UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CURSO DE FARMACIA

YASMIM MENESES SILVA

EFEITO FOTOPROTETOR DA FORMULACAO COSMETICA A BASE DE
Chenopodium ambrosioides Linn (AMARANTHACEAE) FRENTE A
QUERATINOCITOS SUBMETIDOS A RADIACAO ULTRAVIOLETA

RECIFE
2023



YASMIM MENESES SILVA

EFEITO FOTOPROTETOR DA FORMULACAO COSMETICA A BASE DE
Chenopodium ambrosioides Linn (AMARANTHACEAE) FRENTE A
QUERATINOCITOS SUBMETIDOS A RADIACAO ULTRAVIOLETA

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacédo em
Farmacia da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Farmacia.

Orientadora: Prof2. Dra. Teresinha Goncalves da Silva

Coorientadora: MSc. Marilia Grasielly de Farias Silva

RECIFE
2023



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragdo automatica do SIB/UFPE

Silva, Yasmim Meneses.

EFEITO FOTOPROTETOR DA FORMULACAO COSMETICA A BASE DE
Chenopodium ambrosioides Linn (AMARANTHACEAE) FRENTE A
QUEMTINGC[TDS SUBMETIDOS A RAD]A(;AD ULTRAVIOLETA /
Yasmim Meneses Silva. - Recife, 2023.

54 :1il., tab.

Orientador{a): Teresinha Gongalves da Silva

Cooorientador{a): Marilia Grasielly de Farias Silva

Trabalho de Conclusio de Curso (Graduacio) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias da Sahde, Farmacia - Bacharelado, 2023.

l. Antioxidante. 2. Fotoprotecio. 3. Plantas medicinais. 4. Radiacdo
ultravioleta. I. Silva, Teresinha Gongalves da . (Orientacdo). I1. Silva, Marilia
Grasielly de Farias. (Coorientagio). 111 Titulo.

610 CDD (22.ed.)




YASMIM MENESES SILVA

EFEITO FOTOPROTETOR DA FORMULAGAO COSMETICA A BASE DE
Chenopodium ambrosioides Linn (AMARANTHACEAE) FRENTE A
QUERATINOCITOS SUBMETIDOS A RADIAGAO ULTRAVIOLETA

Aprovado em: 18 / 07 / 2023.

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduagdo em
Farmacia da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Farmacia.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

ub TERESINHA GONCALVES DA SILVA
g Data: 01/08/2023 21:13:29-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Teresinha Gongalves da Silva (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Antibidticos

Documento assinado digitalmente

“b JANE SHEILA HIGINO
g Data: 08/08/2023 10:42:46-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Jane Sheila Higino (Presidente e Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Farmacia

govb

Documento assinado digitalmente

GEORGE TORRES DE LIMA
Data: 08/08/2023 11:20:12-0300
verlfique em hps://vallaar. ltl.gov.br

Me. George Torres de Lima (Examinador Externo)

Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Antibidticos

Documento assinado digitalmente

‘Lb RODRIGO RIBEIRO ALVES CAIANA
g Data: 09/08/2023 09:54:28-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Me. Rodrigo Ribeiro Alves Caiana (Suplente)

Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Antibioticos



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me dado saude, forca e discernimento para eu poder
concluir essa etapa da minha vida.

Aos meus pais, Marcelo e Edja, que s&o minha base, e sempre fizeram e fazem
todo o possivel para que eu tenha uma educacéo de qualidade, sempre me apoiando
e encorajando. Sem vocés eu nao seria nada.

A minha irma e melhor amiga, Alice, que sempre esta ao meu lado, seja para
sorrir, chorar, aconselhar ou reconfortar. Obrigada pela cumplicidade infinita.

Aos meus aves, que torcem e vibram pelas minhas conquistas, especialmente
a minha avé paterna, Josefa, obrigada por tanto.

A0S meus amigos com quem eu compartilhei diversos momentos de desespero
pré prova e de risadas durante os intervalos das aulas. Obrigada, em especial, as
menininhas do contos no ponto: Yohana, Maria Eduarda, Paula, Nayanne e Leticia,
pela amizade que comecou a partir do Projeto de Extensédo Contos no Ponto e que
permanece fora da Universidade.

A minha orientadora, Teresinha Gongcalves, por ter me dado a oportunidade de
fazer iniciacdo cientifica e poder aprender todos os dias com todas as pessoas que
fazem parte do Laboratdorio BIOFARMATOX.

A minha co-orientadora, Marilia Grasielly pela paciéncia, incentivo,
ensinamentos e todo auxilio durante a minha iniciacdo cientifica e no desenvolvimento
desse trabalho.

A todos do BIOFARMATOX que ajudaram de alguma forma para a concluséao

desse trabalho.



“O futuro pode parecer distante e incerto, mas cada
passo que damos hoje nos aproxima dele. Cada
esfor¢o que fazemos para melhorar a nés mesmos é
um investimento no nosso proprio futuro.”

(Autor desconhecido)



RESUMO

A acao fotoprotetora de plantas medicinais, como 0 mastruz, associada a inovagao
tecnoldgica, visa o desenvolvimento de produtos para prevenir ou retardar os efeitos
da radiacdo. A espécie Chenopodium ambrosioides Linn, popularmente conhecida
como mastruz, é alvo de estudos por conter varias substancias com perfil antioxidante.
Este trabalho teve o objetivo de produzir, por maceracédo, o extrato etandlico de C
ambrosioides (CaEtOH). Posteriormente, realizar a identificacdo e a quantificacado dos
principais fitoconstituintes (fendis e flavonoides totais), além de atividade antioxidante
pelo método de sequestro do radical DPPH. Em seguida, produzir a formulacdo dos
cremes a 10 % e a 20 % do CaEtOH. Em seguida, determinar o FPS do CaEtOH e
das formulacdes. E por fim, avaliar a citotoxicidade e o potencial fotoprotetor por meio
do ensaio de exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) frente as células da linhagem de
queratinécitos (HaCat). No CaEtOH foi identificado a presenca de fenéis, flavonoides,
taninos e alcal6ides. O teor de fendis e flavonoides totais foi de 26,69 mg (EAG/g Ext.)
e 26,97 mg (EQ/g Ext.), respectivamente. O método DPPH demonstrou que o CaEtOH
(1 mg/mL) possui atividade antioxidante superior a 90%. As formulacdes a 10% e 20
% do extrato mantiveram as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas. O
CaEtOH e a formulacao a 20% apresentaram FPS de 33,42 e 16,65, respectivamente.
No ensaio de citotoxicidade, as células tratadas com CaEtOH e as formulacdes
apresentaram viabilidade celular acima de 70 % em quase todas as concentracdes.
ApoOs o tratamento de 24 h com o CaEtOH, as células que foram expostas a radiacao,
apresentaram um aumento da viabilidade celular entre 20 e 40 % nas concentracdes
de 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 ug/ mL, quando comparadas as células irradiadas sem
tratamento. Por outro lado, quando comparadas ao controle nao-irradiado, as
mesmas concentracdes apresentaram entre 90 e 100 % da viabilidade celular.
Conclui-se que o extrato CaEtOH e as formulacdes apresentaram potencial
fotoprotetor e podem ser considerados promissores sendo necessarios mais estudos
gue comprovem a acao preventiva aos danos causados pela incidéncia UV sobre a
pele.

Palavras-chaves: Antioxidante; Fotoprotecdo; Plantas medicinais; Radiacdo

ultravioleta.



