UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

RENORBIO

DESENVOLVIMENTO E ESTABILIDADE DE
FITOCOSMETICOS CONTENDO EXTRATOS DE Morus
nigra L. (Moraceae): avaliacéo da atividade fotoprotetora e

antioxidante

Recife — PE

2019



RAFAELA SANTOS DE MELO

DESENVOLVIMENTO E ESTABILIDADE DE
FITOCOSMETICOS CONTENDO EXTRATOS DE Morus
nigra L. (Moraceae): avaliacéo da atividade fotoprotetora e

antioxidante

Tese apresentada a Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como requisito do
Programa de Doutorado em Biotecnologia
para obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia pela Rede Nordeste de
Biotecnologia (RENORBIO).

Orientador: Prof. Dr. Jackson Roberto
Guedes da Silva Almeida.

Recife — PE

2019



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

m528d

Melo, Rafaela Santos de

Desenvolvimento e estabilidade de fitocosméticos contendo
extratos de Morus nigra L. (Moraceae): avaliacdo da atividade
fotoprotetora e antioxidante / Rafaela Santos de Melo. — Recife,
2019.

136 f.:il.

Orientador(a): Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida.

Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacdo em
Biotecnologia — RENORBIO, Recife, BR-PE, 2019. Ponto focal em
Pernambuco — Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Inclui referéncias e anexo(s).

1. Antioxidantes 2. Cosméticos 3. Matéria médica vegetal
4. Esséncias e 6leos essenciais 5. Amora 6. Pele - Cuidado e
higiene |. Almeida, Jackson Roberto Guedes da Silva, orient.
II. Titulo

CDD 620.8




TERMO DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO
TESE DE DOUTORADO ELABORADA POR:

RAFAELA SANTOS DE MELO

Desenvolvimento e estabilidade de fitocosméticos contendo
extratos de Morus nigra L. (Moraceae): avaliagcédo da atividade
fotoprotetora e antioxidante

BANCA EXAMINADORA

Tese defendida e aprovada pela Banca Examinadora em: 14 de agosto de 20109.

Orientador:

Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida
Colegiado de Farmacia — UNIVASF

Examinadores:

Prof. Dr. Marigilson Pontes de S. Moura - UNIVASF
Colegiado de Farmacia — UNIVASF

Prof. Dr. Méario Adriano Avila Queiroz - UNIVASF
Colegiado de Zootecnia— UNIVASF

Profa. Dra. Livia Macedo Dutra — UNIVASF
Colegiado de Farméacia — UNIVASF

Profa. Dra. Larissa Araudjo Rolim — UNIVASF
Colegiado de Farméacia — UNIVASF



Dedico este trabalho a minha mae, grande inspiragdo e modelo de
amor, luta e vitéria. Sem o seu apoio nao seria possivel chegar até aqui.
Para as minhas filhas Mariana e Melissa que sdo a minha razédo de
existir e minha maior e mais prazerosa misséo. Para meu esposo,

Marcio, grande parceiro de vida.



AGRADECIMENTOS

Em nossa caminhada muitas vezes precisamos de maos que nos confortam,
apoiam e conduzem o caminho. Deus é 0 N0sso maior guia e Jesus, nosso Mestre
gue ndo sO nos conduz, mas muitas vezes nos sustenta quando parece que nao ha
mais forcas para continuar. Meu agracimento inicial a Eles por fazer acreditar que

sempre é possivel.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida,
gue acreditou em mim desde o inicio e foi fundamental até os ultimos instantes,

compartilhando seu aprendizado e exemplo.

Ao Programa de Pdés-Graduagdo RENORBIO, nas pessoas de Sandra, Profa.

Dra. Aurea e todos os outros pelo apoio, orientacéo, atencéo e carinho.

A minha mae Cremilda, que sempre esteve ao meu lado, me oferecendo
carinho, apoio e ensinamento. Obrigada por estar com minhas filhas e me
acompanhar nas jornadas de finais de semana e tardes da noite de trabalho. Sendo
fortaleza ou se mostrando fragil, ela sempre teve e tera minha admiracdo e amor

para sempre.

As minhas filhas Mariana e Melissa meu obrigada por compreender que a
auséncia da mamae foi necessaria (e muitas vezes sofrida) e que tudo o que faco é

sempre por VOCeés.

Ao meu esposo Marcio, obrigada por compreender e apoiar nos momentos
de crise, incentivando diariamente e fazendo acreditar sempre. A toda minha familia

meu agradecimento por todo o apoio.

A toda comunidade académica da UNIVASF, servidores e terceirizados que
diariamente apoiam e colaboram de alguma forma, em especial a todos os
professores que integram o Colegiado de Enfermagem e Clenilda. Agradeco ainda
aos colaboradores Jussya, Maica, Lurdinha e Socorro, que com seu trabalho

permitiram que o nosso fosse desenvolvido da melhor forma possivel.

Aos membros da UNIVASF, Profa. Dra. Larissa Rolim, Prof. Dr. Marigilson
Moura e Prof. Dr. Mario Queiroz pelo apoio e atengao.



Aos amigos Silvio Bonfim e Amanda Leite, que estiveram comigo em tantos

momentos colaborando e compartilhando seu valoroso conhecimento.

A todos os colegas de doutorado, em especial, Katia, Noelly, Naiane,
Susana. Ao Neplame, especialmente Anne, Ana Ediléia, Celuane, Cristiane,
Layanne, Raira, Michele, Mayara, Mariane, Mariana. Aos colegas da CAFMA, em
especial Manu e Bela pelo trabalho e exemplo de dedicacdo. Aos amigos Ana

Paula, Andressa, Juninho e Livia obrigada pelo companheirismo e ensinamentos.

Agradeco ainda meus amigos que sempre me deram apoio, seja com seu
conhecimento ou apenas com seu conforto e incentivo: Sara, Yes, Ju, Sicilia,
Tamara, Stefania, Michele, Adriana, Sydney, Cris, Vitor e tantos outros que

diariamente contribuem e desejam ver a concretizacao deste sonho.

Nesses momentos temos a certeza de que so existimos porque fazemos parte
de um todo. Sozinhos, ndo chegamos em lugar algum. Por esta raz&o, todos vocés

tém uma parcela de vitéria a compartilhar comigo.

Muito-obrigadal!!



Viver é ter a chance de acreditar que a cada dia podemos mais do que
imaginamos... E buscar nas pequenas coisas um motivo para ser feliz. Deus na

frente sempre.

Autor desconhecido



RESUMO

A pesquisa por ativos naturais incrementados em cosmeéticos para prevencao ao
envelhecimento cutdneo e aos outros prejuizos provocados pelos danos oxidativos
cresce, na medida em que se observam extratos vegetais e 0leos essenciais com
notavel potencial farmacologico. Morus nigra L., conhecida como “amoreira preta”, é
amplamente usada em todo o mundo pelo valor terapéutico de seus compostos
fendlicos. O presente trabalho analisou o potencial antioxidante e fotoprotetor de
extratos vegetais das folhas de M. nigra, desenvolvendo formulacdes fitocosméticas
com a incorporacéo de extratos de M. nigra em diferentes bases autoemulsionantes.
Foram preparados extratos fluidos (MnEF) por maceracdo com solucéao
hidroalcoodlica em diferentes concentragdes de etanol 99,9% PA de 50% a 90% (v/v).
Apos triagem fitoquimica foi escolhida a solucao hidroalcoodlica a 70%, obtendo-se
também extrato etandlico bruto (MNEEB). Os extratos foram submetidos a dosagem
de fendis e flavonoides e analise por CLAE-DAD. A atividade antioxidante foi
avaliada segundo os métodos ABTS, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e B-caroteno
e a atividade fotoprotetora in vitro segundo método de Mansur. Posteriormente os
extratos foram incorporados em quatro tipos de emulsbes base do tipo O/A,
totalizando 36 formulagBes, submetidas a avaliacdo da estabilidade preliminar.
Foram analisadas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas, além de atividade
antimicrobiana e estabilidade microbiolégica. MNEEB apresentou maior quantidade
de compostos fendlicos (78,87 + 3,29 mg EqAG/g), porém, MnEF apresentou teores
totais de flavonoides (64,58 + 0,008 mg EqC/g). MnEF apresentou melhor atividade
antioxidante do que MnEEB. A analise por CLAE-DAD dos extratos vegetais
identificou rutina e isoquercetina. Na avaliacdo do potencial fotoprotetor, observou-
se absorbéncia maxima de 1,438 para o MnEF e de 1,351 para o MnEEB. FPS in
vitro variou entre 4,292 + 0,012 (MnEF 80%) e 11,17 + 0,065 (MnEF 50%). Todas as
formulacdes acrescidas de benzofenona apresentaram instabilidade, bem como as
amostras com base nao iénica. O fitocosmético antioxidante (MnEEB 20%) manteve
estabilidade preservada, sem variagcdes significativas no pH, viscosidade e
espalhabilidade, esta Ultima afetada apenas pela temperatura. Com relacdo a
atividade antioxidante, as amostras apresentaram CEs inicial de 528,50 pg/mL e ao
final do estudo 618,31 pg/mL em temperatura ambiente. Amostra armazenada em
geladeira, ao final do estudo, apresentou queda consideravel na acdo antioxidante.
Extrato bruto de M. nigra e formulagdes apresentaram atividade antimicrobiana
contra as cepas de S. aureus, S. aureus MRSA e S. choleraesuis. O Challenge Test
permitiu constatar a estabilidade microbiolégica das formulagdes. O estudo
confirmou a atividade antioxidante do extrato e a partir deste obteve-se formulacéo
com atividade antioxidante, porém nao houve incremento de potencial fotoprotetor
nas formulacdes. Foi observada estabilidade das formulacbes a base de extratos
vegetais de M. nigra, sendo importante para complementar o contexto do conjunto
de outros estudos desenvolvidos em ambito local com a espécie vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Extratos Vegetais. Antioxidantes. Estabilidade de Cosméticos.
Atividade Fotoprotetora. Fitoterapia.



ABSTRACT

The search for enhanced natural assets in cosmetics to prevent skin aging and other
damage caused by oxidative damage is increasing as plant extracts and essential
oils with remarkable pharmacological potential are observed. Morus nigra L., known
as “black mulberry”, is widely used worldwide for the therapeutic value of its phenolic
compounds. This work analyzed the antioxidant and photoprotective potential of plant
extracts from the leaves of Morus nigra, developing phytocosmetic formulations from
the incorporation of M. nigra extracts in different self-emulsifying bases. Fluid extracts
(MnFE) were prepared by maceration with hydroalcoholic solution at different
concentrations of ethanol 99.9% PA of 50% to 90% (v/v). After phytochemical
screening, the hydroalcoholic solution was chosen at 70%, obtaining crude ethanolic
extract (MnCE). The extracts were submitted to the dosage of phenols and
flavonoids and to the HPLC-DAD method. The antioxidant activity was evaluated
according to the method of DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) and [-carotene
and the in vitro photoprotective activity according to Mansur’s method. Subsequently
they were incorporated into four types of O/W type base emulsions, totaling 36
formulations, submitted to preliminary stability. Organoleptic and physical-chemical
characteristics, as well as antimicrobial activity and microbiological stability were
analyzed. MnCE presented higher amounts of phenolic compounds (78.87 + 3.29 mg
GAE/g), but MnFE presented total flavonoid contents (64.58 + 0.008 mg CE/qQ).
MnFE showed better antioxidant activity than MnCE. Analysis by HPLC-DAD of the
plant extracts identified rutin and isoquercetin. In the evaluation of the potential
photoprotector, were observed an maximum absorbance of 1.438 for MnFE and of
1.351 for MnCE. In vitro SPF ranged from 4.292 + 0.012 (MnFE 80%) and 11,17 +
0,065 (MnFE 50%). All added benzophenone formulations showed instability, as well
as samples made from the nonionic base. Antioxidant phytocosmetic (MnCE 20%),
presented stability preserved and did not observe significant variations in pH
analysis, viscosity and spreadability, this onde was affected by temperature.
Concerning to the antioxidant activity, the samples presented an initial ICso of 528.50
Mg/ml and at the end of the study 618.31 ug/ml at room temperature. Sample stored
in the refrigerator showed a considerable drop in antioxidant power. Crude extract of
M. nigra and formulations presented antimicrobial activity against strains of S.
aureus, S. aureus MRSA and S. choleraesuis. Challenge Test confirmed the
microbiological stability of the formulations. The study confirmed the antioxidant
activity of extracts, however there was no increase of photoprotective potential in the
formulations. Stability of formulations based on M. nigra leaf extracts was observed,
being important to complement the context of the set of other studies developed
locally with this plant species.

