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Os produtos naturais tém sido utilizados para combater os crescentes efeitos danosos causados pela exposicao
solar, adicionando formulas quimicas a compostos ou substancias naturais para potencializar o efeito protetor
na pele. Através de analises in silico e in vitro, o presente estudo avaliou o efeito farmacol6gico contra o
cancer de pele e o fator de protecdo solar de trés flavonoides: Hv-1 (Kaempferol-3-O-3-D- (6”-Ep-coumaril)
glucopiranosideo), Pg-1 (5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi) e Wv-1 (5,7,4-trihidroxiflavona-8-C-f3-
glucopiranosideo), bem como seus respectivos compostos naturais (extratos etandlicos brutos — EEBs e
fragBes diclorometano/cloroférmio — FC/FD), oriundos de processos de extragdo em espécies da familia
Malvaceae. Os resultados da andlise in silico demonstraram que o Pg-1 possui maior probabilidade no
potencial antineoplasico para o tratamento do sarcoma, do carcinoma, do melanoma e do cancer de células
escamosas, enquanto o Hv-1 apresenta efeito antineoplasico no combate ao melanoma e ao cancer nas células
escamosas. O Wv-1 apresentou baixa ativacao antineoplasica em neoplasias do sistema tegumentar. A analise
in vitro revelou que os compostos dos EEBsHv e FDHYv, e as fra¢Bes (FCWv, FDHv e FCPg) tiveram elevado
fator de protecdo solar (25,01¢ps). O estudo das substancias isoladas mostrou que o0 Wv-1 ndo produziu efeito
protetor significativo no espectro UVB, contudo o Hv-1 e o Pg-1 apresentaram efeitos semelhantes, com alto
nivel de protecdo (25,01rps). Os dados indicam que os compostos analisados poderiam tornar-se alternativas
terapéuticas como fitoterapicos e as moléculas isoladas, candidatas promissoras a fitofarmacos com efeito

fotoprotetor e atividade anticAncer no sistema tegumentar.
Palavras-chave: produtos naturais, antineoplasico, fator de prote¢éo solar

Natural products have been used to combat the increasing damaging effects of sun exposure with the addition
of chemical formulas to natural compounds or substances to enhance the protective effect on the skin. Using
in silico and in vitro analyzes, the present study evaluated the pharmacological effect on the treatment of skin
cancer and the solar protection factor of three flavonoids: Hv-1 (Kaempferol-3-O-B-D- (6 ”-Ep-coumaril)
glucopyranoside), Pg-1 (5,7-dihydroxy- 3,8,4'-trimethoxy) and Wv-1 (5,7,4'-trihydroxyflavone-8-C-f-
glucopyranoside) as well as their respective natural compounds (crude ethanolic extracts - CEEs and
dichloromethane/chloroform fractions - DF/CF) obtained by extraction processes from species of the
Malvaceae family. The results of the in silico analysis demonstrated that Pg-1 has greater probability in the
antineoplastic potential against sarcoma, carcinoma, melanoma and squamous cell cancer, while Hv-1
exhibited an antineoplastic effect against melanoma and squamous cells cancer. Wv-1 showed low
antineoplastic activation against neoplasms of the integumentary system. The in vitro analysis revealed that
the CEEsHv and DFHv compounds and the fractions (CFWv, DFHv and CFPg) displayed high solar
protection factor (25.01spr). The analysis of the isolated substances showed that Wv-1 did not produce a
significant protective effect on the UVB spectrum; however Hv-1 and Pg-1 presented similar effects with a
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high level of protection (25.01spe). The data indicate that the analyzed compounds could become therapeutic
alternatives as phytotherapics, and the isolated molecules, promising candidates as phytopharmaceuticals

with photoprotective effect and anticancer activity in the integumentary system.
Keywords: natural products, antineoplastic, solar protection factor

1. INTRODUCAO

As doencas cronicas representam mundialmente a principal causa de mortalidade, dentre elas, 0
cancer configura-se como a enfermidade de maior recorréncia na populacdo. O céncer é
caracterizado pelo crescimento desordenado e descontrolado de algumas células, que se difundem
por tecidos e érgdos, afetando todas as idades e sexos, e com elevada predisposicdo em idosos,
individuos geneticamente suscetiveis ou com estilo de vida nao saudavel [1].

A terapia empregada para 0 combate ao cancer baseia-se na combinacéo da remocdo cirdrgica
do achado clinico com a quimioterapia convencional. Porém, o grande problema do tratamento
guimioterapico € que os farmacos utilizados, apesar de atacarem as células cancerosas, afetam
também as células saudaveis, o que aumenta a ocorréncia de reacdes adversas no paciente [2].