ABSTRACT

The photoprotective action of medicinal plants, such as mastruz, associated with
technological innovation, aims at the development of products to prevent or delay the
effects of radiation. The species Chenopodium ambrosioides Linn, popularly known as
mastruz, is the subject of studies because it contains several substances with an
antioxidant profile. This work aimed to produce, by maceration, the ethanolic extract of
C ambrosioides (CaEtOH). Subsequently, carry out the identification and quantification
of the main phytoconstituents (total phenols and flavonoids), in addition to antioxidant
activity by the DPPH radical scavenging method. Then, produce the formulation of
creams at 10% and 20% of CaEtOH. Then, determine the SPF of the CaEtOH and the
formulations. And finally, to evaluate the cytotoxicity and the photoprotective potential
through the exposure test to ultraviolet radiation (UV) against cells of the keratinocyte
lineage (HaCat). In CaEtOH, the presence of phenols, flavonoids, tannins and
alkaloids was identified. The total phenols and flavonoids content was 26.69 mg
(EAG/g Ext.) and 26.97 mg (EQ/g Ext.), respectively. The DPPH method demonstrated
that CaEtOH (1 mg/mL) has an antioxidant activity greater than 90%. The 10% and
20% extract formulations maintained their organoleptic and physico-chemical
characteristics. CaEtOH and the 20% formulation showed SPF of 33.42 and 16.65,
respectively. In the cytotoxicity assay, cells treated with CaEtOH and formulations
showed cell viability above 70% in almost all concentrations. After the 24 h treatment
with CaEtOH, cells that were exposed to radiation showed an increase in cell viability
between 20 and 40% at concentrations of 1.56; 3.12; 6.25 and 12.5 pg/ mL, when
compared to irradiated cells without treatment. On the other hand, when compared to
the non-irradiated control, the same concentrations showed between 90 and 100% of
cell viability. It is concluded that the CaEtOH extract and the formulations showed
photoprotective potential and can be considered promising, further studies are needed
to prove the preventive action against the damage caused by UV incidence on the skin.

Keywords: Antioxidant; Photoprotection; Medicinal plants; Ultraviolet radiation.
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1 INTRODUCAO

A pele atua naturalmente como barreira protetora contra a acdo de fatores
ambientais, como as radiacdes ultravioletas (UV) (SOLANO, 2020). Os raios
ultravioletas UVA e UVB sao responsaveis por exercer efeito cumulativo no
organismo e induzir diversos danos como a queimadura solar, a formacéo de
eritemas, o fotoenvelhecimento e o cancer (YEAGER; LIM, 2019).

A radiacao ultravioleta faz parte do espectro solar que é essencial para o
organismo humano em condicdes moderadas, auxiliando nos processos que
garantem a homeostase corporal, a exemplo da producéo de vitamina D. Contudo, a
exposicao excessiva as radiacdes solares pode ocasionar problemas de salde a curto
e longo prazo (SILVA, SILVA; LABRE, 2022). Segundo o Instituto Nacional de Céncer
(INCA), a exposicao solar excessiva € o principal fator de risco para o cancer de pele
(BRASIL, 2023), uma vez que a intensa exposicao a esses raios causa o desequilibrio
oxidante/antioxidante no organismo, favorecendo o aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), resultando em danos aos lipidios, as proteinas e aos acidos
nucléicos presentes nas células cutaneas (FERREIRA, 2021; BLOIS, 2023).

Diante disso, os protetores solares sdo empregados como forma de prevencao
e reducéo dos efeitos danosos dos raios UV (KERBER et al., 2020). Os fotoprotetores
sdo constituidos por filtros, substancias que podem absorver, refletir ou dispersar
essas radiacdes (BRUNO; CARVALHO, 2023). A eficacia fotoprotetora € determinada
pelo Fator de Protecéo Solar (FPS), obtido por ensaio in vitro, analisando o quociente
da dose eritematogénica minima (DEM) na pele protegida com o fotoprotetor e na pele
desprotegida (COLE, 2020).

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para uma
formulacdo cosmética ser considerada protetor solar, deve apresentar o valor minimo
de FPS correspondente a 6 (BRASIL, 2012). Contudo, existem filtros sintéticos que,
mesmo apresentando alto valor de FPS, podem ocasionar em algum grau de
irritabilidade para o tecido cutaneo, como dermatites e eritemas, ou serem
fotoinstaveis, prejudicando a acao fotoprotetora (NASCIMENTO, 2022).

Ao evidenciar a problematica envolvendo alguns filtros solares disponiveis no
mercado e o dano oxidativo as células cutaneas, resultante da acdo dos raios UV,
diversos grupos de pesquisa tém investigado a atividade das substancias

antioxidantes com acgao fotoprotetora, avaliando compostos bioativos obtidos de
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plantas medicinais (KERSCHNER; SOUZA; DEUSCHLE, 2021). A utilizacdo de
plantas para o tratamento de doencas € tdo antiga quanto a humanidade (SOUZA,
2022). As plantas medicinais sdo uma importante fonte de componentes bioativos com
propriedades terapéuticas, como os compostos fendlicos, que exibem atividade
antioxidante com capacidade de neutralizar os radicais livres responsaveis pelo
desequilibrio redox no organismo (SILVA et al., 2020).

Dentre as espécies de interesse é possivel destacar a Chenopodium
ambrosioides Linn, pertencente a familia Amaranthaceae e ao género Chenopodium,
popularmente conhecida no Brasil como “mastruz’ e “erva de santa maria”, essa
espécie apresenta diversas propriedades biolégicas, como cicatrizante, fungicida,
antimicrobiana, e especialmente, atividade antioxidante (MAIA, 2019). Logo, por
apresentar um conjunto de substancias com potencial fotoprotetor, o presente trabalho
buscou avaliar o efeito do extrato e de formulacdes farmacéuticas a base de C.

ambrosioides frente a queratindcitos expostos as radiacdes UVA e UVB.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos anatdomicos da pele

A pele, o maior érgdo do corpo humano, € responsavel por garantir a
estabilidade dos processos fisioldégicos, promovendo a homeostase corporal, a difuséo
das informacgBes sensoriais e impedindo a perda de liquidos corp6reos (NGUYEN;
SOULIKA, 2019), além de atuar como uma barreira fisica de protecdo do organismo
contra fatores externos, como toxinas, micro-organismos e luz ultravioleta (WANG;
DREESEN, 2018)

A pele é constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (PUHL,
2018), conforme mostrado na Figura 1. A epiderme € a camada mais externa, formada
por um tecido multiestratificado, ou seja, um conjunto de células achatadas que
formam estratos justapostos (GHELLERE; BRANDAO, 2020). Existem cinco estratos
epidérmicos, sendo eles classificados em: cérneo, lucido, granuloso, espinhoso e
basal. O estrato basal, localizado na regido mais interna da epiderme, é formado por
gueratinécitos e melandcitos, células envolvidas no processo da pigmentacéo da pele
através da producéao da melanina (DINIZ; TAVANO; OSTOLIN, 2022). A melanina que
também é responsavel por absorver os raios UV e dissipa-los em forma de calor
(SOLANO, 2020). Além disso, o estrato basal também pode ser denominado de
camada germinativa, nela ocorre a geracdo de novas células epidérmicas por
substituicdo das células que s&o perdidas no estrato crneo (GHELLERE; BRANDAO,
2020).

Figura 1 - Camadas da pele e estratos epidérmicos

Estrato c()rneoi
Estrato Licido » —
Estrato Granuloso _
Estrato Espmhoso}

Estrato Basal [
|

Fonte: Adaptada do site Extratos da Terra (2020).
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O estrato espinhoso é constituido por desmossomos que séo especializacbes
de membrana plasmética que tem a funcao de promover a adeséo dos queratindcitos.
Por sua vez, o estrato granuloso € constituido por granulos de querato-hialina que
executam o processo de cornificacdo das células epiteliais (BERNARDO; SANTOS;
SILVA, 2019).

O estrato corneo compde a camada mais externa da epiderme e € constituido
por cornedcitos, células epidérmicas achatadas, mortas, sem ndcleo, que formam uma
camada superficial de queratina, substancia responsavel pela impermeabilidade
cutanea (FREEMAN; SONTHALIA, 2023).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, constituida por fibroblastos
produtores de colageno, que, juntamente com as fibras elasticas, garantem a plena
estrutura desta camada. Por fim, na face mais profunda encontra-se a hipoderme,
responsavel por armazenar energia na forma de acidos graxos e cooperar para a
homeostase de processos metabolicos do organismo (NGUYEN; SOULIKA, 2019).