KEY WORDS: Plant extracts. Antioxidants. Cosmetic Stability. Photoprotective
Activity. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A procura crescente pelos fitocosméticos fez aumentar o interesse na
pesquisa de ativos naturais incrementados em produtos topicos tradicionais.
Diversos metabdlitos secundarios presentes em compostos vegetais se apresentam
com capacidade de restabelecer a homogeneidade da pele, estimulando a
renovacdo celular e a sintese de elastina e colageno, sendo agentes anti-

envelhecimento promissores (DZIALO et al., 2016).

Atuando em sinergismo com 0os componentes da formulacédo, os extratos de
plantas, com sua composi¢cdo complexa, podem promover acdes benéficas diversas
a pele e ao organismo, sendo uma alternativa para protecao da pele e prevencao
aos danos oxidativos provocados pela exposicdo solar e envelhecimento cutaneo
(ALMEIDA CINCOTTO, 2016).

A exposicao solar excessiva e desprotegida esta entre os problemas de saude
gue mais preocupam os sistemas de saude na atualidade, sendo uma questédo
global, pois esta diretamente envolvida com o céancer de pele, que é o mais
frequente no Brasil (INCA, 2017), além de danos oculares, queimaduras,
envelhecimento precoce dentre outros prejuizos a saude. O sol € uma fonte de
amplo espectro de radiagbes com caracteristicas eletromagnéticas variadas
conforme o intervalo de comprimento de onda (A), podendo ser: radiacao ultravioleta
(RUV) (100 - 400 nm), visivel (400 - 780 nm) e infravermelho (> 780 nm). A RUV é
subdividida, tradicionalmente, em: UVC (100 - 290 nm), UVB (290 - 320 nm) e UVA
(320 - 400 nm) (BALOGH et al., 2011).

Exercendo papel importante na defesa contra a exposicdo solar, 0s
compostos fendlicos, abundantes em plantas e alimentos, tém sido objeto de estudo
por suas atividades farmacolbgicas e nutricionais, tendo importancia vital para a
planta. Na natureza se apresentam em flores, vegetais e frutas na forma de
pigmentos coloridos, e dentre suas funcbes, destacam-se filtros naturais de amplo
espectro de ondas ultravioleta (UV) (UVA, UVB e UVC), além da capacidade
antioxidante (BABY et al., 2008; STEVANATO; BERTELLE; FABRIS, 2014).
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Estruturalmente, os polifendis podem apresentar um ou mais grupos
hidroxilicos e aneis aromaticos, em forma livre ou glicosilada. O efeito de
ressonancia dos elétrons demonstra como a deslocalizacdo em torno do sistema
aromatico confere aos substituintes da molécula de fenol um maior poder para
estabilizar os radicais livres produzidos, minimizando assim seus danos (HAJJ et al.,
2012). O papel dos agentes antioxidantes foi amplamente discutido na reducéo dos
prejuizos decorrentes da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no
organismo (GRAGNANI et al., 2014).

Bioativos ricos em polifendis e vitaminas C e E, por exemplo, surgem como
aliados para incrementar o potencial antioxidante de formulacdes, por serem
capazes de interagir com os radicais livres, atuando como desativadoras de
espécies reativas, sobretudo de oxigénio (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009).

Extratos vegetais com potencial antioxidante também séo objeto de estudo de
pesquisas por novos ativos em fotoprotecdo, sendo associados a filtros UV
organicos e inorganicos, considerando os beneficios demonstrados para a pele. Tais
substancias atuam ampliando a protecao UV dos filtros tradicionais, prevenindo o
cancer e o envelhecimento da pele, melhorando assim sua condicdo (MERCURIO,
et al., 2015).

Enquanto os filtros UV protegem a pele contra os efeitos deletérios da
exposicao a radiacéo, as vitaminas possuem propriedades hidratante, antioxidante e
antienvelhecimento, ja os extratos vegetais sdo ricos em compostos fendélicos que
possuem atividades de eliminacdo de ERO. Dentre as propriedades bioativas dos
extratos de plantas, além da protecdo UV e hidratacdo da pele, destacam-se a
restauracao da funcao de barreira e promocéao da sintese de colageno (MERCURIO
et al., 2015). Desta forma, considera-se 0 uso de antioxidantes naturais associado
aos fotoprotetores tradicionais como uma estratégia importante para melhorar sua
eficacia e para estabilizacdo dos compostos fotoinstaveis, gerados pela exposicéo a
RUV (DEUSCHLE et al., 2015).

Reconhecida pelo elevado teor de compostos fendlicos, a espécie Morus
nigra, conhecida como “amoreira preta”’, “amoreira negra” e “amora miura”, é
popularmente usada como acdo laxativa, sedativa, expectorante, refrescante,

emoliente, calmante, diurética, hipoglicemiante, antisséptica, anti-inflamatoria,
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antioxidante, emética, tdnico, anti-helmintica, bem como no tratamento de eczema e
inflamacdes orais (ANVISA, 2015a). Amplamente distribuida em todo o mundo,
pertence ao género Morus, que integra a familia Moraceae, uma das familias mais
abundantes em florestas tropicais (PADILHA et al., 2010a). Seu uso se deve em

grande parte a elevada presenca de metabdlitos importantes, a exemplo de

flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenoides e esteroides (QUEIROZ et al., 2012).

Observando tal importancia, estudos passaram a ser desenvolvidos para
avaliar algumas atividades biolégicas da planta, estabelecendo associacdo com o
teor de metabolitos secundéarios. As atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antinociceptiva (NADERI et al., 2004; PADILHA, 2009;
PADILHA et al., 2010b; SOUZA et al., 2018), atividade anti-hiperglicémica (KIM et
al., 2003), melhora no sistema imunoldégico e no metabolismo hormonal
(PIEKARSKI, 2013), além da baixa toxicidade pré-clinica do decocto (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2013) foram analisadas em estudos in vitro e em modelos animais,

utilizando, sobretudo a folha da planta.

Para o desenvolvimento de novos produtos cosmeéticos, é fundamental
considerar inicialmente o estudo da estabilidade preliminar, a fim de orientar seu
desenvolvimento e fornecer subsidios para o aperfeicoamento. Os estudos de
estabilidade permitem conhecer o comportamento das formulacbes sob condigbes
diversas, a exemplo de temperatura, vibragdo e umidade, podendo assim garantir a

gualidade e seguranca no uso do cosmeético (BRASIL, 2012).

Percebendo que os compostos fendlicos estdo associados com atividade
antioxidante e fotoprotetora em grande variedade de plantas, a presente pesquisa se
propde a analisar o potencial antioxidante e fotoprotetor de extratos vegetais de
folhnas de M. nigra e desenvolver fitocosméticos como uma alternativa cosmética

para agregar valor aos produtos tradicionais.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Analisar o potencial antioxidante e fotoprotetor de extratos vegetais das folhas
de Morus nigra e desenvolver formulagfes fitocosméticas usando diferentes bases

autoemulsionantes.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter extratos vegetais a partir das folhas da espécie M. nigra;

e Investigar aspectos quimicos dos extratos vegetais por meio de triagem
fitoquimica e da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

e Avaliar atividades antioxidante e fotoprotetora in vitro de extratos vegetais de
M. nigra;

e Desenvolver formulagfes fitocosméticas a partir da incorporagdo de extratos
vegetais de M. nigra em diferentes bases autoemulsionantes;

e Realizar estudos de estabilidade preliminar e compatibilidade nas
formulacdes fitocosmeéticas produzidas;

e Analisar o fator de protecdo solar (FPS) e atividade antioxidante das
formulag@es fitocosméticas;

e Realizar estudos de estabilidade acelerada, incluindo avaliagdo/manutencéo
da atividade antioxidante in vitro e estabilidade microbiolégica das
formulacoes;

e Investigar a atividade antimicrobiana do extrato vegetal e formulagdes.



Revisdo de
literatura
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FITOCOSMETICOS E ESTABILIDADE DE COSMETICOS

Fitocosméticos sdo cosméticos que apresentam em sua composicao ativos
naturais na forma de extrato ou Oleo essencial, de origem vegetal, com atividade
definida (CEFALI, 2009; ISAAC et al., 2008). Desde os primordios, as civilizacdes
usavam cosméticos e espécies vegetais para os cuidados com o corpo. Exemplo
conhecido, no Egito antigo eram comuns banhos e rituais que utilizavam o6leos
vegetais e ervas arométicas (JAZDZEWSKI et al., 2000).

Os cosmeéticos, por sua vez sao definidos como preparacdes compostas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, para limpeza, perfumar, alterar sua
aparéncia e ou correcao de odores corporais e ou protecdo. Eles séo classificados
segundo grau de risco segundo ainda segundo RDC N° 07, de 2015 (ANVISA,
2015b), em grau 1 e grau 2 que aborda, ainda os requisitos técnicos, de rotulagem e
procedimento eletrbnico para regularizacdo de produtos de higiene pessoal,

cosmeéticos e perfumes.

Dentre as formas farmacéuticas para os cosméticos e fitocosméticos,
destaca-se a emulsdo em razdo de seu aspecto visual, sensacdo agradavel ao
toque e facilidade de aplicacdo (CASTRO, 2014). As emulsfes séo formadas a partir
da mistura de dois liquidos imisciveis em duas fases: uma fase aquosa e uma
oleosa. Denomina-se a fase dispersa como fase interna e o meio dispersante de
fase externa, sendo, portanto as emulsdes 6leo em agua (O/A) as que tém a fase
interna oleosa e a fase externa aquosa, jA as emulsbes agua em Oleo (A/O)
possuem a fase interna aquosa e a fase externa oleosa (LEONARDI, 2008; SILVA;
SILVA, 2009).

A mistura intima dessas duas fases para a produgdo da emulsdo ocorre na
forma de pequenas gotas, sendo que tal mistura é termodinamicamente
desfavoravel e s6 ocorre em razdo da presenca do tensoativo, que reduz a tenséo
superficial entre os liquidos (GENNARO, 2004).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o_superficial
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o_superficial
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido
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Os tensoativos sintéticos sdo os mais utilizados e se subdividem, de acordo
com seu tipo ibnico, em anidnicos, nao ibnicos, catidnicos e anféteros, sendo os dois
primeiros mais representativos. Os tensoativos anidnicos tém baixo custo e uso
difundido, representados pelos sabdes e compostos sulfonados e sulfatados, sao
incompativeis com &cidos e cétions polivalentes, mas tornam-se mais efetivos
guando usados em conjunto com um tensoativo ndo iénico. Ja os tensoativos néo
ibnicos apresentam menor toxicidade, em geral sdo mais compativeis com outros
constituintes da formulagéo e sao representados pelos ésteres de glicol e de glicerol,
ésteres de sorbitano, polissorbatos, ésteres de alcoois graxos, ésteres de acidos
graxos e poliglicéis (GENNARO, 2004).

E fato reconhecido que a estabilidade é o ponto critico da emulsdo. A
estabilidade considera que a amostra deve manter, em determinada embalagem e
durante seu tempo de uso, as mesmas caracteristicas e propriedades que
apresentava no momento em que foi formulada incialmente (D’LEON, 2001). A
estabilidade das emulsdes pode ser avaliada por uma série de testes que observam
parametros como viscosidade, caracteristicas organolépticas, manutencdo do pH,
homogeneidade e integridade dos principios ativos (CASTELLI et al., 2008).

