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RESUMO

A Caatinga € um bioma rico em biodiversidade com vegetacdo adaptada ao clima
semiarido, o qual devido a incidéncia solar elevada ocorre interferéncia sobre a
morfologia e metabdlitos secundarios produzidos. Alguns destes compostos
sintetizados servem de protecdo contra a radiacdo ultravioleta. As duas espécies
selecionadas, Schinopsis brasiliensis Engl. (Sb) e Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.
Queiroz (Pp) sédo plantas nativas da Caatinga que apresentam elevadas
concentracbes de compostos capazes de absorverem a luz ultravioleta, havendo,
assim, possibilidade do uso dos extratos das referidas plantas para o
desenvolvimento de filtros solares em preparacdes cosméticas. O objetivo do estudo
foi avaliar as atividades fotoprotetora e antioxidante dos extratos de (Sb-EtOH) e Pp
(Pp-EtOH), assim como, analisar quimicamente, e verificar o perfil de seguranga das
amostras para desenvolver uma formulacdo cosmética com propriedade
fotoprotetora. Apds coleta e o processamento dos materiais vegetais, estes
passaram pelo controle de qualidade e producdo dos extratos. Foram realizadas
diversas atividades, tais como: triagem fitoquimica, analise por HPLC, avaliacdo da
atividade antioxidante pelos métodos do sequestro do radical DPPH, inibicdo da
auto-oxidagdo do B-caroteno, determinacdo in vitro do fator de protegcédo solar,
toxicidade aguda, desenvolvimento de uma formulacdo cosmética e estudo de
estabilidade preliminar. As drogas vegetais de Sb e Pp estdo de acordo com o
controle de qualidade. Sb-EtOH apresentou maiores dosagens de fendis totais,
flavonoides e melhores atividades antioxidante e fotoprotetora. Ambos extratos
apresentaram baixa toxicidade aguda. O resultado da andlise comparativa
selecionou o extrato de Sb. Quatro formulacbes bases foram obtidas, apds testes
duas foram escolhidas: emulsdo Lanette® e gel de Carbopol®. Depois da
incorporacdo dos extratos de Sb e filtros UVAB e controle de estabilidade, as
formulacdes de Lanette® ndo foram estaveis. Sendo assim, os extratos de (Sb)
apresentaram melhores resultados para as atividades antioxidantes, assim como,
acdo fotoprotetora. Para as formulagées, o gel de Carbopol® apresentou melhores
valores de FPS, assim como, mostrou-se estavel no teste de estabilidade preliminar.

Palavras-chave: Protetores Solares. Flavonoides. Antioxidantes.



ABSTRACT

The Caatinga is a biome rich in biodiversity with vegetation adapted to the semi-arid
climate, which due to high solar incidence interferes on the morphology and
secondary metabolites produced. Some of these compounds synthesized serve as
protection against ultraviolet radiation. The selected species, Schinopsis brasiliensis
Engl. (Sb) and Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz (Pp) are native plants of
the Caatinga that have high concentrations of compounds capable of absorbing
ultraviolet light, therefore, it is possible to use the extracts of these plants for the
development of sunblockers in cosmetic preparations. The objective of the study was
to evaluate the photoprotective and antioxidant activities of the extracts of (Sb-EtOH)
and Pp (Pp-EtOH), as well as to chemically analyze and verify the safety profile of
the samples to develop a cosmetic formulation with photoprotective properties. After
gathering and processing the plant materials, they underwent a quality control and
production of the extracts. Several activities were carried out, such as: phytochemical
screening, HPLC analysis, evaluation of antioxidant activity by DPPH radical
sequestration methods, inhibition of 3-carotene auto-oxidation, in vitro determination
of sun protection factor, acute toxicity, development of a cosmetic formulation and
preliminary stability study. The vegetable drugs of Sb and Pp are in agreement with
the quality control. Sb-EtOH presented higher dosages of total phenols, flavonoids
and better antioxidant and photoprotective activities. Both extracts presented low
acute toxicity. The result of the comparative analysis selected the extract of Sh. Four
base formulations were obtained, after which two tests were chosen: Lanette®
emulsion and Carbopol® gel. After the incorporation of Sb extracts and UVAB filters
and stability control, the Lanette® formulations were not stable. Therefore, the
extracts of (Sb) presented better results for the antioxidant activities, as well as,
photoprotective action. For the formulations, the Carbopol® gel had better FPS
values, as well as, it was stable in the preliminary stability test.

Keywords: Sunscreening Agents. Flavonoids. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga, Uunico bioma exclusivamente brasileiro, é constituida por
aproximadamente 844 mil quilbmetros quadrados, o que corresponde a 11% do
territério nacional. E um bioma rico em biodiversidade e vegetacido adaptada ao seu
clima semiarido, com espécies endémicas, na qual ja foram registradas mais de
1500 espécies em sua flora (BRASIL, 2011). Devido a sua localizagdo geogréfica e,
sua proximidade a linha do Equador, a regido possui médias de temperaturas
elevadas, além de um elevado numero de horas de sol ao ano, cerca de 3.000
horas, e indices acentuados de evapotranspiracdo (SUASSUNA, 2002), a qual é
justificada pela incidéncia perpendicular dos raios solares sobre a superficie do solo,
entre outros fenbmenos meteoroldgicos.

A incidéncia solar elevada neste bioma interfere diretamente sobre a
morfologia da vegetacdo e, principalmente, sobre os constituintes quimicos que a
compdem, ja que, de acordo com a literatura, o teor de flavonoides produzidos por
uma planta é considerado um fator importante de protecdo contra a radiacéo
ultravioleta (MARKHAN, 1998).

O sol emite a radiacdo ultravioleta, a qual é dividida de acordo com os
comprimentos de onda em: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320-400
nm). A radiacdo UVC € absorvida pela camada de o0zbnio na estratosfera e
representa baixa porcentagem da luz solar na superficie da Terra. As radiacdes UVB
e UVA, por outro lado, sdo importantes do ponto de vista biolégico, pois podem
causar diversas alteracbes na pele, tais como: pigmentagdo irregular,
telangiectasias, fotoenvelhecimento, lesdes pré-malignas e malignas. A escolha de
novos ativos fotoprotetores envolve, principalmente, a capacidade de absorcdo da
luz ultravioleta pelos cromoforos de cada molécula.

De acordo com Flor, Davolos, Correa (2007), geralmente estruturas que
contém aneéis aromaticos com substituinte doador de elétrons podem absorver a
radiacdo UV, que ao absorvé-la excitam os elétrons das insaturagfes, 0s quais apos
retornarem para o estado fundamental - tendo em vista se tratar de um processo nao
permanente - liberam o0 excesso de energia absorvida em forma de calor. Dessa

forma, ha varios produtos naturais com estruturas contendo anéis aromaticos de
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outras classes de metabdlitos secundarios, como, por exemplo, derivados do &cido
cafeico, lignanas e flavonoides.

Véarias espécies de plantas nativas da Caatinga apresentam elevadas
concentracbes de compostos fendlicos, tais como os flavonoides, os quais sao
substéancias capazes de absorverem a luz ultravioleta, e cujo espectro de absorcao
ocorre com dois picos maximos, um entre 240-280 nm e outro a 300-550 nm. Assim,
ha a possibilidade do uso dessas espécies vegetais para 0 desenvolvimento de
filtros solares em preparacbes fotoprotetoras, ja que em sua composicao
predominam tais compostos (BOBIN, RAYMOND; MARTINI, 1995). Desse modo,
foram selecionadas as espécies: Schinopsis brasiliensis Engl. e Poincianella
pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz, embora ambas espécies ndo sejam utilizadas como
fotoprotetora, apresentam em sua composicdo metabdlitos secundarios

potencialmente aplicaveis para este fim.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo do estudo foi avaliar as atividades fotoprotetora e antioxidante dos

extratos de Schinopsis brasiliensis Engl. e Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.

Queiroz, assim como, analisar quimicamente, e verificar o perfil de seguranca das

amostras para desenvolver uma formulacdo cosmética com propriedade

fotoprotetora.

2.1.1 Objetivos Especificos

Realizar o controle de qualidade das drogas vegetais;

Obter extratos de cascas de S. brasiliensis (Sb-EtOH);

Obter extratos de folhas de P. pyramidalis (Pp-EtOH);

Realizar triagem fitoquimica;

Identificar qualitativamente constituintes quimicos presentes nos extratos de
Sh-EtOH e Pp-EtOH através de métodos cromatograficos, CLAE-DAD;
Avaliar atividade antioxidante de Sb-EtOH e Pp-EtOH;

Avaliar atividade fotoprotetora in vitro de Sbh-EtOH e Pp-EtOH;

Avaliar estudo de toxicidade aguda de Sb-EtOH e Pp-EtOH,;

Selecionar entre Sb-EtOH e Pp-EtOH o0 extrato da espécie que apresentar
melhores resultados;

Realizar o estudo de pré-formulacdo para a obtengéo das formulacdes;
Incorporar o extrato nas formulagdes;

Realizar as analises do FPS das formulagdes;

Realizar teste de estabilidade preliminar (propriedades organolépticas, pH,
viscosidade, resisténcia a centrifugacdo, espalhabilidade e teste de gelo e

degelo).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ConsideracGes sobre as espécies de Schinopsis brasiliensis Engl. e

Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz

3.1.1 Schinopsis brasiliensis Engl. (Anacardiaceae)

O género Schinopsis Engl. pertence a familia Anacardiaceae, classe
Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, superordem: Rosanae e ordem Sapindales
(PRADO et al., 1996), S. brasiliensis € uma arvore endémica do Brasil (SARAIVA et
al., 2013).

A etimologia do género Schinopsis significa “parecido com Schinus”, uma
aroeira com ocorréncia no Sul e no Sudeste do Brasil; o epiteto especifico
brasiliensis é devido ao material ter sido coletado no Brasil (CARVALHO, 2009).

No Brasil, essa espécie ocorre distribuidas geograficamente nas seguintes
regides: Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe), Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso) e Sudeste (Minas Gerais) conforme representado na Figura 1.

Figura 1: Locais identificados de ocorréncia natural de Schinopsis brasiliensis Engl. no

Brasil.
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Fonte: Carvalho, 2009.
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A espécie em estudo, S. brasiliensis € popularmente conhecida como
baradna, braina ou brauna-do-Sertdo. O nome vulgar, braina, vem do nome tupi
ibird-uma (madeira preta) ou muira-uma (muira= madeira; uma= preto) (CARVALHO,
2009).

E uma arvore tipica da Caatinga, altura que varia de 10 a 12 m de altura,
cerca de 60 cm de diametro e com ramos providos de espinhos fortes (ENGLER,
1879; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2008). As folhas sdo compostas, imparipinadas, de cor
verde escuras na parte superior e palidas na inferior (BRAGA, 1976), figura 2. Sua
madeira é de grande valor econémico, apresenta cerne duro, resisténcia a fungos
xil6fagos (PAES; MORAIS; LIMA, 2004).

Figura 2: Arvores e folhas da espécie Schinopsis brasiliensis Engl.

Fonte: HVASF, 2017.

s

Do ponto de vista madeireiro € uma das espécies mais importantes da
Caatinga. O emprego irracional para esses e outros fins fez com que o seu nome
fosse incluido na lista oficial das espécies ameacadas de extingdo (BRASIL, 1992).

S. brasiliensis se assemelha com a aroeira verdadeira, mas pode ser
facilmente distinguida pelas folhas menores, menos pilosas e de menor odor de
resina, e pelos frutos que tém uma asa e medem aproximadamente 3 cm, enquanto

os da aroeira parecem pimenta-do-reino, dotados de cinco asas miudas. Contudo,
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na época seca, quando despidas de suas folhas, as duas espécies podem ser
diferenciadas pela casca que, na aroeira, desprende-se em laminas delgadas,

alongadas e recurvadas de baixo para cima (DANTAS et al., 2008).

3.1.2 Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (Fabaceae)

Fabaceae, anteriormente Leguminosae, € considerada a familia mais
representativa do bioma Caatinga, compreendendo cerca de um ter¢co das espécies
catalogadas (CORDULA; MORIM; ALVES, 2014). Estudos realizados sobre a
biodiversidade deste bioma demonstram diversas espécies vegetais endémicas e
ameacadas. O género Caesalpinia € composto por arvores e arbustos tropicais ou
subtropicais e compreende mais de 150 espécies no mundo.

Houve uma reclassificagdo taxonbmica de varias espécies do género
Caesalpinia reunindo C. pyramidalis no género Poincianella (QUEIROZ, 2009).

P. pyramidalis é popularmente conhecida como “catingueira-verdadeira”,
"catingueira”, "pau-de-rato". E uma arvore endémica da regido Nordeste que
apresenta grande potencial econdmico por causa da sua rusticidade e do seu
aproveitamento madeireiro, do potencial para reflorestamento, do uso medicinal
como diurético, digestivo e antipirético (BAHIA; JUCENI; DAVID, 2010) devido as
suas propriedades extrativas (MAIA, 2004).

A catingueira é uma arvore que atinge até 4 metros, com folhas bipinadas,
alternos, obtusos e oblongos, as flores sdo amarelas dispostas em racemos pouco
maiores do que as folhas, sua vagem é achatada, conforme figura 03 (BRAGA,
1976).

As analises e fitoquimicas revelaram a presenca de flavonoides, taninos,
iridoides e triterpenos nos diferentes extratos, porém ndo foram detectados
alcaloides e cumarinas. Ja o levantamento bibliografico da fitoquimica da espécie P.
pyramidalis realizado por Bahia; Juceni; David (2010) foram assinaladas informacdes
como o isolamento de varios metabdlitos secundarios, destacando-se polifendis e
terpenoides, bem como derivados antracénicos, flavonoides e monoterpenos. Na
medicina popular as flores, folhas e cascas sao usadas no tratamento de infeccdes,

ainda apresentam acao antipirética e diurética (MENDES et al., 2000).
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Figura 3: Folhas, vagem e flores da espécie Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz.

Fonte: HVASF, 2017.

Figura 4: Distribuicdo geogréafica no Brasil da espécie Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.

Queiroz.

R

Fonte: Flora do Brasil, 2017.

3.2 Radiacao solar e efeitos sobre a pele
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As agressfes provocadas pelo sol a pele ndo se limitam as queimaduras
solares, cujas manifestacfes séo (rubor, edema, formacéo de bolha), as agressdes
a pele sdo na verdade cumulativas e irreversiveis, e podem levar a alteracdes nas
fibras de colageno, elastina e até a fotocarcinogénese (PURIM, LEITE, 2010).

O espectro solar terrestre compreende trés zonas de radiagdo: a luz visivel
(Vis), a ultravioleta (UV) e a infravermelha (IV). Segundo a Comisséao Internacional
de Radiacao (CIE), este conjunto € denominado de radiacdo Optica (SLINEY, 2007).

Apesar das discrepancias dos valores encontrados na literatura, os espectros
solares nos proporcionam aproximadamente 10, 40 e 50% respectivamente, das
radiagbes UV, Vis e IV (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002).

As radiacfes IV possuem comprimentos de onda superiores a 780 nm, sendo
essencialmente caldricas e fortemente absorvidas pelo vapor de agua e gas
carbdnico, além de estar intimamente ligadas as mudancas climéaticas no planeta. A
luz visivel apresenta comprimentos de onda de 400 a 780 nm e possuem graus
diversos de energia caldrica, luminosas e quimicas, é a radiacdo que menos sofre
atenuacdo ao atravessar a atmosfera terrestre. Ja a radiacdo UV sdo radiacdes
extremamente energéticas e didaticamente sdo divididas em trés UVA A longas,
UVB A medianas e UVC A curtas (SCHALKA et al., 2014).

A radiacdo UVA (315- 400 nm) sdo ondas longas que penetram
profundamente através da epiderme até atingir a derme, porém nao produzem
eritema, sdo pigmentogéneas, responsaveis pela pigmentacdo imediata de curta
duracédo (bronzeado) e caracterizam-se ainda por uma fraca acdo bactericida. Outra
divisdo muito comum encontrada na literatura € a da banda UVA em duas partes:
UVAL (315-340 nm) e UVA2 (340-400 nm) essa divisdo mostra formas diferentes de
interacdo fotobiologica entre as bandas e o DNA, entretanto, a CIE ndo recomenda
que a radiagcdo UVA seja dividida em sub-bandas (SLINEY, 2007; SCHALKA et al.,
2014).

A radiagdo UVB (290-320 nm) atua maioritariamente ao nivel das células da
epiderme, sdo radiacOes eritematdgenas, porém responsaveis pelo bronzeamento
indireto e tardio. Tem o potencial bactericida que aumenta com a diminuicdo do
comprimento de onda, além disso o UVB transforma o ergosterol em vitamina
(SCHALKA et al., 2014).
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As radiagbes UVC (100-290 nm) sao absorvidas pela atmosfera, sédo pouco
eritematdgenas e pigmentdgenas, mas bastante bactericida (SCHALKA et al., 2014).

As radiacbes UVA e UVB sao importantes do ponto de vista biolégico, pois
podem causar fotoenvelhecimento, pigmentacdes irregulares e lesées pré-malignas
e malignas, as diferencas na capacidade de penetracdo através da pele definem,
assim, os efeitos causados pelos raios UV (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002).

Figura 5: Incidéncia da radiacdo UVA e UVB sobre a pele.
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Fonte: Guniita, 2017.
A atividade da radiagdo ultravioleta na pele é motivo de numerosas
pesquisas, levando ao surgimento de eritema, cancer e fotoenvelhecimento, porém
também demonstram seus efeitos benéficos contra patologias, como psoriase,

vitiligo, micose fungdide e eczema atépico (SCOTTI; VELASCO, 2003).