Juntas, as trés camadas sao importantes para a manutencdo da estrutura e
funcionalidade da pele. Contudo, com o0 avanco da idade, esse tecido sofre a acédo de
fatores intrinsecos que estao associados ao envelhecimento cutaneo (ZOUBOULIS et
al., 2019). Porém, os fatores extrinsecos, como ma alimentacdo, tabagismo e a
exposicao solar em excesso contribuem para o envelhecimento precoce da pele
(LIMA; SOARES, 2022).

2.2 Efeitos da radiacéo ultravioleta na pele

A radiacdo solar é constituida por um conjunto de ondas eletromagnéticas
divididas em intervalos de comprimento de onda (A); sendo essas, as radiacdes
ultravioleta (UV), visivel (VIS) e infravermelha (1V). As radiacdes UV sédo subdivididas
em UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (200 a 280 nm)
(GROMKOWSKA-KEPKA et al., 2021), conforme observado na Figura 2. A UVC nao
tem efeito direto sobre a pele humana, visto que € absorvida pela camada de ozénio,
de forma que apenas as faixas de UVA e UVB atingem a superficie da terra e exibem

acao no organismo humano (WANG et al., 2019).
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Figura 2 - Representacéo do espectro solar
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Fonte: Furukawa (2019, p.10)

A exposicao moderada a essas radiacdes € benéfica, promovendo a producao
de vitamina D, que auxilia no fortalecimento do sistema imunolégico, e a absorcao de
calcio e fosforo, essenciais para a formacgao dos ossos, contribuindo com o equilibrio
homeostatico (OLIVEIRA; SANTOS; SOUZA, 2022).

Contudo, a exposi¢cao excessiva a esses raios sao fatores de risco para a saude
humana. Os raios UVA possuem maior comprimento de onda e menor nivel
energético, sendo capazes de penetrar nas camadas mais profundas da pele, induzir
a producdo de EROs, comprometendo vasos da derme e ceélulas colagenas, e
favorecendo processos inflamatorios e danos ao DNA (SOLANO, 2020; OLIVEIRA;
SANTOS; SOUZA, 2022).

Ja os raios UVB, comparados com UVA, possuem menor capacidade de
penetrar na pele, atingindo apenas a epiderme (OLIVEIRA; SANTOS; SOUZA, 2022),
conforme observado na Figura 3. Porém, a UVB é uma radiacdo mais energética e
pode causar lesdes epidérmicas e induzir queimaduras solares. Desse modo, ambas
as radiacOes favorecem o fotoenvelhecimento da pele, e a longo prazo contribuem
com a fotocarcinogénese (COSTA; FARIAS; OLIVEIRA, 2021).
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Figura 3 - Radiagdes UVA e UVB incidindo sobre a pele
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Fonte: Saraiva (2017, p.31).

O fotoenvelhecimento envolve fatores extrinsecos como a poluicdo ambiental,
gue esta intimamente relacionada com a maior disposicdo da radiacdo UV
(GONZAGA; FREITAS, 2020), visto que a emissdo moléculas poluentes, como
monoxido de carbono, Oxidos de nitrogénio e Cloro-Fluor-Carbonetos (CFCs),
destroem a camada de ozonio, impedindo sua atuag¢do no controle da quantidade de
radiacdo UV que chega a atmosfera (DE MENEZES,2021).

Com isso, a depender do tempo e da frequéncia de exposi¢do aos raios UV,
gue induzem o estresse oxidativo, podem ocorrer impactos superficiais, como
gueimaduras na pele, ou impactos profundos como o desenvolvimento de melanomas
(BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2019).

Como uma forma de promover o equilibrio na producédo de radicais livres e
defesas antioxidantes, o organismo humano dispde de um sistema de defesa
antioxidante enzimatico que € constituido por enzimas enddgenas denominadas de
superéxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase
(TAVARES; TERRA, 2018), que atuam metabolizando as espécies reativas em
produtos mais estaveis (MUNHOZ, 2018). Contudo, as altas taxas de exposicdo aos
diferentes fatores extrinsecos alteram este equilibrio redox na pele (SINGH et al.,
2022).

A fim de remediar esse desequilibrio, o organismo faz uso de sistemas

antioxidantes nao-enzimaticos, capazes de neutralizar as espécies reativas formadas,
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0s quais sao obtidos principalmente de fontes exdgenas. Nesse contexto, a busca por
compostos antioxidantes oriundos de fontes exdgenas, como a alimentacdo e o0s
produtos farmacéuticos, tem sido cada vez mais frequente. Antioxidantes, como os
compostos fendlicos, podem ser encontrados em diversos vegetais e atuam
neutralizando a acdo de EROs, reduzindo assim o estresse oxidativo (PETRUK et al.,
2018)

Diante disso, como forma de prevencao e reducdo das alteracdes fisioldgicas
da pele, comercialmente sao utilizados protetores solares inorganicos e organicos que
exercem efeitos épticos protetor frente as radiacdes solares (KERCHER; GIRARDI;
VIERO, 2023).

2.3 Fotoprotetores

Os protetores solares séo produtos cosmeéticos constituidos por filtros, capazes
de refletir, absorver ou dispersar a radiacédo. Além disso, eles devem ser fotoestaveis
para que possam atuar contra a acao dos raios solares. Os filtros sao classificados
em organicos (quimicos) e inorganicos (fisicos) (CHATZIGIANNI et al., 2022).

Filtros organicos formam um filme transparente sobre a pele e com isso
absorvem as radiacfes nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, apresentando
potencial menos energético. Mesmo sendo estaveis, sofrem algum grau de
degradacdo ao serem expostos a luz, calor, tempo e umidade. A exemplo da
avobenzona, um filtro UVA bastante utilizado em protetores solares por possuir ampla
faixa de absorcéo da radiacdo. Contudo, devido a sua estrutura quimica, pode sofrer
fotodegradacao reduzindo seu efeito fotoprotetor (BISPO, 2021).

Nesse cenario, o filtro benzoquinona é fotoestavel e bastante efetivo frente as
radiacbes UVA e UVB. Porém, ao penetrar grandes quantidades desse filtro nas
camadas mais profundas da pele, pode haver bioacumulacdo, atingindo
concentragfes téxicas. Consequentemente, desencadeia processos alérgicos e
dermatites de contato (FONTES et al., 2022).

Ja os filtros inorganicos sédo considerados fotoestaveis e pouco alergénicos,
eles refletem e dispersam a maior parte das radiacfes e absorvem uma fracdo menor,
sendo eficazes frente aos efeitos nocivos da luz visivel. Entretanto, esse tipo de filtro
€ bastante opaco, o que confere um aspecto esbranquicado quando aplicado na pele,

fator que reduz a aceitabilidade cosmética do protetor solar (ANDRADE, 2022).
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Para que os filtros solares sejam comercializados, € necessario a determinacao
do Fator de Protecéo Solar (FPS). O FPS é definido pela dose eritematogénica minima
(DEM) obtido a partir do quociente entre as quantidades de radiagdes necessarias
para causar eritema visivel na pele protegida e desprotegida (RANGEL, 2019). Logo,
guando se determina, por exemplo, que o protetor solar apresenta FPS 30, significa
que ele é 30 vezes mais eficiente, protegendo a pele frente a queimaduras solares,
guando comparado com a pele desprotegida (LIMA-SARAIVA, 2017).

2.4 Plantas medicinais com efeito fotoprotetor

Desde os primordios da civilizagdo, as plantas medicinais tém sido
tradicionalmente utilizadas com diversas finalidades, principalmente como forma de
tratamento e prevencéo de doencas (ZAGO, 2018). A partir do século XX houve um
avanco nas descobertas cientificas de uma diversidade de plantas, constituidas por
diferentes compostos com finalidades terapéuticas, sendo essas informacdes obtidas
a partir de estudos fitoquimicos, farmacologicos e agrondémicos, permitindo o
desenvolvimento do mercado fitoterapico (FERNANDES et al., 2019).

Junto a isso, o comércio de produtos cosméticos a base de plantas medicinais
tem crescido exponencialmente, principalmente com a finalidade de proporcionar o
cuidado com a pele, sendo desenvolvidas formulagdes tdpicas, como cremes,
pomadas e locdes, a fim de auxiliar no tratamento de diversas patologias (GOYAL et
al., 2022).