Tais ensaios sdo denominados de estudos de estabilidade e contribuem para
orientar o desenvolvimento da formulacao e indicar o material de acondicionamento
mais adequado, fornecendo subsidios para o aperfeicoamento do produto. Da
mesma forma sdo importantes para estimar o prazo de validade de produtos e

garantir a seguranca do cosmético mediante seu monitoramento (BRASIL, 2004).

Conforme Brasil (2004) apresenta, diversos fatores podem influenciar a
estabilidade das formulagcbes. Dentre os fatores extrinsecos ao produto é possivel

destacar:

e Tempo: o envelhecimento do produto pode causar alteragdes nas suas
caracteristicas;

e Temperatura: quando elevadas aceleram reacfes fisico-quimicas e
guimicas e quando baixas aceleram possiveis alteracdes fisicas como

turvacao, precipitacdo e cristalizacao;
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e Luz e oxigénio: geram radicais livres e reagdes de oOxido-reducao,
devendo-se, portanto, atentar para forma de acondicionamento do
produto;

¢ Umidade: provoca alteracdes no aspecto fisico do produto e favorece a
contaminacao microbiolégica;

e Material de acondicionamento;

e Microrganismos: sendo mais suscetiveis a contaminacdo formulacdes
gue apresentam agua, como emulsdes, géis, suspensdes ou solucoes;

¢ Vibracado: pode provocar separacdo de fases, compactacao ou alterar a

viscosidade das formulacgdes.

by

Ainda neste contexto, os fatores intrinsecos estdo relacionados a propria
natureza das formulagdes e, sobretudo a interacdo de seus ingredientes entre si ou
com o material de acondicionamento. Destacam-se como sendo de ordem de
incompatibilidade fisica ou incompatibilidade quimica, esta ultima envolve pH,
reacfes de oxido-reducédo, reacdes de hidrélise e interacdo entre os ingredientes da

formulacao e entre estes e o material de acondicionamento (BRASIL, 2004).

Os aspectos considerados na avaliacdo da estabilidade de formulacdes

cosméticas sao:

e Fisicos: envolvem propriedades fisicas originais como aspecto, cor,
odor, uniformidade, dentre outras;

¢ Quimicos: mantidos dentro dos limites especificados a integridade da
estrutura quimica, o teor de ingredientes e outros parametros;

e Microbiologicos: conservadas as caracteristicas microbiologicas,
conforme o0s requisitos especificados e utilizando sistemas

conservantes adequados, além das Boas Praticas de Fabricacéo.

As instabilidades podem acontecer em emulsdes, uma vez que, segundo a lei
da termodinamica, os sistemas tendem a reestabelecerem seus estados iniciais de
energia minima, havendo assim a tendéncia natural de diminuicdo da area de
contato interfacial nas emulsdes. Dentre as instabilidades verificadas, destacam-se a

separacdo de fases, floculacdo, coalescéncia, cremagem, sedimentacdo e
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maturacdo de Ostwald (Figura 1) (WALSTRA; VAN VLIET, 2010; BOUYER et al.,
2012; HERZI et al., 2014).

Kinetically
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Figura 1: Instabilidades verificadas em emulsfes. Fonte: HUA TAN; ABDULLAH;
NOLASCO-HIPOLITO, 2015.

2.2 Morus nigra L.: ASPECTOS BOTANICOS E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS
DE SEUS COMPOSTOS FENOLICOS

A familia Moraceae compreende 38 géneros e mais de 1.000 espécies. O
grupo esta mais bem representado em florestas tropicais pluviais de baixa altitude
na regido Neotropical e, geralmente, esta entre os trés primeiros em diversidade e
abundéancia na regido amazonica. Nos neotropicos, a familia € representada por
cerca de 278 espécies distribuidas em 19 géneros, 14 dos quais endémicos da
regido. Dentre os principais géneros, destacam-se o0s seguintes: Morus, Maclura,
Artocarpus, Ficus e Broussonetia, sobretudo em razdo de importancia econémica na
alimentacdo, cultivo de bicho da seda e producéo de papel e de méveis (ZHEKUN;
GILBERT, 2003).

O género Morus retne uma gama de espécies vegetais de 16 espécies
comumente conhecidas como “amoras” e dentre as mais conhecidas estdao a Morus
alba (amora branca), Morus rubra (amora vermelha) e Morus nigra (amora negra).
(ERCISLI ORHAN, 2007; NAIK et al., 2015; THABTI et al., 2011). Estudos indicam
alta variabilidade genética entre as espécies, mesmo dentro de uma mesma regido

(OZRENK et al., 2010). Considerando diferengcas moleculares entre as principais
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espécies, Morus nigra e Morus rubra mostram diferencas da Morus alba, sendo a

menor variacdo morfolégica de Morus nigra (KAFKAS et al., 2008).

Conhecida popularmente como “amora”, “amoreira”, “amoreira preta” e “amora
miara”’, Morus nigra (Figura 2) se apresenta como uma das espécies mais
importantes do género Morus e foi trazida para a regido do Vale do S&do Francisco
por imigrantes japoneses, sendo plenamente adaptada no Brasil. A espécie
apresenta crescimento rapido e sob diferentes condi¢cdes climéaticas (PADILHA,
2009), tendo como origem o extremo oriente, sendo que sua frutificacdo é verificada

de maneira mais intensa e abundante na Asia Menor (PADILHA et al., 2010a).

Figura 2: Fotos das folhas (1A e 1B) e fruto (1C) - espécie Morus nigra L. Fonte:
Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida (ANVISA, 2015a).

O uso mais comum para a planta na medicina popular tem relagdo com as

folhas. Estas apresentam o limbo simples, de coloracdo verde escuro na face ventral
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e verde claro na face dorsal, atingem em média 16 x 8 cm. A margem da folha
apresenta-se serrilhada, com base arredondada e apice acuminado. Os frutos séo

comestiveis, de sabor agridoce, sumosos e refrescantes (PADILHA et al., 2010a).

Avaliando o potencial de diversas espécies vegetais da Caatinga, o Nucleo de
Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais (NEPLAME), da Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco (UNIVASF), vem desenvolvendo diversos estudos com a
M. nigra. Dentre estes, o potencial hipoglicemiante do extrato etandlico bruto das
folhas da espécie foi avaliado em ratos normoglicémicos, ndo sendo observado o
efeito esperado, porém a baixa toxicidade do extrato ficou constatada no ensaio de
toxicidade aguda, com a auséncia de sinais de mortalidade e toxicidade no modelo
animal utilizado (ALMEIDA et al., 2011).

Posteriormente, a atividade acaricida do extrato etandlico bruto e das fracdes
das folhas de Morus nigra foi avaliada no carrapato Rhipicephalus microplus. A
andlise por HPLC revelou a presenca de compostos fendlicos (isoquercetina, rutina,
kaempferol-3-O-ramnosideo). A fracdo cloroféormica das folhas de M. nigra
(25mg/mL) apresentou o melhor resultado, com 62,6% de inibicdo da oviposicao,
39,3% da eclosédo dos ovos e 65,4% de eficacia. Os resultados demonstraram que o
extrato de M. nigra tém efeito acaricida sobre fémeas de R. microplus (DANTAS et
al., 2017).

Outra pesquisa analisou o potencial hipoglicemiante, hipolipidémico e
antioxidante do extrato etandlico de folhas de Morus nigra em modelos animais,
observando-se reducdo da glicemia de jejum e poés-prandial, melhora de tolerancia
oral a glicose e reducdo da lipolise e protedlise em ratos diabéticos. Também foi
verificada reducédo dos niveis sanguineos de colesterol total, de triglicerideos e de
VLDL e o aumento do nivel de HDL. A analise cromatografica identificou a presenca
dos flavondides rutina, isoquercetina e kaempferitrina. O tratamento com extrato de
M. nigra reduziu o malondialdeido (biomarcador de oxidacao lipidica) e aumentou
niveis de glutationa no figado de ratos diabéticos, porém néo teve efeito em animais
de controle (JUNIOR et al., 2017).

Cavalcante e colaboradores (2017) analisaram o efeito do extrato das folhas
de Morus nigra durante o transporte na sobrevivéncia e apoptose de foliculos pré-

antrais in vitro, com pares de ovarios de ovinos. Foram utilizados meio essencial
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minimo (MEM) ou extrato de M. nigra, armazenados a 4°C por 6, 12 ou 24 h, sendo
gue o extrato de M. nigra [0,05 mg/mL] preservou o tecido ovariano ovino a 4°C por
até 6 h. A analise por HPLC no extrato confirmou a presenca de compostos

antioxidantes (rutina, isoquercetina e kaempferitrina).

O gupo também desenvolveu e validou método analitico para identificar e
guantificar compostos fendlicos no extrato etandlico bruto (Mn-EtOH) e sua fase de
acetato de etila (Mn-AcOEt) obtidos de folhas de M. nigra usando cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). O método indicou a presenca de rutina e
isoquercetina nos extratos vegetais, sendo possivel assim garantir a continuagcao
dos estudos envolvendo extratos obtidos a partir da espécie vegetal. Os parametros
estabelecidos permitiram analisar a influéncia de diferentes métodos de extracao no
conteldo dos compostos de interesse e sua correlagdo com o potencial efeito
farmacologico dos mesmos (SAMPAIO et al., 2018a).

O potencial inovador da Morus nigra foi investigado por Sampaio e
colaboradores (2018b) a partir da busca por patentes depositadas nos bancos de
dados European Patent Office (EPO), World Intellectual Property Organization
(WIPO) e Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI). Os resultados
demonstraram elevada quantidade de publicacbes envolvendo o termo “Morus
nigra”’, com predominancia para o World Intellectual Property Organization, porém
combinando os descritores “Morus nigra and medicament” o ndamero caiu
consideravelmente. Assim, foi observado que a M. nigra apresenta potencial
inovador considerando-se as atividades farmacoldgicas atribuidas a espécie e as
patentes até o momento depositadas no WIPO, EPO e INPI.

Souza e colaboradores (2018) realizaram estudo para avaliar as atividades
antibacteriana, citotoxica e antioxidante de extratos de Morus nigra. Como
resultados, os extratos mostraram atividade antioxidante importante e atividade
contra a maioria dos microrganismos testados e também nao mostraram nenhum
efeito antiproliferativo expressivo, ndo apresentando, portanto, citotoxidade em

nenhuma das condic¢des testadas.

Pela primeira vez, foi avaliado o efeito do extrato de folhas de M. nigra, com
ou sem suplementacdo, como meio de cultura para foliculos pré-antrais de ovinos.

Foram analisados efeitos sobre a morfologia, ativacdo e dano ao DNA de foliculos
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pré-antrais em ovarios de ovinos e observou-se que o meio de controle mostrou
mais foliculos histologicamente normais do que todas as concentracdes de M. nigra,
na auséncia ou presenca de suplementos, porém os foliculos cultivados com extrato
de M. nigra a 0,1 mg/mL estavam em boas condi¢cdes e capazes de continuar seu
desenvolvimento, com taxas de dano ao DNA e ativagao folicular iguais ao meio de
controle. Assim, mesmo considerando perda folicular apdés a cultura, o estudo
sugere que os foliculos restantes cultivados com extrato de M. nigra a 0,1 mg/mL
estavam em boas condi¢cbes e capaz de retomar seu desenvolvimento. Somado ao
fato de maior custo do meio de cultura suplementado (cerca de 40 vezes mais caro),
recomenda-se 0 uso do extrato vegetal na concentracdo testada (GOUVEIA et al.
2019).

