LUMO, como observado também para a 4-OHBF. Esta transicéo eletronica
envolve o anel substituido A, seu substituinte e o grupo carbonila (Tabela 7 e
Quadro 3). A adicao de mais um grupo metoxila na posicdo para do anel B
(4,4'-OMeBF) levou a um pequeno deslocamento para o azul (comprimento de
onda diminui) na regido do UVB e como esperado um aumento da forga de
oscilacédo (Tabela 7).

A presenca de uma hidroxila na posi¢cdo orto leva a uma absorcao
adicional na regiao UVA da 4-OMeBF (2-OH-4-OMeBF, 2,2'-OH-4-OMeBF) e
da 4,4'-OMeBF (2,2'-OH-4,4'-OMeBF), classificando esses derivados como
filtros organicos de amplo espectro. No entanto, estudos apontam que
derivados para metoxilados também podem ser absorvidos através da pele e
sofrer biotransformacao por desmetilagdo, formando metabdlitos com atividade
estrogénica (SUZUKI et al., 2005; JEON et al., 2008; MOLINA-MOLINA et al.,
2008).

As etoxibenzofenonas apresentam o mesmo perfil que os derivados
anteriores. A substituicdo na posicao orto, semelhante ao grupo metoxila, ndo
resulta em absorcdo na faixa desejavel do espectro UV (~290 a 400 nm). A
substituicdo na posicao para esta relacionada com a absorcdo UVB assim
como a hidroxilagdo do derivado 4-OEtBF (2-OH-4-OEtBF) também amplia o
espectro de absorcado, mas com baixa forca de oscilagdo (Quadro 3).

Considerando todos os derivados da benzofenona substituidos com
atomos de oxigénio, o derivado 4,4’-OEtBF exibe maior forga de oscilagéo (f =
0.511) com o Amax calculado em 294 nm e transicbes de HOMO-1—LUMO
envolvendo a densidade eletrénica do atomo de oxigénio do grupo etoxila e de
ambos os anéis (Quadro 3 e Tabela 7).
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Quadro 3. Orbitais HOMO e LUMO das metoxi e etoxibenzofenonas.

Subst-BF  HOMO-3 HOMO-2 HOMO-1 HOMO LUMO

ove g O M N AR
S T R
4,4-E10 & mmmm

5.1.3.2. Aminobenzofenonas

Numa andlise global das aminobenzofenonas, pode-se inferir que a
presenca dos grupos OH e NH na posicdo orto € acompanhada por uma
mudanca na densidade eletrénicas do substituinte e o atomo de oxigénio da
carbonila que sustenta um ESPT e tautomerismo ceto-enol/amina/imina.
Comparacbes entre OH/NH e substituintes O-alquil/N-alquil na posicdo orto
confirmam que a baixa energia necessaria para ocorrer uma absorcao na faixa
do UVA é relacionada com a transferéncia de préton. O Amax calculado para 2-
N(Me).BF e 2-N(Et).BF esta fora da faixa desejada (Amax < 260 nm). O mesmo
foi observado para o grupos alcoxila na posicdo orto, como ja reportado no

presente estudo.
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No caso das benzofenonas amino-substituidas na posicao para, a
disubstituicdo aumenta a forca de oscilacdo semelhante as benzofenonas
hidroxi-substituidas (Tabela 7). Além disso, a hidroxilagdo na posi¢do orto
amplia o espectro de absorcdo com o Amax calculado em 297 e 310 nm
atribuido a transicdes HOMO-1—-LUMO e HOMO—LUMO, respectivamente.

Diferentemente das benzofenonas substituidas com o atomo de
oxigénio, a hidroxilagdo da 4-NH.BF na posicao orto (2-OH-4-NH,BF) né&o
induziu o pico de absorcdo na faixa do UVA, levando apenas a uma absorcao
extra na faixa do UVB. Essas absorcbes apresentam os coeficientes de
distribuicdo dos orbitais ocupados, HOMO e HOMO-1, principalmente
localizados no anel substituido A e em seu substituinte devido ao seu efeito
indutivo.