As espécies vegetais sdo constituidas por compostos denominados de
metabolitos secundarios, que se organizam em trés grupos distintos quimicamente:
terpenos, compostos fendlicos e 0s que apresentam nitrogénio em sua composicao
(FERNANDES et al., 2019). Esses grupos sdo organizados com base na via
biossintética, sendo os isoprenoides classificados como terpenos; os glicosideos e 0s
alcaloides constituidos com nitrogénio; e os flavonoides e fenilpropanoides
identificados como compostos fendlicos (LI et al., 2020).

Dentre esses metabdlitos, os fenolicos sdo de consideravel interesse. Eles
apresentam a estrutura quimica basica formada por anel aromatico e grupos
hidroxilas, podendo estar conjugados ou ndo com outras biomoléculas (DE ARAUJO

et al.,, 2021), sendo capazes de inativar radicais livres ao transferir atomos de
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hidrogénio para essas moléculas ou doar elétrons para o radical, reduzindo o dano as
células do organismo (CHERUBIM et al., 2019).

Tal mecanismo de acdo confere aos compostos fendlicos a propriedade
antioxidante, importante para minimizar o dano oxidativo dos raios UV (PASQUALI et
al., 2019). Diante disso, o mercado de produtos cosméticos naturais com finalidade
fotoprotetora tem se expandido (PASQUALI et al., 2019), evidenciando o potencial
protetor de extratos vegetais frente a acéo das radiacdes UV.

2.5 Chenopodium ambrosioides Linn

C. ambrosioides Linn é uma planta herbacea do género Chenopodium,
pertencente a familia Amaranthaceae Juss, que € composta por cerca de 173 géneros
e 2.125 especies distribuidos em todo o mundo (KASALI et al, 2021; EL GHAZALLI,
2022). Essa espécie, conhecida popularmente como “mastruz” ou “erva de santa
maria”, € nativa da Ameérica Central e do Sul. No Brasil apresenta ampla distribuicéo,
classificada como uma erva tropical perene, podendo atingir até 1 metro de altura
(GOES et al., 2020). Alem disso, apresenta caule multi-ramificado, folhas ovais e
denteadas, flores pequenas e verdes, sementes verdes quando frescas e pretas
guando secas, uma inflorescéncia do tipo racemosa, como visualizada na figura 4.

Ademais, também possui cheiro forte e caracteristico (KASALI et al., 2021).

Figura 4 - Chenopodium ambrosioides Linn.

Fonte: A autora (2023).
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As folhas do “mastruz” sdo utilizadas tradicionalmente na culinaria como
condimento e na preparacao de bebidas e bolos. Também é bastante empregada na
medicina popular para o tratamento de diversas situac¢des clinicas (BITENCOURT,
2021). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a espécie C.
ambrosiodes esta entre as plantas mais utilizadas na medicina tradicional em todo o
mundo, sendo assim uma importante espécie de interesse ao SUS, contribuindo com
fortalecimento na area da pesquisa (SILVA; MENDES; ABREU, 2020; BRASIL, 2022).

Além disso, possui diversas propriedades farmacoldgicas comprovadas
cientificamente como, analgésica, anti-inflamatoria, antisséptica, cicatrizante e anti-
helmintica (RODRIGUES et al., 2021), além da sua a¢éo antibacteriana e antioxidante
(BEZERRA et al., 2019; REYES-BECERRIL et al., 2019).

O potencial antioxidante desta espécie é resultante da presenca de compostos
fendlicos, como os taninos e os flavonoides. Esses compostos bioativos promovem a
reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo, neutralizando os radicais livres e
regulando as defesas antioxidantes, importantes para a protecao da pele contra os
danos causados pelos raios UV (PETRUK et al.; 2018).

Diante disso, a investigacdo do potencial citoprotetor da espécie C.
ambrosioides é de grande valia, sendo este o principal objetivo desse trabalho através

do desenvolvimento de um creme que tem como 0 principio ativo o mastruz
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar a citotoxicidade e o efeito fotoprotetor das formulacdes cosméticas a
base de extrato etandlico da espécie C. ambrosioides L. frente a queratin4citos

submetidos a radiagdo UV.

3.2 Objetivos especificos

° Obter o extrato bruto etandlico das partes aéreas de C. ambrosioides Linn;
° Identificar os principais compostos fitoquimicos do extrato;

° Quantificar fendis totais e flavonoides totais;

° Investigar o potencial antioxidante pelo método do DPPH,;

° Incorporar o extrato etandlico de C. ambrosioides L. a base cosmética e

determinar as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das formulacoes;
° Determinar os valores de Fator de Protecao Solar (FPS) do extrato e das
formulacdes;
° Avaliar a citotoxicidade do extrato e das formulacdes em células HaCat;
° Verificar a acdo fotoprotetora do extrato e das formulacdes frente a

gueratinécitos expostos a radiacdo UVA e UVB.
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4 METODOLOGIA

4.1 Periodo e local

Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados no Laboratério de
Prospeccédo Farmacotoxicoldgica de Produtos Naturais (BIOFARMATOX), localizado
no Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

entre os meses de novembro de 2022 a junho de 2023.

4.2 Coleta do material vegetal

As partes aéreas da espécie C. ambrosiodes Linn foram coletadas no municipio
de Pesqueira, localizado no agreste do estado de Pernambuco (8° 21’ 29” de latitude
(S); 36° 41’ 04” de longitude (W); e altitude média de 654 metros), e identificada no
Herbario UFP - Geraldo Mariz, do Departamento de Botanica, da Universidade
Federal de Pernambuco onde uma exsicata foi mantida sob nimero de tombo 89.956,
(Figura 5).

Figura 5 - Exsicata das partes aéreas de Chenopodium ambrosiodes Linn
depositada no herbario UFP - Geraldo Mariz, UFPE.

Fonte: A autora (2023).



25

4.3 Obtencao do extrato etandlico

As partes aéreas foram secas em estufa de circulagédo de ar forcado a 40 °C
por trés dias. Apds secagem, o material foi triturado para dar inicio a extracao por
maceracao exaustiva, adicionando-se 100 mL de etanol absoluto para cada 20 g do
material vegetal seco, sendo armazenado em temperatura ambiente e protegido da
luz, com troca de solvente a cada 48 horas. Apés esse periodo, foi realizada a filtracéo
seguida da concentragcdo da solugcdo extrativa em evaporador rotativo sob pressao
reduzida e temperatura de 30° C. O procedimento foi repetido por mais duas vezes,
obtendo-se assim, o extrato bruto. O rendimento do extrato foi calculado de acordo

com a seguinte equacao:

Re = (Pext /Ps) x 100

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato bruto (g); Ps =

Peso das partes aéreas (Q).

4.4 Anédlise fitoquimica

4.4.1 Screening Fitoquimico qualitativo

Os testes fitoquimicos foram realizados de acordo com os procedimentos
descritos por Gomes; Martins; Almeida (2017), com adapta¢cdes. Foram analisadas as
presencas de: saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides, triterpenos,
catequinas, antraquinonas e antocianinas. Os resultados qualitativos foram expressos
como presencal/reacdo positiva (+) e auséncia/reacdo negativa (-) dos metabdlitos

investigados.
4.4.1.1 Teste para saponinas
Foram utilizados 3 mg do extrato dissolvidos em 5 mL de agua destilada e

depois o volume foi completado para 10 mL (gsp). A solucao foi agitada vigorosamente

e repousou por 2 min a fim de observar se a camada de espuma permaneceu estavel
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por mais de meia hora, para indicagdo de resultado positivo para saponina

espumidica.

44.1.2 Teste para flavonoides

Os 3 mg de extrato foram dissolvidos em 5 mL de metanol, foram adicionadas
algumas gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado e uma fita de magnésio, com o
objetivo de observar o resultado positivo, indicado pela visualizacdo da solucao de
coloracgao rosea.