Os farmacos disponiveis no mercado, em sua maioria, sdo derivados direta ou indiretamente de
produtos naturais. As plantas medicinais sdo fontes de substancias bioativas, que possuem grande
diversidade estrutural de metabdlitos, tais como: terpenos, alcaloides, saponinas, esteroides, taninos
e os flavonoides, todos com diversas propriedades farmacoldgicas [3]. Assim sendo, observa-se
gue produtos naturais aparecem como alternativa viavel de baixo custo e com menos efeitos
colaterais, no que se refere a terapéutica do cancer. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos
presentes na dieta humana em alimentos de origem vegetal. Essas substancias tém demonstrado
eficacia como compostos antimicrobianos, anti-inflamatoérios, imunomoduladores e antioxidantes.
Por isso, dietas ricas em frutas, verduras e legumes podem auxiliar na protecdo contra o estresse
oxidativo, inflamacdo cronica e cancer, uma vez que sdo fontes de substincias capazes de
neutralizar a acdo dos radicais livres no organismo [4, 5].

O pico de radiacdo ultravioleta (UV) ocorre na faixa entre os tropicos (alto sol, baixo 0z6nio);
0 Brasil é considerado um pais tropical com geolocaliza¢do que atribui uma maior incidéncia de
radiacdo solar sobre o territorio [6]. A fracdo ultravioleta A (UVA 321 - 400) possui radiacdo que
penetra profundamente na pele e atinge a derme, ocasionando lesdes cutaneas responsaveis pela
incidéncia de cancer de pele do tipo carcinoma e melanoma. Ja a fracéo ultravioleta B (UVB 290 —
320) incide na epiderme e derme, elevando as reacGes fotoquimicas e interacdes secundarias, que
geram radicais livres capazes de promover estresse oxidativo e, consequentemente, danos as células
[7,8].

Os produtos naturais tém sido utilizados contra os crescentes efeitos danosos do sol com o
desenvolvimento de preparacdes topicas naturais combinadas a filtros quimicos para proteger a
pele em toda a faixa de exposi¢cdo UVA e UVB [9]. Portanto, os metabolitos secundarios de plantas
como os flavonoides sdo candidatos promissores, estas moléculas possuem diversos efeitos
bioativos: antioxidantes naturais no sequestro de radicais livres, favorecer a absor¢do UV e
promove a inibicdo da melanogénese, além de relatos de baixos efeitos citotoxicos e colaterais [10].

Dessa forma, o presente estudo visou avaliar, através de andlises in silico e in vitro, o efeito
farmacoldgico preditivo no tratamento de cancer de pele e a determinacéo do fator de protecéo solar
dos flavonoides tilirosideo (Kaempferol-3-O-B-D- (6”-Ep-coumaril) glucopiranosideo), Pg-1 (5,7-
dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi) e vitexina (5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-p-glucopiranosideo), bem como
seus respectivos compostos naturais (extratos etanolicos brutos — EEBs e fracOes
diclorometano/cloroférmio — FD/FC), oriundos do processo de extragdo em espécies da familia
Malvaceae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Analise in silico



A. P. de Sousa et al., Scientia Plena 16(12), 124601 (2020) 3

A estrutura quimica das substancias tilirosideo (Kaempferol-3-O-p-D- (6”-Ep-coumaril)
glucopiranosideo), Pg-1 (5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi) e vitexina (5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-3-
glucopiranosideo) foi obtida na base de dados Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
(Figura 1). A previséo dos espectros de atividade das substancias foi determinada pelo software
PASS online® (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/), tendo sido utilizado o espectro de
atividade prevista de um composto como probabilidade de ser ativo (Pa) ou probabilidade de ser
inativo (Pi). Quando Pa é maior que Pi, 0 composto é considerado experimentalmente ativo [11].
Foram abordados a acdo preditiva antineoplésica no tratamento do cancer que envolve o sistema
tegumentar (sarcoma, carcinoma, melanoma e carcinoma de células escamosas).