A presenca de substituintes aquilamina (-N(Me). and -N(Et)2) na posicao
para leva a um deslocamento para o vermelho de 311 nm da 4-N(Et).BF para
330 nm da 4,4-N(Et).BF. Um menor deslocamento para o vermelho foi
observado de 323 nm da 4-N(Me).BF para 334 nm da 4,4-N(Me).BF. As
transicdes eletrbnicas desses derivados envolvem o anel substituido e seu
substituinte (HOMO—LUMO).

Similarmente a 4-NH,BF, a hidroxilagdo dos derivados alquilaminas, 2-
OH-4-N(Me).BF e 2-OH-4-N(Et).BF, ndo induziu uma absorcdo em amplo
espectro e apenas levou a um deslocamento para o vermelho. Devido a essa
substituicdo, a 2-OH-4-N(Me).BF apresentou um deslocamento para o
vermelho da regido do UVB para a regiao do UVA (311/322nm), mostrando um
efeito de ressonancia forte relacionado ao grupo hidroxila.

Todas as dietilaminobenzofenonas exibem um Unico pico na regiao do
UVA com transigcbes de HOMO—LUMO envolvendo os anéis substituidos. A
4,4’-N(Et).BF apresentou a maior forca de oscilagdo de todos os derivados

estudados.
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Quadro 4. Orbitais HOMO e LUMO das aminobenzofenonas.

Subst-BF HOMO-3 HOMO-2 HOMO-1 HOMO LUMO

2- NH,

4- NH,

4,4'-NH,

2-OH, 4-NH,

4-N(Me),

4,4’-N(Me),

2-OH,4-N(Me),

4 - N(Et)

4,4’- N(Et),

2-OH,4- N(Et),
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5.1.3.3. Outros derivados

O Amax calculado para as benzofenonas com os substituintes 2-COOH,
2-COOMe e 2-COOQEt exibiram absor¢cdo menor que 280 nm e, dessa forma,
estao fora da faixa de absorcéo desejada.
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5.2.  COMPLEXOS DE INCLUSAO MMT-ODP

5.2.1. Desenvolvimento dos complexos de inclusao formados por
MMT e ODP

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa investigaram
0 processo de inclusao do filtro solar ODP em montmorilonita (SOARES, 2003;
COELHO et al., 2008). Segundo Coelho e col. (2008), a inclusdo do ODP em
montmorilonita pode melhorar a sua funcionalidade e uso comercial.

Desta forma, a fim de otimizar a formagcdo do complexo e dar
continuidade as investigacdes das propriedades do material formado por meio
da avaliagao do potencial fotoprotetor em leveduras, realizou-se o processo de
intercalacdo do ODP em MMT sbdica tomando-se como base os resultados
descritos por Soares (2003) e Coelho e col. (2008).

Soares (2003) observou o melhor rendimento de intercalagao utilizando
1:1 de ODP e argila. Nessa proporcao, o rendimento foi de aproximadamente
250 mmol de ODP/100 g de argila. Considerando que esse valor supera a CTC
da MMT, esse rendimento nado equivale a quantidade real de material
intercalado. Pois, ocorre adsor¢cao do material na superficie da argila.

Por isso, no presente trabalho, utilizou-se para a realizacdo das reacoes
de intercalacdo 1 g de MMT-Na e 280 mg de ODP, proporcao que equivale a
aproximadamente 100 mmol de ODP/100 g de MMT-Na, ou seja a CTC da
argila em questao, minimizando a possibilidade de adsorcdo do material a ser
intercalado.

Foram realizadas trés reacdes nas mesmas condi¢des, para avaliar a

reprodutibilidade do processo de intercalacao.

5.2.1.1. Solvente da reacao

Utilizando o website Chemicalize.org (ChemAxon, Hungria) observou-se
gue o nitrogénio da amina terciaria do ODP apresenta um valor de pka igual a

2,9. Esse sitio de protonacédo favorece a sua inclusdo no espaco interlamelar
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aniénico da MMT por troca ibnica e interacdes eletrostaticas. Segundo Soares
(2003), a protonacdo do grupamento amina presente na molécula do octil
dimetil PABA é fundamental para que ocorra tal interagao.

A Figura 15 apresenta as espécies, neutra e protonada, do filtro ODP.