A pele mais que qualquer outro tecido € exposto a inimeros agentes

quimicos, fisicos e microbiolégicos, que induzem a formacdo de radicais livres e
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espécies reativas de oxigénio responsaveis por causar desequilibrios diversos e
processos fisiopatolégicos (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

E no tecido cutdneo que ha a primeira barreira de defesa contra os agentes
danosos e, assim, existe um sistema na pele que controla as reacdes antes que
provoguem danos celulares. Naturalmente, a pele possui uma protecdo contra
radiacfes que sdo: espessamento da camada cornea; producao do acido urocanico,
pigmentacdo, mecanismos de reparacdo do DNA e ativacdo de sistemas de
antioxidantes existentes no proprio corpo. Tal sistema cutaneo é formado por
substancias enziméticas e ndo enzimaticas, conforme pode ser vista na figura 6
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Figura 6: Fontes de espécies reativas na pele e mecanismo de defesa.
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Fonte: Adaptado de Guaratini; Medeiros; Colepicolo, 2007.

Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se a glutationa peroxidase
(GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). Os antioxidantes nao-
enzimaticos, incluem-se um vasto niumero de compostos, sintetizados in vivo ou
obtidos exogenamente. Entre as substancias endégenas podemos destacar alguns

hormonios, como estradiol e estrogeno, e a melatonina, bem como a melanina, um
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pigmento formado pela oxidacdo e polimerizagdo da tirosina, com papel protetor
contra a radiacdo UV. Destaca-se também o acido lipéico (SCHALKA et al., 2014).

Porém, quase sempre essas protecdes naturais ndo sao eficazes contra os
maleficios causados pelas radiacdes solares, como o cancer de pele. Atualmente,
devido ao numero crescente de casos de carcinomas cutaneos, faz-se necessario
alertar a populacdo sobre a importancia da fotoprotecdo, principalmente no que
concerne as definicbes do beneficio e da seguranca para o consumidor (KOHEN,
1999).

Os antioxidantes referem-se as substancias que possam diminuir ou bloquear
as reacOes de oxidacdo induzidas pelos radicais livres, podendo agir no bloqueio da
propagacdo desses radicais na cadeia ou na hidrélise enzimatica do éster,
desfazendo a peroxidacdo lipidica de &cidos graxos, capturas de ions metélicos de
transicdo ou ainda através da catélise enzimatica na reducéo de peroxidos (SCOTTI;
VELASCO, 2003). A aplicacéo topica de agentes antioxidantes, visa o fortalecimento

das defesas na pele.

3.3 Fotoprotecao

A fotoprotecéo é o conjunto de medidas direcionadas a reduzir a exposicao ao
sol e prevenir o desenvolvimento do eritema, cancer de pele ndo melanoma,
melanoma cutaneo, fotoenvelhecimento e fotodermatoses (SCHALKA et al., 2014).

Essas medidas envolvem desde acdes profilaticas e terapéuticas, como
fotoeducacdo, fotoprotecdo tépica, oral e mecéanica, mediante o uso de roupas e
acessorios (SCHALKA et al., 2014).

Os fotoprotetores topicos foram inicialmente produzidos em ampla escala
somente na década de 70, porque historicamente os protetores solares foram
idealizados para a prevencdo de queimaduras e para permitir um certo
bronzeamento.

Conceitualmente, fotoprotetores topicos, também chamados de protetores
solares (ou ainda filtros solares), sdo produtos de aplicacdo sobre a pele com
substéancias ativas que interferem na agéo da radiagédo UV (SCHALKA; REIS, 2011).

Os filtros UV sédo os elementos presentes dentro da formulacdo dos

fotoprotetores que atuam por mecanismos de reflexdo, dispersdo ou absorcédo da
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radiacdo que incide na pele. Podem ser divididos estruturalmente em filtros
inorganicos (ou fisicos), que refletem a radiacdo; e organicos (ou quimicos), cuja
acao é a absorcao da radiacdo (SHAAT, 2010).

Os filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados, que absorvem a
radiacdo UV e devolvem a energia em forma de maiores comprimentos de onda
menos energéticos, como a luz visivel e a radiacdo infravermelha (SHAAT, 2010;
SCHALKA et al., 2014).

No Brasil, os protetores solares séo classificados na categoria de cosméticos,
como grau de risco 2, conforme Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, pois possuem indicacdes especificas, cujas
caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia, bem como
informacgdes e cuidados, quanto ao modo de usar e suas restricdes (BRASIL, 2005).

Os filtros solares comercializados séo feitos a partir do fator de protecao solar
(FPS), que na verdade tem maior relacdo com a radiacao UVB.

Os métodos de medida de FPS se baseiam no aparecimento de eritema na
pele, dessa forma é necessario padroniza-lo. A dose eritematdégena minima (DME) é
determinada como a quantidade de energia requerida para produzir a primeira
reacao eritematica perceptivel, que pode produzir desde uma dor aguda até a
formacdo de bolhas, observadas entre 16-24 horas apds a exposicdo da radiacéo
UV (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002). O FPS é definido como sendo a relagéo
entre a quantidade de energia ultravioleta requerida para produzir uma dose
eritematica na pele protegida em relacdo a energia requerida para produzir uma
dose eritematica na pele ndo protegida, que pode ser expressa a partir da relagcédo

matematica;

(Eq.1) FPS = DEM (pele protegida)
DEM (pele néo protegida)

Dessa forma, um protetor FPS 30 permite que o usuario se exponha ao sol
sem ser atingido por queimadura 30 vezes mais eficaz do que se ele estivesse sem

0 produto.
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3.4 Composicéao de fotoprotetores e forma farmacéutica

Férmula farmacéutica € composta por principios ativos, veiculos e
excipientes. A substancia designada a desenvolver a atividade terapéutica é
chamada de principio ativo. O veiculo € composto por Varios excipientes, mas néo
necessariamente apresenta um efeito especifico, podendo interferir no resultado
final da formulacéo e na atividade fotoprotetora (TEIXEIRA, 2012).

Os fotoprotetores tépicos podem ser veiculados em diferentes formas
farmacéuticas: 6leos, géis, emulsdes, mousses, aerossois, bastdes, pos e bases. A

seguir serdo abordados os veiculos utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

3.4.1 Gel

Os géis sao veiculos compostos por uma fase liquida, normalmente agua, e
outra solida representada por agentes gelificantes, normalmente substancias
poliméricas, interpenetrada pelo liqguido que é capaz de modificar o seu estado
fisico, a reologia (TEIXEIRA, 2012).

Os géis cosméticos podem ser caracterizados pela sua transparéncia e
comportamento reologico de diminuir a viscosidade pela forca de cisalhamento,
sendo tal caracteristica benéfica aos cosméticos, uma vez que facilita a
espalhabilidade do produto. Conforme a quantidade de agentes gelificantes podem
ser obtidos diferentes tipos reoldgicos: sérum, depois fluido, em seguida o gel e, em
qguantidade superior, a goma (SCHALKA et al., 2014).

Aos géis fotoprotetores sao incorporados ativos hidrossolUveis, para que
essas formulagbes tenham uma aparéncia agradavel, facil aplicacdo e remocdao,
rapida secagem, suavidade e elasticidade. A sua indicacéo principal é para peles
oleosas ou acneicas (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Sendo assim, foram escolhidos dois tipos de gel para o estudo de pré-
formulacéo: o gel de Aristoflex® e o gel de Carbopol®.

Os dois geéis escolhidos s&o hidrogéis e apresentam caracteristicas de
hidrofilicidade. Uma das grandes vantagens dos hidrogéis é o fato de ndo necessitar
de solventes organicos, estes podem ser preparados a base de agua em
temperatura ambiente (DRESSLER, 2008; HORN, 2008). O gel a base de Aristoflex®
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possui em sua composicdo o0 polimero sintético de acido sulfénico
acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona, j& o gel Carbopol® é composto pelo acido
poliacrilico. O pH é outro fator bastante importante para os géis, sobretudo para o

Gel de Carbopol® que na faixa de 2,8 a 3,2 sua capacidade espessante é limitada.

3.4.2 Emulsao

As emulsbes sdo compostas de uma fase oleosa e outra aquosa, néo
misciveis entre si, que pela acdo do agente emulsionante, formam uma mistura
homogénea. Esse veiculo € cosmeticamente agradavel e compativel com a
incorporacdo de substancias lipossolaveis e hidrossoliuveis, e devido a toda
versatilidade as emulsées sao os veiculos tdpicos mais prescritos (SCHALKA et al.,
2014). As emulsbes podem ser classificadas de acordo com a proporcdo entre a
fase oleosa e a aquosa, ou seja, emulsdes de 6leo em agua (O/A) ou agua em Oleo
(A/O). As emulsdes O/A apresentam baixa untuosidade, secam com rapidez e
podem ser facilmente lavaveis com agua. J&4 as emulsGes A/O apresentam maior
guantidade de fase oleosa o que deixa a pele com mais brilho, repele agua,
protegendo-a do frio e umidade (TEIXEIRA, 2012).

Os emulsionantes sdo tensoativos capazes de reduzir a tensdo superficial
entre a 4gua e o 6leo de modo a facilitar a mistura. Quanto a natureza quimica dos
emulsionantes, podem se dividir em: anidnicos (produzem carga negativa),
cationicos (produzem carga positiva) e ndo ibnicos (que néo apresentam cargas). Os
mais utilizados nos preparos de cosmeéticos sdo os emulsionantes anionicos e nao
ibnicos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Os emulsionantes anibnicos sdo substancias ionizaveis, sendo a parte
tensoativa representada por um anion. Os principais representantes das bases auto-
emulsionaveis podem ser divididas em dois grupos, as ceras tipo Lanette® e as
ceras tipo Tegin®.

Emulsionantes anibnicos sdo substancias n&o dissociaveis, neutras e
comportam-se como compostos apolares. Outro aspecto importante é o carater
hidrofilico ou lipofilico do emulsionante, de modo a evitar que sejam totalmente
adsorvidos no interior de uma das fases (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).
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Assim, foram escolhidos dois tipos de agentes emulsionantes para o preparo

das emulsdes do estudo: uma néo idnica (Polawax®) e uma anidnica (Lanette®).
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CAPITULO |
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4 CAPITULO |

4.1 Parte Experimental |

Para o melhor entendimento, a parte experimental foi dividida em duas
etapas, a primeira trata de experimentos realizados com os extratos brutos de S.
brasiliensis e P. pyramidalis. A segunda etapa, trata de experimentos realizados com

o desenvolvimento das formulacdes.

4.1.1. Coleta e identificacdo botanica

O material vegetal de Schinopsis brasiliensis Engl. foi coletado na cidade de
Petrolina, em maio de 2013. A exsicata n°® 2362 da espécie esta codificada e
depositada no Herbario da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (HVASF)
conforme figura 5. O material vegetal de Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz
foi coletado em 19 de janeiro de 2016 no municipio de Lagoa Grande (PE), a
exsicata n°® 3381 da espécie esta codificada e depositada no HVASF.

Figura 7: Exsicata de Schinopsis brasiliensis Engl.

Fonte: Herbario Univasf, 2013.
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Figura 8: Exsicata de Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz.

L HYASE ~

Herbirio da Universidade Federal do Vale
do Siio Francisco - HVASF
N°, 3381
PROJETO SAO FRANCISCO

FABACEAE

Caesalpinia pyramidalis Tul.
Det. JR. Maciel, 25/03/2009

Proc. Brasil, Pemambuco, Municipio de Betinia,
do canal, lote 10. Caatinga arbustiva-herbdcea al
Area impactada. Savana Estépica.

Obs. Arvoreta ca. 3m alt. Flores amarelas. |
verdes.

Herbrio HVASF Col. JR. Maciel 901, N.M.S. Fermz & M. OL
Familia: Fabaceae 25/0372009

sp.
| Det.: Marcondes Oliveira_______ Data: 23/X1/2010

R inacein: M0 G gyt Mimwer 8 Mt A

Fonte: Herbario Univasf, 2017.

4.1.2 Processamento do material vegetal

Apés coleta do material, as cascas de S. brasiliensis e as folhas de P.
pyramidalis passaram por um processo de aspersao de alcool 70% e, ap0s esse
processo, o material vegetal foi seco em estufa de ar circulante por um periodo de
72 horas e pulverizado em moinho de facas e assim foram obtidas as drogas
vegetais de S. brasiliensis (Dv-Sb) e P. pyramidalis (Dv-Pp).

4.1.3 Controle de qualidade da droga vegetal
Antes do preparo dos extratos e produtos, as drogas vegetais precisam

passar por sucessivas analises de controle de qualidade, para que a qualidade do
produto esteja assegurada, assim, as drogas de S. brasiliensis (Dv-Sb) e P.

40
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pyramidalis (Dv-Pp) foram analisadas previamente, utilizando metodologias descritas
na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

4.1.3.1 Determinacao de matéria estranha

Para a determinagdo de material estranho na amostra, foi colhido, por
guarteamento, 25g do po das plantas Dv-Sb e Dv-Pp. As amostras foram dispostas
em fina camada sobre a superficie plana e os materiais estranhos a droga
separados, inicialmente a olho nu e, em seguida, com auxilio de lente de aumento.
O material foi pesado e os resultados foram expressos em porcentagem de matéria
estranha (BRASIL, 2010).

4.1.3.2 Determinacéo de agua em drogas vegetais (método gravimétrico)

ApOs pesada, as amostras de Dv-Sb e Dv-Pp foram dessecadas a
temperatura de 100-105 °C durante 5 horas, até peso constante. Os resultados
foram expressos em porcentagem de 4gua em relacdo a droga seca ao ar (BRASIL,
2010).

4.1.3.3 Determinacéo de cinzas totais

As amostras de Dv-Sb e Dv-Pp foram pesadas e transferidas para cadinhos
previamente tarados. As incineracdes ocorreram aumentando gradativamente a
temperatura até, no maximo, 600 + 25°C (30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C

e 90 minutos a 600 °C), até que todo o carvao estivesse eliminado (BRASIL, 2010).

4.1.3.4 Determinacéo de cinzas sulfatadas

Os cadinhos previamente tarados, juntamente com as drogas vegetais de Dv-
Sb e Dv-Pp umedecida com acido sulfarico concentrado foram carbonizados,
inicialmente, em bico de Bunsen. Apds o processo foi incinerado em murfla com
aquecimento gradativo até 800 °C (BRASIL, 2010).
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4.1.3.5 Determinacao do indice de intumescéncia

As drogas vegetais de Dv-Sb e Dv-Pp (1g) foram colocadas em provetas com
tampas esmerilhadas com 25 mL de 4gua e agitado a cada 10 minutos, por uma
hora. A mistura ficou em repouso por 3 horas, a temperatura ambiente. O volume
ocupado pelo material vegetal foi medido, subtraido do volume inicial das drogas
(BRASIL, 2010).

4.1.3.6 Determinagéo da granulometria

Para a determinac&o da granulometria, foram utilizados tamises com abertura
com malha de 150, 250, 425, 600 e 850 um, em um tamisador. O conjunto de tamis
foi colocado, com 25g de amostras de Dv-Sb e Dv-Pp sobre o receptor de tamises,
durante 15 minutos, com vibracdo 4. Apds o término todas as amostras retidas na
superficie foram retiradas e pesadas. O percentual retido em cada tamis foi

calculado, utilizando o seguinte calculo:

(Eq. 2) % retido pelo tamis = __ Pi
P2 .100
onde:

P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem

4.1.3.7 Determinacgéo do indice de espuma

Foram preparados decoctos de forma a extrair as maiores quantidades de
saponinas de acordo com a farmacopeia. Os decoctos obtidos, foram distribuidos
em 10 tubos, em série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL e, ajustado o volume com
agua até 10 mL. Foram agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com
duas agitacOes por segundo, apos 15 minutos de repouso. As alturas das espumas
foram medidas (BRASIL, 2010).
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4.1.3.8 Atividade hemolitica

Para as amostras que apresentaram elevado indice de espuma, o teste de
atividade hemolitica é necessario, assim, para a realizacao do teste foram utilizadas
suspensao de sangue de carneiro a 2%, que foram preparadas utilizando o citrato de
sédio, como anticoagulante e tampéao fosfato pH 7,4 em quantidade suficiente de
para completar 50 mL. Foram feitas diluicbes seriadas do decocto vegetal com a

suspensao de sangue conforme tabela 1.

Tabela 1: Diluicdo em série do extrato vegetal para a atividade hemolitica.

Tubo 1 2 3 4
Extrato vegetal (mL) 0,10 0,20 0,50 1,00
Tampao fosfato pH 7,4 (mL) 0,90 0,80 0,50 -
Suspenséao de sangue (2%) (mL) 1,00 1,00 1,00 1,00

Fonte: Farmacopeia (BRASIL, 2010).

As amostras foram agitadas e descansaram por 6 horas a temperatura
ambiente. ApOs esse tempo os tubos foram analisados.

4.1.3.9 Determinacéo do pH

Realizou-se de acordo com a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira
(2010) onde 10mL das solugcdes aquosas extrativas foram analisadas em
potencidometro calibrado com tamp&es de pH 4,0 e 7,0. As andlises foram feitas em
triplicata (BRASIL, 2010).