4.4.1.3. Teste para fendis e taninos

O extrato (3 mg) foi dissolvido em 5 mL de agua destilada, em seguida fforam
adicionadas 2 gotas de solucéo alcoolica de Cloreto Feérrico (FeClz) a 1%. A coloragéo
inicial entre azul e vermelho indicava a presenca de fendis. Os precipitados escuro de
tonalidade azul (presenca de taninos hidrolisaveis) e o verde (presenca de taninos

condensados).
4.4.1.4. Teste para alcaldides

Para o teste de alcaloides, 3 mg do estrato CaEtOH foram diluidos em 1 mL de
HCI concentrado a 5%. Em seguida, acrescentou 6 gotas dos reativos de Dragendorff.
O surgimento de precipitado vermelho alaranjado foi indicativo de resultado positivo.
4.4.1.5 Teste para esteroides e triterpenos

3 mg do extrato foram solubilizados em 5 mL de cloroférmio. Em seguida foi
adicionado 1 mL de anidrido acético. A solucao foi agitada. Foram adicionadas 3 gotas
de &cido sulfarico (H2S04). O aparecimento da coloracdo azul evanescente seguida

de verde persistente indica que a reacao € positiva para esteroides e triterpenos.

4.4.1.6 Teste para catequinas
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Para a andlise de catequinas foram utilizados cerca de 3 mg de extrato seco
dissolvido em 3 mL de metanol, um palito de fésforo foi embebedado na solugéo e
evaporado em temperatura ambiente até ficar seco, depois foi umedecido em HCI
concentrado, e em seguida seco em uma chama forte. O aparecimento de cor

vermelha indicava a presenca de catequinas.

4.4.2 Doseamento de fendis totais

A quantificacdo de fendis totais foi utilizada na concentragdo de 1 mg/ mL do
extrato etandlico. A partir disso foi preparada a solucdo branco utilizando 0,5 mL de
etanol, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10%) e 2,5 mL da solugéo de bicarbonato
de sédio (NaHCO3) (7,5%). Também foram preparadas, em ftriplicata, as
concentracOes padrdes a partir da solucdo correspondente a 0,5 mL do padrao (acido
galico), 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10%) e 2,5 mL da solucdo de NaHCO3
(7,5%) com os valores de (100, 80, 60, 40, 20, 10 yg/mL). E assim também foram
preparadas solucdes do extrato etandlico em triplicata a partir das concentracfes de
(1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug/mL). Todas as solugdes foram incubadas em
banho termostatizado a 45°C durante 45 minutos. Em seguida foi realizada a leitura
em espectrofotdometro com comprimento de onda de 765 nm. De acordo com a
absorbancia, a concentracdo de compostos fendlicos foi calculada em (mg/mL), sendo
o teor de fenois totais expresso em miligramas equivalentes de Acido Galico por grama
de extrato (mg EAG/g de extrato) (STANKOVIC, 2011).

4.4.3 Doseamento de flavonoides Totais

Para a determinacao de flavondides, 1mL do extrato (1000, 500, 250, 125, 62,5
e 31,25 ug/mL) foi adicionado a tubo de ensaios, e em seguida acrescentando 1 mL
de cloreto de aluminio (5%) e 2 mL de metanol. Foi preparado o branco utilizando-se
3 mL de metanol e 1mL de cloreto de aluminio. Posteriormente, a rea¢éo foi incubada
ao abrigo da luz por 30 minutos e a leitura realizada a 425 nm em espectrofotometro.

A quercetina foi utilizada como padrao (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 ug/mL)
para a construcdo da curva de calibracdo. O teor de flavondides totais foi expresso
em miligramas equivalente a quercetina por grama de extrato (mg de QUE/g de
extrato) (WOISKY E SALATINO, 1998).



28

4.5 Atividade antioxidante

4.5.1 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método de DPPH

A atividade antioxidante foi determinada conforme descrito por Nascimento et
al. (2011). A partir da preparacédo de uma solugéo etandlica do extrato da qual foram
realizadas diluicOes seriadas nas concentragdes de (31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000
pMg/mL). A cada solucéo foi adicionado 1 mL da solu¢do de DPPH (23,6 mg/mL) em
tubos de ensaio em triplicata. Uma curva padrdo foi preparada utlizando acido
ascorbico como controle positivo nas concentragdes de (0,5; 1; 2; 3; 4 ug/mL), além
de um controle negativo (com etanol e o reagente DPPH). Apos 30 minutos, a
absorbancia foi lida com auxilio de um espectrofotémetro (A = 517 nm). Os resultados
foram expressos como a concentragao do extrato (ug/mL) capaz de diminuir em 50%
a concentragao inicial de DPPHe (ICsp), e 0 percentual de atividade antioxidante (%

AA) do extrato em diferentes concentracdes foi determinado pela seguinte férmula:

Abs.controle negativo - Abs.amostra
AA (%) = g : x 100
Abs.controle negativo

4.6 Formulacfes dos cremes

Para a preparacdo dos cremes o extrato bruto etandlico de C. ambrosioides
Linn foi incorporado ao creme base comercial Lanette® (comprada em farmécia de
manipulacéo), preparado nas concentracdes de 10% e 20% (p/p) e armazenadas em
refrigerador. Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo macroscopica das
caracteristicas organolépticas e das caracteristicas fisico-quimicas (pH e resisténcia
a centrifugacéo) conforme o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA,
2004) e descrito por Oliveira (2019).

4.6.1 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas
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A avaliagdo macroscopica foi realizada para identificacdo de possiveis
alteracdes no aspecto (textura ou separacdo de fases), coloragcdo e odor das
formulaces, utilizando como parametro de comparacao a base comercial, logo apés

a incorporacao com o extrato e 15 dias apds o armazenamento.
4.6.2 Determinagao do Potencial hidrogenionico (pH)

As formulagbes foram diluidas em &gua destilada a 10% (p/p) e o pH
determinado utilizando pHmetro digital (Tec-3MP), conforme protocolo proposto
(ANVISA, 2004). O critério de estabilidade foi estabelecido conforme a compatibilidade
com o pH cutaneo (5,5 - 6,5).

4.6.3 Resisténcia a centrifugacéo

O teste de resisténcia a centrifugacao foi utilizado para avaliar a estabilidade
das formulac¢des, quanto a separacdo de fases. Este ensaio simula um aumento na
forca de gravidade. Para isso, foi pesado em eppendorf 1 g de cada formulacao,
posteriormente foram centrifugadas em rotacdo de 3000 rpm durante 30 minutos a

temperatura ambiente.
4.7 Determinacao do Fator de Protecédo Solar (FPS)

A atividade fotoprotetora foi avaliada de acordo com o Método de Mansur et al.
(1986) com adaptacdes. As solucdes-amostras (extrato etandlico, creme 10%, creme
20%, Lanette N®) foram diluidas em etanol nas concentracées de (800, 400, 200, 100
e 50 pg/L). Foi realizada uma varredura de 290 a 320 nm com intervalos de 5 nm em
um espectrofotobmetro (UV/VIS THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 10 uv
Scanning), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Os calculos foram
realizados considerando os intervalos de comprimento de onda determinados

conforme a equacéao a seguir:

320

FPS = FC. Y=—. EE. |. Abs
290
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Onde: FC = fator de corregao (10); EE(A) = efeito eritemogénico da radiagdo solar em
cada comprimento de onda (A) nm; I(A)= intensidade da radiagdo solar em cada
comprimento de onda; Abs = Absorbancia da solugdo do filtro solar. Os valores de

EE.l sdo constantes e esta descrita na Tabela 1:

Tabela 1 - Constante EE x | utilizada no calculo por espectrofotometria

Comprimento de onda

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

EE.: efeito eritemogénico da radiacdo solar; | intensidade da radiacdo solar
Fonte: Mansur et al. (1986).

4.8 Citotoxicidade

4.8.1 Viabilidade celular pelo método do MTT

O ensaio in vitro de irradiacdo foi avaliado frente a linhagem celular HaCat
(queratinécitos humanos), plaqueadas na concentracdo de 2 x 10° células/mL em
placas de 96 pocos em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de antibidtico, e incubadas
por 24 horas a 37 °C, numa atmosfera de CO2 a 5%.