CH, pH<29 T’Hﬁ
N

290

cH, > _NH? CH,
“30/ HEC
o CH, o CH,
o o

Figura 15. Espécies majoritarias do filtro solar ODP.

Visando a solubilidade e protonacdo do ODP no solvente da reacao,
utilizou-se a mistura de agua e acido acético com pH inferior a 2,9.

Para determinar a proporcao ideal da mistura, avaliou-se a solubilidade
do ODP em diferentes proporcoes de agua e acido acético e determinou-se a
proporcdo 3:7 (v/v) como sendo o6tima para a realizacdo dos ensaios de
intercalacéo. Sua ionizagao total é evidenciada por sua solubilizacao, visto que
o ODP é insoluvel em agua.

521.2. Curva padrao

Para construcdo da curva padrdao, as leituras foram feitas em
espectrofotobmetro UV-visivel no comprimento de onda de 311 nm. Com os
dados obtidos foi tracada a curva padrdao do ODP em etanol, sendo esta
submetida a regressao linear. A equacgado da reta obtida foi y = 0,0995x +
0,0753, com coeficiente de correlagdo linear com valor igual a 0,9995 (Figura
16). Observou-se uma linearidade entre a concentracdo do farmaco em
solucdo com os valores de absorbancia nesse comprimento de onda, o que
mostra que a reta pode ser utilizada para quantificacdéo do ODP no

sobrenadante.
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Figura 16. Curva padrdao de ODP em etanol.

5.2.1.3. Rendimento reacional

Com base na curva padrao (Figura 16) do ODP em etanol, calculou-se o
rendimento reacional (%) através da quantificacao do filtro ndo intercalado pela
leitura do sobrenadante diluido em etanol em espectrofotdmetro UV-visivel no
comprimento de onda de 311 nm. Com base nos valores de rendimento,
calculou-se a proporg¢dao de ODP no material formado (mg ODP / g complexo).

Na Tabela 8 encontram-se os valores do rendimento das reacdes e a
proporcdo de ODP no complexo formado.
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Tabela 8. Rendimento e massa de ODP no complexo formado pelas reagdes.

Massa de ODP
Reacdo Rendimento (%) intercalada

(mg ODP/g complexo)

1 19,2 54,0
2 23,5 65,8
3 19,4 54,4

Os rendimentos reacionais observados sdao melhores do que aqueles
observados por Soares (2003) em reacdes conduzidas no tempo de 30 minutos
e com concentragdes de filtro e argila que nao superam a CTC da argila.

5.2.2. Caracterizacao

5.22.1. Difracao de raios X

Os padrdes de difragdo do produto da reacdo e da MMT-Na pura foram
agrupados e sdao mostrados na Figura 17. O padrdao de difracdo da MMT
possibilita a avaliacdo comparativa dos angulos 20 referentes ao pico doo1.
Aplicando-se a Lei de Bragg obtiveram-se as distancias interlamelares de

ambas as amostras analisadas e os valores estdo evidenciados no gréfico.
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Figura 17. Padrdes de difracdo do complexo MMT-ODP e da MMT-Na pura.
Observou-se uma diminuicdo nos valores do angulo 26 do complexo
formado (5,65°) em relacao ao angulo 26 da MMT-Na pura (6,75°), que indica o

aumento do espagamento interlamelar proveniente do processo reacional e da
inclusdo do filtro na argila. Esse aumento equivale a 2,55 A.

5222 Infravermelho por Transformada de Fourier

A analise por IV-TF foi empregada para identificar a presenca do filtro no

complexo e avaliar as caracteristicas da interacao entre o ODP e a MMT.
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Inicialmente, avaliou-se o espectro no infravermelho da MMT-Na pura.

As bandas de absorcéo na regiao do IV da MMT-Na estdo mostradas na Figura
18.

Transmitancia (%)

470

1039

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Comprimento de onda (cm-?)

Figura 18. Espectro de IV-TF da MMT-Na.