4.1.4 Obtengdes dos extratos etanolicos brutos

Os materiais vegetais de Dv-Sb e Dv-Pp foram submetidos a maceragcdo com
etanol 95%, com 3 extragbes em intervalos de 72 horas. As solugbes foram
concentradas em rotaevaporador, e assim, obtidos os extratos etandlicos brutos de
S. brasiliensis (Sb-EtOH) e P. pyramidalis (Pp-EtOH).
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Para rastrear os principais grupos de constituintes quimicos que compdem 0s

extratos vegetais. Os extratos brutos de Sb-EtOH e Pp-EtOH foram avaliados

através de métodos cromatograficos segundo Wagner & Bladt (1996), procurando-se

evidenciar os principais grupos de metabdlitos secundarios.

Tabela 2: Sistemas de elui¢do e reveladores utilizados para caracterizar os principais

metabdlitos secundarios.

Classe quimica Sistema eluente Padréao Revelador
Acetato de
) férmico:éacido Rutina
Flavonoides o ) NEU
glacial:agua Quercetina
(100:11:11:26)
Tolueno:éter etilico .
) o » ) KOH etandlico
Cumarinas (1:1 saturado com acido acético Escopoletina 10%
0
10%)
Derivados Acetato de etila:zmetanol:agua Alof KOH etanolico
oina
antracénicos (100:13,5:10) 10%
) Cloroférmio:metanol:agua ) Vanilina
Lignanas Extrato de linhaga .
(70:30:4) fosférica

KOH etandlico

] Tolueno:4cido férmico Biflorina
Naftoquinonas 10%
(99:1) Lapachol
) Acetato de etila:acido acético _ N
Taninos o o Catequina Vanilina
glacial:acido férmico:agua ) ) .
condensados Epicatequina cloridrica
(100:11:11:26)
. Sulfato de
) n-Butanol:acetona:tampao . .
Taninos Acido galico ferro
o fosfato o .
hidrolisaveis Acido tanico amoniacal
(40:50:10)
(1%)
Triterpenos e Tolueno:cloroférmio:etanol Lupeol Lieberman-
esterdides (40:40:10) Sitosterol Burchard

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt, 1996.
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4.1.6 Analise dos extratos por CLAE-DAD

Para determinagfes qualitativa de metabdlitos secundarios nas amostras
foram utilizados um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu® LC-20
com detector de arranjo de diodos (DAD), equipado com um sistema quaternario de
bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A, detector PDA
modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor automético modelo SIL -
20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os dados tratados através do
software Shimadzu® LC solution 1.0.

Para analise de Sb-EtOH, foram utilizados como fase mdvel 2 solventes:
solvente A — 0,5% de acido acético em agua ultrapura (grau CLAE) e solvente B —
100% acetonitrila com fluxo de 1 mL/min, em gradiente de acordo com a tabela 3. A
fase estacionaria foi uma coluna Super-ODS (Supelco®) mantida a 30°C. O volume

das amostras injetado foi de 20 pL, sendo monitoradas a 270 e 340 nm.

Tabela 3: Tabela do gradiente de fase movel utilizado para determinagéo qualitativa na
analise por CLAE de Sh-EtOH.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0-40 min 100-20 0-80
40-50 min 20 80
50-60 min 20-100 80-0

Fonte: Autoria prépria, 2014.

Para andlise de Pp-EtOH, foram utilizados como fase movel 2 solventes:
solvente A — 0,01% solucdo de de acido trifluoracético em agua ultrapurificada e
solvente B —100% acetonitrila com fluxo de 0,8 mL/min-, obedecendo ao gradiente
descrito na Tabela 4. A fase estacionaria usada foi uma coluna C18 Thermo
Scientific® Hypersil, mantida a 30°C. nos quais foram injetados 50 L das amostras e

feito o monitoramento nos comprimentos de onda de 340 nm.
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Tabela 4: Tabela do gradiente de fase movel utilizado para determinacdo qualitativa na
andlise por CLAE de Pp-EtOH.

Tempo Solucéo A (%) Solucéo B (%)
0-40 min 90 - 60 10-40
40-50 min 60 40
50-60 min 60 — 90 40-10

Fonte: Autoria propria, 2016.

Paralelamente, foram analisadas, individualmente, 24 substancias quimicas
de referéncia (SQRs), Sigma®, caracterizando-se pelo alto grau de pureza (pureza >
98%), que foram usados para investigar suas presencas nos extratos etanélicos de
S. brasiliensis, bem como, P. pyramidalis.

4.1.7 Métodos espectrofotométricos

4.1.7.1 Determinacéo do conteudo fendlico total

Para determinar o conteudo fendlico total foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu. (AMORIM et al., 2008; FOLIN e CIOCALTEU, 1927).

Para quantificar o contetdo fendlico total, aliquotas de 2,0 mL das amostras
(1,0 mg/mL) foram misturadas com 5,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10%, v/v),
10,0 mL de Na2COs (7,5%, p/v) e 84,0 mL de adgua destilada. A solugéo foi deixada
em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 760 nm. A
equacdo de correlagdo construida com acido tanico foi y = 0,0677x + 0,0125 (R? =
0,9981). O conteudo fendlico total foi expresso em miligramas equivalente de acido

tanico por g de extrato (mg EAT/g).
4.1.7.2 Determinacéo do conteudo de flavonoides
O conteldo de flavonoides dos extratos foram estimados usando o método

colorimétrico baseado na formacdo do complexo flavonoide-aluminio (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2008). Aliquotas de 2,0 mL das amostras (1,0 mg/mL) foram
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misturadas com 0,6 mL de acido acético glacial, 10,0 mL de piridina (20,0%, v/v), 2,5
mL de cloreto de aluminio (5,0%, p/v) e 10,9 mL de agua destilada.
As solucdes foram deixadas em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. Em
420 a absorbancia das solugbes foram medidas. A equacdo de correlagcéo
construida com rutina foi y = 0,0290x + 0,0022 (R? = 0,9997). Os resultados foram
expressos em mg equivalente de rutina por g de extrato (mg RE/qg).

4.1.7.3 Avaliacado da atividade antioxidante

4.1.7.3.1 Método do sequestro do radical DPPH

O ensaio do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) foi realizado baseado no
método previamente descrito por Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995) com
modificagbes. Apds o preparo das amostras [Img/mL], em seguida, foram feitas
diluicdes de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 pg/mL. Foram retiradas aliquotas de 2,5mL, sendo
adicionados 1mL de DPPH (50 pg/mL) em cubetas de vidro. As solucdes
repousaram por 30 minutos ao abrigo da luz.

As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 518 nm. Como
padrées foram utilizados acido ascérbico, BHA e BHT. Como controle negativo foi
usado a solucdo de DPPH. As atividades antioxidantes foram calculadas a partir de
uma curva de calibracdo obtida através do percentual de Atividade Antioxidante e
expressa como concentracdo eficiente (CEso), isto é, a concentracdo da amostra

necessaria para reduzir a absorbancia do controle negativo a 50%.

(Eq.3) AA (%) = 1- (Abs amostra/ Abs controle negativo) x100

4.1.7.3.2 Método da inibicdo da auto-oxidagéao do B-caroteno

Este método de avaliagdo é baseado na inibicdo da reacdo de auto-oxidagao
do B-caroteno, a qual é provocada pela adi¢cdo de acido linoléico e aeracdo do meio,
levando a formacao do agente oxidante radicalar.

A reacdo foi acompanhada por espectrofotometria em A = 470 nm.

Nesse método, o acido linoléico libera um radical livre que reage com o B-

caroteno, levando-o a perder o seu cromoforo e sua coloragdo laranja original, com
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diminuicdo da absorbancia. Substancias antioxidantes impedem essa reagdo por
reagirem com o radical livre (CHEN et al., 2011). Os resultados obtidos foram

comparados com os antioxidantes comerciais acido ascoérbico, BHA e BHT.

4.1.7.4 Determinacéo in vitro do fator de protecao solar (FPS)

As atividades fotoprotetoras dos extratos de Sb-EtOH e Pp-EtOH foram
medidas por determinacdo do comprimento de onda maximo de absor¢cao (Amax) €
Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro. Para isso, as amostras foram diluidas em
etanol absoluto, obtendo-se concentracfes de 5, 25, 50 e 100 mg/L (em triplicata).
Posteriormente, foram realizadas varreduras em espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda entre 260-400 nm, com intervalos de 5 nm.

As leituras foram realizadas utilizando cubetas de quartzo e o etanol usado
como branco (VIOLANTE et al., 2009).

Célculo de FPS foi obtido de acordo com a equacao proposta por Mansur et
al. (1986).

310

(Eq.4) FPS =CFx ';_.:] EE (#)x I (#)x Abs (%)

Onde: CF — fator de correcéo (= 10); EE (A) — espectro do efeito eritematoso; | (A\) — espectro de

intensidade solar; Abs (A) — absorbancia;

Os valores de EE x | sdo constantes. Eles foram determinados por Sayre et

al. (1979) e sédo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Produto da funcdo usada para calcular o FPS.

Comprimento de onda (nm) EE x 1 (A)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0.0839
320 0.0180
Total 1.0000

EE (M) — espectro do efeito eritematoso; | (A) — espectro de intensidade solar
Fonte: Sayre et al., 1979.
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4.1.8 Avaliagéo da toxicidade aguda dos extratos

4.1.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) de ambos o0s
sexos, pesando entre 30-40 g procedentes do Biotério Setorial da UNIVASF,
Campus Petrolina. Antes dos experimentos, todos o0s animais foram
randomicamente mantidos em gaiolas de polipropileno com ventilagdo e temperatura
controladas (22 + 2 °C), em um ciclo claro-escuro de 12 horas, com a fase de luz
iniciando as 6:00 e terminando as 18:00 horas, com livre acesso a racao tipo
“pellets” (Labina®) e agua (disponivel em frascos de plastico com bicos apropriados).
O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco numero 0002/180714.

4.1.8.2 Toxicidade aguda

Os camundongos foram divididos em 2 grupos compostos por 5 machos e 5
fémeas (n = 10). Os grupos controles receberam o veiculo (solugdo salina: NacCl
0,9%) e 0s grupos experimentais receberam os extratos etandlicos brutos Sbh-EtOH
e Pp-EtOH nas doses de 2g/kg, todos por via oral. Posteriormente os animais foram
observados durante 14 dias para verificar sinais de toxicidade e presencga de morte.
Diariamente foram medidos o consumo de alimento e 4gua, além da alteracdo na

massa corporal.

4.1.9 Analises estatisticas

Foram realizadas analises de variancia ANOVA, um critério, seguido de
comparacdes multiplas pelo teste de Tukey. As concentracdes eficientes (CEso)
foram calculadas a partir de regressao obtida com as concentracfes das amostras e
das atividades antioxidantes. Foi utilizado o teste de correlagdo de Person para
comparar o contetudo fendlico total, flavonoides entre estes e as concentracdes
eficientes (CEso) das amostras, o Fator de Prote¢cédo Solar e Atividade Antioxidante.

As diferencas foram consideradas significativas ao nivel de p<0,05. O programa
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BioEstat 5.0 foi utilizado para realizagdo das andlises estatisticas (AYRES et al.,
2007); e o GraphPad Prism 5.0 para analise regresséo e constru¢do dos graficos do

FPS, bem como, os graficos de toxicidade aguda.
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4.2 RESULTADOS DA PARTE |

4.2.1 Materiais vegetais

O po das cascas de S. brasiliensis apresentaram cor marrom escura, aspera,
desprendendo-se em por¢des irregularmente quadrangulares, figura 9. Apos todo o
processamento da amostra foi obtido 6,42 kg de droga vegetal (Dv-Sb).

Figura 9: P4 das cascas de S. brasiliensis.

Fonte: Autoria prépria, 2014.

O po6 das folhas de P. pyramidalis apresentou cor verde, aspecto macio,
desprendendo-se em porcbes irregularmente finas, figura 10. Apos todo o

processamento da amostra foi obtido 2,10 kg de droga vegetal (Dv -Pp).

Figura 10: P6 das folhas de P. pyramidalis

. \\
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Fonte: Autoria propria, 2016.

O termo “droga vegetal” foi utilizado, pois de acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) toda planta ou parte da planta para fins medicinais
apos algum processamento ou secagem pode receber essa denominacao (BRASIL,
2004).

4.2.2 Controle de qualidade da droga vegetal

A ma qualidade de uma droga vegetal pode comprometer a eficacia de um
produto podendo oferecer riscos a saude do consumidor. Sendo assim, o controle de
gualidade da droga vegetal é um dos parametros mais importantes antes de utilizar
o material vegetal para qualquer finalidade.

Dentre as caracteristicas necessarias para garantir a qualidade da matéria
prima vegetal, a Farmacopeia recomenda analises de: material estranho, perda de
agua, granulometria, cinzas totais e sulfatadas, indice de espuma. Os resultados das
analises realizadas com a droga vegetal de S. Brasiliensis (Dv-Sh) seguem a seguir
(BRASIL, 2010).

4.2.2.1 Anélise de matéria estranha

De 25g de Dv-Sb colhido por quarteamento, foram separados 0,31 g de
material estranho (Figura 11), ou seja 1,2 %, tais sujidades, se classificam em
impurezas da natureza, minerais ou organicas. Tal resultado estd dentro dos limites
especificados na Farmacopeia brasileira, jA& que, a porcentagem de elementos
estranhos nao deve ser superior a 2% m/m.

Nao foi encontrado nenhum material estranho na droga vegetal de P.

pyramidalis Tul. (Dv-Pp).
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Figura 11: Material estranho de droga vegetal de S. brasiliensis (Dv-Sb).

Fonte: Autoria proépria, 2014.

4.2.2.2 Determinacédo da distribuicdo granulométrica das drogas vegetais

Os resultados obtidos pelo histograma de distribuicdo granulométrica das
cascas de S. brasiliensis (Figura 12) demonstram que as particulas do material
vegetal se encontraram predominantemente retidas nos tamises com malhas de 600
e 450 um representando 54% de todo material. Seguindo critérios farmacopeicos,

Dv-Sb classificou-se como pé moderadamente grosso (BRASIL, 2010).

50- 7
% 40- /
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Classe Granulométrica (um)

Figura 12: Histograma de distribuicdo granulométrica das cascas de S. brasiliensis.

Fonte: Autoria prépria, 2014.
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Quanto ao resultado da distribuicdo granulométrica para o p6é de P.
pyramidalis, ap0s 0 processo de pesagem constatou-se que 53,66% do po das
folhas ficou retido nos tamises com malhas de 425 e 250 um. Desse modo, o
tamanho meédio das particulas encontra-se neste intervalo conforme pode ser
observado na figura 13. Assim, Dv-Pp foi classificado como pé moderadamente
grosso (BRASIL, 2010).

Granulometria de tamanho maior, como os desta classificacdo, favorecem as
extragbes, pois particulas muito finas podem aderir as particulas maiores,
aumentando a viscosidade do meio e criando uma barreira que impeca a penetragao
de solventes (MARQUES et al., 2012).

Figura 13: Histograma de distribuicao granulométrica das folhas de P. pyramidalis.
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Fonte: Autoria prépria, 2014.
O p6 moderadamente grosso traz vantagens, considerando que o uso de pés

dessa natureza € o recomendado para a maioria de drogas com perspectiva na
producéo de produtos (SHARAPIN, 2000).

4.2.2.3 Determinacéo de perda de agua por dessecacao
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Empregando o método gravimétrico descrito na Farmacopeia Brasileira,
realizou-se a determinacdo de agua nas drogas vegetais de S. brasiliensis e P.
pyramidalis. Os resultados demonstraram que a quantidade de agua perdida por
dessecacédo de Dv-Sb foi de 8,45 £ 0,12%, j& para Dv-Pp apresentou 6,37 + 0,34 %
de &gua. Ainda ndo existem monografias especificas para as espécies de S.
brasiliensis e P. pyramidalis, entretanto, segundo Simdes et al. (2007), para as
drogas vegetais o limite maximo de umidade € de 14%, dessa forma, consideramos
qgue Dv-Sb e Dv-Pp apresentaram resultados favoraveis, pois se fosse encontrado
na amostra elevados teores de agua, poderia inviabilizar a amostra, uma vez que
pode favorecer o crescimento de microrganismos, além de favorecer reacfes
enzimaticas que aceleram a degradacdo que leva a uma interferéncia direta na

gualidade e inviabilidade da amostra (LOPES; NETTO JUNIOR, 2011).

4.2.2.4 Determinagdo de cinzas totais e sulfatadas

O ensaio visa determinar o teor de impurezas inorganicas contido em
substéncias organicas. O resultado do percentual de cinzas totais para Dv-Sb foi de
10,56 + 0,07% e para cinzas sulfatadas foi de 14,50 + 0,08%. Ja a determinacao de
cinzas totais para Dv-Pp foi de 3,1 + 0,71% e para cinzas sulfatadas foi de 5,86 *
2,78 %.

Em geral, as médias dos valores maximos para cinzas totais e sulfatadas
variam bastante de acordo com as monografias das drogas descritas na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), exemplo, na monografia da espécie E.
folium os limites maximos descritos para cinzas totais é de 11,0%, ja para cinzas
sulfatadas de 14,0%, tais valores foram compativeis com os valores encontrados
nas amostras. A literatura relata que esses parametros de qualidade podem indicar a
presenca de residuos inorganicos ndo volateis como, areia, pedra e terra,
encontradas naturalmente, uma vez que as amostras S80 materiais vegetais
(SONAGLIO et al., 2003).