Apbés 24 horas de incubacdo das placas irradiadas e nao-irradiadas foi
adicionado 25 pL de solugdo do MTT (5 mg/ mL) em todos os pogos, sendo novamente
incubada por 3 horas. O sobrenadante foi aspirado e 100 yL de DMSO foram
adicionados em cada poco para a dissolu¢éo dos cristais de formazan. A absorbancia

foi medida a 560 nm em um leitor de microplacas. A porcentagem de viabilidade
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celular foi calculada e comparada ao controle (100 % da viabilidade) (MONTOYA et
al., 2019).

4.9 Ensaio de irradiacéo celular

4.9.1 Sistema de irradiacao

A irradiacdo UV foi realizada, conforme descrito por Diniz (2019) com
adaptacoes. Para simulagéo da radiacédo foi utilizado caixa madeira (28 cm x 13,2 cm
x 25 cm), tendo acopladas uma lampada UVA (F4T5/Black Light Blue, 4W) com pico
de irradiacdo em 365 nm, juntamente com uma lampada UVB (Tovalight, blu5 T5 4W,
280-320 nm) com pico de irradiacdo em 295 nm (Figura 6). A intensidade da
irradiancia das lampadas UVA e UVB foi medida por um dosimetro indicando poténcia
de 0,22 mW/cm2/s. A fim de determinar a dose de 50 mJ/cmz?, o tempo de exposicao
a radiacéo foi calculado utilizando a seguinte equacéo:

dose desejada (kj/m?) x 1000
taxa de dose medida (J/m?/s) x 60

tmin =

Figura 6 - Foto do equipamento simulador de irradiagcdo UVA e UVB

Fonte: A Autora (2023).
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4.9.2 Exposicgao celular a radiagdo UV

ApGs incubacdo por 24 horas para aderéncia das células, foram adicionados
aos pocos o extrato e as formulagcdes nas concentragdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5, 25
e 50 pug/ mL em triplicata, exceto no controle. Posteriormente, as células foram
irradiadas na dose determinada (50 mJ/cm2 por 8 minutos) e novamente incubadas
por 24 horas. Posteriormente, foi avaliada a viabilidade celular pelo método do MTT
como descrito no item 4.8.1.

4.10 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad
Prism® 8.0, Microsoft Excel® 2017. Os valores foram obtidos através de média e
desvio padrédo dos ensaios em triplicata, considerando-se um p < 0,05 como

estatisticamente significativo.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento do extrato bruto

O extrato bruto etandlico de C. ambrosioides Linn apresentou 2,72 % de
rendimento em relacdo ao peso seco das partes aéreas trituradas.

O método de extracdo por maceracdo é uma técnica convencional bastante
empregada para extracdo de metabdlitos de espécies vegetais por ser de baixo custo,
utilizando equipamentos simples e de facil operacdo (GROELER, 2020; JUNIOR et
al., 2021).

Essa técnica proporciona baixos rendimentos, porém permite a repeticdo do
procedimento de extracdo, garantindo maior resgate de seus compostos bioativos.
Além disso, a técnica € realizada a temperatura ambiente, o que possibilita a
conservacdo de compostos termolabeis presentes nos extratos evitando sua
degradacéo (JOVANOVIC et al., 2017).
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5.2 Anélise fitoquimica

5.2.1 Screening Fitoquimico

A partir da determinacéo do perfil fitoquimico € possivel avaliar as propriedades
biolégicas da espécie vegetal (LIMA et al., 2021). A triagem fitoquimica realizada com
o CaEtOH possibilitou a identificacdo dos seguintes metabdlitos secundarios: fendis
totais, flavonoides, taninos condensados e alcaloides (Tabela 2). J& os metabdlitos
das classes saponinas, catequinas, esteroides e triterpenos nao foram identificados
neste estudo. Tais metabdlitos também néo foram encontrados em outros estudos

com extratos do género Chenopodium (SALIM et al., 2022).

Tabela 2 - Metabolitos secundarios investigados no extrato CaEtOH.

Metabodlitos Secundarios Extrato CaEtOH

Saponinas -
Fenois Totais +++
Flavonoides ++

Taninos Condensados +

Alcaloides +

Esteroides e Terpenoides -

Catequinas -

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente. CaEtOH
(Chenopodium ambrosioides extrato etandlico).
Fonte: A autora (2022).

O género Chenopodium é conhecido por ser rico em compostos bioativos e ser
utilizado para o tratamento de diversas afec¢des, como é o caso da espécie C.
ambrosioides, comumente utilizada pela medicina popular, gerando o interesse na
area da pesquisa, desenvolvendo estudos, inicialmente com a investigacdo de sua
composicao quimica (SANTIAGO,2021).

Os flavonoides e taninos encontrados no CaEtOH sdo conhecidos por seus

efeitos antioxidantes. Classificados como compostos fendlicos, apresentam relevante
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potencial biolégico, relacionados além da atividade antioxidante, a acdo anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antifingica e anti-helmintica relatadas em estudos com
espécies do género Chenopodium (REYES-BECERRIL et al.,, 2019; GOES et al.,
2020, QUARESMA et al; 2021).

Alcaloides também encontrados no CaEtOH, pertencem a classe dos
compostos organicos nitrogenados, em sua maioria sdo constituidos por nucleos
aromaticos que conferem a substéncia a acdo absorvente das radiacbes UV
(SANTOS et al., 2021).

O potencial antioxidante desses compostos, contribuem com a manutencao da
integridade da pele protegendo danos oxidativos no organismo (PORTUGAL, 2021,
SOARES, 2021). Apesar de saber que fatores como, sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura e disponibilidade hidrica influenciam significativamente no conteudo de
metabolitos secundarios presentes na planta (CALIXTO, 2022) observa-se que a
triagem de compostos bioativos do presente trabalho corrobora com os resultados dos

estudos descritos nos paragrafos anteriores.

5.2.2 Doseamentos dos fendis totais e flavonoides totais

Os compostos fendlicos exibem uma importancia funcional para a saude
humana, sendo capazes de minimizar a formacdo de EROs por atuarem como
potentes antioxidantes (OLIVEIRA, 2020).

O extrato CaEtOH apresentou os valores médios de fendis totais e flavonoides
totais de 26,69 mg equivalente de acido galico e de 26,97 mg equivalente a quercetina
por grama de extrato, respectivamente, na concentracado avaliada de 1000 ug/mL,
(Tabela 3), apresentando concordancia com o resultado de identificacdo deste
composto na triagem fitoquimica e corroborando com trabalhos encontrados na

literatura.
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Tabela 3 - Teor de fendis totais e flavonoides totais de CaEtOH.

Fendlico
Extrato Flavonoides
(mg EAG/g) =
1000 pg/mL Dp (mg EQ/g) £ D.P.
CaEtOH 26,69 £ 0,03 26,97 £ 0,43

Os valores de Fendis totais e flavonoides totais foram expressos em
miligramas equivalentes de Acido Galico por grama de extrato (mg EAG/g de
extrato) e equivalente quercetina por grama de extrato, respectivamente.
Dados apresentados em média = DP.

Fonte: A autora (2023).

Pereira et al. (2015) em seu trabalho, realizou a quantificacdo de fenadis totais
em extrato metanalico das folhas de C. ambrosioides demonstrando valor de fendlicos
totais (21 mg EAG/g Ext) e flavonoides totais (135,4 mg EQ/g Ext) na concentragcao
de 5000 pg/mL.