O pico proximo a 3630 cm™' corresponde a vibragdes de estiramento do
grupo OH estrutural e ligagdes Mg?*-OH ou AI**-OH. A banda de absorcdo em
3446 cm™ é atribuida a vibragdes de estiramento do OH estrutural e da &gua,
ambos envolvidos em ligacdo hidrogénio. A banda observada em 1635 cm’
corresponde a deformacdo angular de moléculas de &gua. As bandas
atribuidas as vibracdes da rede dos silicatos estdo na faixa entre 1100 a 450
cm”, sendo a banda intensa em 1039 cm™ correspondente ao estiramento
assimétrico Si-O-Si e a banda em 796 cm™ atribuida ao estiramento Si-O.
Também é possivel observar absorgdo em 522 cm™ que corresponde a
vibragdes angulares de ligagdes Si-O, incluindo Si-O-AI**, e em 470 cm™ devido
a grupos Si-O-Si (BUKKA & MILLER & SHABTAI, 1992; DEL HOYO &
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VICENTE & RIVES, 2001; PALUSZKIEWICZ et al., 2011; ERDOGAN ALVER &
ALVER, 2012). A banda em 2350 cm™ indica diéxido de carbono.

Na Figura 19 estdo agrupados os espectros de IV-TF da MMT-Na pura,
ODP puro e do produto da reagdao MMT-ODP.

No espectro do produto da reagdo MMT-ODP (Figura 19) é possivel
observar que as bandas ndao mudam de posi¢do, 0 que indica que a interacao
entre o ODP e a MMT ¢ bastante fraca.

Os picos na faixa de 3000-2850 cm™ sdo atribuidos ao estiramento C-H
alifatico presente no ODP. Esses picos sdo observados no complexo formado,
evidenciando a presenga de ODP no complexo (Figura 17).

E possivel observar um alargamento da banda em 1039 cm™
(estiramentos Si-O-Si) do produto da reacdo MMT-ODP em relagdo a
observada na MMT-Na. Esse alargamento € proveniente da interferéncia dos
picos de estiramento C-N presentes no ODP que ocorrem na faixa de 1350 —
1000 cm™,
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Figura 19. Espectros de IV-TF da MMT-Na pura, ODP puro e do complexo

MMT:ODP.
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5.223. Analise térmica

As curvas de DSC e TGA da MMT-Na pura e do produto da reacao
MMT: ODP estdo mostradas da Figura 20.

Na curva da MMT-Na pura, a principal perda de massa ocorre até 100°C
e corresponde 10,42% da perda de massa total da argila pura. Na curva de
DSC, esse evento se apresenta como um pico endotérmico na temperatura a
baixo de 100 °C e é atribuido a remocao de agua fracamente adsorvida. Na
analise do produto da reacao MMT-ODP, é possivel observar que ha um menor
conteudo de agua. Esse resultado pode indicar a intercalagéo do filtro, pois a
caracteristica hidrofébica do material intercalado reduz a quantidade de agua
passivel de ser acomodada no espaco interlamelar (DVININOV et al., 2009). A
perda de massa do complexo até a temperatura de 100 °C foi de 7,63%.

Entre 100 °C e 500 °C, a perda de massa observada na andlise
termogravimétrica da MMT ¢é inferior a 3%, diferentemente da curva do
complexo, que a perda de massa nesse intervalo corresponde a 8,3%. Os
eventos relacionados com essa perda mais elevada podem ser decorrentes da
decomposicao do ODP adsorvido no complexo.

Em temperaturas maiores que 500°C, a MMT comeca a se decompor
por desidroxilacdo (COELHO & SANTOS & SANTOS, 2007; DVININQV et al.,
2009). Segundo Dvininov e col. (2009), em 550 °C ocorre uma redugcao do
espacamento basal e a estrutura da argila colapsa.

Na curva de DSC, a auséncia de eventos térmicos relacionados ao filtro
(ODP) na faixa de temperatura analisada é resultante da pequena

concentracao de filtro intercalado no material.
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Figura 20. Curvas de DSC e TGA da MMT-Na pura (linhas pontilhadas) e do produto da
reacdo de intercalagdo MMT:ODP (linhas soélidas).
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522A4. Analise de tamanho de particulas por difracao de
laser (LD)

A Figura 22 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula da MMT-
Na pura e dos complexos MMT-ODP formados. E possivel observar um
comportamento bimodal da distribuicio de tamanho do complexo que
compreende a faixa entre 0,4 e 500 um, com picos em aproximadamente 4 um
e 200 pym. Para a MMT-Na pura, o maior volume de particula apresenta
tamanho aproximado de 20 pm.