4.2.2.5 Determinacgéo do indice de intumescéncia
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No ensaio mediu-se o volume ocupado pela Dv-Sb, volume inicial Vi= 2,0;
depois mediu-se o volume ocupado pelo material vegetal acrescido da mucilagem,
volume final Vf=3,0, e apresentou como resultado um teor de mucilagem de 1,0.
Para o volume ocupado pela Dv-Pp, volume inicial Vi= 3,0; depois mediu-se o
volume ocupado pelo material vegetal acrescido da mucilagem, volume final Vf=5,0,
e apresentou como resultado um teor de mucilagem de 2,0. (Figura 14). Outrossim,
o indice de intumescéncia é importante para prever o volume de solvente extra que

deve ser adicionado durante a producédo dos extratos (COUTO et al., 2009).

Figura 14: Volume ocupado por Dv-Sb e Dv-Pp acrescido da mucilagem

=

—

Fonte: Autoria propria, 2017.

4.2.2.6 Determinacéo do indice de espuma (IE)

O indice de espuma permite avaliar qualitativamente a presenca de saponinas
nas amostras. Apos 15 minutos o resultado foi positivo para a droga vegetal de S.
brasiliensis, j& que houve a presenca de espuma persistente e abundante na
amostra de Dv-Sb. De acordo com a Farmacopeia, quando ha a formacédo de
espuma com altura menor que 1 cm, como foi o caso da primeira diluicdo de DV-Sb
o IE € menor que 100. A segunda e terceira diluicbes de Dv-Sb das amostras,
apresentaram altura de espuma igual a 1cm, sendo assim, o IE foi calculado e é de
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166. O resultado obtido para o indice de espuma nas demais diluicdes foram

maiores do que 1000, conforme figura 15.

Figura 15: Espuma persistente produzida pela droga vegetal S. brasiliensis.

Fonte: Autona propria, 2014

Para a solucdo aquosa de Dv-Pp, ap6s 15 minutos néo foi possivel observar a
presenca de espuma na amostra, sendo, portanto, o resultado negativo para a
presenca de saponinas na droga vegetal de P. pyramidalis.

Vale ressaltar a acdo das saponinas sobre as membranas celulares que
podem alterar a permeabilidade ou até mesmo levar a destruicdo completa das
células. A acdo hemolitica das saponinas sdo fatores limitantes para o uso de
determinadas drogas, pois tais metabdlitos podem causar irritacdes nas mucosas o
que pode impedir o desenvolvimento de aplicagbes praticas das drogas vegetais
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2001).

4.2.2.7 Atividade hemolitica

A droga vegetal de Schinopsis brasiliensis foi a espécie que apresentou

resultado positivo no IE o que indica a presenca de saponinas em Dv-Sb. As
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saponinas sdo compostos conhecidos por apresentarem propriedade hemolitica in
vitro (CAVALHEIRO et al., 2009; SIMOES et al., 2007) e, por esse motivo, foi
necessaria a realizacdo do teste de atividade hemolitica in vitro em Dv-Sb (BRASIL,
2010). Como resultado, foi observada a hemdlise total apenas na diluicdo 4 (100%
de Dv-Sb), concentracdo de 0,01g/mL de material vegetal, figura 16. Esse valor &
considerado baixo, uma vez que somente a Ultima concentracdo causou ruptura dos

eritrocitos.

Figura 16: Triagem para verificacdo da hemolise a partir das diluigBes o extrato vegetal de
S. Brasiliensis

Fonte: Autoria prépria,2014.

1: [10% Dv-Sb]; 2: [20% Dv-Sb]; 3: [50% Dv-Sb]; 4: [100% Dv-Sb]; 5: tampéo fosfato pH 7,4;
6: solugédo referéncia de saponinas. Em todos os tubos foram utilizados suspenséo de eritrécitos a
2%.

4.2.2.8 Determinacéo do pH

Os valores do pH das solucdes de Dv-Sb foi de 3,50 £ 0,05 e Dv-Pp foi de
3,97 + 0,07 os quais conferem caracteristicas acidas para as drogas.

A determinagdo do pH da droga vegetal é importante pois alteracdes nesses
valores podem ocorrer em funcéo de impurezas, hidrélise e decomposicdo (CUNHA,;
SILVA; CHORILLI, 2009).
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O pH de um extrato influencia diretamente no preparo das amostras,
sobretudo, de formulacdes a base de gel de Carbopol®, pois alteracées nos valores

do pH podem modificar a viscosidade do gel.
4.2.3 Triagem Fitoquimica

As analises fitoquimicas dos extratos de Sh-EtOH e Pp-EtOH revelaram que
entre todos os constituintes avaliados foram encontrados compostos fendlicos,

sobretudo, flavonoides, os quais mostraram-se fortemente presentes e sao 0s

metabdlitos secundarios alvo do estudo (Tabela 6).

Tabela 6: Caracterizacao fitoquimica de extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis.

Classe Quimica Sb-EtOH Pp-EtOH
Taninos +++ +++
Flavonoides +++ F++
Cumarinas - F++
Derivados antracénicos +++ -
Lignanas +++ -

Naftoquinonas - -
Saponinas +++ +

Triterpenos e esteroides + +++

Fonte: Autoria propria, 2014. Resultados: Ausente (-); Baixo (+); Moderado (++); Forte (+++)

Moreira (2009) ja havia relatado que existiam poucos relatos na literatura
sobre estudos fitoquimicos e avaliacdo da atividade biologica realizados com
espécies do género Schinopsis, principalmente com a espécie de S. brasiliensis, e
mesmo apos oito anos, 0s relatos sobre a espécie ainda sdo escassos, mas alguns
dos relatos existentes confirmam a presenca de compostos fendlicos, principalmente
taninos e flavonoides (ROUX, EVELYN, 1960; ROUX, PAULUS, 1961; KING,
WHITE, 1957; CARDOSO, DAVID, DAVID, 2006 ). Também foi relatado por Moreira
(2009) a presenca de compostos das classes dos triterpenos, esteroides e

carotenoides.
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Ha relatos acerca da triagem fitoquimica de P. pyramidalis, tal como os
resultados encontrados no estudo, a literatura corrobora a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos e triterpenos (MENDES et al.,
2000; SANTOS et al., 2011).

4.2.4 Analise dos extratos por CLAE-DAD

De acordo com os resultados da andlise em CLAE-DAD de Sb-EtOH foram
possiveis identificar quatro padrées analiticos utilizados por meio da semelhanca
entre tempos de retencéo e espectro de absorgdo em ultravioleta: (a) catequina em
4 min, (b) epicatequina em 3 min, (c) apigenina em 26 min e (d) acido galico em 27
min (Figura 17).

Figura 17: Fingerprint do extrato das cascas de S. brasiliensis.
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(a): catequina; (b): epicatequina; (c): apigenina; (d): acido galico.
Fonte: Autoria propria, 2013.

A (+)-catequina e (-) epicatequina sao flavonoides pertencentes ao grupo dos
flavonois que possuem um grupo hidroxilo na posi¢céo 3 (Figura 18). As propriedades
das catequinas tém sido amplamente citadas na literatura e apresentam potente
atividade sequestradora do radical peroxila cerca de dez vezes maior que o L-
ascorbato (vitamina C) e B-caroteno (YILMAZ, 2006).
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Figura 18: Estrutura quimica da catequina e epicatequina
OH OH

OH OH

“ron

OH
Catequina Epicatequina

Fonte: Autoria propria, 2013.

A apigenina (Figura 19) é um flavonoide pertencente ao grupo das flavonas,
possuem um grupo carbonilo na posi¢do 4 e uma ligacdo dupla entre as posicdes
2,3.

Figura 19: Estrutura quimica da apigenina
OH

HO o}

OH (0]
Apigenina

Fonte: Autoria propria, 2013.

O acido gélico (Figura 20) é um polifenol derivado da via do &cido chiquimico,

um intermediario do metabolismo secundéario, e € um componente de taninos
hidrolisaveis em plantas (GRUNDHOFER et al., 2001).

Figura 20: Estrutura quimica do acido galico.
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O§ OH

HO OH
OH
Acido galico
Fonte: Autoria prépria, 2013.

O acido galico possui diversas propriedades comprovadas tais como,

atividade antiinflamatoria, atividade antimutagénica, antitumoral e antioxidante
(SOONG; BARLOW, 2006).

Na literatura ha relatos de que foram encontrados em outras espécies de

Schinopsis ssp. compostos como: (+)-catequina e acido géalico (ROUX; EVELYN,
1960; KING; WHITE, 1957).

Nos resultados da andlise em CLAE-DAD de Pp-EtOH foram possiveis

identificar quatro padrdes analiticos utilizados por meio da semelhanca entre tempos

de retencdo e espectro de absorcdo em ultravioleta: (a): acido gélico, (b):

epigalocatequina, (c): rutina e (d):escopoletina, conforme figura 21.

Figura 21: Fingerprint do extrato das folhas de P. pyramidalis.
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Fonte: Autoria propria, 2016.

A escopoletina (Figura 22) € uma cumarina encontrada no extrato folhas de P.
pyramidalis. Estudos realizados com a escopoletina demonstraram varias atividades
biol6gicas associadas a escopoletina, tais como, anticolinestérica, antinociceptiva,
anti-inflamatoria, antitireoidal, antihiperglicémica e antitumoral (CAPRA et al., 2010),
bem como, antiarritmicas, vasodilatadoras, hipotensoras, espasmoliticas e

simpatoliticas (DI STASI, 1995).
Figura 22: Estrutura quimica da escopoletina.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.
A rutina (Figura 23), flavonoide da classe dos flavonadis, € tradicionalmente

empregada como potente antioxidante, na prevencdo ou tratamento da insuficiéncia
venosa ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade capilar, e também na
prevencdo aos danos causados pela radiacdo ultravioleta (BRUNETON, 1991,
GUARDIA et al., 2001; VELASCO et al., 2008).

Figura 23: Estrutura quimica da rutina.

HO OH

HaC OH e}
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Rutina
Fonte: Autoria propria, 2016.
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A epigalocatequina (Figura 24) € a molécula de catequina com mais um grupo
hidroxila no anel B, séo flavonoides pertencentes ao grupo dos flavanois. Esse grupo

hidroxila é responsavel pela maior atividade antioxidante em relacdo a catequina
(RICE-EVANS et al., 1996).

Figura 24: Estrutura quimica da epigalocatequina.
OH
OH
HO O] O
O OH
OH
OH

Epigalocatequina
Fonte: Autoria prépria, 2016.

4.2.5 Métodos espectrofotométricos

4.2.5.1 Teores de fendis totais, flavonoides, taninos e atividade antioxidante

Os resultados dos teores de fendis totais, flavonoides e atividade antioxidante
de Sb-EtOH e Pp-EtOH estdo apresentados na tabela 7.
Tabela 7: Conteldo de fendis totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos do
DPPH e B-caroteno dos extratos de Sb-EtOH e de Pp-EtOH.

Dosagens Atividade Antioxidante
FT F DPPH B-caroteno
Amostras (mg EAT /g) (mg RE/g) (CEs0) (% AA)
Sb-EtOH 624,6+ 0,422 132,4 £ 0,76 1,46 £ 0,07 @ 60,81 + 0,672
Pp-EtOH 358,46 + 0,05 112,86 + 0,40 32,73 £ 0,95 22,86 + 0,27 °
Vit C 0,64 + 0,22 7,50+2,12
BHA 1,22 +0,43 97,49 £ 0,76
BHT --- --- 8,16 + 7,06 99,10+ 1,14

Fonte: Autoria propria, 2014.
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Fenais totais (FT), Flavonoides Totais (F) e atividade antioxidante dos extratos brutos de Sb-EtOH e
Pp-EtOH. EAT: equivalente de acido tanico; RE: equivalente de rutina. BHA: Butil Hidroxianisol, BHT:
Butil Hidroxitolueno. Os valores de CEso foram obtidos por regressao linear com 95% de intervalo de
confianca. CEso € definido como a concentracdo suficiente para obter 50% do efeito maximo estimado
em 100%. Valores sédo expressos como média + SD (n=3). Letras iguais na mesma coluna indicam
nao diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.

Os maiores contetdos de compostos fendlicos totais, flavonoides foram
encontrados em Sh-EtOH com valores de 624,6 + 0,42 (mg EAT/g); 132,4 + 0,76
(mg RE/Q), respectivamente.

Para Pp-EtOH os valores dos teores de fendis: 358,46 + 0,05 (mg EAT/g) e
flavonoides: 112,86 * 0,40 (mg RE/qg).

Em dados encontrados sobre a espécie S. brasiliensis, no seu estudo Saraiva
et al. (2013) realizou as dosagens de fendis totais, flavonoides, bem como, atividade
antioxidante, no entanto, foram utilizadas folhas e o solvente para extracao foi o
metanol, porém, alguns dados foram significantes para comparacao.

Experimentos realizados por Silva et al. (2011) com o extrato das folhas de P.
pyramidalis quantificaram 370,40 + 12,80 mg equivalentes de rutina por grama de
extrato. Nesse estudo o teor de flavonoides foi determinado diluindo aliquotas do
extrato em metanol, acrescentando acido acético glacial, solucdo metandlica de
piridina e de cloreto de aluminio e agua destilada, apés 30 minutos de repouso no
escuro foi medida a absorbancia em 420 nm.

A diferenca das metodologias e dos padrbes para construcdo da curva de
calibracdo do presente trabalho e do estudo realizado por Silva et al. (2011)
provavelmente interferiram nos valores finais de quantificagdo dos flavonoides do
extrato etandlico bruto das folhas da P. pyramidalis.

Sb-EtOH também obteve o melhor resultado de atividade antioxidante no
meétodo do sequestro do radical livre DPPH, pois apresentou menor CEso de 1,46 *
0,07, comparado com o Pp-EtOH que apresentou CEso de 32,73 = 0,95. Sb-EtOH sé
nao apresentou melhores resultados do que os padrbes BHA com CEso de 1,22 +
0,43, e vitamina C cujo CEsp foi de 0,64 + 0,22. Vale ressaltar que quanto menor for
os valores de CEso, maior € a sua atividade antioxidante.

Alviano et al. (2008) realizou o teste de atividade antioxidante utilizando o
ensaio do sequestro do DPPH com o extrato etandlico bruto das folhas de P.

pyramidalis, com CEso de 15,2 £ 1,0 yg/mL, sendo considerado um bom resultado
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quando comparado ao padrdo do teste. J& Silva et al. (2011) traz que o extrato
etandlico bruto das folhas P. pyramidalis no teste de DPPH n&o apresentou uma boa
atividade antioxidante. A justificativa para as divergéncias de resultados encontradas
nos estudos feitos por Alviano et al. (2008) e Silva et al. (2011) é que ha varios
fatores que interferem na composicéo final dos extratos de P. pyramidalis, como por
exemplo, locais e épocas distintas de coleta do material vegetal, até mesmo, 0s
solventes e métodos empregados.

No teste da oxidagdo do B-caroteno, Sh-EtOH também apresentou melhor
atividade antioxidante, com 60,81+0,67% de atividade, entretanto, Pp-EtOH com
resultado de 22,86 + 0,27 % apresentou melhores resultados frente ao padrao
vitamina C com apenas 7,50 + 2,12% de atividade antioxidante.

A atividade antioxidante esta intimamente ligada a presenca de compostos
fendlicos, pois estes apresentam em sua estrutura hidroxilas que podem funcionar
como agentes doadores de elétrons. Outro determinante estrutural é a capacidade
antioxidante de flavonoide atribuida as hidroxilas em C4 e C3, que atuariam no
aumento do potencial antioxidante (LIEN et al., 1999).

Sa et al. (2012) justificam que as capacidades antioxidantes dos compostos
fendlicos sdo decorrentes da sua estrutura quimica e propriedade redutora, esses
atributos sdo essenciais para sua acado sequestradora e neutralizadora dos radicais
livres, agindo também na quelacdo de metais de transi¢do, tanto na etapa de
iniciacdo quanto na de propagacao do processo oxidativo, formando intermediarios
estaveis por ressonancia.

Segundo Barreiros; David; David (2006), S& et al. (2012) e Soares (2002), os
flavonoides destacam-se dentre os compostos fendlicos presentes nos produtos
naturais. Esses agem na neutralizacdo dos radicais livres captando o elétron
desemparelhado sem provocar danos as estruturas celulares.

Bahia et al. (2005) realizaram estudos do extrato cloroférmico das folhas de P.
pyramidalis confirmando a presenca de diversos biflavonoides, por outro lado nesse
mesmo estudo a partir do extrato cloroformico do caule ndo foram encontrados
biflavonoides. E importante destacar que héa evidéncias que alguns metabolitos s&o
flutuantes nos oOrgdos dessa planta. Simbes et al. (2007), explica que os
biflavonoides sao dimeros de flavonoides ligados por C-C ou C-O-C que

desempenham diversas fungbes nas plantas como, por exemplo, alimento



Desenvolvimento de uma formulagdo cosmética com efeito fotoprotetor e | 67
antioxidante de planta nativa da Caatinga..

Lima-Saraiva, S.R.G
dissuasivo para insetos, antifingico e agdo protetora contra os raios UV que incidem
principalmente sobre as folhas.

Diante dos resultados encontrados, podemos apontar que a espécie S.
brasiliensis apresenta maior potencial antioxidante, bem como maiores teores de
compostos fendlicos que a espécie P. pyramidalis, assim, Sb-EtOH apresenta

potencial antioxidante promissor para ser utilizado no desenvolvimento do produto.
4.2.5.2 Fator de protecao solar (FPS)

De acordo com o espectro de varredura do extrato de Schinopsis brasiliensis
(Figura 25) pode-se observar que as varias concentracdes de Sb-EtOH, mostraram
caracteristica bandas de absorcdo em UV-B jA que houve absorbancia entre os

comprimentos de onda de 290 e 320 nm.

Figura 25: Perfil da absorcao espectrofotométrica do extrato de S. brasiliensis.
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Fonte: Autoria propria, 2014.