A quantificacdo desses compostos em extratos polares de espécies
pertencentes ao género Chenopodium também foram avaliadas. De Souza (2018)
obteve teores de fenois e flavonoides (26,07 mg EAG/g e 93,80 mg EQ/g Ext), em
extrato etanolico das sementes de Chenopodium quinoa Willd. Navarro Del Hierro et
al. (2018) evidenciaram uma quantidade de 0,76 g GAE/ 100 g extrato. Assim, como
Enciso-Roca et al. (2021) que constataram a existéncia de (31,28 = 0,42 mg GAE/g
extrato) do extrato metandlico da mesma planta. Diante disso, observa-se a rica

diversidade de conteudo fendlico presente em espécies do género Chenopodium.
5.3 Atividade antioxidante
5.3.1 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método de DPPH

Neste ensaio, radical livre instavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), de
coloracéo violeta, é reduzido ao reagir com substancias antioxidantes que transferem

elétrons para o atomo de hidrogénio neutralizando-o e tornando-o uma molécula

estavel de cor amarela, com menor absorbancia. Tal método é uma maneira facil e
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bastante empregado para avaliar a atividade antioxidante (%) de extratos vegetais
(BARBOSA,; SILVA; CORREIA, 2019)

O extrato CaEtOH apresentou relevantes percentuais de atividade antioxidante
(% AA), apresentando o valor de 92,28 % na maior concentragdo analisada. Além
disso, a concentracdo do extrato necessario para reduzir em 50% a concentracao
inicial do radical DPPH foi de 241,48 pug/ml (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade antioxidante do extrato etandlico de C. ambrosioides Linn

Concentracdes DPPH

(ug/mL) (%AA) ICs0

1000 92,28 241,48 ug/mi
500 63,37

250 53,29

125 41,67

62,5 30,97

31,25 22,01

Os valores do sequestro do radical DPPH foram expressos em porcentagem de Atividade
Antioxidante (%AA) e o ICsp calculado a partir de uma curva de calibracéo.
Fonte: A autora (2023).

Na literatura ndo existem trabalhos que avaliam a atividade antioxidante pelo
método DPPH com extratos etandlicos de C. ambrosioides. Hussain et al. (2022)
avaliou o percentual de atividade antioxidante de extrato metanolico de Chenopodium
album que apresentou um percentual antioxidante de 45 % na concentracdo de 500
Mg/mL. Diante disso, é possivel perceber que a espécie do presente trabalho possui
elevado potencial antioxidante comparada com a C.album na mesma concentracao.
Portanto, os achados na literatura confirmam o poder antioxidante da C. ambrosiodes,
evidenciando o seu potencial no combate aos radicais livres causadores de dano

oxidativo no organismo humanao.



5.4 Formulagdo dos cremes

5.4.1 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

37

As formulacdes apresentaram aspecto homogéneo e consisténcia firme. As

cores visualizadas foram a do creme-base de coloracdo branca, e os cremes a 10% e

a 20% que apresentaram tonalidades compativeis quanto a concentracdo do extrato

bruto na formulacdo. Com relagdo ao odor, os produtos apresentavam odor

caracteristico da planta.

Tabela 5 - Comparacao das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do

creme-base e das formulacdes a partir do CaEtOH a 10% e a 20%

Formulacdes

Aspecto

Cor

Odor

pH

Resisténcia

~

a

centrifugacéao

Base Lanette®

Creme 10%

Creme 20%

Homogéneo e

consistente

Branco

Inodoro

Estavel

Homogéneo e

consistente

Verde claro

Caracteristico da planta

Estavel

Homogéneo e

consistente

Verde escuro

Caracteristico da planta

Estavel

Fonte: A Autora (2023).
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O creme base Lanette® apresenta compatibilidade podendo ser incorporada a
extratos vegetais, também utilizada em estudos experimentais, a exemplo do trabalho
realizados por Vieira (2018) que incorporou no creme base um extrato hidroalcodlico
a fim de avaliar a formulagdo no tratamento de feridas cutaneas, e Grandisolli et al.
(2022) que utilizou a Lanette® para o preparo de creme a base de extrato vegetal para
investigar seu efeito analgésico. A Lanette® é uma base comercial, bastante
empregada na incorporacdo de ativos farmacéuticos, possui caracteristicas de ser
uma emulséo branca, com alta viscosidade, toque levemente oleoso, e pH compativel
com a pele, garantido boa estabilidade e espalhabilidade de diversas formulacbes
(FIRMINO et al., 2011).

E classificada como uma base anidnica, com alta capacidade de veiculacéo de
principios ativos hidrossoltveis e lipossoluveis, ou seja, € uma base apropriada para
ser aplicada no tecido cutdneo e nas membranas mucosas, garantindo a facil
aplicacao e remocao em casos de possiveis alergias (MARQUES, 2018). A Lanette®,
portanto, € uma das bases mais antigas, sendo muito utilizada como veiculo em

formulacdes cosméticas.

5.4.2 Determinacédo do pH

As formulacfes a 10% e 20% apresentaram pH igual a 6, confirmando serem
compativeis com o pH cutaneo (Tabela 5). A determinacdo do pH € um parametro
guimico que assegura a eficacia e a seguranca do produto, pois permite indicar a falta
de estabilidade entre os ingredientes das formulacdes (BRASIL, 2004). Além disso,
sabendo que a faixa de pH da pele é entre 5,5 e 6,5 (OLIVEIRA, 2019), é importante
identificar o pH das formulacfes, uma vez que alteracbes na composicdo destas
podem desencadear processos alérgicos ou inflamatoérios, como vermelhiddo e
descamacédo (LUSTOSA et al., 2021).

5.4.3 Resisténcia a centrifugacao
As formulacdes de CaEtOH a 10 % e 20 % mantiveram a estabilidade frente a

centrifugacédo (Tabela 5). Este método permite simular o aumento da forca da

gravidade que causa o aumento da mobilidade das particulas da formulacéo, e
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consequentemente identificar possiveis sinais de instabilidade do produto, sendo
necessaria a sua reformulagdo (LUSTOSA et al., 2021).

5.5 Determinacao do Fator de Protecao Solar (FPS)

O ensaio de determinacao do fator de protecao solar in vitro, desenvolvido por
Mansur et al (1986), € bastante utilizado por ser um método facil, rapido e reprodutivel,
pois permite quantificar o potencial fotoprotetor de substancias a partir da anélise
espectrofotométrica. Além disso, apresenta uma boa correlagdo com as metodologias
in vivo que sdo de alto custo, demoradas e requerem um nuamero minimo de
voluntarios humanos predispostos a se submeterem a radiacdo ultravioleta durante
um periodo determinado (SCHORRO et al., 2020; ROCHA, 2021).

A tabela 6 apresenta os valores de FPS determinados para o extrato CaEtOH,
as formulacdes a base de CaEtOH a 10 % e 20 %, e o creme base nas concentragdes
de 800, 400, 200, 100 e 50 pg/ml.

Tabela 6 — Fator de Protecdo Solar (FPS) de CaEtOH e formulacdes a 10% e 20%.

Concentracdes (ug/mL)

Substancias

800 400 200 100 50
CaEtOH 33,42 16,8 7,62 3,45 1,46
10 % 6,88 3,45 1,59 0,58 0,21
20 % 16,65 8,02 4 84 2,74 1,38
Lanette 0 0 0 0 0

FPS = Fator de Prote¢&o Solar; CaEtOH (extrato etandlico de Chenopodium ambrosiodes);
10 % (creme a 10% do extrato etandlico); 20 % (creme a 20 % do extrato etandlico); Lanette
(creme base Lanette®).

Fonte: A Autora (2023).

De acordo com a Resolucédo da Diretoria Colegiada - RDC 30/2012 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para uma formulacdo cosmética ser

considerada fotoprotetora € necessario que possua valor de FPS igual ou maior a 6.
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Seguindo as especificacdes, o FPS entre 6 e 14,9 é classificado como de baixa
protecdo. FPS entre 15 e 29,9 apresentam média protecdo, e a categoria de alta
protecéo sao para os fotoprotetores com 30 a 50 de FPS (BRASIL, 2012).

Diante disso, € possivel observar que o extrato CaEtOH, na maior concentracao
avaliada (800 pg/ml), apresentou relevante valor de FPS de 33,42, sendo, portanto,
considerado um fator de alta protecdo. Além disso, exibiu nas concentracdes de 400
pHg/ml e 200 pug/ml os valores de FPS 16,8 e 7,62, respectivamente, apresentando
capacidade protetora acima do valor minimo exigido pela ANVISA.