Outro estudo publicado recentemente por pesquisadores do grupo avaliou os
efeitos anti-inflamatoérios e antinociceptivos do extrato etanélico de Morus nigra (Mn-
EtOH) em lesdes de pata induzidas pelo veneno de Bothrops jararacucu (BjcuV) em
camundongos. Foi realizado estudo fitoquimico, com o isolamento e caracterizacéo
de trés compostos usando LC-MS e RMN (1D e 2D), seguidos da validacdo dos
seus espectros com o0s dados disponivel na literatura. Foram avaliados os
flavondides rutina e quercetina (marcadores quimicos de M. nigra), Mn-EtOH, Mn-
EtOH encapsulado em fibras eletrofiadas e particulas de Eudragit L100 (FB / Mn-
EtOH) e Mn-EtOH encapsulado em microparticulas de Eudragit L100 (MP / Mn-
EtOH), no teste de edema de pata induzido por BjcuV. Foram isolados B-sitosterol,
guercetina-3-O-glucopiranésido e kaempferol-3-O-glucopirandsido. Todos o0s
compostos testados reduziram o edema local induzido por BjcuV. O Mn-EtOH
também evitou o edema provocado pela serotonina e bradicinina e reduziu o edema
de pata e infiltracdo leucocitaria peritoneal induzida por carragenina, e diminuiu
ainda a hipernocicep¢cdo mecanica de BjcuV. O Mn-EtOH exerceu efeitos anti-
inflamatérios e antinociceptivos, possivelmente pela inibicdo de migracdo de
leucocitos e modulacdo das acdes de serotonina e bradicinina (RIBEIRO et al.,
2019).

Considerando ainda outras publicacdes relevantes sobre a espécie, Souza e
colaboradores (2000) analisaram raizes de Morus nigra e identificaram a morusina,
um prenilflavonoide que foi testado para atividade antinociceptiva. Outros polifendis

foram identificados por Wang, Gong e Chen (2009) a partir do caule da planta:
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mornigrol E e mornigrol F, ja o acido betulinico, o B-sitosterol e o germanicol foram
isolados a partir das folhas da planta (PADILHA et al., 2010a).

Do extrato das folhas da espécie foram identificados acido vanilico e acido
clorogénico e no modelo animal concluiram que o extrato protegeu todas as bandas
de DNA contra os efeitos de UV e do peroxido de hidrogénio. O estudo observou
ainda que houve melhora nas disfuncdes de aprendizagem, aumento da retencéo de
memoria, sendo a M. nigra importante para amenizar os danos causados pelo
envelhecimento, em parte devido ao seu poder de eliminagao de radicais livres e alta
capacidade antioxidante (TURGUT et al., 2016).

O uso de extratos vegetais da espécie em preparacfes cosméticas foi testado
com extrato hidroalcodlico de frutos de Morus alba incorporado em cosmético, sendo
observada reducdo nos teores de melanina da pele. Tal atividade foi atribuida a
presenca de compostos fenolicos no extrato, sugerindo atividade de inibicdo da
tirosinase e acéo antiaging (AKHTAR et al., 2012; RASUL; AKHTAR, 2011).

Naderi et al. (2004) analisaram o efeito antioxidante de trés extratos diferentes
de frutos de Morus nigra e observaram que o extrato apresentou acdo protetora
contra o dano peroxidativo as biomembranas e biomoléculas. Pesquisa desenvolvida
por Radojkovic et al. (2016) analisou a extracdo com fluido supercritico e por
maceracéo de folhas de M. alba e M. nigra e identificou acido palmitico, acido a-

linolénico e acido linoleico, além de acido cafeico e derivados, rutina e quercetina.

Notadamente, a rutina e a quercetina foram identificadas em diversos estudos
com a espécie vegetal. Sabe-se que a prevaléncia de flavonoides no reino vegetal
tem aplicabilidade relativa em inimeras fungdes atribuidas a essa classe: protecao
contra raios ultravioleta e visivel; acdo antioxidante; protecdo contra insetos, fungos,
virus e bactérias, por inibir enzimas e precursores de substancias toxicas ou atuando
como guelantes de metais nocivos; atracdo de animais para polinizacédo; na acdo de
hormoénios vegetais de crescimento e na expressdo de genes (SMITH; BANKS,
1986).

A acado da quercetina para regular os niveis de glicose e lipideos no sangue,
além de melhorar a funcdo das ilhotas pancreaticas foi observada em estudos que

apontaram o flavonoide como provavel candidato a farmaco para o tratamento do
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diabetes tipo Il (ZHANG et al., 2016). Medicamentos e suplementos alimentares a
base de quercetina e em associacdo com acido ascoérbico e rutina ja estdo
disponiveis para uso (CARVALHO, 2014).

Pesquisa com isoquercetina observou que houve inibicdo da replicacdo dos
virus influenza do tipo A e B em baixas concentracfes e sua acao foi similiar a
amantadina, com relacdo a reducao da replicacdo viral in vitro. O estudo concluiu
gue a isoquercetina pode ser agente terapéutico para o tratamento da gripe e para a
supressdo da resisténcia em terapia de combinacdo com drogas existentes (KIM;
NARAYANAN; CHANG, 2010).

A rutina, também conhecida por rutosideo e quercetina 3-O-B-rutinosideo, ja
foi utilizada na prevencdo e tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e na
prevencdo aos danos causados pela radiacao ultravioleta, em razdo de seu poder
antioxidante (LANDIM, 2012). Dentre outras aplica¢cdes farmacoldgicas para a rutina,
séo descritos na literatura efeitos sobre o sistema nervoso central com atividade
anticonvulsivante (NIEOCZYM et al.,, 2014), efeito neuroprotetor em isquemia
cerebral (KHAN et al., 2009) e efeito antidepressivo de rutina com aumento da
disponibilidade de serotonina e de noradrenalina na fenda sinaptica (MACHADO et
al., 2008).

Em razdo do largo espectro de acdo farmacoldgica, a rutina passou a ser
objeto constante de pesquisas, como também sua associacdo com outros
medicamentos é cada vez mais frequente na industria farmacéutica, sobretudo em

classes de farmacos com acao antioxidante e vasoprotetora (PEDRIALI, 2005).

2.3 A PELE E A NECESSIDADE DE FOTOPROTECAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e tem como funcdo primordial a
protecao contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos, constituindo-se como barreira
entre o meio interno e externo. Além de defesa contra microrganismos patogénicos e
radiacdes, a pele apresenta funcdes de controle da temperatura, sensorial, estética,
absorcdo da RUV, sintese da vitamina D, absorcdo e eliminacdo de substancias
guimicas (RIBEIRO, 2010; RASCHE, 2014).
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O pH da pele ndo é neutro, situando-se em torno de 4,5 e 6,0, conforme a
regido do corpo e idade do individuo, exercendo portanto ac¢do bactericida e
fungicida (RASCHE, 2014). A pele apresenta duas camadas basicas: a epiderme e a
derme, ja a hipoderme situa-se logo abaixo, composta por tecido adiposo (Figura 3).
Sua espessura varia dependendo da area do corpo, sendo mais espessa em regides

sujeitas a atritos constantes e pressfes (RIBEIRO, 2010).

poros
epiderme < -
2 / 4 _ glandula
v sebacea
Rase 4 ./ / nervo
glandula —| Vasos
sudoripara sanguineoy

hipoderme {

Figura 3: Estrutura da pele. Fonte: Encyclopaedia Britannica, 2010.

A epiderme é a camada mais externa, formada por uma complexa estrutura
de camadas - basal, espinhosa, granulosa e cdérnea e ndo possui circulacao
sanguinea e linfatica (RIBEIRO, 2010; RASCHE, 2014). A derme é um tecido
elastico e resistente que permite resisténcia fisica ao corpo contra agressdes
mecanicas e abriga 0s vasos sanguineos e linfaticos, os apéndices cutaneos,
células conjuntivas e sanguineas que fornecem nutrientes a epiderme (Figura 3)
(RIBEIRO, 2010).

Ja a hipoderme é a camada mais profunda da pele. Altamente vascularizada,
tem como fungBes armazenar energia, participar do isolamento térmico, absorver
impactos, modelar o corpo e manter os 0rgdos em seus devidos lugares
preenchendo espacos internos com os adipécitos, as células de gordura (RASCHE,
2014).
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Dentre as inumeras agressodes sofridas pela pele diariamente, a exposicao
cronica a RUV esta entre os fatores ambientais responsaveis por trazer mais
prejuizos a saude humana, sendo fator irritante frequente para as células da pele. A
RUV ao atingir a pele desprotegida desencadeia processos complexos envolvendo
reacfes quimicas e morfoldgicas, com a producdo de ERO, altera¢gBes histoquimicas
diversas, espessamento da camada espinhosa e retificacdo da juncao
dermoepidérmica. Os danos ao DNA e ao material genético das células acontecem
em razdo da absorcdo da radiacdo podendo resultar em alteragbes malignas nas
células (BALOGH, 2011). Outras alteracdes incluem oxidacdo dos lipidios, ativacédo
de componentes do sistema imune cutaneo, quebra da comunicacdo celular,
modificacdo da expressdo dos genes em resposta ao estresse e enfraguecimento da

resposta imune da pele (DZIALO et al., 2016).

A energia solar compreende ondas eletromagnéticas em comprimentos de
ondas diferentes variando entre 290 até 3.000 nm, estando inclusas a radiacdo UV,
subdividida ainda nos feixes UVC (200 a 290 nm), UVB (290 a 320 nm) e UVA (320
a 400 nm); a radiacgéo visivel (VIS), de 400 a 700 nm e a radiagéo infravermelha (1V),
subdividida nos feixes IVA (760 a 1440 nm) e IVB (1440 a 3000 nm) (SCHALKA et
al., 2014; AKHALAYA et al., 2014).

A camada de ozbnio absorve totalmente a radiacdo UVC, que ndo chega a
superficie da Terra. Ja a radiagcdo UVB € absorvida em cerca de 90%, enquanto que
a radiacdo UVA chega em quase totalidade a superficie terrestre. Assim, a
destruicdo gradativa da camada de 0z6nio preocupa e determina que a fotoprotecao
deve ser um aspecto cada vez mais discutido para o desenvolvimento de medidas
eficazes de protecéo e prevencéao (LIU et al., 2012; SCHALKA et al., 2014).

A radiacdo UVA prejudica o funcionamento dos fibroblastos, tornando-os
menos ativos, acarretando o aparecimento de rugas, enquanto que o dano causado
pela radiacdo UVB tem relagdo com efeitos diretos no DNA e inducdo de expresséo
de metaloprotease de matriz (LUCAS et al., 2015).

As agressfes provocadas pelo sol a pele ndo se limitam as queimaduras
solares, cujas manifestaces séo rubor, edema, formacdo 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).
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A exposicdo solar crénica esta associada principalmente ao cancer de pele
espinocelular. J4 as exposi¢cdes durante a infancia, com histéria de uma ou mais
gueimaduras solares, tém relacdo com os carcinomas basocelulares e melanomas
(INCA, 2016). E significativamente preocupante a taxa de crescimentos dos casos
de cancer de pele no Brasil e no mundo, sendo o melanoma, o carcinoma
basocelular e o carcinoma espinocelular os tipos mais frequentes da doenca. Para
2018, o INCA estimou que os novos casos de cancer de pele ndo melanoma no
Brasil estariam na marca de 165.580 casos e para o cancer de pele melanoma,
6.260 casos (INCA, 2017).

Os dados refletem a sobrecarga do sistema de salde e 0s graves prejuizos a
gualidade de vida dos individuos e grupos populacionais. Assim, vislumbra-se a
importancia em difundir, disponibilizar e conscientizar a populagdo sobre os meios

de prevencao deste grupo de doencas.

Neste sentido, cuidados adequados de prevencdo e minimizagdo de
exposi¢cdo humana aos raios UV sao fundamentais, sendo recomendadas restricdo
da exposicdo solar, uso de fotoprotetores tépicos e orais, além da fotoprotecao
mecanica, que inclui roupas com tecidos especiais e acessorios como o6culos e
chapéus e vidros especiais. A esse conjunto de medidas denomina-se fotoprotecéo
e estas sao direcionadas para prevencédo ao dano agudo e cronico decorrente da
exposicdo solar (ARAUJO; SOUZA, 2008; CESTARI; OLIVEIRA; BOZA, 2012;
SCHALKA et al.,, 2014). A protecdo da pele envolve ainda atualmente o0 uso
compostos antioxidantes - consumidos ou depositados na pele (BRENNER,;
HEARING, 2008; GODIC et al., 2014; CESTARI; OLIVEIRA; BOZA, 2012).