A figura 26 mostra o perfil de absorcdo espectrofotométrica do extrato

etandlico bruto de P. pyramidalis.
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Figura 26: Perfil da absorgcé@o espectrofotométrica de extratos de P. pyramidalis.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.

Foi verificado que ocorreu um aumento na absorbancia como aumento da
concentracdo, sendo para todas as amostras os melhores resultados foram obtidos

na concentracdo de 100mg/mL, tanto para Sb-EtOH, quanto para Pp-EtOH.
A figura 27 traz o grafico comparativo entre as amostras de Sb-EtOH e Pp-

EtOH utilizando a maior concentracdo [100mg/L] e, de acordo com o perfil de

absorbéancia, Sb-EtOH apresentou maiores valores.
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Figura 27: Perfil da absor¢cédo espectrofotométrica comparativa entre os extratos de S.

brasiliensis e P. pyramidalis.
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Fonte: Autoria propria, 2016.
Dessa forma as amostras de S. brasiliensis apresentam-se com um possivel

potencial fotoprotetor.

Os flavonoides possuem espectros de absorcdo caracteristicos no
ultravioleta, determinados pelo nicleo comum benzopirona, com dois maximos de
absorcdo: um ocorrendo em 240-285nm (banda Il) e outro entre 300-400nm (banda
[). Em geral, a banda Il é considerada como devida a existéncia do anel A e a banda
| devida ao anel B.

As caracteristicas das bandas de absor¢do no ultravioleta sdo variadas para
os flavonoides. As flavonas apresentam a banda | entre 304-350 nm, ja nos
flavondis entre 352-385nm. Ha alguns grupos de flavonoides, inclusive, que exibem
uma banda | de baixa intensidade, frequentemente aparecendo como ombro da
banda Il (SIMOES et al., 2007).
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As flavonas como a apigenina foram descritas na literatura como sendo
protetores quimicos que absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos do
que os visiveis ao olho humano, protegendo as células vegetais dos danos
causados pela fotoxidacdo. Essa classe de flavonoides age na protecdo das células
contra o excesso de radiagdo UV-B (280-320 nm), pois se acumulam nas camadas
epidérmicas das folhas e caules e absorvem intensamente a luz nessa regido do
UV-B (FERREIRA, OLIVEIRA, SANTOS, 2008).

Além disso, foi demonstrado que 0 aumento da exposi¢cdo de plantas a luz
UV-B resulta na maior sintese de flavonas e flavondis.

O célculo do FPS in vitro foi determinado pelo método espectrofotométrico
desenvolvido por Mansur et al. (1986), consiste na medida da absorbancia das
amostras na regidao UV-B, tal método, € considerado eficaz, rapido e esta
amplamente descrito na literatura e possui boa correlacdo com os resultados dos
métodos in vivo (REIS-MANSUR, 2011).

Na figura 28, pode-se observar os valores de FPS-UV-B encontrados para

Sb-EtOH, nas concentracfes de 5, 25, 50 e 100 mg/L.
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Figura 28: Fator de Protecéo Solar (FPS) in vitro de Sb-EtOH, (290-320 nm).

Fonte: Autoria propria, 2014

Observa-se que as amostras de Sb-EtOH apresentaram os maiores valores

de FPS, na concentracdao de 100mg.
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Na figura 29, pode-se observar os valores de FPS-UVB encontrados para Pp-

EtOH, nas concentracdes de 5, 25, 50 e 100 mg/L.

Figura 29: Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro de Pp-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2016.

As amostras Pp-EtOH, apresentaram aumento de FPS com o aumento da
concentracdo, sendo a concentracdo de 100 mg/L a que apresentou um valor de
FPS maior (3,90 £ 0,10).

A figura 30 mostra os fatores de protecédo solar comparativo de Sh-EtOH e
Pp-EtOH com a maior concentragcdo [100mg/L]. Os resultados de FPS para Sb-
EtOH: 6,27 + 0,69 e para Pp-EtOH: 3,90 + 0,10.

Figura 30: Fator de Protecdo Solar in vitro dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.

Para facilitar a analise comparativa entre os valores das amostras de FPS in
vitro de Sb-EtOH e Pp-EtOH, segue tabela 8.

Tabela 8: Valores do Fator de Protecdo Solar in vitro dos extratos de S. brasiliensis e P.

pyramidalis.
Amostras
5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
Sb-EtOH
0,21+0,012 1,35+ 0,052 2,98 +0,272 6,27 £ 0,692
Pp-EtOH
0,23+0,022 1,24 +£0,092 1,59+0,05b 3,89+0,06°

Fonte: Autoria propria, 2014.

FPS- Fator de Protecdo Solar dos extratos brutos de Sb-EtOH e Pp-EtOH. Valores sdo expressos
como média = SD (n=3). Letras iguais na mesma coluna indicam néo diferenca estatistica conforme
ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.

De acordo com a resolucdo RDC 30/12 (BRASIL, 2012) publicada pela
ANVISA, os produtos de protecdo solar utilizados pela populacdo brasileira
ganharam novas regras para garantir a protecdo da pele dos usuarios. Uma das
principais mudancas € que o valor minimo do Fator de Protecdo Solar (FPS)
aumentou de 2 para 6 (BRASIL, 2006).

Varias pesquisas tém sido realizadas com objetivo de produzir protetores
solares a base de produtos naturais, principalmente com extratos vegetais. Essas
pesquisas tém se fundamentado no uso de espécies que possuam constituintes
guimicos contendo cromdéforos e demais compostos com possivel atividade
antioxidante, que neutralizem os radicais livres produzidos na pele apos a exposi¢ao
excessiva a radiacdo UV destacando-se nesse sentido os compostos fendlicos e
flavonoides (FFGUYER; AFAQ; MUKTHAR, 2003).

Dessa forma, extrato de S. brasiliensis (Sb-EtOH), assume o pré-requisito de
valores minimos para os valores de fotoprote¢cdo, e pode servir como uma
alternativa em formulag6es farmacéuticas com acao fotoprotetora.

Embora o teste tenha sido realizado in vitro, este método se correlaciona

bem com os testes in vivo, pois se refere a absorbancia da substancia com o efeito
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eritematogénico da radiacdo e intensidade de luz em comprimentos de onda

especificos entre 290 e 320 nm (regido UVB).

4.2.6 Toxicidade aguda

ApoOs pré-tratamento com doses Unicas de 2000 mg/kg de Sb-EtOH e Pp-
EtOH, por via oral, durante o periodo de observacdo de 14 dias, ndo foram
observadas alteragcbes comportamentais, fisiolégicas, nem a morte dos animais,
indicando, assim, baixa toxicidade dos extratos etanolicos brutos de Schinopsis
brasiliensis e P. pyramidalis.

Neste experimento foi observado que Sh-EtOH e Pp-EtOH tem DLso > 2,0

g/kg quando administrado por via oral.

4.2.6.1 Avaliagdo comportamental dos camundongos

As triagens comportamentais dos animais foram realizadas em 0,5, 1, 2, 3 e 4
h apds a administracdo de Sh-EtOH e Pp-EtOH na dose de 2,0 g/kg (peso corporal)
por via oral e durante os 14 dias. Os animais ndo apresentaram mudancas
significativas no comportamento, também ndo mostraram quaisquer sinais de

toxicidade ou de outras atividades fisiolégicas.

4.2.6.2 Consumo de alimento e 4gua

Com relacdo ao consumo de agua apos o tratamento com Sb-EtOH, na dose
de 2 g/kg via oral, verifica-se que os animais apresentaram alteracdes significativas
no consumo de agua, nos grupos dos machos e das fémeas.

Os animais tratados diminuiram de forma significativa o consumo de agua,

conforme pode ser verificado na figura (31 e 32).
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Figura 31: Consumo de liquido pelos animais machos tratados com Sbh-EtOH.
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Fonte: Autoria prépria, 2013.
Figura 32: Consumo de liquido pelas fémeas tratadas com Sbh-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2013.

Para o grupo tratado com Sh-EtOH 2 g/kg das fémeas a média da quantidade
de racdo consumida no final do experimento foi de 25,64 + 2,09 g, ja para 0 grupo
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controle foi de 29,07 = 2,38 g, essa variagao foi considerada significativa. Para os
machos, ndo houve diferenca significativa no consumo de racdo quando comparado
0 grupo tratado que consumiu 32,21 + 2,57 g com 0 grupo controle que consumiu

33,00 = 2,56 g (Figura 33 e 34).

Figura 33: Consumo de alimentos pelos machos tratados com Sh-EtOH
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Fonte: Autoria propria, 2013.

Figura 34: Consumo de alimentos pelas fémeas tratadas com Sb-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2013.
O tratamento com Pp-EtOH, na dose de 2 g/kg via oral, com relacdo ao

consumo de agua mostraram alteracdes significativas, em ambos 0s grupos

tratados, dos machos e das fémeas, quando comparados ao grupo controle (p <
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0,05). Apoés o tratamento houve reducédo significativa na ingesta hidrica, conforme
pode ser verificado na figura (35 e 36).

Figura 35: Consumo de liquido pelos animais machos tratados com Pp-EtOH.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.

Figura 36: Consumo de liquido pelas fémeas tratadas com Pp-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2016.

Com relacédo ao consumo de alimentos apos o tratamento com Pp-EtOH nao

houve diferencas significativas na quantidade de racdo consumida, nem para o
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grupo dos machos, nem das fémeas, quando comparados aos grupos controles,

conforme figuras (37 e 38).

Figura 37: Consumo de alimentos pelos machos tratados com Pb-EtOH.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.

Figura 38: Consumo de alimentos pelas fémeas tratadas com Pp-EtOH.
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4.2.6.3 Variagdo da massa corporal

Houve mudancas significativas (p<0,05) no peso corporal dos camundongos
do dia 1 ao dia 14 no grupo tratado com o extrato de Sh-EtOH na dose de 2 g/kg v.o,
para as fémeas. No final do experimento, a média do grupo controle para os machos
foi de 41,56 + 0,17 g, enquanto a do grupo tratado com dose de 2 g/kg foi de 41,74
0,24 g. Para o grupo das fémeas a meédia do grupo controle foi de 40,36 + 0,24 g
engquanto a do grupo tratado com a dose de 2 g/kg foi de 36,01 + 0,10 g. A variacéo
de peso ao longo do experimento pode ser vista nas figuras 39 e 40.

Figura 39: Ganho de peso dos machos tratados com Sh-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2013.

Figura 40: Ganho de peso das fémeas tratadas com Sb-EtOH.
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Fonte: Autoria prépria, 2013.

Com relacdo a massa corporal do grupo tratado com o extrato de Pp-EtOH na
dose de 2 g/kg v.o, ndo houve diferenca estatistica na média dos pesos do grupo
dos machos tratados 45,14 + 0,21 g, com relagéo ao controle 44,07 £ 0,13 g.

Para o grupo das fémeas a média do grupo controle foi de 41,69 + 0,12 ¢
engquanto a do grupo tratado com Pp-EtOH na dose de 2 g/kg foi de 44,99 + 0,12 g,
sendo considerado estatisticamente diferente. A variacdo de peso ao longo do

experimento pode ser vista nas figuras 41 e 42.

Figura 41: Ganho de peso dos machos tratados com Pp-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2016.
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Figura 42: Ganho de peso das fémeas tratadas com Pp-EtOH.
Fonte: Autoria propria, 2016.

4.2.6.4 Analise macroscoépica e massa dos 6rgaos

Os 6rgados dos animais tratados com extrato etandlico bruto de Sb-EtOH, nao
exibiram macroscopicamente alteracdes na forma, coloracdo e dimensdes quando
comparados aos 6rgaos do grupo controle. Com relagcdo a massa dos 0rgdos so
houve diferenca estatistica ha massa do figado das fémeas tratadas com Sb-EtOH

na dose de 2g/kg, conforme figuras 43 e 44.

Figura 43: Massa dos 6rgdos dos machos tratados com Sb-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2013.
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Figura 44: Massa dos 6rgaos das fémeas tratadas com Sb-EtOH.

Fonte: Autoria propria, 2013.
Com relacéo aos 6rgdos dos animais tratados com extrato etanolico bruto de

Pp-EtOH n&o exibiram macroscopicamente alteragcbes na forma, coloracédo e
dimensbes, nem apresentaram alteracbes nas massas dos Orgdos quando

comparados aos 6rgdos do grupo controle, nem nas fémeas, nem nos machos

conforme figuras 45 e 46.

Figura 45: Massa dos 6rgaos dos machos tratados com Pp-EtOH.

Pp-EtOH 2g/kg macho

Fonte: Autoria propria, 2016.
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Figura 46: Massa dos 6rgéos das fémeas tratadas com Pp-EtOH.
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Fonte: Autoria propria, 2016.

Os resultados da toxicidade aguda dos extratos etandlicos brutos de S.
brasiliensis, bem como, P. pyramidalis, podem ser considerados de baixa toxicidade
no teste de toxicidade aguda, pois em doses elevadas de 2 g/kg por v.0. hdo causou
morte, alteragbes comportamentais nos animais. Entretanto, outros estudos
toxicoldgicos devem ser feitos, tais como, toxicidade sub-crbnica e crbnica a fim de
determinar o perfil de seguranca de Sb-EtOH e Pp-EtOH.

Esse resultado de baixa toxicidade aguda é um pardmetro bastante
importante, uma vez que, ha registro na literatura do potencial toxico-irritante das
plantas da familia Anacardiaceae e isso tem sido atribuido, principalmente, a
presenca de derivados fendlicos encontrados em suas espécies tais como taninos,
saponinas, terpenos e alcaloides (PELL, 2004).

Assim, diante de tantos resultados dessa primeira parte experimental, foi
verificado que entre as duas espécies estudadas, o extrato etandlico bruto de S.
brasiliensis apresentou o0s melhores resultados nos experimentos realizados,
apresentando maiores valores de dosagens de compostos fendlicos, flavonoides,
maiores valores de FPS, além de apresentar melhor atividade antioxidante, portanto,
a espécie S. brasiliensis, foi a espécie selecionada para dar andamento ao
desenvolvimentos de uma formulagcdo cosmética com efeito fotoprotetor e

antioxidante.
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CAPITULO Il
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5 CAPITULO Il

O capitulo Il traz toda parte metodoldgica e os resultados do desenvolvimento
magistral das formulacoes.

5.1 Parte Experimental Il

5.1.1 Desenvolvimento das formulacfes

Foram realizados estudos com o objetivo de selecionar adequadamente
excipientes para o desenvolvimento das bases utilizadas como veiculos para as

formulagoes.

5.1.1.1 Desenvolvimento das bases do tipo gel
5.1.1.1.1 Gel de Aristoflex®

Sob agitacdo foi adicionado o Aristoflex® AVC® lentamente em &agua a
temperatura ambiente (25°C), para hidratacdo do polimero. Apés a obtencdo da
base gelificada, foram adicionados os conservantes: metilparabeno e propilparabeno
dispersos em propilenoglicol, e o Imidazolidinil Ureia pré-solubilizado em agua. O
agente gelificante ja se apresenta na dispersao pré-neutralizado, desconsiderando a
necessidade de uma neutralizacdo apdés a hidratacdo do polimero. Essa
caracteristica facilita 0 manuseio do produto e agiliza a preparacao das formulacdes.
Posteriormente, foi incorporada a formulacdo o extrato em diferentes concentracdes
e o filtro UVA-B quimico hidrossoluvel visando potencializar o FPS das formulagdes.
As concentracdes das matérias primas para a obtengdo da formulagdo padronizada

da base gel de Aristoflex® podem ser descritas na tabela 9.
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Tabela 9: Formulacdo padronizada da base gel Aristoflex®

Matérias primas Concentracao Acéo
Aristoflex® 1,5% Agente gelificante
Metilparabeno 0,15% Conservante
Imidazolidil Uréia 0,10% Conservante
Propilenoglicol 3% Umectante
Propilparabeno 0,1% Conservante
Agua q.s.p Veiculo

Fonte: Autoria propria, 2014.

5.1.1.1.2 Gel de Carbopol®

O gel base utilizado foi composto por Carbopol® na concentracdo de 1%,
imidazolidiniluréia, metilparabeno, propilparabeno, trietanolamina e agua destilada.
Todos os produtos foram adquiridos comercialmente de diferentes fornecedores.

Esta base foi preparada dispersando o agente gelificante (Carbopol®) em
agua com conservante Metilparabeno (Nipagin) juntamente com umectante
(Propilenoglicol). Em seguida, deixou-se em repouso inicial por 24 horas, para
facilitar a preparacdo do gel na dispersdo do Carbopol® na agua. Posteriormente foi
misturado e adicionado o agente alcalinizante (trietanolamina) até atingir uma faixa
de pH entre 5,0 e 5,5 obtendo-se um gel transparente. Na tabela 10 podemos

verificar a composicéo da formulacdo padronizada da base gel de Carbopol®.

Tabela 10: Formulag&o padronizada da base gel Carbopol®.

Matérias primas Concentragao Acéo
Carbopol® 1% Agente gelificante
Metilparabeno 0,1% Conservante
Propilenoglicol 7% Umectante
EDTA 0,1% Agente quelante
Trietanolamina g.s (pH=5,0 a 5,5) Agente alcalinizante
Agua purificada g.s.p. Veiculo

Fonte: Autoria propria, 2014.
5.1.1.2 Desenvolvimento das bases do tipo emulséo
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5.1.1.1.3 Emulsédo de Polawax®

A emulsdo de Polawax® foi obtida pela técnica usual de emulsificacdo por
inversao de fases no seguinte procedimento de preparo: aquece separadamente a
fase 1 (fase oleosa) a 75°C e a fase 2 (fase aquosa) a 80°C e, em seguida, verter
lentamente, com agitagdo mecanica vigorosa e constante, a fase 2 sobre a fase 1,
agitando lentamente, ocorrera o resfriamento e agitar até alcancar a temperatura
ambiente. Apés 24 horas da producédo da base, foi realizado o controle de qualidade,
analisando principalmente pH, viscosidade, teste de resisténcia a centrifugacao,
caracteristicas organolépticas e aspectos macroscépicos.