6 -
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Tamanho de particula (um)

Figura 21. Distribuicdo de tamanho de particular da MMT-Na e do complexo
MMT-ODP.
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5.2.3. Avaliacao do potencial fotoprotetor dos complexos MMT-ODP

A sobrevivéncia e mutagénese da S. cerevisae exposta a radiagao UVB
e pré-tratada ou ndao com a mistura fisica de MMT-Na e ODP ou com o
complexo MMT-ODP foi determinada para avaliacao dos efeitos fotoprotetor do
novo material formado em organismos vivos.

A mistura fisica foi feita com a proporcao de MMT-Na e ODP semelhante
ao rendimento reacional do complexo.

A concentracdo do complexo em todos os experimentos foi de 100
Hg/mL em agua destilada a 30°C, sob agitacdo. Nas condigdes experimentais,
essa foi a concentracdo maxima previamente estabelecida por Pinto e col.
(2010) que é nao tbxica para a S. cerevisiae.

Como pode ser observado na Figura 22, a cepa ogg? é bastante
sensivel ao UVB. A sensibilidade se mostrou semelhante para as cepas pré-
tratadas e sem tratamento até 10 kJ/m% No entanto, de 15 até 30 kJ/m? a
levedura apresentou maior resisténcia ao UVB na auséncia de MMT e ODP.
Esses resultados sugerem que a mistura fisica e o complexo de MMT e ODP
podem contribuir com a toxicidade celular em altas doses de UVB.

Contrariamente ao resultado de sobrevivéncia, na DLy, a inducdo da
mutagénese pela radiacdo UVB foi maior na auséncia de MMT e ODP (Figura
23). Portanto, em baixas doses de UVB, a mistura fisica de MMT-Na e ODP ou
o complexo MMT-ODP sao capazes de proteger as células contra os efeitos

mutagénicos dessa radiacdo, sem contribuir com os efeitos toxicos.
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Figura 22. Sobrevivéncia da cepa CD138 (ogg1) apds tratamento com UVB,

pré-tratada ou ndo com a mistura fisica (MF) de MMT-Na e ODP ou com o

complexo MMT-ODP. Estes resultados representam a meédia de no minimo trés
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Figura 23. Mutagénese da cepa CD138 (ogg1) ap6s tratamento com UVB de
10 kJ/m? (DL1o), pré-tratada ou ndo com a mistura fisica (MF) de MMT-Na e
ODP ou com o complexo MMT-ODP. Estes resultados representam a média de

no minimo trés experimentos.
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5.3. NANOSISTEMAS MMT-TiO»

5.3.1. Preparacao de nanosistemas formados por MMT-Na e TiO,

Segundo estudos ainda nao publicados de Paiva e col., em comparacao
com os materiais isolados, a mistura fisica de TiO, e MMT-Na aumentou
significantemente a sobrevivéncia e reduziu a mutagenicidade de leveduras
expostas a radiagdo UVB. Desta forma, visando dar continuidade a esses
estudos, realizou-se o0 desenvolvimento e caracterizacdo de nanosistemas
proveniente da intercalacdo TiO. em MMT-Na.

O procedimento de preparo dos nanosistemas consistiu na dispersao em
agua de MMT e TiO, (1:1) seguida de sonicacao (60 W) por um periodo de 45
minutos. Para verificar se houve formacdo de nanosistemas de TiO.-MMT,
apos a reacao, o material foi liofilizado e analisado por DRX, FTIR, DSC e TGA.
O tempo de reacdo escolhido foi aquele que poderia diminuir o teor de
esfoliacdo da argila pelo processo de sonicacdo, buscando a intercalagdo do
TiO2 nos espacos interlamelares da MMT.

Depois da caracterizacdo, avaliou-se o potencial fotoprotetor do
nanosistema em colaboracdo com aluna de mestrado Juliana Patrao de Paiva
do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFRJ no
Laboratério de Radiobiologia Molecular, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho da UFRJ.