Os protetores solares estdo entre as medidas mais conhecidas para reduzir a
exposicao solar e prevenir danos causados pelo sol. De acordo com Urbach (2001),
0s primeiros protetores solares topicos foram formulados na década de 1930. O
pioneiro foi o francés Eugene Schueller que preparou uma formulacdo contendo
salicilato de benzila e um veiculo oleoso. Assim foram sendo testados os filtros a
base de didxido de titanio, petrolato, esculina e salicilato de metila. Observou-se o
aumento gradativo nas pesquisas envolvendo os danos causados pela radiacao

solar e filtros UV, com destaque para os estudos com a Benzofenona em 1962.
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Denomina-se filtro solar a substéncia capaz de proteger a pele da exposi¢ao
ao sol, por meio da reducédo da quantidade de RUV que atinge a pele por absorcao,
refracdo e/ou reflexdo desta radiacdo. O grau de protecdo, ou seja, o FPS dos
fotoprotetores é variavel e determina o tempo necessario para provocar eritema na

pele protegida, relacionando especificamente ao raio UVB (SILVA et al., 2009).

Os fotoprotetores tépicos podem ser compostos por varios filtros UV, incluindo
filtros inorgéanicos e organicos. Os filtros inorganicos refletem e dispersam as
radiagdes UV por meio de uma barreira opaca sobre a pele, sdo exemplos: oxido de
zinco, dioxido de titanio, oxido de ferro, petrolato veterinario vermelho, talco,
calamina e caolim. Eles apresentam relativa estabilidade, ndo reagem com filtros
organicos e tendem a ser mais seguros clinicamente, porém pela sua transferéncia

para roupas pode levar ao comprometimento de sua eficacia (BALOGH, 2011).

Ainda segundo Balogh (2011), os filtros organicos sdo compostos aromaticos
conjugados com grupos carboxilicos capazes de absorver radiacdo UV e transforma-
la em radiacBes energéticas inofensivas ao ser humano, podem ser hidro ou
lipossoluveis. Os protetores solares passaram a ser incorporados em produtos
cosmeticos diversos, sendo que a capacidade do protetor solar para bloquear os
raios UVB € a mais importante para a prevencao de efeitos negativos da exposi¢cao
solar (EBRAHIMZADEH et al., 2014).

Na pesquisa de novos ativos em fotoprotecdo temos ainda combinacdes
cosméticas contendo filtros UV, antioxidantes e extratos naturais. Avalia-se que a luz
ultravioleta induz o acumulo de flavonoides e outros fenodlicos absorventes desta
radiacdo no tecido dérmico do corpo da planta, sugerindo funcdo de protecao a luz.
Em razdo de tais propriedades, tem havido um crescente interesse no uso de
antioxidantes em protetores solares para otimizar a fotoprotecdo (EBRAHIMZADEH
et al., 2014).

As substancias naturais foram consideradas como potenciais recursos de
protecdo solar devido a sua absor¢cdo na regido UV e sua atividade antioxidante
(COCKELL; KNOWLAND, 1999; BONINA et al., 1996). Radice et al. (2016)
destacam que estudos desenvolvidos com aplicacdo tdépica ou ingestdo de
determinados compostos fendlicos naturais demonstraram respostas importantes

contra a radiacdo UV. Algumas das espécies estudadas foram Theobroma cacao L.


http://www.sciencedirect.com.ez21.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0039914011008344?_rdoc=1&_fmt=high&_origin=gateway&_docanchor=&md5=b8429449ccfc9c30159a5f9aeaa92ffb#bib0060
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(WILLIAMS; TAMBURIC; LALLY, 2009), Vitis vinifera L. (FIUME et al.,, 2014),
Camelia sinensis L. (KOMES et al., 2010), Silybum marianum (SAEWAN;
JIMTAISONG, 2013), Bauhinia microstachya var. Massambabensis Vaz (MANSUR
et al., 2016).

Apesar da determinacao da atividade antioxidante dos extratos vegetais estar
bem documentada, a avaliacdo da capacidade de protecdo solar geralmente esta
limitada as caracteristicas do espectro UV e a concentragdo de compostos
absorventes de UV (COCKELL; KNOWLAND, 1999).

2.4 AGENTES ANTIOXIDANTES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes referem-se as substancias com capacidade de diminuir ou
bloguear as reacdes de oxidacdo induzidas pelos radicais livres, podendo agir no
bloqueio da propagacé@o desses radicais na cadeia ou na hidrélise enzimatica do
éster, desfazendo a peroxidacdo lipidica de acidos graxos, capturas de ions
metalicos de transicdo ou ainda através da catalise enzimatica na reducdo de
peroxidos (SCOTTI; VELASCO, 2003). A aplicacdo topica de tais agentes
antioxidantes visa o fortalecimento das defesas na pele.

Os compostos fenolicos de plantas sdo amplamente reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes. Sua estrutura aromatica (Figura 4) € a caracteristica
responsavel pela prevencdo da formacdo e eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio (ALMEIDA et al., 2015b), podendo assim agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacfes de oxidacao lipidica, assim

como na quelacao de metais.
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Figura 4: Efeito de ressonancia da molécula de fenol. Fonte: HAJJ et al.,
2012,

Considerando que a industria farmacéutica vem oferecendo cada vez mais
espaco aos produtos naturais, reconhecendo a importancia destes na busca de
novos ativos a partir da observacdo do uso popular ou na valorizacdo da proépria
fitoterapia por parte da medicina tradicional. Neste sentido, o uso de extratos de
plantas, chas ou mesmo produtos medicinais acabados, ja descritos em muitas
farmacopeias (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006), demonstra o crescente

interesse por incluir tais ativos em preparacdes cosméticas.

Como exposto anteriormente, a exposicdo da pele a agentes exdgenos
guimicos e fisicos, dentre estes a RUV e agentes bioldgicos, além de outros agentes
enddgenos, levam a produgao de espécies reativas, a exemplo de “radicais hidroxila
(HO") e superoéxido (Oy’), radicais peroxil e alcoxil (RO, e RO), oxigénio singleto
(*0,), peréxido de hidrogénio (H.O,), peréxidos organicos (ROOH) e radical 6xido
nitrico (NO)” (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; SCOTTI et al., 2007).

O feixe UVA é absorvido pelos croméforos da pele, tais como melanina, DNA,
RNA, proteinas, aminoacidos aromaticos como a tirosina e o triptofano, tornando-os
instaveis e, retornando ao estado fundamental, liberam energia na forma de elétron
para a molécula de O, iniciando a cascata oxidativa (LIN et al., 2005; BALOGH et
al., 2011).

O desequilibrio redox e o estresse oxidativo ocorrem quando a capacidade
antioxidante de remocdo ou reparacdo € inferior ao potencial dos pré-oxidantes.
Como consequéncia tem-se alteracdes na estrutura das proteinas, lipidios e &cidos
nucleicos, além de processos patoldgicos que incluem doencas inflamatorias,

neurodegenerativas, cardiovasculares e neoplasias (BESSADA, 2015).



41

Para minimizar os danos ocasionados pela RUV, o organismo apresenta
defesas naturais, os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (vitaminas,
minerais, cofator e polifenois) (FRANCA et al., 2013).

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
horménios, como estradiol e estrégeno, e a melatonina, bem como a melanina, um
pigmento formado pela oxidacdo e polimerizacdo da tirosina, com papel protetor
contra RUV. Destaca-se ainda o acido lipoico (SCHALKA et al., 2014). Porém, quase
sempre essas protecdes naturais ndo sdo eficazes contra os maleficios causados

pelas radiacdes solares.

Considerando os inumeros métodos que avaliam a atividade antioxidante,
tem-se a metodologia do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
uma técnica simples e de custo reduzido para extratos vegetais e fracdes isoladas.
O DPPH é um radical estavel de intensa cor roxa com absorcdo em comprimento de
onda em torno de 517 nm, mas ao ser colocado em meio a uma solucdo
antioxidante, é, entdo, estabilizado, tendo sua coloracdo modificada para amarela e
sua absorbancia, reduzida (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009; ALVES et al.,
2010).

Outro método utilizado para avaliar o potencial antioxidante dos extratos e
fracdes, é o teste de inibicdo da auto-oxidagdo do B-caroteno, o qual forma um
agente redutor biolégico que age reduzindo os produtos de oxidacdo a menores
graus de oxigénio, pois em tecidos biologicos em baixos niveis de oxigénio, ha acdo
antioxidante dos carotenoides. Neste ensaio, utiliza-se acido linoleico e B-caroteno.
O acido em presenca de oxigénio forma um radical peroxil que reage com o (-
caroteno fazendo-o deixar de ser amarelo escuro e passar a amarelo claro. Porém,
se for adicionado um extrato ou molécula com atividade antioxidante, ocorre a
estabilizacdo do peroxil e ele ndo conseguird modificar a cor do B-caroteno
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; ALVES et al., 2010).

JA o método do radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico) esta baseado na capacidade dos antioxidantes em capturar o radical livre.
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Tal sequestro reduz a absorbancia da solucdo, o que leva a uma reducdo da
intensidade da cor da solu¢cdo do ABTS (RUFINO et al., 2007). A solucdo azul
esverdeada do ABTS com persulfato de potassio tem absorcdo maxima em 645, 734
e 815 nm, porém, ao adicionar o extrato com as propriedades antioxidantes, ocorre a
reducdo e consequente perda de cor do meio. Baseado no estudo do Trolox®,
padréo utilizado que passa pelas mesmas condicdes, calcula-se entédo a inibicdo do
ABTS realizada pelos extratos vegetais (SUCUPIRA et al., 2012).

Observamos que a pele é alvo de iniameros agentes quimicos, fisicos e
microbiologicos, que, dentre tantos danos provocados, induzem a formacdo de
radicais livres e ERO que por sua vez provocam desequilibrios diversos. Sendo que
a pele apresenta um aparato de protecédo natural contra tais agressdes que incluem
a ativacdo de sistemas de antioxidantes existentes no préprio corpo, além do
espessamento da camada coérnea, producdo do acido urocanico, pigmentacdo e
mecanismos de reparacdo do DNA (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO,
2007).

O papel dos agentes antioxidantes foi amplamente discutido na reducao dos
danos decorrentes da producdo de ERO no organismo (GRAGNANI et al., 2014),
portanto 0s estudos envolvendo tais mecanismos e a sua inclusdo em novos

produtos séo fundamentais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DA PESQUISA E LABORATORIOS PARCEIROS

O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(UNIVASF), no Laboratoério de Bioquimica em articulacdo permanente com o Nucleo
de Estudos de Plantas Medicinais (NEPLAME / UNIVASF). Outros espacos também
foram utilizados conforme a necessidade, sendo fundamentais para o

desenvolvimento da pesquisa, dentre eles:

e Laboratério de Farmacotécnica (LABTEC — UNIVASF);

e Laboratério de Quimica Organica — UNIVASF,;

e Laboratério de Microbiologia — UNIVASF;

e Central de Andlise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA —
UNIVASF).

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas de Morus nigra (Figura 5) foi realizada no municipio de
Petrolina-PE, sob as coordenadas geograficas 9°23'23.8"S 40°29'45.0"W, nos
meses de maio de 2017 e em novembro de 2018. A identificagdo boténica da
espécie foi realizada por comparacdo com a exsicata da planta n°® 1764, que se
encontra depositada no Herbério Vale do Séo Francisco (HVASF) da Universidade
Federal do Vale do Sé&o Francisco. Todos os procedimentos de acesso ao
patrimdénio genético e conhecimentos tradicionais associados foram realizados e o
projeto foi registrado no SisGen (Cadastro # AC34CFC).
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Figura 5: Aspecto da folha de Morus nigra L. (Moraceae). Fonte: Reflora, 2017.