Na tabela 11 podemos verificar a composi¢do da formulacdo padronizada da

base emulsido Polawax®.

Tabela 11: Formulagdo padronizada da base Polawax® (Emulsdo O/A)

Matérias primas Concentracao Acédo 1-
1- Polawax® 6% Emulsionante
1- Propilparabeno 0,05% Conservante
2- Metilparabeno 0,15% Conservante
2- Glicerina bidestilada 5% Umectante
2- Propilenoglicol 3% Umectante
1- Oleato de isodecila 5% Emoliente
1- BHT 0,05% Antioxidante
2- EDTA 0,05% Agente quelante
2- Agua purificada g.s.p. Veiculo

2- Fase aquosa Fonte: Autoria prépria, 2014.

5.1.1.1.4 Emulsao de Lanette®

No desenvolvimento da formulacdo da base Lanette® foi utilizada a mesma
técnica descrita conforme item 5.1.1.1.3, apenas foi modificada a cera auto-

emulsionante para a Lanette®, nas mesmas concentracdes e condi¢cbes de

O v 9 T
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temperatura e levando em consideracgéo o planejamento experimental da pesagem e
separacao dos excipientes nas concentracfes adequadas para aplicacdo da técnica
do desenvolvimento da emulséo, demonstrado na figura 47.
Na tabela 12 podemos verificar a composi¢ao da formulagéo padronizada da

base emulsio Polawax®.

Figura 47: Desenvolvimento farmacotécnico da base emulséo.

Fonte: Autoria prépria, 2014.

Tabela 12: Formulagdo padronizada da base Lanette®.

Matérias primas Concentracao Acao
1- Lanette® 6% Emulsionante
1- Propilparabeno 0,05% Conservante
2- Metilparabeno 0,15% Conservante
2- Glicerina bidestilada 5% Umectante
2- Propilenoglicol 3% Umectante
1- Oleato de isodecila 5% Emoliente
1- BHT 0,05% Antioxidante
2- EDTA 0,05% Agente quelante
2- Agua purificada g.s.p Veiculo

1- Fase oleosa; 2- Fase aquosa; Fonte: Autoria prépria, 2014.
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5.1.3 Preparo dos extratos para incorporacao

A espécie S. brasiliensis foi a selecionada para dar seguimento ao
desenvolvimento da formulacdo, pois apresentou melhores resultados do que a
espécie P. pyramidalis. Na primeira parte do desenvolvimento metodoldgico foi
utilizado o extrato de Sb-EtOH nas atividades testadas e o ideal seria seguir todo o
processo com 0 mesmo extrato, entretanto, quando chegou na etapa da producao
galénica, Sb-EtOH apresentou incompatibilidade farmacotécnica com as bases,
dificuldade de incorporacao do extrato etandlico bruto de S. brasiliensis nos veiculos,
0 que impossibilitou a continuacédo do estudo com Sb-EtOH. Assim, foi necessério a

obtencéo de extratos fluidos para facilitar o processo de incorporacgao.

5.1.3.1 Preparo do extrato fluido

Para obtencéo do extrato fluido (Sb-FI) hidroalcoodlico foram utilizados 200 g do
material vegetal em pé, submetido a maceracdo com uma solucao hidroalcodlica de
50, 60, 70, 80 e 90% (1000 mL).

Apds 72 horas, os primeiros 150 mL foram coletados e armazenados em
recipiente ambar, sob refrigeracdo, enquanto que o restante do material foi extraido
sucessivamente com a mesma solucéo de solvente. Posteriormente, o restante da
solucdo extrativa foi concentrado em rotaevaporador, a temperatura maxima de 55
°C, até o volume de 50 mL, o qual foi adicionado aos primeiros 150 mL extraidos,
obtendo-se 200 mL de extratos fluidos da planta.

O extrato fluido foi considerado 1:1, pois 200 g do material vegetal processado
foi utilizado para obter 200 mL de extrato concentrado (BRASIL, 1998). Foram
obtidos no total 5 extratos hidroalcodlicos: (Sb-fl 50) Extrato hidroetandélico 50% de
Dv-Sb; (Sb-fl 60): Extrato hidroetandlico 60% de Dv-Sb; (Sb-fl 70): Extrato
hidroetandlico 70% de Dv-Sb; (Sb-fl 80): Extrato hidroetandlico 80% de Dv-Sb; (Sb-fl
90): Extrato hidroetandlico 90% de Dv-Sb.

Apbs obtencdo dos extratos fluidos, foram realizadas novas analises com tais

extratos para saber se os teores alcoodlicos das solugbes iriam influenciar no
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processo extrativo, dosagens de fendis, bem como nas atividades antioxidante e
fotoprotetora.

5.1. 4 Métodos espectrofotométricos

5.1.4.1 Determinacao do conteudo fendlico total de extratos hidroetandlicos

A metodologia foi realizada conforme descrito no item 4.1.7.1 (pag. 48). A
equacéo de correlacdo foi construida com acido gélico foi y = 0,0677x + 0,0125 (R? =
0,9981). Os conteudos fendlicos totais foram expressos em miligramas equivalente
de acido galico por g de extrato (mg EAG/Qg).
5.1.4.2 Método do sequestro do radical DPPH de extratos hidroetandlicos

A metodologia foi realizada conforme descrito no item 4.1.7.3.1 (pag. 48).

5.1.4.3 Meétodo da inibicdo da auto-oxidacdo do [(-caroteno de extratos

hidroetandlicos

A metodologia foi realizada conforme descrito no item 4.1.7.3.2 (pag 49).

5.1.4.4 Determinacdo in vitro do fator de protecdo solar (FPS) de extratos

hidroetandlicos

A metodologia foi realizada conforme descrito no item 4.1.7.4 (pag 50).

5.1.5 Estudo preliminar de incorporacdo do extrato nas bases e analise de

compatibilidade.

Foi realizado um teste de incorporacdo dos extratos fluido com os veiculos.

Aos veiculos foram adicionados extrato fluido na concentracéo de 10% (p/v).

5.1.5.1 Desenvolvimento das formulacfes fotoprotetoras
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A partir das bases desenvolvidas, foram incorporados os filtros quimicos e
extrato fluido de Sb-fl, em diferentes concentracdes nas formulagcdes com veiculos,

como mostra na tabela abaixo.

Tabela 13: Composicdo das formulacdes fotoprotetoras.

Componentes Funcéao F1 F2 F3 F4

*Filtro quimico  Filtro UVAB 10% 0% 5% 10%
Extrato Sb-fl Filtro teste 0% 10% 5% 10%
Base Veiculo g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p

*Filtro quimico é uma mistura obtida comercialmente composta por: 18% de fenilbenzimidazol na
forma &cida + 15% de hidroxi-4-metoxibenzofenona na forma acida.

Fonte: Autoria propria, 2014.

5.1.6. Estudo de estabilidade preliminar

As amostras foram submetidas a estudos de estabilidade preliminar de acordo
com os procedimentos descritos no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos.

O teste de estabilidade preliminar durou 15 dias. Alguns parametros foram
analisados tais como: aspecto, cor, odor, pH, viscosidade, espalhabilidade e teste da
resisténcia centrifugacéo. Os testes foram realizados no primeiro e no ultimo dia. As
amostras foram avaliadas em triplicata, sendo a primeira avaliacdo 24 horas apés a
manipulagéo (BRASIL, 2004).

5.1.6.1 Propriedades organolépticas

As propriedades organolépticas foram analisadas macroscopicamente. As
cores foram comparadas visualmente entre os produtos testados com a cor do
padrdao. Com relacdo ao odor, foram comparados o odor do produto teste com o
odor do padrdo. As amostras foram classificadas, como: normal, sem alteracéo;

levemente modificada; modificada; intensamente modificada.

5.1.6.2 Determinacéo do pH
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Para a determinagdo do pH foi realizada em uma disperséo aquosa a 10%
(p/p) da amostra em agua destilada, usando pHmetro digital. O eletrodo foi inserido
diretamente na dispersdo aquosa (BRASIL, 2001) e valores mantidos entre 5,5 e

6,5, compativeis com o pH cutaneo, devem ser usados como critério de estabilidade.

5.1.6.3 Determinagéo da espalhabilidade

A determinacdo da consisténcia por extensibilidade foi realizada como
proposto por Isaac; Uchiyama (1998), adaptado de Bueno (1984). A amostra de
produto 0,3 g foi colocada entre duas placas de vidro, com 10 x 20 cm e 0,5cm de
espessura, sendo uma delas disposta sobre um papel milimetrado, colado em uma
placa de madeira. A adicao de pesos de 250, 500, 750 e 1000g, a cada trés minutos,
na placa superior, promove o espalhamento do produto, que pode ser medido como

extensibilidade, em centimetros.

5.1.6.4 Teste de congelamento e descongelamento

Em embalagem adequada, as amostras foram submetidas a condi¢des
extremas de temperaturas. Os ciclos de congelamento e descongelamento alternam
24 horas em temperaturas elevadas e 24 horas em temperaturas baixas, sendo
recomendados 0s seguintes conjuntos: Temperaturas de —5°C +2 °Ce 45°C £ 2
°C.

5.1.6.5 Teste de resisténcia a centrifugacao

Em tubo para centrifuga, cbnico, graduado, foram pesados 5 g da amostra a
ser analisada, os quais foram submetidos a rotagbes crescentes de 980, 1800 e
3000 rpm, em centrifuga, durante quinze minutos em cada rotacdo, a temperatura

ambiente.

5.1.6.6 Viscosidade relativa
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A viscosidade foi determinada em viscosimetro. Cerca de 15g de amostra
com o0 sensor imerso possibilita, sob velocidades crescentes, a leitura das
viscosidades. Curvas ascendente e descendente foram feitas correspondentes a
velocidades crescentes e decrescentes, a fim de serem classificados 0s sistemas em

Newtonianos ou nao-Newtonianos.

Figura 48: Viscosimetro Quimis®
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5.2 RESULTADOS DA PARTE Il

5.2.1 Desenvolvimento das formulacfes, incorporacdo dos extratos e andlise de

compatibilidade

De acordo com os resultados da producdo das bases desenvolvidas, foram
obtidas quatro formulacdes bases: emulsdo Lanette® (LO); emulsdo Polawax® (P0);
gel Carbopol® (G0) e gel Aristoflex®(A0), conforme figura 49.

As amostras dos veiculos apresentaram-se macroscopicamente estaveis, odor
caracteristicos, aspecto homogéneo, a cor das emulsdes LO e PO branco leitoso, e a
cor do gel GO transparente, brilhoso e limpido e AO transparente e limpido, apds o
teste de centrifugacdo as amostras permaneceram homogéneas, conforme figura
50.
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Figura 49: Bases (veiculos) utilizados para obter formulag6es fotoprotetoras.

Emulsdo Lanette® (LO); emulsdo Polawax® (P0); gel Carbopol® (GO) e gel Aristoflex® (A0)

Fonte: Autoria prépria, 2014.

Figura 50: formulagdes: emulsfes LO e PO e géis GO e A0, apds o teste de centrifugacao.

F r A g |

Emuls&o Lanette® (LO); emulsdo Polawax® (P0); gel Carbopol® (GO) e gel Aristoflex® (A0).

Fonte: Autoria prépria, 2014.

Uma vez que as bases e os extratos estavam desenvolvidos, foi feita a etapa
da incorporacao da droga vegetal nos veiculos.

A etapa do teste de incorporacdo dos extratos vegetais em bases para fins
cosméticos é uma pratica bastante difundida, sendo de fundamental importancia a

escolha adequada da base a qual os principios ativos de uso topico serdo
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incorporados, garantindo, assim, sua estabilidade e absorcdo e, consequentemente,
obtencao de seus efeitos farmacodinamicos esperados.
Na triagem da incorporacéo do extrato fluido com os veiculos, como resultado,
0 Unico veiculo que ndo incorporou com nenhum dos extratos foi a logdo de

Polawax® O/A, como mostra a figura 51.

Figura 51: Incorporagéo do extrato fluido de S. brasiliensis em diversas bases.

mﬁ.

:

1: PO + Sb-fl

\ - ;h-v-' : J'
2: LO + Sb-fl

4:A0 + Sbh-fl

1: PO + Sb-fl: Emulsdo Polawax® + Sb-fl 10%; 2: LO + Sb-fl: Emulsédo Lanette® + Sb-fl 10%; 3: GO+
Sb-fl: Gel Carbopol®+ Sb-fl 10% e 4: A0 + Sh-EtOH: Gel Aristoflex® + Sb-fl 10%
Fonte: Autoria prépria, 2014.
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A emulsdo escolhida para dar seguimento ao estudo foi a emulsdo Lanette®
(LO), ja que PO foi incompativel com Sb-fl. Com relacdo ao gel, foi escolhido o de
Carbopol® (G0), uma vez que é mais disponivel e mais usado na rotina laboratorial,
além de apresentar um valor mais baixo para a fabricacdo, o que evidencia um

melhor custo beneficio.

5.2.2 Analises dos extratos fluidos de S. brasiliensis

Os extratos hidroalcodlicos se mostraram com excelentes caracteristicas
macroscopicas, pH é acido, o menor pH foi obtido do Sb-fl 70% 4,45 + 0,03 e o
maior pH foi do Sb-fl 50%: 4,75 + 0,02, conforme figura 52. Os extratos fluidos
apresentaram boa solubilidade nas bases testadas. Esta ultima caracteristica, de
extrema importancia, pois representa facilidade de incorporacdo em diversos meios,
ndo indo de encontro a dificuldade inicial relatada com o extrato bruto de S.
brasiliensis (Sb-EtOH).

Figura 52: Potencial hidrogenidnico (pH) dos extratos fluidos de S. brasiliensis
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Valores sdo expressos como média + SD (n=3). Fonte: Autoria propria, 2014.
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Figura 53: Extratos fluidos de S. brasiliensis.

a A pe S =

Fonte: Autoria propria, 2014.

O espectro de absorcdo UV de componentes acidos e béasicos pode ser
afetado pelo pH.

5.2.3 FPS, Teores de fendis totais e atividade antioxidante
Os resultados das andlises espectrofotométricas (FPS, teor de fendis totais,
atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e do B-caroteno) feitas com os

extratos fluidos de S. brasiliensis estdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14: Contetdo de fendis totais e atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e -

caroteno.
Dosagens Atividade Antioxidante
FPS TP DPPH B-caroteno
Amostras (mg EAG /g) (CEso) (% AA)

Sb-fl150% 7,27 +0,112 939,60 * 6,872 7,81 10,6724 59,05+2922

Sb-fl60% 6,69 +0,06° 676,60+ 16,14° 6,19 + 0,432b 67,31 + 6,65 2P

Sb-fl70% 7,70+ 0,082 869,25 +10,76° 5,33+0,26 " 63,20 +2,96 2

Sb-fl80% 3,29+0,12¢ 969,25+ 14,55 10,73 £0,92¢ 79,07 +4,37°

Sb-fl90% 5,49+0,16¢9 861,85+ 9,26° 8,15 + 0,39¢ 63,87 +3,522

Fonte: Autoria prépria, 2014.
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Fator de Protegdo Solar (FPS); Fendis totais (TP), e atividade antioxidante dos extratos fluidos de S.
brasiliensis. EAG: equivalente de &cido galico. Os valores de CEso foram obtidos por regresséo linear
com 95% de intervalo de confianca. CEso € definido como a concentragao suficiente para obter 50%
do efeito maximo estimado em 100%. Valores sao expressos como média £ SD (n=3). Letras iguais

na mesma coluna indicam néo diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.

Com relacdo aos conteudos de compostos fendlicos totais nos extratos fluidos
Sb-fl 50%; Sb-fl 70%; Sb-fl 80% e Sb-fl 90%, n&o apresentaram diferencas
significativas.

Apenas Sb-fl 60% apresentou valores significativamente diferente dos
demais com teor de TP de 676,6 + 16,14 (mg EAG/Qg).

Para o método do sequestro do radical livrie DPPH, a amostra que exibiu o
menor valor de CEso foi Sb-fl 70%: 5,33 £ 0,26 e, também, apresentou o maior Fator
de Protecao Solar de 7,70 + 0,08, conforme figura 54. Para o -caroteno a mostra
gue apresentou melhor valor foi o Sb-fl 80% que apresentou 79,07 + 4,37%.

Figura 54: Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro de extrato fluido de S. brasiliensis.

FPS-UVB

10-
7.272 7.700 Sbh-FI 50%
8- 6.693  ___ Sb-Fl 60%
6. Sh-Fl 70%
Sb-FI 80 %
4- Sb-FIl 90%
2 b

Sb-FI 50% Sb-FI 60% Sb-FI 70% Sb-FI 80 % Sb-Fl 90%

Valores sé@o expressos como média = SD (n=3).

Fonte: Autoria propria, 2014.
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A partir das andlises da correlacdo de Pearson, foram verificadas que as
dosagens de fendis totais ndo apresentam correlacdo com nenhuma das atividades
realizadas, tal resultado, mostra uma discrepancia com relatos encontrados na
literatura, como Vieira et al. (2011) que mostrou relacdo direta entre o contetdo de
fendlicos totais e a capacidade antioxidante, substancias fendlicas também vém
sendo descritas associadas na protecdo contra radiacdo UV (SALGADO et al.,
2007), diferente do que foi encontrado na correlacao.