A formulacdo cosmética a 10 % exibiu baixo FPS de 6,88 na concentragdo de
800 pg/ml. J& a formulacao a 20 % mostrou ser fotoprotetora nas concentracdes de
800 e 400 pg/ml, com os respectivos valores de 16,65 e 8,02. Quanto ao creme base
Lanette®, o FPS também foi testado para confirmar que néo interferiu na atividade da
formulacéo.

Os valores de FPS do extrato e das formulagbes exibiram valores de FPS
correspondentes as respectivas concentracdes, ou seja, ao reduzir a concentracao a
metade, os valores de FPS também cairam pela metade. Ademais, é notavel a
pequena quantidade de extrato que foi empregado para as formulacbes e apesar
disso, ambas apresentaram expressivos valores de FPS.

O efeito fotoprotetor do extrato CaEtOH e das formulacbes pode ser
relacionado a presenca dos compostos fendlicos que sdo constituidos por estruturas
guimicas que atuam como cromoforos que absorvem a radiacdo UV e neutralizam os
efeitos nocivos do estresse oxidativo durante a exposi¢cao solar (CHERUBIM et al.,
2020).

A auséncia de valores de FPS da base Lanette® no presente estudo, corrobora
com o trabalho descrito pelo autor Rocha (2021) que ao analisar suas formulacfes
nos espectros de absorcao na regido UV-vis, ndo verificou que o creme base absorvia
radiacdo nos comprimentos de onda UVA e UVB, assegurando que as absorcdes
foram apenas das suas formulacdes.

Esses resultados ratificam com os trabalhos na literatura que também
constataram a atividade fotoprotetora de extratos vegetais constituidos por compostos
fendlicos (SIMOES et al., 2020; SANTOS et al., 2021).
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5.6 Viabilidade celular e Ensaio de irradiacéo

O MTT é amplamente empregado para determinar a citotoxicidade de
substancias por meio da viabilidade celular. O método se baseia na reducédo do MTT
(coloragéo amarela) a sal de formazan (coloragéo roxa) mediante atividade enzimética
(COSTA et al., 2022).

Citotoxicidade foi avaliada frente ao tratamento com CaEtOH e formulagfes a
10 % e 20 % (Grafico 1) apresentaram, nas condi¢cfes testadas, viabilidade celular
acima de 70 % em todas as concentracdes, exceto a de 50 ug/mL da formulacdo a 10
e 20 %, mostrando diminuicdo na viabilidade celular de 38,87 % e 36,07 %,
respectivamente. De acordo com a Organizacdo Internacional de Normas - ISO
10993-5 (2009), concentracdes que mantém a viabilidade celular acima de 70% sé&o
consideradas nédo toéxicas. Logo, as substancias avaliadas no presente trabalho
podem ser consideradas potencialmente seguras para o tratamento de efeitos da

radiacdo no tecido cutaneo.

Grafico 1 - Viabilidade celular de queratinocitos nédo-irradiados tratados com CaEtOH

e formulacdes a 10 e 20 %.
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CN (células ndo tratadas); CaEtOH (extrato etandlico de Chenopodium ambrosiodes); 10%
(creme a 10% do extrato etandlico); 20% (creme a 20% do extrato etandlico); Lanette (creme
base Lanette®); 1,56; 3,12; 6,25; 12,5, 25 e 50 pg/ mL (concentracdes avaliadas de extrato
etandlico, cremes e base Lanette®)
Fonte: A Autora (2023).
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Ademais, vale ressaltar que quando comparados, a formulacdo a 10% do
extrato etandlico nas concentracdes de 3,12 e 6,25 pg/ mL foi capaz de aumentar a
viabilidade celular para valores acima dos exibidos pelas células nao tratadas (CN).
Da mesma forma, o creme a 20 % mostrou a viabilidade das células HaCat acima do
100% nas concentragdes de 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 pg/ mL.

A base Lanette, utilizada para a preparacdo das formulacdes, também
apresentou viabilidade celular acima de 70 % em todas as concentragdes testadas,
indicando ndo apresentar citotoxicidade.

Diante disso, o presente resultado corrobora com o trabalho de Zago et al.
(2019) que evidenciaram auséncia de citotoxicidade em células HaCat tratadas com
extratos vegetais de C. ambrosiodes.

Quanto ao ensaio de irradiacéo, das células expostas as radiacbes UVA e UVB,
o controle de células ndo tratadas e expostas as radiagdbes UV (CI) reduziu
significativamente a viabilidade celular em comparacéo as células néo tratadas e néo
expostas as radiacdes UV (CN), mostrando um percentual de reducéo de quase 40%
(Gréfico 2).

Grafico 2 - Viabilidade celular de CaEtOH e formulacdes ap0s irradiacéo.
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a radiagdo UV); Extrato (extrato etandlico de Chenopodium ambrosiodes); 10% (creme a
10% do extrato etandlico); 20% (creme a 20% do extrato etandlico); Lanette (creme base
Lanette®); 1,56; 3,12; 6,25; 12,5, 25 e 50 pg/ mL (concentracdes avaliadas de extrato
etandlico, cremes e base Lanette®).

Fonte: A autora (2023).
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As células preé-tratadas com o extrato CaEtOH e formulacdes a 10 % e 20 %
(24 horas antes a exposi¢do da radiacdo), apresentaram um aumento da viabilidade
celular entre 20 % e 40 % nas concentra¢des de 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 pg/ mL,
guando comparadas as células ndo tratadas e expostas as radiacbes UV.

Ademais, quando comparada a viabilidade das células irradiadas e pré-
tratadas nas mesmas concentragdes das formulacdes ao CN, sao observados valores
entre 90 e 100 % de confluéncia. Esses resultados podem ser atribuidos a capacidade
das formulacGes em proteger as células dos efeitos da irradiacdo UV.

A base Lanette® apresentou viabilidade de até 11 % de diferenca do ClI,
mostrando uma pequena capacidade em diminuir os efeitos da irradiagdo no ensaio
avaliado. Esse efeito, provavelmente se deve ao fato de apresentar em sua
composicdo o butil-hidroxitolueno, um antioxidante sintético bastante empregado em
emulsdes cosmeéticas (NOBRE, 2019). Somado a isso, pode-se considerar que a base
pode ter contribuido com acao protetora extrato de C. ambrosiodes.

O comportamento proliferativo visto no extrato e formulagcbes, pode estar
associado a presenca de compostos fendlicos na composi¢cdo quimica de espécies
vegetais, pois sua acdo antioxidante € reconhecida por realizar atividade
imunomoduladora, atuar como citoprotetores e estimular a proliferacdo células
epiteliais, como os queratinécitos (MOREIRA et al., 2017; JAHDALY et al., 2021).

Portanto, diante dos resultados evidenciados quanto ao efeito antioxidante e
fotoprotetor do extrato CaEtOH e das formulacfes, destaca-se a espécie C.
ambrosiodes como promissora para mais estudos acerca da prevencéao e tratamento

dos efeitos da radiacéo solar na pele.
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6 CONCLUSAO

O extrato etandlico de C. ambrosioides contém substancias com alto poder
antioxidante, decorrentes de compostos fendlicos e flavonoides, encontrados em sua
constituicdo. As formulagbes preparadas nas concentragdes de 10 % e 20 % do
extrato etandlico mostraram estar de acordo com as especificacdes das
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas descritas pelo Guia de Estabilidade
de produtos cosméticos da ANVISA. Além disso, o CaEtOH e as formulacdes a 10 %
e 20% apresentaram valores de protecdo solar correspondentes as concentraces
avaliadas, variando entre alta, média e baixa protecédo. Por meio do ensaio de radiacéo
foi constatado o efeito protetor do CaEtOH e formulagcBes frente a queratindcitos
submetidos a radiacdo UVA e UVB.

Portanto, o presente trabalho, de carater inédito, confirmou o potencial
fotoprotetor do extrato etanolico e das formulagbes cosméticas a base C.
ambrosioides, contribuindo com os estudos sobre a espécie vegetal que possui
diversas propriedades medicinais comprovadas, como cicatrizante, anti-inflamatoria,
anti-helmintica, digestiva, antimicrobiana, expectorante, e agora também fotoprotetora

frente aos efeitos causados pela exposicéo a radiacédo solar na pele.
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