Wv-1

OH O

OH OH

Figura 1. Estruturas dos flavonoides obtidos de espécies da familia Malvaceae. Vitexina (Wv-1),
Tiliroside (Hv-1) e 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimethoxi flavona (Pg-1)

2.2 Analise in vitro

2.2.1 Material vegetal

As partes aéreas de Pavonia glazioviana e Helicteres velutina foram coletadas em fevereiro
2015, em Jeremoabo (Bahia, Brasil) cujas coordenadas sdo 09°53°15.5” a 09°44°34.6”S e
38°49°36,1” a 38°52°20.4”W, e identificadas pela Profa. Adilva de Souza Conceicdo da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB). As espécies vegetais foram registradas (nimeros de
registro: 28709 e 28709-1, respectivamente) e depositadas no Herbario da UNEB (HUNEB,
Colecédo Paulo Afonso). As partes aéreas de Waltheria viscosissima foram coletadas em agosto de
2013, em Santa Rita (Paraiba, Brasil) cujas coordenadas sdo 07°06°59”’S e 34°58°52”W. A planta
foi identificada pela Profa. Maria de Fatima Agra da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e,
posteriormente, registrada e depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (nimero MF Agra
21709) da UFPB (Jodo Pessoa, Brasil).

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulado a 40 °C, pulverizado e macerado com
etanol 95% (5 L) por 72 horas. A solucéo de extrato foi evaporada utilizando o rotaevaporador sob
pressdo reduzida a 40 °C para a producdo dos EEBs. Em seguida, foi realizada a separacdo por
cromatografia liquido-liquido, usando hexano, diclorometano (CH.Cl,)/cloroférmio (CHCIs),
acetato de etila e n-butanol, o que resultou nas respectivas fracoes, além da fracdo hidroalcodlica.
As fragbes diclorometano/cloroférmio foram submetidas a procedimentos cromatogréficos e
espectroscopicos, resultando no isolamento e caracterizacdo estrutural dos trés flavonoides
avaliados neste estudo (Figura 2).
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Malvaceae sensu lato

W. viscosissima H. velutina P. glazioviana
(EEBs - Wv) (EEBs - Hv) (EEBs - Pg)
[ EEBs ]
CHCIz Fragéo CH:Cl: Fragéo CHCIs Fragéo
(FC-Wv) (FD - Hv) (FC-Pg)

Wv-1 Hv-1 Pg-1

Figura 2. Obtencé&o de extratos (EEBs), fracdes e substancias isoladas de espécies da familia Malvaceae
sensu lato.

Todas as amostras utilizadas foram cedidas pela equipe da Prof® Maria de Fatima Vanderlei de
Souza (UFPB) e os procedimentos de obtencdo e determinagdo estrutural foram descritos em
trabalhos anteriores [12, 13, 14]. Os flavonoides obtidos receberam as seguintes identificagdes:
Wv-1 (Vitexina), Hv-1 (Tilirosideo) e Pg-1 (5,7- dihidroxi-3,8,4'-trimethoxi flavona).

2.2.2 Determinagao do fator de prote¢do solar - FPS

Na determinagdo do fator de protecédo solar (FPS), foi utilizado o método espectrofotométrico
de amostras em solucdo adaptado por Mansur. O método propGe a analise das solucGes contendo
substancias testes (EEBsWv, EEBsHv, EEBsPg, FCWv, FDHv, FCPg, Wv-1, Hv-1 e Pg-1),
alcangando a concentragdo final de 2mL e diluico em etanol. Para tanto, as fragdes foram
previamente solubilizadas em &agua deionizada, levadas ao vortex e, em seguida, diluidas em
solugdo alcodlica (alcool etilico PA). As solugbes foram submetidas as leituras de suas
absorbéncias, de 5 em 5 nm, utilizando-se cubetas de quartzo em espectrofotdmetro na faixa do UV
(290 a 320 nm). Em seguida, os valores de absorbancia obtidos foram substituidos na equacéo
adaptada por Mansur et al. (1986) [15], que relaciona o produto entre o efeito eritematogeno (EE)
e a intensidade da radiacdo (l), que é constante em cada comprimento de onda. Os testes foram
feitos em triplicatas.

Equacdo matematica utilizada no método de Mansur et al. (1986) [15].

320

FPS espectrofotométrico = FC.Z EE(A) . I(A). Abs(})
290
Onde: FC = fator de correcédo (= 10);
EE()L) = efeito eritematégeno da radiacdo solar em cada comprimento de onda ();
I(A) = intensidade da radiacdo solar em cada comprimento de onda ());
Abs(A) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada comprimento de onda ().