5.3.2. Caracterizacao

Os espacos interlamelares da MMT-Na sonicada, mistura fisica MMT-Na
e TiO, e produto da reacdo MMT-TiO, determinados pela analise de difracao
de raios X foram comparados. A Figura 24 apresenta os padrdes de difracéo

desses materiais.
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Figura 24. Padrbes de difracdo da MMT-Na pura e sonicada, mistura fisica de
MMT-Na e TiO,, do produto da reacao de intercalagcdo MMT-TiO, e do di6xido
de titdnio puro em intervalo de 26 entre 2 e 20 graus.

Os valores do angulo 26 referentes ao pico dgo1 da argila deixada sob
sonicacao por 45 minutos e da mistura fisica MMT-Na e TiO, sdo semelhantes
e equivalem ao espagamento basal de 14,48 A e 15,04 A, respectivamente.

Para o produto da reagcdgo MMT-TiO,, é possivel observar um
desaparecimento do pico basal (doo1) no intervalo de 206 entre 2 e 20°
provavelmente devido a um maior espacamento interlamelar e/ou delaminacao/
esfoliacdo da MMT.

Esse resultado indica que o TiO, é capaz de interagir com as lamelas de
forma a romper as interacbes interlamelares, possibilitando a esfoliagdo da
argila e formacdo do nanosistema, devido as dimensdes das lamelas

delaminadas.
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O padrao de difracdo do dioxido de titdnio também foi avaliado no
intervalo de 20 entre 2° e 20° e nenhum pico foi identificado. Os picos
caracteristicos do TiO, anatase sdo observados em valores de 26 de 25.3°
37.8° 47.7°and 54.9° (CHEN et al., 2012). Por isso, com o intuito de investigar
alteragbes na estrutura cristalina do TiO, anatase, realizou-se a analise de
difracdo de raios X também no intervalo de 26 entre 20 e 60° (Figura 25).

Mistura fisica
MMT-Na e TiO,
<
2
[+]
o
©
i)
[7;]
."C.’ Reacio
c MMT-TiO,

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
20 (graus)
Figura 25. Padrées de difragdo da mistura fisica de MMT-Na e TiO, e do

produto da reagéo de intercalagcdo MMT-TiO, em intervalo de 26 entre 20 e 60
graus.

Como observado na Figura 25, os picos caracteristicos do polimorfo
anatase do didxido de titanio foram identificados tanto na mistura fisica, quanto
no produto da reacédo de intercalagdo. Portanto, a estrutura do cristal anatase
do diéxido de titanio foi mantida, mesmo apds o processo de intercalacao.

Os espectros de IV ndo apresentaram qualquer deslocamento

significativo dos sinais observados na mistura fisica e no produto da reacao de
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intercalagdo e, por isso, a técnica ndo se mostra efetiva na elucidacdo da
formag&o do nanosistema.

As curvas de DSC e TGA da mistura fisica de MMT-Na e TiO, e do
produto da reacdo MMT-ODP estdo mostradas na Figura 26. A principal perda
de massa para ambos os materiais analisados ocorre até 100°C. Na curva de
DSC, esse evento se apresenta como um pico endotérmico na temperatura a
baixo de 100 °C e é atribuido a remocao de agua fracamente adsorvida agua
fracamente adsorvida.

A MMT comeca a se decompor por desidroxilacgdo em temperaturas
maiores que 500°C (COELHO & SANTOS & SANTOS, 2007; DVININOV et al.,
2009DVININOV et al., 2009). E possivel observar uma menor perda de massa
do nanosistema em relagao a mistura fisica acima de 500°C (Figura 26). Pode-

se concluir que o material formado apresenta maior estabilidade térmica.
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Figura 26. Curvas de DSC e TGA da mistura fisica de MMT-Na e TiO; (cinza) e
do produto da reagao de intercalagdo MMT-TiO, (preto).

Na andlise de tamanho de particulas por difracdo de laser (Figura 27), foi
possivel observar que o material formado (MMT-TiO, nano) apresenta
distribuicdo de tamanho em uma faixa semelhante ao TiO, e em uma faixa de
tamanho maior que a argila. Esses resultados somados aos observados na
analise de DRX indicam que o nanosistema apresenta distribuicado de tamanho
semelhante ao TiO,, porém esta aglomerado e, mesmo com a sonicacao antes
a analise de tamanho, ndao houve dispersdao completa do material. Porém, os
resultados ndo sao conclusivos e serao necessdrias mais analises, como
determinacdo da area superficial e microscopia eletrénica, para observar a

caracteristica das particulas.
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Figura 27. Distribuicdo de tamanho de particulas do TiO, e MMT-Na puros e do
nanosistema de MMT-TiO..