Apos a coleta, o material botanico foi seco em estufa com circulacdo de ar a
45 °C, durante 5 dias. Ao final deste periodo, o material vegetal seco foi pulverizado

em moinho de facas para a obtencéo do p6 vegetal, que foi submetido & maceragéo.

Foi realizada a determinagdo da granulometria do p6, para qual foram
utilizados tamises com abertura com malha de 150, 250, 425, 600 e 850 um. Para o
ensaio, 25 g de amostras foram colocados sobre o receptor de tamises, durante 15
min, com vibracdo 4. As amostras retidas na superficie de cada malha foram
retiradas utilizando um pincel e pesadas ao término do tempo (BRASIL, 2010). O
percentual retido em cada tamis foi calculado, utilizando a equacéo:

(Eq. 1): (%) Retida pelo tamis :E—Zl. 100

Onde: P1 = massa da amostra retida em cada tamis (em gramas); P2 = Soma

das massas retidas em cada tamis e no coletor (em gramas).
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3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS: EXTRATO FLUIDO
HIDROALCOOLICO (MnEF) E EXTRATO ETANOLICO BRUTO (MnEEB)

A partir do p6 das folhas de M. nigra foram preparados dois extratos vegetais
hidroalcodlicos: extrato fluido (MnEF) e extrato bruto (MnEEB). Para a obtencéo do
extrato fluido hidroalcodlico, 100 g do material vegetal seco e pulverizado foram
submetidos a maceracdo em 500 mL de solucdo hidroalcodlica em diferentes
propor¢des de etanol PA (50, 60, 70, 80 e 90% (v/v)) com o intuito de realizar analise
do perfil de fendis e flavonoides obtidos nos extratos em diferentes proporcdes e
eleger a proporcéo ideal de solventes para extracdo dos compostos de interesse e
obtencdo do extrato bruto. Apdés 72 h, os primeiros 85 mL foram coletados e
armazenados em recipiente ambar, sob refrigeracéo (4 °C), enquanto que o restante
do material foi extraido e concentrado em rotaevaporador, a temperatura maxima de
60 °C. Foram realizadas extragcdes sucessivas com as mesmas proporcdes de
solvente, novamente filtradas e concentradas até o volume de 15 mL, adicionados
aos 85 mL iniciais, obtendo-se ao final do processo 100 mL de extrato fluido (Figura
6).

Para a obtencdo do extrato bruto (MnEEB), apés a selecdo da melhor
proporcao de solugdo extrativa, foi realizado o mesmo procedimento para extragao,
mediante maceracdo e trocas apds 72 h, sendo que a solucdo final, apos ser
concentrada em evaporador rotativo, foi colocada em estufa com circulacdo de ar
para a evaporacdo completa do solvente, em que, a partir de 100 g do pd seco,
foram obtidos 16,6 g do MnEEB (16,6% de rendimento em relagcdo ao peso seco da
planta).
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Coleta do material vegetal

Secagem e pulverizagao ]

Maceragdo: 100 g de
‘ material vegetal seco
|

MnEF 50 % MnEF 60 % MnEF 70 % MnEF 80 % MnEF 90 %

250 mL-EtOH | | 300 mL- EtOH | | 350 mL- EtOH | | | 400 mL - EtOH | ' | 450 mL - EtOH
250 mL - H,0 200 mL - H,0 150 mL - H,0 100 mL - H,0 50 mL - H,0

72h: coletados 85 mL

Analise de
Extragdo sucessiva do restante até constituintes
| completar 100 mL - concentrado em quimicos para
rotavapor - obten¢do do MnEF eleger melhor
proporgao de
solvente

Figura 6: Obtencado dos extratos vegetais a partir das folhas de Morus nigra.
Legenda: MnEF: extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; EtOH: etanol PA; H,O:
agua. Fonte: autoria propria.

3.4 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR

A triagem fitoquimica qualitativa buscou avaliar por meio de métodos
cromatograficos descritos por Wagner & Bladt (1996) apresentados na Tabela 1,
procurando-se evidenciar as principais classes de metabdlitos secundarios, a
exemplo de cumarinas, flavonoides, taninos, antraquinonas, lignanas e

naftoquinonas, com destaque aos compostos fendlicos.
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Tabela 1: Sistemas de eluicdo e reveladores utilizados para caracterizar as
principais classes de metabdlitos secundarios.

Classe
o Sistema eluente Padréo Revelador
quimica
Acetato de etila: 4cido férmico: Rutina
Flavonoides acido acético glacial: agua Quercetina NEY
(100: 11: 11: 26)
Cumarinas Tolueno: éter etilico (1:1 saturado Escopoletina KOH etandlico
com &cido acético 10 %) 10%
Derivados Acetato de etila: metanol: agua Aloina KOH etandlico
antracénicos (100: 13,5: 10) 10%
Lignanas Cloroférmio: metanol: agua Extrato de Vanilina
(70: 30: 4) linhaca fosforica
Naftoquinonas _ _ Biflorina KOH etandlico
Tolueno: &cido férmico (99: 1)
Lapachol 10%
Taninos Acetato de etila: &cido acético Catequina Vanilina
condensados glacial: acido formico: agua Epicatequina cloridrica
(100:11:11:26)
Sulfato de
Taninos n-Butanol: acetona: tampé&o Acido galico ferro
hidrolisaveis fosfato (40:50:10) Acido tanico amoniacal
(1%)
Triterpenos e Tolueno: cloroférmio: etanol Lupeol Lieberman-
esterdides (40:40:10) Sitosterol Burchard

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt, 1996.

3.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras foi feita por

meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteau

segundo Singleton e Rossi (1965) com modificacdes. Os resultados foram plotados
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em um gréfico que correlaciona a absorbancia da amostra com sua concentragao,
sendo o teor de compostos fendlicos totais dos extratos expresso em mg de
equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg EqQAG/g), por meio da curva
de calibracédo do &cido galico (R? = 0,9975), obtida em concentragcbes que variaram
de 50 a 1000 mg/L.

Inicialmente os extratos vegetais foram solubilizados em etanol absoluto P.A.
destes, foi aliquotado 40 pL, aos quais foram adicionados 3,16 mL de agua destilada
e em seguida 200 pL do reagente de Folin — Ciocalteau, homogeneizados logo em
seguida. Apos 6 min foi incorporado 600 pL de Na,COs. A leitura foi realizada em
espectrofotometro apdés 2 h de incubagdo a 20 °C em 765 nm. O branco foi
preparado com todos o0s reagentes, substituindo a amostra por agua destilada.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.6 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para determinagdo do teor de flavonoides totais, foi utilizado o método
colorimétrico por complexacédo metalica descrito por Dewanto et al. (2002), no qual
300 L iniciais dos extratos de M. nigra ou da solucdo padrdo de (+)-quercetina
foram adicionados a 1,5 mL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados
90 pL de uma solucéo de NaNO,. Apds 6 min de reacéo, 180 uL de uma solucao de
AICI3.H,0 10 % foram adicionados a mistura. Apos 5 min de reacao, 600 yL de uma
solucdo de NaOH 1M foram adicionados a mistura anterior. Finalmente, completou-
se o volume com 330 pyL de agua destilada e o sistema foi homogeneizado por
completo. A absorbéncia foi mensurada contra o branco em 510 nm, em
espectrofotdmetro, imediatamente apds a obtencdo da mistura final, em comparacgéo
com solucdes padrdes contendo (+)-quercetina em concentracdes que variaram de
50 a 1000 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
guercetina por grama de amostra (mg EqC/g) por meio de comparacdo com a curva
padrdo da quercetina (R? = 0,9775). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.7 ANALISE POR CLAE-DAD

Foi utilizado cromatégrafo liquido modelo Shimadzu (LC-20 AT) equipado com
um amostrador automatico (SIL-20 A) e um detector de arranjo de diodos (SPD-
M20A) controlado por software LC-Solution 1.0 (Shimadzu, Japan). Como fase
estacionaria utilizada foi uma coluna C-18 Thermos Scientific Hypersil 250 x 4,6 mm,
5 um. Como fase mével foram utilizadas duas solugbdes: solucdo A - &cido
trifluoracético (TFA) em agua 0,01% (v/v) e solugdo B: acetonitrila (ACN),
obedecendo ao gradiente descrito na Tabela 2. A temperatura foi mantida constante
em 30 °C, o volume de injecéo foi de 10 pyL para o extrato fluido hidroalcodlico (1
mg/mL), extrato etandlico bruto (1 mg/mL) e para as solu¢cées dos padrées (200
png/mL), sob fluxo de 0,8 mL/min. Antes de serem analisadas as solu¢des foram
filtradas por uma membrana filtrante de 0,22 um (Chromafil Xtra, EUA). As analises
foram feitas no comprimento de onda de 340 nm (SAMPAIO, 2017).

Tabela 2: Gradiente de eluigcdo do método analitico por CLAE-DAD.

Solucgéo de acido
Tempo (min) trifluoracético 0,01 % Acetonitrila (%)
(VIv) (%)
0-40 100-60 0-40
40-50 60 40
50-60 60-100 40-0

Fonte: SAMPAIO, 2017.

Foram analisadas 17 substancias quimicas de referéncia analitica (Sigma
Aldrich): acido cafeico, acido clorogénico, &acido galico, acido p-cumarico, acido
protocatecuico, A&cido tanico, apigenina, catequina, miricetina, naringenina,
guercetina, quercetina-3-B-glicosideo, resveratrol, rutina, cirsiliol, harmana e vitexina.
Para identificar a presenca desses compostos na amostra foram comparados o
tempo de retencdo e espectro de UV (Amax) das substancias padrédo com os picos

presentes no cromatograma das amostras.
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3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.8.1 Método do sequestro do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical livre foi medida utilizando o ensaio do
DPPH (MENSOR et al., 2001). Solucdes dos extratos foram preparadas a 0,5% e a
1% (v/v) do MnEF e a [1 mg/mL] do MnEEB, além dos padrées (acido ascorbico,
BHA e BHT) e diluidas até concentragdes finais de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 yg/mL em
etanol. A solugédo de DPPH foi preparada em etanol na concentragdo de 50 pg/mL.
Foi adicionado 1 mL dessa solugéo a 2,5 mL das solu¢gbes das amostras e padrdes
nas diferentes concentracfes 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), utilizando a seguinte
formula:

(EC] 2) (% AA) — Acontrole_Aamostra XlOO

Acontrole

Onde: Acontrole indica a absorbancia do controle e Aamostra indica a absorbancia
da amostra. Solugdes de etanol (1,0 mL) com as amostras em estudo (2,5 mL) foram
utilizadas como branco. A solucdo de DPPH (1,0 mL) com etanol (2,5 mL) foi usada
como o controle negativo. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos em CEsp, onde os valores foram calculados por regressao néo

linear.

3.8.2 Teste da auto-oxidacao do B-caroteno

O principio do método é a perda da cor amarela do 3-caroteno devido a sua
reacdo com radicais formados pela oxidacdo do &cido linoleico em uma emulséo,
sendo que antioxidantes podem retardar a reacdo (WANNES et al., 2010). Para o

teste, 2 mg de B-caroteno foram solubilizados em 10 mL de cloroférmio e a 2 mL
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desta solucao, foram adicionados 40 mg de &cido linoleico e 400 mg de Tween 40. O
cloroférmio foi evaporado sob vacuo a 40 °C e 100 mL de agua destilada foram
adicionados, agitando-se vigorosamente por 2 min. Padrbes foram usados como
controle (acido ascorbico, BHA e BHT) e os extratos foram preparados em etanol. A
emulsdo (3,0 mL) foi adicionada a um tubo contendo 0,12 mL de solucdes a
1 mg/mL de compostos de referéncia e extratos M. nigra. A absorbancia foi
verificada em 470 nm e a emulséo teste foi incubada em banho-maria a 50 °C por
120 min e novamente verificada a absorbancia. Os extratos foram substituidos por
etanol no controle negativo. A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem
de antioxidante atividade (%) e avaliada como taxa de branqueamento do 3-caroteno

usando a formula:
(Eq. 3): % AA=[1 - (Ao - A) / (A’ — A)] x 100

Onde: Ay € a absorbéancia inicial e A; € a absorbéancia final medido para a
amostra de teste; A’ é a absorbancia inicial e A é a absorbancia final medida para
o controle negativo (branco). Os testes foram realizados em triplicata.