Héa outros compostos responsaveis por apresentarem atividade antioxidante,
tais como, os carotenoides, que apresentam sistemas conjugados e rico em elétrons
do polieno séo responséaveis pela atividade antioxidante dos carotenoides, tanto na
absorcdo do oxigénio singlet, quanto de radicais livres. A presenca dessas ligacdes
também facilita a oxidacéo dos carotenoides. E por serem facilmente oxidados, que
apresentam atividade antioxidante. Estudos também sugerem que os carotenoides
protegem a pele dos danos causados por radiagdo UV (MARINOVA; RIBAVORA,
2007).

5.2.4 Formulacgdes fotoprotetoras e estudo de estabilidade preliminar

Duas formulagbes bases foram utilizadas para dar continuidade ao estudo:
Emulsdo LO- (Lanette®) e o gel GO-(Carbopol®). De acordo com os resultados das
analises realizadas com os extratos fluidos, o extrato fluido Sb-fl 70% foi o escolhido
para dar continuidade ao processo de fabricacdo das formulagdes fotoprotetoras.

Para cada tipo de bases foram propostos quatro tipos diferentes de amostras,
sendo para o Gel de Carbopol®:

GO01 (Gel de Carbopol® + Filtro quimico UVAB 10%);

G02 (Gel de Carbopol® + Sb-fluido 10%);

GO03 (Gel de Carbopol® + Sb-fluido 5% + Filtro quimico UVAB 5%);
G04 (Gel de Carbopol® + Sb-fluido 10% + Filtro quimico UVAB 10%).
Para emulsédo Lanette®:

LO1 (Emulséo Lanette® + Filtro quimico UVAB 10%);

L02 (Emulséo Lanette® + Sb-fluido 10%);

LO3 (Emulséo Lanette® + Sb-fluido 5% + Filtro quimico UVAB 5%);
LO04 (Emulséo Lanette® + Sb-fluido 10% + Filtro quimico UVAB 10%),
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Ap0s incorporagéo foram obtidas 08 formulagdes, conforme figura 55.

Figura 55: Amostras das formulacées de gel Carbopol® e emulsédo Lanette®.

Fonte: Autoria prépria, 2013.

Foram propostas oito diferentes formulacdes contendo filtros solares e
extratos conforme descrito anteriormente. No inicio do teste de estabilidade no
primeiro dia (t=1), apos 24 horas do preparo e, no final no 15° dia (t=15) com as
amostras (G01, G02, G03, G04 e L0O1, LO2, LO3, LO4). Antes dos testes este
intervalo € necessario ja que as formulacdes ndo adquirem o equilibrio perfeito
imediatamente apds o preparo, e esse tempo de espera € necessario para que haja
a estabilizagdo, sendo usualmente preconizado 24-48 horas ap0s 0 preparo
(MORAIS, 2007). Os parametros analisados foram: aspecto, cor, odor, pH, FPS,
viscosidade, espalhabilidade e teste de resisténcia a centrifugacao.

As bases Lanettes® e os géis de Carbopol® em t=1 apresentaram aspectos de
homogeneidade, brilho, odor e coloracdo de acordo com as qualidades desejaveis e
pré-estabelecidas para os produtos.

Com relacdo ao pH das formulagbes, para as amostras do gel, apenas a
amostra G02, pH=4,8 ficou abaixo das especificacbes desejadas para o pH. Para as
amostras de Lanette®, LO1 apresentou pH=6,7, ou seja, acima do pH ideal.
Entretanto esse parametro pode ser facilmente ajustado com o uso de um corretor
de pH. As outras amostras apresentaram pH desejavel para produtos tépicos, uma
vez que devem estar entre 5,5 e 6,5, de acordo com a farmacopeia.

O pH de uma formulacdo € um parametro bastante importante, uma vez que,

pode modicar as caracteristicas fisico-quimicas da formulagdo, influenciando,
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inclusive, na solubilidade e na estabilidade do produto. Valores baixos de pH podem

estar relacionados ao aparecimento de irritacdo dérmica (LEONARDI, 2002).

O FPS de todas as amostras foi determinado segundo metodologia descrita

por Mansur et al. (1986). Com relacdo ao FPS para as amostras da formulagéao
Lanette® LO1 apresentou o valor de 21,49, L02: 1,94, L0O3: 12,29 e L04: 18,53. Ja
para as formulagdes do gel, o FPS de GO1 foi de 26,28, para G02 foi de 2,30 para o
G03 de 19,13 e para o0 G04 de 30,0, figuras 56 e 57.

Figura 56: Gréfico do FPS das formulacdes de gel Carbopol®, antes da estabilidade.
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Fonte: Autoria propria, 2014.

Figura 57: Gréfico do FPS das formulacdes de emulsdo Lanette®, antes da
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estabilidade.
Fonte: Autoria prépria, 2014.

Esses resultados mostraram que as formulagdes contendo o Sb-fl e o filtro
quimico proporcionaram um aumento dos valores de FPS de forma significativa.

Entretanto, a formulacdo contendo apenas o extrato apresentou valores de
FPS menores do que 6,0 que é o valor minimo preconizados pela ANVISA (BRASIL,
2012). Vale ressaltar que houve divergéncia dos valores encontrados para o FPS de
Sb-EtOH com os encontrados nos lotes das formulagbes. Tal fato pode ser
justificado pelos valores acidos de pH encontrados nas amostras (G02 e L02), pois o
pH acido pode modificar a deslocalizacdo dos elétrons na molécula dos filtros
solares e o produto passa a absorver radiacao solar num comprimento de onda fora
do desejado, o que prejudica a sua eficacia (RIBEIRO; OHARA, 2003; RIBEIRO,
2006).

A tendéncia para o desenvolvimento de fotoprotetores atual é a reducdo na
quantidade de filtros quimicos, devido a eventos adversos ocasionados pelo uso
topico de substancias nas formulacdes, o que compromete a eficacia fotoprotetora
(VELASCO et al.,, 2008). O fato de atuar sinergicamente com os filtros quimicos
amplamente empregados, € uma alternativa para aumentar a seguranca e a
eficiéncia dos fotoprotetores.

A determinacdo do comportamento reolégico da formulacdo auxilia na
avaliacdo da natureza fisico-quimica do veiculo, sendo assim, a viscosidade € uma
propriedade relacionada com a resisténcia ao fluxo. Dessa forma, quanto maior a
viscosidade, maior a resisténcia do fluido ao fluxo. Os resultados da viscosidade
(t=1) podem ser visualizados na figura 58 e 59.

Figura 58: Viscosidade das amostras do gel de Carbopol®.
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Fonte: Autoria propria, 2014.

Figura 59: Viscosidade das amostras da emulsdo Lanette®.
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Fonte: Autoria prépria, 2014.

Normalmente, a maioria dos produtos cosméticos, apresentam fluxo nao
newtoniano, que podem ser do tipo: plastico, pseudoplastico e dilatante (LEONARDI,
1997).

Para as formula¢cdes dermocosméticas, o fluxo pseudoplastico € o mais
comum. Esses materiais tém sua viscosidade aparente diminuida gradualmente
(independentemente do tempo), a medida que aumenta a velocidade de
cisalhamento (MARTIN, 1993). Sendo assim, todas as formulacdes foram
consideradas pseudoplasticas.

Com relacdo a espalhabilidade, os valores obtidos mostraram que houve
aumento deste parametro a medida em que ocorreu 0 aumento do peso (Figura 60 e
61). Este dado mostra que as amostras apresentaram comportamento esperado. Os
dados referentes a espalhabilidade sado importantes, pois se a formulacdo produzida
apresentar caracteristicas reologicas adequadas, a aplicacdo do produto sera mais
agradavel no momento de sua aplicagdo sobre a pele e em menor quantidade,

proporcionando a formacao do filme protetor.
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Figura 60: Espalhabilidade das amostras do gel de Carbopol®.
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Fonte: Autoria propria, 2014.
Figura 61: Espalhabilidade das amostras de emulsdo Lanette®.
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Fonte: Autoria prépria, 2014.
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Os resultados iniciais (t=1) para teste de resisténcia a centrifugagdo nao

demonstraram alteracGes do tipo separacao de fases, coalescéncia ou formacao de
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precipitados em todas as amostras. Este teste produz estresse na amostra
simulando um aumento na forca de gravidade, fazendo com que haja uma maior
mobilidade das particulas e antecipa possiveis instabilidades que poderdo ser
observadas (BRASIL, 2004). Dentre as caracteristicas fisicas a ndo separagado das
fases é fundamental, pois se isto ocorrer todas as demais especificacbes de uma
emulsao serdo afetadas (SANCTIS, 1999).

Decorridos 15 dias de intenso estresse das formulacfes, devido ao ciclo gelo-
degelo, ndo houve alteracdo na viscosidade, nem na espalhabilidade, entretanto,
algumas das amostras da emulsdo Lanette® apresentaram modificacées de outros
parametros analisados.

Houve alteracdo na coloracéo, escurecimento na cor, além de separacdo de
fases apos realizar o teste da centrifuga para as amostras L02, LO3 e LO4. Um dos
fatores que pode ocasionar a instabilidade de uma formulacdo é a reacdo de
oxidacdo e variacdes da temperatura. Na figura 62 pode ser observado em (A): a
coloracao inicial das formulacdes latente, em (B) o escurecimento da coloracédo das

amostras.

Figura 62: Alteragdes na coloracéo das formulagGes Lanettes®

Fonte: Autoria prépria, 2014.

(A): antes da estabilidade; (B) apds a estabilidade.
Na figura 63 pode ser visualizada a separacdo de fases das amostras L02,
LO3 e LO4.
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Figura 63: Separagdo de fases das formulacdes Lanettes®.

Fonte: Autoria propria, 2014.

Dessa maneira, as amostras das bases Lanettes® foram reprovadas.

Para as amostras dos géis foram mantidas as mesmas caracteristicas antes,
durante todo o ciclo e apds os 15 dias, sendo, portanto, um indicativo de estabilidade
do produto.

Na tabela 15 estdo apresentados os resultados do estudo de estabilidade

preliminar com as formulacgdes obtidas.
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Tabela 15: Caracteristicas iniciais das oito amostras desenvolvidas, antes e apds o a avaliacdo da estabilidade.

Amostras do Gel Carbopol®

Amostra emulsdo Lanette®

Parametros Go1 G02 GO03 G04 LO1 LO2 LO3 LO4
1° 115°| o1 | 15 | 01 | 15 [ 01 15 01 15| o1 15 | o1 | 15 | 01 15
Aspecto N N N N N N N N N N N N N N N N
Cor T T MA | MA | MA | MA | ME | ME T T | MA { MA | MA | ME | MA  ME
Odor SG | SG | SG | SG | SG | SG | SG | SG SG | SG| SG | SG | SG | SG | SG | SG
Centrifugacdo | N N N N N N N N N N N SF N SF | N | SF
Ph 566 | 604 | 477 | 598 | 551 | 640 | 658 | 6,70 6,73 - | 541 | - | 606 | - |627 | -

Fonte: Autoria propria, 2014.

T= cor transparente; A=cor amarelo; MA= cor marrom avermelhado; ME= cor marrom escuro; SG= indica odor Sui generis, caracteristico; N= indica normal,

sem alteragdes. SF= separagao de fases. GO1 (Gel de Carbopol® + Filtro quimico UVAB 10%); G02 (Gel de Carbopol® + Sb-fluido 10%); GO3 (Gel de
Carbopol® + Sb-fluido 5% + Filtro quimico UVAB 5%); G04 (Gel de Carbopol® + Sb-fluido 10% + Filtro quimico UVAB 10%). LO1 (Emulsdo Lanette® + Filtro
guimico UVAB 10%); L02 (Emulsédo Lanette® + Sb-fluido 10%); LO3 (Emulséo Lanette® + Sb-fluido 5% + Filtro quimico UVAB 5%); LO4 (Emulséo Lanette® +
Sh-fluido 10% + Filtro quimico UVAB 10%), todas realizadas em triplicata.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou dados inéditos que engrandecem os estudos
das espécies de S. brasiliensis e P. pyramidalis.

A avaliacao farmacognostica de Dv-Sb e Dv-Pp demonstraram que as drogas
vegetais estdo de acordo com as especificagbes farmacopeicas. A partir das
analises realizadas com os extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis conclui-se que
0 Sb-EtOH apresentou os melhores resultados para as dosagens de fendis totais,
flavonoides, bem como, apresentou melhor atividade antioxidante pelo método do
DPPH, assim como para a agao fotoprotetora.

Foram identificados por CLAE-DAD quatro compostos fendlicos, em Sb-EtOH:
catequina, epicatequina, acido galico e apigenina, e para Pp-EtOH: acido galico,

epigalocatequina, rutina e escopoletina, que podem justificar as a¢cdes encontradas.
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Os extratos Sbh-EtOH e Pp-EtOH foram considerados de baixa toxicidade,
embora novos estudos sejam necessarios para uma avaliagdo mais profunda do
perfil toxicoldgico.

Assim, de acordo com a andlise comparativa entre Sh-EtOH e Pp-EtOH, a
espécie de S. brasiliensis foi a selecionada para o desenvolvimento das
formulacbes. Entretanto, Sb-EtOH apresentou dificuldade de incorporacdo nos
veiculos e foram obtidos extratos fluidos hidroalcodlicos de Sbh-FlI 50, 60, 70, 80 e
90% para facilitar o processo de incorporacdo. De acordo com as andlises
realizadas com Sb-fl 70% apresentou o maior Fator de Protecdo Solar, bem como
melhor atividade antioxidante no método do DPPH, motivo pelo qual fez com que tal
concentracéo fosse escolhida para a producao do fotoprotetor.

Quatro formulacdes bases foram obtidas LO, PO, GO e AO e todas passaram
por testes de controles de qualidades, entretanto no teste de incorporagéo PO né&o foi
compativel e foi retirada do processo. A0 também excluida devido ao custo-beneficio
comparada a GO. Sendo assim, LO e GO foram as bases escolhidas. Para cada tipo
de bases foram propostos quatro tipos diferentes de amostras Gel: G01, G02, G03 e
GO04; Emulsao: LO1, LO2, LO3 e LO4.

As amostras seguiram para os testes de estabilidade preliminar e, decorridos
15 dias, ndo houve alteracBes nos parametros da viscosidade e espalhabilidade
para todas as amostras, mas, L02, LO3 e LO4 apresentaram mudancas de coloracdo
e separacao de fases.

Assim, as amostras de Gel foram as estaveis e G04 foi a melhor formulacéo
uma vez que potencializou a acao do FPS.

O desenvolvimento de um cosmético com efeito fotoprotetor com a espécie de
S. brasiliensis nativa da caatinga é algo inédito, ndo havendo qualquer registro na
literatura. Portanto, em decorréncia dos resultados obtidos maximiza a sua
relevancia, estimulando uma melhor preservacéo da espécie envolvida e analisada

no estudo.
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Schinopsis brasiliensis Engl. is a native plant of Caatinga which has high concentrations of compounds
capable of absorbing ultraviolet light, suggesting its potential application for the development of sunscreen
preparations. After its identification and collection, this vegetable drug was submitted to a
physicochemical analysis through the preparation of ethanolic extract. The phytochemical screening and
analysis of extracts were carried out by high-performance liquid chromatography (HPLC) evaluation. The
antioxidant activity of the extract was evaluated by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method and f-
carotene bleaching test. Inhibitory hemolytic activity and morphological deformation of erythrocytes
induced by H, O, were also demonstrated and the antimicrobial activity was analyzed by the minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) method. For the in vitro
determination of the sun protection factor (SPF), the spectrophotometric method was used. From the
analyses carried out with this species, this plant showed significant results for the antioxidant and
antimicrobial activities, as well as sunscreen action. Important flavonoids were identified. These data are an
important step for the development of new photoprotective cosmetic with Caatinga species, revealing
importance and representing another incentive for the preservation of the species involved and analyzed in
the study.
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APENDICE I

Declaragédo da Diretoria de Inovacgao: Patente depositada.

UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Diretoria de Inovag&o - Gabinete do Reitor

Recife, 27 de outubro de 2017
DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que Sarah Raquel Gomes de Lima Saraiva, portadora
do RG 6.381.940 SDS/PE e do CPF 049.395.624-76, brasileira, casada, doutoranda do Pro-
grama de Po6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, protocolou, em 23/05/2017, nesta
Diretoria, o pedido de depésito do trabalho intitulado “Preparagao farmacéutica conten-
do extrato de Schinopsis brasiliensis (Anacardiaceae)”, o qual recebeu a numeragao pro-
viséria “COA 190” (Controle de Ordem de Atendimento, n° 190). Declaro, ainda, ciéncia
de que este trabalho sera apresentado como tese de doutorado em 27/11 /2017, motivo
pelo qual esta Diretoria diligenciara providéncias no sentido de ter a numerac¢ao definiti-
va da pesquisa supracitada antes da referida data. Em tempo, declaro que este pedido
de patente apresenta, como co-inventores, Elba Licia Cavalcante de Amorim, Jackson
Roberto Guedes da Silva Almeida, Fernanda Granja da Silva Oliveira, Juliane Cabral Sil-
va, Larissa Aradjo Rolim, Dinalva Brito de Queiroz e Marco Anténio Botelho Soares.