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise in silico que determinou a probabilidade de acdo farmacolégica das substancias Wv-
1, Hv-1 e Pg-1 demonstrou que as moléculas possuem uma boa probabilidade de ativagéo (Pa), em
relagdo aos valores de probabilidade de inativacdo (Pi), para as diferentes neoplasias que atingem
0 sistema tegumentar, como: pele, mucosas e células escamosas. O presente estudo revelou que o
Pg-1 apresentou melhor probabilidade de acdo antineoplasica no tratamento do sarcoma,
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carcinoma, melanoma e cancer de células escamosas, quando comparado as demais substancias
testadas (Wv-1 e Hv-1). O ensaio in silico ainda evidenciou que o Hv-1 possui melhor
probabilidade de ativacdo farmacoldgica antineoplasica em relacdo ao Wv-1 no combate ao
melanoma e as células escamosas (Tabela 1).

Tabela 1. Probabilidade de farmacos com agéo antineoplasica no tratamento de cancer de pele

Wv-1 Hv-1 Pg-1
Pa Pi Pa Pi Pa Pi
*Sarcoma 0,259 0,026 0,216 0,044 0,304 0,017
*Carcinoma 0,196 0,031 0,210 0,028 0,283 0,016
*Melanoma 0,194 0,059 0,230 0,043 0,396 0,012

*Células escamosas 0,174 0,028 0,238 0,017 0,347 0,009
* Antineoplasico; Pa: Probabilidade de ativacdo, Pi: Probabilidade de inativacdo

Analises in vitro corroboram os resultados descritos para as moléculas investigadas neste estudo.
A atividade antineoplasica de um flavonoide analogo ao Pg-1 utilizando ensaios com cultura de
células de fibrosarcoma revela potencial antineoplasico [16]. O efeito do Hv-1 contra células de
cancer de pele [17], e o efeito antineoplasico da Wv-1 em células de cancer de mama e ovario [18]
sdo alguns exemplos descritos na literatura sobre a agdo farmacoldgica destas moléculas. Os ensaios
também revelaram o potencial de inibigdo e proliferagdo de células cancerigenas in vitro.

No entanto, os mecanismos de inibicdo de cada molécula, em relagdo aos diferentes tipos de
cancer citados, necessitam de maiores evidéncias para a determinacao de seus mecanismos de acao.
O grande desafio das terapias anticancer é o dano celular e para que este efeito seja minimizado, a
busca por substancias naturais antineoplasicas de acdo comprovada deve visar a eliminacdo das
celulas doentes, com menor ou nenhum efeito adverso nas células normais [19].

As substancias naturais tém sido utilizadas na elaboragdo de cosméticos como um fator
adjuvante dos beneficios desses produtos, que apresentam acéo antioxidante, anti-inflamatoria e de
citoprotecdo. Com isso, no desenvolvimento de fitocosméticos, hd um aumento de preparacdes
topicas que utilizam combinagbes de filtros quimicos e fisicos com substancias naturais para
proteger e cuidar da pele [20]. No presente estudo, foi realizada a analise in vitro do fator de
protecéo solar dos EEBsWv, EEBsHv, EEBsPg, FCWv, FDHv e FCPg (Tabela 2).

Tabela 2. Fator de protecéo solar (FPS) em compostos da familia Malvaceae

H. velutina W. viscosissima P. glazioviana
Concentragdo EEBs FD EEBs FC EEBs FC
50 pg/mL 3,773 5671 2,949 4,056 1,252 3,025

100 pg/mL 5,197 11,58 3,884 6,897 2,142 6,227

500 pg/mL 25,01 25,01 17,14 25,01 8,886 25,01

1000 pg/mL 25,01 25,01 25,01 25,01 16,45 25,01
EEBs: Extratos Etandlicos Brutos; FD: Fragdo Diclorometano; FC: Fracao Cloroformica

A resolucdo RDC n° 30 de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece o regulamento técnico cientifico sobre formulagcdes de protetores solares, cujo fator
minimo de prote¢do solar deve ser > 6 rps [21]. De acordo com os dados obtidos na analise in vitro,
os extratos com potencial efeito foram: EEBsWv, EEBsHv e EEBsPg, estes compostos obtiveram
fator de protecéo solar significativo > 6 rps nas concentracdes de 500 pg/mL a 1000 pg/mL. As
substancias dos EEBsHv e FDHv, provenientes da espécie Helicteres velutina, obtiveram elevado
efeito de protecdo com (25,01 eps), quando comparado com aquelas presentes nas outras espécies
vegetais analisadas. Vale destacar que todas as fracoes de FCWv, FDHv e FCPg demonstraram alto
indice no fator de prote¢do solar em concentragdes de 500 pg/mL a 1000 pg/mL.