3.8.3 Método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] foi feita conforme a metodologia descrita por
Rufino e colaboradores (2007). O radical ABTS™ foi formado pela reacio de 5 mL da
solugdo ABTS™ 7 mM com 88 pL da solucdo de persulfato de potassio 140 mM,
incubados a temperatura de 25 °C e na auséncia de luz, durante 12 h.

Posteriormente foi preparada a solucdo do radical ABTS, também na
auséncia da luz, diluindo-se 1 mL do radical em 70 mL de etanol ou até a obtencao
do valor de absorbéncia de 0,700 + 0,020 em 734 nm. Novamente os extratos foram
diluidos em concentracdes de 0,5% e 1%, dos quais foi retirado 300 uL e colocados
em cubetas aos quais foram adicionados 2,7 mL da solucao do radical ABTS, sendo

levadas ao ultrassom por 6 min, ainda no escuro. Para o branco, a solu¢do do
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radical ABTS foi substituida por etanol e para o controle negativo, a amostra foi

substituida por etanol. O experimento foi realizado em triplicata.

3.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA in vitro

3.9.1 Determinagao do comprimento de onda maximo (An.x) € absorbancia

maxima (Amax) dOs extratos vegetais de Morus nigra

Para determinar o comprimento de onda maximo (Amax) € absorbancia maxima
(Amax) dos extratos, foram preparadas solu¢gées em alcool etilico absoluto PA, sendo
o extrato fluido hidroalcodlico (MnEF) a 0,25% e extrato etandlico bruto (MnEEB) a
50,0 mg/L e/ou 100 mg/L m/v e realizada varredura em espectrofotometro (Model
Nova® 1600 UV) entre os comprimentos de onda de 240 a 400 nm, com intervalos
de 5 nm, utilizando cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho Optico. O alcool etilico

absoluto PA foi utilizado como branco e o experimento realizado em triplicata.

3.9.2 Determinacéao do fator de protecao solar (FPS) in vitro

Para a determinacdo do FPS dos extratos vegetais foi utilizado o método in
vitro espectrofotométrico desenvolvido por Mansur e colaboradores (1986). As
solugbes para leitura no espectrofotometro (Model Nova® 1600 UV) foram
preparadas a partir da solubilizacdo dos extratos em etanol absoluto PA, na
concentracéo final de 0,2 mg/mL (MnEEB) e a 0,5% e 1% (MnEF), e submetidos a
leitura para a determinacdo das absorbancias nas faixas de comprimento de onda
entre 290 e 320 nm, com intervalos de 5 nm. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas em cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico. O alcool etilico
absoluto foi utilizado como branco e o experimento realizado em triplicata

(VIOLANTE et al.,, 2009). Ap6s a varredura, as absorbancias obtidas foram
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adicionadas na Equacao 4 proposta por Mansur e colaboradores (1986) que

relaciona o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacao.

(Eq.4):  |FPS = FCS EE(L)i()).Abs()

2900

Onde: FPS = fator de protegéo solar; FC = fator de correcdo (=10); EE (A) =
efeito eritematogénico da radiagcdo de comprimento de onda (A); i (A) = a intensidade
da luz solar no comprimento de onda (A) e Abs (A) = a absorbéancia da formulagdo no

comprimento de onda (A).

O efeito eritematogénico presente na equacado acima pode ser definido como
primeira reacdo eritematosa perceptivel com bordas claramente definidas,
observadas entre 16 e 24 h apds a exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta (BRASIL,
2012). A intensidade desse efeito depende do tempo de exposi¢cdo, do comprimento
de onda da radiacao e da intensidade da luz incidente. A Tabela 3 mostra a relacéo
entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo em cada comprimento de

onda.

Tabela 3: Relag&o entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiagcdo em
cada comprimento de onda

A (nm) EE (A) x 1 (A)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: Mansur et al., 1986.
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3.10 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES

3.10.1 Emulsfes-base

Previamente, foi realizado o estudo dos componentes das formulacdes
propostas no trabalho. Assim, foram considerados estudos cientificos publicados
sobre a toxicidade de extratos vegetais de folhas de Morus nigra, bem como os
marcos regulatérios que incidem sobre a concentracdo e os componentes das
formulacdes cosméticas no Brasil, considerando apenas os produtos aprovados para
uso nas concentragcdes recomendadas, considerando os instrumentos normativos
RDC n° 69/2016, RDC n° 29/2012 e RDC n° 30/2012 (ANVISA, 2016; ANVISA,
2012a; ANVISA, 2012b; BRASIL, 2004).

No mesmo sentido, o estudo de Oliveira Junior e colaboradores (2013), que
avaliou propriedades fotoprotetoras de formulagcdes cosméticas contendo extrato
hidroalcodlico de N. variegata (Nv-HA) e obteve fitocosméticos com atividade e
estabilidade mediante ciclos de gelo/degelo, foi o ponto de partida para o desenho
da composicdo da emulsdo-base 1 e formulagdes fitocosméticas do lote A. Tomando
este como ponto de partida, foram sendo feitas alteracdes considerando o

comportamento e respostas das amostras nos testes de estabilidade.

Partindo deste principio, foram desenvolvidas duas emulsdes anidnicas
diferentes, uma emulséo nao ibnica e foi utilizada uma emulsdo anibnica comercial
para efeito comparativo. A tabela 4 (pagina 55) apresenta a composi¢ao quali-

quantitativa das emulsdes-base.
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Tabela 4. Composicao das emulsdes-base.

Composicao das emulsdes-base

Componente Funcéao Emulséo Emulséo Emulsdo Emulséo
Nomenclatura INCI basel base2(EB2) base3 base 4
(EB1) % % (EB3)% (EB4) %
(Vitabase®)
Base Emulsionante  Cetearyl Cetearyl Cetearyl Cetearyl
alcohol  alcohol (and)  alcohol alcohol
(and) sodium (and) 5%;
sodium cetearyl sodium  ceteareth
lauryl sulfate cetearyl - 20 3%;

- sulfate sulfate cetyl

é 6% 12% alcohol

% 4%

N Propylparaben Conservante 0,05% -- 0,10% 0,10%
Oleato de Isodectila Emoliente 5% -- -- --
Isopropyl Myristate Emoliente - - 6% 6%

Phenoxyethanol® Conservante -- NI -- --

Ethylhexyl Palmitate Emoliente -- NI -- --
BHT Antioxidante 0,05% NI 0,05% 0,05%
Methylparaben Conservante 0,15% -- 0,20% 0,20%
Imidazolidinyl Ureia  Conservante -- NI 0,30% 0,30%

< Methysothizolinone® Conservante -- NI -- --

g Glycerin Umectante 5% -- 6% 6%

; Propylene Glycol Umectante 3% NI 4% 4%

T Disodium EDTA Agente 0,05% NI 0,05% 0,05%

guelante
Aqua Veiculo g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p.

(Continua)
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(Continuacao)
Cyclomethicone Emoliente 1% - 2% 2%

= (and) Dimethicone
o Crosspolymer
E Cyclopentasiloxane Emoliente - NI 3% 3%
% Cyclopentasiloxane Emoliente - - 2% 2%
ﬁ Dimethiconol
L% Mineral oil Emoliente -- NI -- --

Phenyl Trimethicone Emoliente 1% -- -- --

Legenda: INCI: nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos; NI:
guantidade néo informada; qg.s.p.; quantidade suficiente; (-): auséncia do
componente na formulacdo. Fonte: autoria prépria.

A emulsdo de partida foi a EB1 (Lote A) e ap0s o teste com a emulséo
comercial EB2 (Lote B), chegou-se a composicdo EB3 (Lote C). Por fim, foi
desenvolvida a emulsdo nédo ibnica EB4 (Lote D). Foram mantidas apenas as
proporcbes dos agentes antioxidantes, sendo as propor¢cdes dos demais
constituintes ajustadas conforme observacdo do comportamento da formulacdo ao
longo dos testes. As emulsbes EB1, EB3 e EB4 foram preparadas segundo o
processo de emulsificacdo (Figura 7) no qual as fases oleosa e aquosa foram
aguecidas separadamente a 75 °C e 80 °C, sendo a fase aquosa vertida de maneira
lenta e com agitacdo constante sobre a fase oleosa. Apds a formacéo da emulséo,
foi reduzida a velocidade de agitacdo, iniciando o resfriamento do sistema até a
temperatura de 40 °C, quando foi adicionada a fase complementar composta de
silicones. A mistura permaneceu sob agitacdo lenta até atingir a temperatura
ambiente. Apos 24 h de maturacdo, as bases foram submetidas aos testes de
estabilidade preliminar, analisando pH, resisténcia a centrifugacdo e viscosidade,

sendo entdo incorporados 0s extratos vegetais e filtros UV.
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Figura 7: Desenvolvimento das emulsdes-base. Fonte: autoria propria.

3.10.2 Desenvolvimento das formulacdes fitocosméticas a base de extratos

vegetais de M. nigra

A partir das emulsdes-base, apds 24 h de estabilizacdo foram desenvolvidas
36 formulacdes (Tabela 5), incorporadas com filtros organicos (octilmetoxicinamato e
benzofenona-3), que foram suspensos em propilenoglicol, além de filtros inorganicos
(6xido de zinco e diéxido de titanio) e o0s extratos vegetais, sendo que as
formulacdes dos lotes A e B foram incorporados extrato fluido hidroalcodlico 70%
(MnEF 70%) enquanto que as formulagbes dos lotes C e D foram incorporados
extrato etandlico bruto (MNEEB) solubilizado previamente em propilenoglicol (Figura
8, pagina 59). As formulacdes foram preparadas a fim de serem selecionadas
aquelas com melhor estabilidade macroscopica, a partir da analise das
caracteristicas organolépticas.



Tabela 5: Composicao das formulagdes fotoprotetoras
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Lote Formulagéo Filtros UV Extrato M. Base
nigra
1 Al - - EB1
2 A2 - MnEF 5% EB1
3 A3 MnEF 10%  EB1
4 < A4 BZF 7%; OCM 5%; OX ZN 2%j; - EB1
@ DIOX TIT 2%
5 3 A5 BZF 7%; OCM 5%; OX ZN 2%, MnEF 5% EB1
DIOX TIT 2%
6 A6 BZF 7%; OCM 5%; OX ZN 2%; MnEF 10%  EB1
DIOX TIT 2%
Bl - - EB2
8 B2 - MnEF 5% EB2
B3 - MnEF 10% EB2
10 B4 BZF 7% MnEF 5% EB2
11 B5 BZF 5% MnEF 10%  EB2
12 m B6 OCM 5% MnEF 5% EB2
13 % B7 OCM 5% MnEF 10% EB2
14 B8 OCM 5%; BZF 5% MnEF 5% EB2
15 B9 OCM 5%; BZF 5% MnEF 10%  EB2
16 B10 OCM 5%; BZF 5% - EB2
17 B11 BZF 7% - EB2
18 B12 OCM 5% - EB2
19 C1 - - EB3
20 C2 - MnEEB 5% EB3
21 C3 - MnEEB 10% EB3
22 o C4 BZF 7% MnEEB 5%  EB3
23 9 C5 BZF 5% MnEEB 10% EB3
24 3 C6 OCM 5% MnEEB 5%  EB3
25 C7 OCM 5% MnEEB 10% EB3
26 C8 OCM 5%; BZF 5% MnEEB 5% EB3
27 C9 OCM 5%; BZF 5% MnEEB 10% EB3

(Continua)
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(Continuacao)
28 C10 OCM 5%; BZF 5% - EB3
29 Cil1 BZF 7% - EB3
30 Ci12 OCM 5% - EB3
31 D1 - - EB4
32 D2 - MnEEB 5% EB4
33 A D3 - MnEEB 10% EB4
34 % D4 OCM 5% MnEEB 5% EB4
-
35 D5 OCM 5% MnEEB 10% EB4
36 D6 OCM 5% - EB4

Legenda: BZF: Benzofenona; OCM: Octilmetoxicinamato; OX ZN: Oxido de Zinco;
DIOX TIT: Diéxido de Titanio; MnEF: Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra;
MnEEB: Extrato etandlico bruto de M. nigra; EB1: Emulsdo-base 1; EB2: Emulséo-
base 2; EB3: Emulsdo-base 3; EB4: Emulsdo-base 4. Fonte: autoria propria.