Atenciosamente,
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Siddartha Gautamma
Assistente em Administracdo
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SIAPE 1733458
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REPARACAO FARMACEUTICA CONTENDO EXTRATO DE SCHINOPSIS
BRASILIENSIS (ANACARDIACEAE)

Campo da Invencéo

01. A presente invencao trata do desenvolvimento de um produto cosmético
e/ou farmacéutico com propriedades fotoprotetora e antioxidante, a partir de extratos
de cascas e folhas de Schinopsis brasiliensis, uma vez que tais extratos sao ricos
em compostos fendlicos e flavonoides capazes de absorverem a radiacao
ultravioleta, além de reduzirem os danos causados pela incidéncia dos raios
ultravioleta sobre a pele.

Antecedentes da Invencéo

02. Atualmente existem diversos tipos de formulacdes fotoprotetoras e
antioxidantes em forma de cremes ou géis para aplicacdo na area cosmética e/ou
farmacéutica, mas nenhuma fazendo uso da espécie Schinopsis brasiliensis.

03. Existem numerosos depésitos de patentes de invencdo com finalidade
fotoprotetora, tais como a patente WO 1987004923, EP2014277, US20120039828,
US 20140322307, WO 2009064480. Dentre essas patentes observa-se alguns
fotoprotetores & base de drogas vegetais, como a patente intitulada FORMULACAO
FARMACEUTICA A BASE DA ESPECIE VEGETAL ARRABIDAEA CHICA PARA
FOTOPROTECAO E PIGMENTAGCAO, cujo registro é Pl 0703095-9.

04. No banco Nacional de Patentes do INPI, foram encontradas patentes
contendo a familia Anacardiaceae, porém, sem uso fotoprotetor, o deposito esta
relacionado com a profilaxia e/ou tratamento de desordens ao trato digestivo
terapéutico (Pl 1002720-3) ou se refere a uma composicdo de tratamento e
condi¢cbes relacionadas a AIDS (Pl 0314104-7). Nos bancos internacionais de

patentes, foram encontrados registros de patentes utilizando Anacardiaceae, bem
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como uso farmacoldgico, tais como: prevencdo e tratamento de dermatite
(W02016160090, US 20140271910); profilaxia e /ou tratamento de desordens
associadas ao sistema digestivo (US2013302419).

05. Embora exista patentes com a espécie Schinopsis brasiliensis
(US20140141108; US20160106796; US20100267823), nenhum documento foi
encontrado, até o presente momento, envolvendo fotoprotetores com esta espécie
de interesse da presente invengao.

06. Na literatura ha trabalhos utilizando folhas e cascas de Schinopsis
brasiliensis, varios relatam sobre a atividade de antimicrobiana (CHAVES et al.,
2011; CHAVES et al., 2013; SARAIVA et al., 2011; SILVA et al.,2012, FORMIGA
FILHO, 2015).

07. Varios compostos ja foram encontrados em cascas e folhas da referida
planta, nos quais, inclui a presenca de taninos e polifenois: como Metil Galato, acido
galico, acido elagico, hexahidroxi-flavonol encontrados nas folhas de Schinopsis
brasiliensis (SARAIVA et al., 2011).

08. Novos Alquilfenéis (methyl 6-eicosanoyl-2-hydroxy-4-methoxybenzoate e
steroid5a,8a-epidioxy ergosta-6,22-dien-33-ol), ambos isolados das cascas de
Schinopsis brasiliensis (CARDOSO et al.,, 2005). Também foram extraidos 6leo
essencial das folhas de Schinopsis brasiliensis, mirceno e outros compostos tais
como [B-caryophylleno, eucaliptol e guaiol (DONATI et al., 2014).

09. Embora existam artigos cientificos com a espécie Schinopsis brasiliensis
nenhum foi encontrado, até o presente momento, envolvendo fotoprotetores.

010. Dessa forma, a busca na literatura cientifica e patentaria apontou que

nao existe nenhum trabalho com caracteristicas semelhantes ao invento proposto.
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Fundamentos da Invencgéo

011. A escolha de novos ativos fotoprotetores envolve, principalmente, a
capacidade de absor¢éo da luz ultravioleta pelos croméforos de cada molécula.

012. De acordo com Flor et al. (2007), geralmente estruturas que contém
anéis aromaticos com substituinte doador de elétrons podem absorver a radiacdo
UV, que ao absorvé-la excitam os elétrons das insaturacbes, os quais apos
retornarem para o estado fundamental - tendo em vista se tratar de um processo néo
permanente - liberam o excesso de energia absorvida em forma de calor.

013. A espécie Schinopsis brasiliensis, apresenta elevada concentracdes de
compostos fendlicos, tais como os flavonoides, os quais sdo substancias capazes de
absorverem a luz ultravioleta, e cujo espectro de absor¢cdo ocorre com dois picos
maximos, um entre 240-280 nm e outro em 300-550 nm.

014. Assim, ha a possibilidade do uso dessa espécie vegetal para o
desenvolvimento de filtros solares em preparacdes cosméticas e/ou farmacéutica, ja
gue em sua composicao predominam tais compostos (BOBIN et al., 1995).

Breve Descricdo da Invencgéo

015. A presente invencédo resultou em inéditas formulacdes cosméticas e/ou

farmacéuticas com propriedades fotoprotetora e antioxidante utilizando extrato de

Schinopsis brasiliensis.

Descricao Detalhada da Invencéo
016. Apoés coleta do material, as cascas de Schinopsis brasiliensis foram

secas em estufa com ar circulante a 45 °C e, depois desse processo, foram
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pulverizadas em moinho de facas. O material vegetal foi tamisado, a fim de obter a
matéria prima padronizada.

017. O material vegetal padronizado foi submetido a maceracdo exaustiva
com solvente polar, com varias extracdes em intervalos de 72 horas até completo
esgotamento. A solucao foi concentrada, e assim, obtido o Extrato Bruto (EB-Sb).

018. Para a determinacdo quali-quantitativa de metabdlitos secundarios na
amostra foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu®
LC-20 com detector de arranjo de diodos (DAD), equipado com um sistema
quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor automatico
modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os dados tratados
através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).

019. A fase mével utilizada foi composta de 2 solventes: solvente A — 0,5% de
acido acético em agua ultrapura (grau CLAE) e solvente B 100% acetonitrila com
fluxo de 1 mL/min, em gradiente, inicialmente, 100% de solvente A e 0% de B, em
40 min 20% de A e 80% de solvente B, e em 50 min 100% de solvente A e 0% de
solvente B. A fase estacionaria foi uma coluna Super-ODS (Supelco®) mantida a 30
°C. O volume das amostras injetado foi de 20 uL, sendo monitoradas em 270 e 340
nm.

020. A partir da analise do extrato de Schinopsis brasiliensis foi possivel
identificar quatro padrfes analiticos, por meio da semelhan¢ca entre tempos de
retencdo e espectro de absor¢cdo em ultravioleta, bem como, quantifica-los.
Catequina em 4 min [110,82 ug/mL], epicatequina em 3 min [0,42 pug/mL], apigenina

em 26 min [3,7 yg/mL] e acido galico em 27 min [8,33 pg/mL]. Todos esses
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compostos encontrados possuem anéis aromaticos com substituinte doador de
elétrons que podem absorver a radiacdo UV.

021. O composto majoritario encontrado, a (+)-catequina € um flavonoide
pertencente ao grupo dos flavandis que possuem um grupo hidroxila na posi¢cédo 3.
As propriedades das catequinas tém sido amplamente citadas na literatura e
apresentam potente atividade sequestradora do radical peroxila cerca de dez vezes
maior que o L-ascorbato (vitamina C) e 3-caroteno (YILMAZ, 2006).

022. Para quantificar o contetudo fendlico total, aliquotas de 2,0 mL das
amostras (1,0 mg/mL) foram misturadas com 5,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu
(10%, v/v), 10,0 mL de Na2COs (7,5%, p/v) e 84,0 mL de &gua destilada. A solucao
foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. A absorbancia foi medida
em 760 nm (AMORIM et al., 2008; FOLIN e CIOCALTEU, 1927).

023. Para quantificar os taninos, aliquotas de 10,0 mL das amostras (1,0
mg/mL) foram mantidas em agitacdo durante trés horas com 1,0 g de caseina. Apos
filtracdo, o volume foi aferido para 25,0 mL com &gua destilada. Aliquotas de 2,0 mL
deste filtrado foram quantificadas pelo método Folin-Ciocalteu. O conteudo fendlico
total e de taninos foram expressos em miligramas equivalentes de acido tanico por g
de extrato (mg EAT/g) (AMORIM et al., 2008).

024. O conteudo de flavonoides dos extratos foi estimado usando o método
colorimétrico baseado na formacdo do complexo flavonoide-aluminio (PEIXOTO-
SOBRINHO et al. 2008). Aliquotas de 2,0 mL das amostras (1,0 mg/mL) foram
misturadas com 0,6 mL de acido acético glacial, 10,0 mL de piridina (20%, v/v), 2,5
mL de cloreto de aluminio (5,0%, p/v) e 10,9 mL de &gua destilada. A solugéo foi

deixada em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. Em 420 nm a absorbéancia da
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solugéo foi medida. Os resultados foram expressos em mg equivalente de rutina por
g de extrato (mg RE/Q).

025. A capacidade de sequestro do radical livre foi medida utilizando o ensaio
do DPPH (MENSOR et al., 2001). Solu¢bes estoques (1,0 mg/mL) de EB-Sb e
padrbes (4cido ascoérbico, BHA e BHT) foram preparadas e diluidas até
concentragdes finais de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 uyg/mL em etanol. A solugdo de DPPH
foi preparada em etanol na concentragdo de 50 pg/mL. Foi adicionado 1 mL dessa
solugdo a 2,5 mL das solugcbes das amostras e padrbes nas diferentes
concentracOes testadas, e deixou-se reagir por 30 min a temperatura ambiente. Em
seguida, os valores de absorbancia foram medidos em 518 nm e convertidas em
percentual de atividade antioxidante (%AA).

026. O método da inibicdo da co-oxidagao do sistema [-caroteno/acido
linoleico € baseado na perda da coloragdo amarela do -caroteno, devido a sua
reacdo com os radicais formados pela oxidacdo do acido linoleico através da
aeracdo do meio (WANNES et al., 2010). Dessa forma, para o preparo do meio
oxidante foram dissolvidos 2 mg de B-caroteno em 10 mL de cloroférmio e foram
adicionados a 2 mL desta solu¢do 40 mg de &cido linoleico e 400 mg de Tween 40.
O cloroférmio foi evaporado a 40 °C e 100 mL de agua destilada foram adicionados.
Em seguida, a mistura foi agitada durante 2 minutos, conferindo a oxidacdo do meio.
Amostras do padrdo e extrato (acido ascorbico, BHA e BHT) foram preparadas em
etanol na concentracdo de 1 mg/mL. O meio oxidante (3,0 mL) foi adicionado a uma
cubeta contendo 0,12 mL dessas solugfes. A absorbancia foi medida imediatamente

em 470 nm e, em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C,
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durante 2 horas, quando a absorbancia foi medida novamente, o resultado foi
expresso em porcentagem de atividade antioxidante (%AA).

027. Os conteudos de compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos que
foram encontrados no EB-Sb apresentaram valores de 624,6 + 0,42 (mg EAT/g) e
132,4 £ 1,76 (mg RE/g) e 255,8 =+ 2,06 (mg EAT/Q), respectivamente.

028. Os resultados obtidos do EB-Sb no método do sequestro do radical livre
DPPH, apresentou valor de CEso 1,46 £ 0,07. No teste da inibicdo da auto-oxidagao
do B-caroteno, EB-Sb apresentou 60,81%AA.

029. A atividade antioxidante estd intimamente ligada a presenca de
compostos fendlicos, pois estes apresentam em sua estrutura hidroxilas que podem
funcionar como agentes doadores de elétrons. Outro determinante estrutural é a
capacidade antioxidante de flavonoide atribuida as hidroxilas em C4 e C3, que
atuariam no aumento do potencial antioxidante (LIEN et al., 1999).

030. A atividade fotoprotetora de EB-Sb das cascas de Schinopsis brasiliensis
foram medidas por determinacdo do comprimento de onda maximo de absor¢éo
(Amax) e Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro nas concentracdes de 5, 25, 50 e
100 mg/L (em triplicata).

031. Foram realizadas varreduras em espectrofotdbmetro nos comprimentos
de onda entre 260-400 nm (VIOLANTE et al., 2009). Célculo de FPS foi obtido de
acordo com a equacao descrita por Mansur et al. (1986).

032. De acordo com o espectro de varredura de EB-Sb pode-se observar
que o espectro mostrou caracteristica de bandas de absor¢cdo em UVB, ja que houve

absorbancia entre os comprimentos de onda de 290 e 320 nm.
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033. Foi verificado que ocorreu um aumento na absorbancia como aumento
da concentracdo, no qual o melhor resultado foi obtido na concentracdo de
100mg/mL. Dessa forma, a amostra de Schinopsis brasiliensis apresenta um
possivel potencial fotoprotetor.

034. Os flavonoides possuem espectros de absorcdo caracteristicos no
ultravioleta, determinados pelo nucleo comum benzopirona, com dois maximos de
absorcdo: um ocorrendo em 240-285nm (banda Il) e outro entre 300-400nm (banda
). Em geral, a banda Il é considerada como devida a existéncia do anel A e a banda
| devida ao anel B. As caracteristicas das bandas de absorcdo no ultravioleta sdo
variadas para os flavonoides. As flavonas apresentam a banda | entre 304-350 nm,
ja nos flavondis entre 352-385nm. Ha alguns grupos de flavonoides, inclusive, que
exibem uma banda | de baixa intensidade, frequentemente aparecendo como ombro
da banda Il (SIMOES et al., 2007).

035. As flavonas como a apigenina foram descritos na literatura como sendo
protetores quimicos que absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos do
gue aqueles visiveis ao olho humano, protegendo as células vegetais dos danos
causados pela fotoxidacao. Essa classe de flavonoides age na protecdo das células
contra o excesso de radiacdo UVB (280-320 nm), pois se acumulam nas camadas
epidérmicas das folhas e caules e absorvem intensamente a luz nessa regidao do
UVB (FERREIRA; OLIVEIRA, SANTOS, 2008).

036. Além disso, foi demonstrado que o aumento da exposi¢cdo de plantas a
luz UVB resulta na maior sintese de flavonas e flavonois. O que justifica os teores

desses compostos encontrados na espécie do estudo Schinopsis brasiliensis, uma
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vez que a planta é nativa da Caatinga e encontra-se exposta a uma alta incidéncia
de luz durante todo ano.

037. Os resultados do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro das amostras de
EB-Sb nas concentracdes de 5, 25, 50 e 100 mg/L (em triplicata) com valores de
0,21 +£0,01; 1,35 £ 0,05; 2,98 =+ 0,27; 6,27 + 0,69 respectivamente.

038. De acordo com a resolugao RDC 30/12 (BRASIL, 2012) publicada pela
Anvisa, os produtos de protecao solar utilizados pela populacéo brasileira, precisam
ter um valor minimo do Fator de Protecdo Solar FPS 6. Dessa forma, a amostra EB-
Sb 100mg/L assume o pré-requisito de valor minimos para os valores de
fotoprotecéo.

039. Esse resultado pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos,
tais como, flavonoides presentes na amostra.

040. Embora o teste tenha sido realizado in vitro, este método se correlaciona
bem com os testes in vivo, pois se refere a absorbancia da substancia com o efeito
eritematogénico da radiacdo e intensidade de luz em comprimentos de onda
especificos entre 290 e 320 nm regido UVB (MANSUR et al.,1986).

041. As preparacbes farmacéuticas contendo extrato de Schinopsis
brasiliensis da presente invencéo estdo apresentadas no anexo 1 dos documentos
da patente.

043. O gel foi formulado utilizando o Carbopolimero, que foi disperso na agua
e adicionado o nipagim e o propilenoglicol. Apds repouso por 24 horas, foi
vigorosamente agitado até obter o aspecto de gel. O pH foi corrigido para os valores
de 5,0 a 5,5 com trietanolamina. Foram feitas quatro amostras G01, G02, G03, G04,
todas em triplicata. GO1 (Gel de Carbopol® + Filtro quimico UVAB 10%); G02 (Gel de
Carbopol® + EB-Sb 10%); GO03 (Gel de Carbopol® + EB-Sb 5% + Filtro quimico
UVAB 5%); G04 (Gel de Carbopol® + EB-Sh 10% + Filtro quimico UVAB 10%).

044. As formulacdes obtidas foram imediatamente submetidas aos testes de

controle de qualidade: aspecto, cor, odor, pH, FPS, viscosidade, espalhabilidade e
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teste de resisténcia a centrifugacao e viscosidade relativa e se apresentaram dentro
do preconizado. O inicio do teste de estabilidade foi realizado no primeiro dia (t=1),
apos 24 horas do preparo e, e diariamente até o 15°dia (t=15).
045. As formulacbes apresentaram aspectos de homogeneidade, brilho, odor
e coloracdo de acordo com as qualidades desejaveis e pré-estabelecidas para os
produtos.

046. Foi determinado o FPS, das formulacdes contendo EB-Sb e, de acordo
com os resultados obtidos, o FPS de GO01 foi de 26,28, para G02 foi de 2,30 para o
GO03 de 19,13 e para o G04 de 30,0. Assim, foram avaliados que quando EB-Sb
foram associado aos filtros quimicos, houve potencializacdo do efeito fotoprotetor.
Assim, tais resultados demonstram que o extrato pode ser utilizado como filtro

guimico com finalidade fotoprotetora.