Em estudos prévios realizados com extratos de framboesa Rubus chingii, o potencial bioativo
dos flavonoides contidos no extrato foi avaliado, revelando a ocorréncia de véarias propriedades



A. P. de Sousa et al., Scientia Plena 16(12), 124601 (2020) 6

bioldgicas, incluindo a atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, e de redugdo do
numero de melandcitos, com aplicacdo na protecdo UV [22]. Além disso, foi evidenciado que os
flavonoides sdo inibidores naturais da tirosinase, enzima importante para a biossintese de melanina,
0 que indica uma possivel acdo deste composto no controle da melanogénese [23]. Tais achados
ddo respaldo aos resultados apresentados, uma vez que as substancias dos EEBsWv, EEBsHYv,
EEBsPg, FCWv, FDHv e FCPg sdo majoritariamente flavonoides.

A avaliacédo do fator de protecdo solar do Wv-1, Hv-1 e Pg-1 revelou que o Wv-1 néo produziu
efeito protetor significativo no espectro UVB, enquanto o Hv-1 e Pg-1 tiveram efeitos semelhantes,
com alto nivel de protecdo (25,01 rps), em concentracdes de 100 pg/mL a 1000 pg/mL (Tabela 3).

Tabela 3. Fator de Protecdo Solar (FPS) dos flavonoides

Concentracao (ug/mL)
50 pg/mL 100 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Wv-1 3,64 1,30 3,09 4,66
Hv-1 18,31 25,01 25,01 25,01
Pg-1 19,16 21,86 25,01 25,01

O isolado Wv-1 possui diversas aplica¢fes farmacoldgicas, entre elas as atividades antioxidante
e antitumoral, e a inibigdo do estresse oxidativo [24]. Entretanto, ndo ha efeito fotoprotetor descrito
para flavonoides obtidos da espécie W. viscosissima, apesar dos compostos encontrados nos
EEBsWv e FCWYv terem moderado efeito fotoprotetor, sugere-se que a atividade pode ser resultante
do sinergismo com outras moléculas presentes nos extratos vegetais.

Em relacdo ao Hv-1 e o Pg-1, estudos sobre a producéo de fitocosméticos, preparados com uma
combinacdo de sorbitol e Hv-1, mostraram a agdo anti-inflamatéria do composto, com protecéo das
camadas da pele (epiderme e derme), durante procedimentos estéticos, ao proporcionar efeitos
calmante e relaxante na area tratada [25]. J4 em ensaios desenvolvidos com extratos de folhas de
Blakiella bartsiifolia, ricos em flavonoides, contendo inclusive uma molécula andloga ao Pg-1, o
fator de protecdo solar foi semelhante ao das moléculas isoladas, sugerindo que a protecdo UVB se
deve a defesa natural das folhas dessas plantas presentes em ecossistemas tropicais expostos a forte
incidéncia solar [26]. Estes dados estdo de acordo com os achados descritos neste estudo que
indicam que os produtos extraidos de H. velutina (EEBsHv, FCHv e Hv-1) e P. glazioviana
(EEBsPg, FCPg e Pg-1) possuem efeito de fotoprotecdo, além de terem atividade antineoplasica no
tratamento do cancer de células e tecidos epiteliais e de revestimento.

4, CONCLUSAO

O potencial farmacoldgico preditivo dos flavonoides Wv-1, Hv-1 e Pg-1, demonstrados pela
analise in silico, indica a possibilidade de maior acdo antineoplasica do Pg-1 para combater o
sarcoma, 0 carcinoma, 0 melanoma e o cancer de células escamosas, quando comparado as demais
substancias. O Hv-1 possui melhor probabilidade de atividade antineoplasica para o tratamento do
melanoma e do cancer nas células escamosas. Entretanto, o0 Wv-1 possui baixa probabilidade de
atividade antineopléasica nas diferentes neoplasias que atingem o sistema tegumentar. A analise in
vitro para determinacdo do FPS revelou que os compostos dos EEBsHv e o FDHv tiveram elevado
indice de no fator de protecdo solar (25,01eps), destacando-se que todas as fracGes das espécies
vegetais investigadas (FCWv, FDHv e FCPg) demonstraram alto potencial de fotoprotecdo
(25,01rps). A relacdo do efeito fotoprotetor das substéncias isoladas mostrou que o Wv-1 nédo
produziu efeito significativo para prote¢do no espectro UVB, contudo Hv-1 e Pg-1 tiveram efeitos
semelhantes, com alto nivel de protecéo (25,01rps) em concentragdes de 100 pg/mL a 1000 pg/mL.
Logo, as moléculas isoladas sdo candidatas promissoras para maiores investigacdes da
probabilidade do seu potencial anticancer e fotoprotetor.
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