5.3.3. Avaliacao do potencial fotoprotetor dos nanosistemas MMT-
TiO,

De acordo com resultados n&o publicados por Paiva e col. (2013) (Figura
10 e Figura 11), a cepa CD138 irradiada por UVB se mostrou mais resistente e
apresentou menor indice de mutantes quando pré-tratada pela mistura fisica de
MMT-Na e do TiO, Buscando aprimorar a fotoprotecdo observada pela
associagao da argila com o filtro inorganico, o nanosistema foi desenvolvido e
seu potencial fotoprotetor foi avaliado.

A concentracdo do complexo em todos os experimentos foi de 100
Hg/mL em &gua destilada a 30°C, sob agitacdo (PINTO et al., 2010).

A Figura 28 apresenta a resposta da S. cerevisiae a diferentes doses da
radiacdo UVB na presenca do nanosistema de MMT-TiO.. A sensibilidade das
cepas tratadas apenas com UVB foi maior. A presenca do nanosistema MMT-
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TiO2 ndao aumentou a resisténcia ao UVB em comparagdo com a mistura fisica
desses materiais. No entanto, a mutagénese das leveduras pré-tratadas com o
nanosistema reduziu drasticamente (Figura 29), superando a protecdo contra
os efeitos mutagénicos da radiacdo UVB observada nas leveduras tratadas
com a mistura fisica MMT + TiO..

Esses resultados sugerem que o novo material obtido a partir da reacéo
entre a MMT-Na e o TiO, é promissor para a prevencao de danos causados
pela radiacdo UVB.
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@
>
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o
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Figura 28. Sobrevivéncia da cepa CD138 (0ogg1) apés tratamento com UVB,
pré-tratada ou ndo com a mistura fisica (MF) de MMT-Na e TiO, ou com o
nanosistema MMT-TiO.. Estes resultados representam a média de no minimo
trés experimentos.
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Figura 29. Mutagénese da cepa CD138 (ogg1) apds tratamento com UVB de
10 kd/m? (DL1o), pré-tratada ou ndo com a mistura fisica (MF) de MMT-Na e
TiO2 ou com o nanosistema MMT-TiO,. Estes resultados representam a média
de no minimo trés experimentos.
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6. CONCLUSAO

Realizou-se o estudo teérico do perfil de absor¢cdo UVA/UVB de uma série
de derivados de benzofenonas (BFs) e estabeleceram-se as relacdes estrutura-
propriedade de absorcdo UV. A forca de oscilacdo parece aumentar na
presenca da disubstituicdo na posi¢ao para. A posicao de substituintes préticos
parece estar relacionada com o pico de absor¢éo: a absorcédo na faixa do UVB
ocorre na presenca da substituicdo na posicdo para, enquanto a substituicao
em orto leva a uma absor¢do na regidao do UVA. Esses resultados podem ser
racionalizados em estudos posteriores visando o desenvolvimento de novos
ativos fotoprotetores.

Foi possivel intercalar o octil-dimeti-PABA na montmorilonita, no
entanto, o material obtido nao se mostrou eficaz para proteger as células contra
os efeitos letais da radiagdo UVB. Em baixas doses de UVB, o complexo MMT-
ODP ¢é capaz de proteger as células contra os efeitos mutagénicos dessa
radiacdo, sem contribuir com os efeitos letais.

O nanosistema MMT-TiO, formado parece ser um ativo fotoprotetor
promissor. O diéxido de titanio de mostra capaz de esfoliar a argila sem alterar
sua estrutura cristalina. O nanosistema formado n&o apresentou maior
protecdo contra os efeitos letais da radiacdo UVB. No entanto, o nimero de
mutantes reduziu drasticamente, superando a protecdo, contra os efeitos
mutagénicos, observada para a mistura fisica.

O presente trabalho compila informagcbes importantes para

desenvolvimento de novos ativos fotoprotetores mais eficazes e seguros.
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