Figura 8: Desenvolvimento das formulacdes fitocosméticas. Fonte: autoria propria.
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3.11 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

3.11.1 Parametros analisados

Os estudos de estabilidade das formulagcdes compreendem a estabilidade

preliminar, estabilidade acelerada e estabilidade microbiologica, sendo analisados

parametros organolépticos, fisico-quimicos e microbioldgicos.

Inicialmente observou-se visualmente as amostras. Para tanto, uma aliquota

de cada amostra foi colocada em vidro de relégio, sobre um fundo bege e foram

verificadas modificacdes macroscépicas em relacdo ao padrao estabelecido. Dentro

dos parametros organolépticos das formulacbes foram analisadas as seguintes

caracteristicas:

ASPECTO: descrito como fluido, viscoso, homogéneo ou heterogéneo. A
amostra foi classificada como normal, sem alteracdo, levemente modificado
(inicio de alteracdes como separacao de fases, cremagem ou floculagéo),
modificado (alteracbes mais evidentes de separacédo de fases, cremagem ou
floculacdo) ou intensamente modificado (alteracdes completas da formulagao
como separacéo total de fases intensa precipitagéo, cremagem ou floculagao
intensa).

COR: utilizando método visual, realizou-se comparacdo da cor da amostra
com a do padrao estabelecido, usando fontes de luz branca indireta. As
amostras foram classificadas segundo os seguintes critérios: normal, sem
alteracéo; levemente modificada; modificada; intensamente modificada.
ODOR: realizado diretamente através do olfato, também por comparacéo das
formulacdes incorporadas ao extrato com o padrdo. As formulagcdes podem
ser classificadas segundo os seguintes critérios: caracteristico; normal, sem
alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente modificada
(BRASIL, 2004).

Foram monitorizados ainda os parametros fisico-quimicos, pH, viscosidade e

espalhabilidade das formula¢gdes. A medida do pH foi realizada nas formulacfes que
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permaneceram estaveis macroscopicamente nos ensaios de centrifugacdo e
estresse térmico. Foi utilizado o método potenciométrico, com pHmetro digital,
previamente calibrado com as solu¢gdes tampé&o pH 4,0 e 7,0. As amostras foram
diluidas em agua destilada, obtendo-se uma solucdo estoque a 10%. A viscosidade
foi avaliada por meio de viscosimetro rotativo (Quimis). O sensor imerso na amostra
permite que, sob velocidade crescente, seja feita a leitura das viscosidades,
tracando assim curvas ascendentes e descendentes, a fim de serem classificados os
sistemas em Newtonianos ou n&do-Newtonianos (BRASIL, 2012). Ambos os testes

foram realizados em triplicata.

Para analise da espalhabilidade, 0,3 g de amostra foi colocado entre placa de
vidro medindo 10 X 18 cm e 0,5 cm de espessura, sendo a primeira placa disposta
sobre papel milimetrado apoiado em uma placa de madeira. As placas seguintes
foram sendo adicionadas, em total de oito placas, sendo aguardados 2 min apos a
colocacdo de cada placa para a leitura do diametro formado, em cm. Os dados
foram plotados em uma planilha na qual foi calculada a espalhabilidade conforme
Equacao 5 (BRASIL, 2004).

d2.m

(Eq. 5) Ei =

Onde: Ei= espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?); d=
didmetro médio (mm) da amostra apds a sobreposicdo de placa. Sendo os testes

novamente realizados em triplicata.

3.11.2 Estudo de estabilidade preliminar

Conforme descrito anteriormente, a avaliacdo da estabilidade fisica das
formulacdes foi monitorada por meio da analise visual da cor e do aspecto, das
medidas da variacdo da viscosidade e do pH das amostras. Para a andlise da
estabilidade preliminar das formulagdes foram realizados os testes de centrifugacao
e ciclos de gelo/degelo, sendo avaliadas as caracteristicas organolépticas, de
acordo com Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos sugerido pela Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012): aspecto, cor e odor, além do pH e
viscosidade, para aquelas formulacdes que permaneceram estaveis ao final do
teste. Para o teste de centrifugacédo, 10 g de cada formulagdo foram acondicionados
em tubos plasticos transparentes e submetidos a centrifugacdo por 30 min a
3.000 rpm e temperatura de 25 °C. Para o ensaio de gelo/degelo, as formulacdes
foram submetidas a ciclos de 24 ha 40 + 2 °C, e 24 ha 4 £ 2 °C durante 12 dias,
totalizando 6 ciclos. Para a avaliagdo dos parametros foram seguidas as
especificacdes descritas no item 3.11.1, pagina 60 (BRASIL, 2012; SPELLMEIER,
2005).

3.11.3 Ensaio de estabilidade acelerada

Para o estudo de estabilidade acelerada, amostras foram selecionadas entre
as formulagbes que apresentaram melhor compatibilidade e atividade durante os
ensaios prévios. Assim, amostras das formulacdes foram colocadas em estufa a 40
+ 2 °C, em geladeira a 4 + 2 °C e em temperatura ambiente a 20 °C + 2 °C por 90
dias, sendo avaliados os pardmetros organolépticos: aspecto, cor e odor, além do
pH, viscosidade e espalhabilidade a fim de observar alteracdes induzidas pelos
fatores temperatura/tempo. As avaliacbes foram realizadas conforme descrito no
item 3.11.1, pagina 60. As determina¢cdes do pH e parametros organolépticos foram
realizadas nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias, e as analises de viscosidade e
espalhabilidade foram realizadas nos tempos 0 e 90 dias. O tempo zero foi
considerado 0 momento em que se realizou o primeiro registro de um parametro
analisado (BRASIL, 2004). Foi realizado ainda o monitoramento da atividade

antioxidante, de acordo com item 3.8.1 (pagina 50).
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3.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ESTABILIDADE MICROBIOLOGICA DAS
FORMULACOES

3.12.1 Concentracdo Inibitéria Minima — CIM e Concentracdo Bactericida
Minima — CBM.

A atividade antimicrobiana in vitro, foi avaliada no extrato de M. nigra e
formulacdes selecionadas na estabilidade preliminar, diluidos em agua destilada,
obtendo-se uma solugdo estoque na concentracdo de 25 mg/mL. A microdiluicéo,
baseada no documento M07-A9 (CLSI, 2012), consistiu na distribuicdo de 100 pL de
caldo Muller-Hinton em placas de microtitulacdo; a seguir, 100 pL da solucdo
estoque foram acrescidos ao primeiro poco e, ap0s homogeneizacao, transferido
para o segundo e assim sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentracdes
finais de 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,3; 390,6; 195,3 e 97,6 ug/mL. Para a
gentamicina obteve-se uma concentracdo inicial de 1,6 mg/mL e diluida nas
concentracdes de 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 e 0,0125 mg/mL.

Na preparacdo do inoculo foi utilizado cultivo bacteriano de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Shigella flexineri (ATCC
12028), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Serratia marcescens (ATCC 13880)
Staphylococcus aureus MRSA (33591) e Salmonella enterica (ATCC 10708) para
obtencdo de uma suspensdao com turvagcdo em solugcdo salina com densidade
variando entre 0,08 a 0,1 no comprimento de onda de 625 nm, obtendo-se uma
suspensdo homogénea de 1,5.10° cels/mL® correspondente ao padrdo Mc Farland
0,5. Desta suspenséao, foi inoculado 10 pL nos pocgos das microplacas contendo a
diluicdo do extrato e formulagbes. O material foi incubado a 37 °C por 24 h, em

condi¢cOes de aerobiose.

Apos incubacgdo foi adicionado 10 pL de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio
(CTT) a 1% em cada poco para a deteccdo da mudanca de cor, do incolor para
vermelho, que refletiu 0 metabolismo bacteriano ativo. Sendo assim, determinado a

concentracao inibitéria minima (CIM), como a concentracdo mais baixa da amostra
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gue visivelmente inibiu o crescimento bacteriano. De todos os pogos foi retirada uma
aliquota de 10 pL, semeando-se na superficie de agar MH e incubando por 24 h a
37°C. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi definida como a menor
concentracdo da amostra capaz de causar a morte do indculo. Os ensaios foram

realizados em triplicata (Figura 9).

Figura 9: Ensaio de atividade antimicrobiana. Fonte: autoria prépria.

3.12.2 Teste de desafio da eficacia do sistema conservante (Challenge Test)

Para determinar a resisténcia das formulacfes estudadas a contaminacéo
microbiana foi realizado o teste de desafio da eficacia do sistema conservante.
Novamente, foram submetidas ao teste as amostras selecionadas na estabilidade
preliminar. Foram utilizados o0s seguintes microrganismos-teste: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), os quais foram suspensos em solucao salina a partir de cultura ativa
de 24 — 48 h em superficie de agar. A suspensao foi ajustada para uma contagem
de 1,5.10° UFC.mL™? correspondente ao padrdo McFarland 0,5, com densidade
Optica variando entre 0,08 a 0,1 no comprimento de onda de 625 nm (ABDI, 2015).

Apds obtencdo do inéculo, realizou-se a contaminacdo da formulagdo a ser
testada com 1% da suspenséo bacteriana em relacdo ao volume, obtendo-se uma
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diluicdo de 1/100 do in6culo. De cada formulacéo retirou-se 0,5 g que foi diluida em
4,5 mL de solucdo salina obtendo uma diluicdo de 10" e a partir desta retirou-se
1 mL e realizou-se diluicdo seriada até 10°, destas diluicdes foi retirado 1 mL e
colocado em placa de petri, em seguida foi adicionado agar para contagem e
incubou-se em estufa a 37 °C por 24 h para contagem das coldnias. O teste foi
realizado durante 28 dias, sendo realizadas leituras das unidades formadoras de
colénias nos intervalos de 0, 7, 14 e 28 dias. A contagem foi realizada em triplicata

para cada diluicdo e apresentadas como a média (n=3).

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram avaliados estatisticamente pela analise de variancia de
pareamento utilizando o ANOVA one — way para varidveis ndo paramétricas,
utilizando o GraphPad Prism versao 6.0 e expressa como média + desvio padrdo
(D.P.). A analise visou, fundamentalmente, verificar se existe diferenca significativa
entre as médias dos resultados obtidos. O intervalo de confianga de 95% foi
utilizado, valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Foram utilizados ainda os softwares ChemWindow, Origin, Shimadzu e Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Caracterizacdo do p6 de Morus nigra

Foram coletados 1.633,4 g de folhas a partir das quais, mediante processo de
secagem e pulverizagdo, foi possivel obter 542,4 g de po, representando assim
33,20% de rendimento. Para fins de caracterizacdo do po6 obtido, foi feita a
determinacao da granulometria conforme orienta a Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010), sendo calculada a média do percentual de pd retido em cada tamis.
Observou-se maior retencdo nos tamises de abertura de malhas de 250 pm
(47,72%) e 425 um (31,6%), como pode ser visto na figura 10. Portanto, € possivel
classificar o p6 como moderadamente grosso. Estudo anterior (SAMPAIO, 2017)
realizou analise granulométrica do p6 das folhas de M. nigra, também classificando
entre semifino e moderadamente grosso, sendo, desta forma, compativel com os

processos extrativos adotados nesse estudo.
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Figura 10: Distribuicdo granulométrica do po das folhas de M. nigra. Fonte: autoria
propria.
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4.2 EXTRATOS VEGETAIS DE Morus nigra: MnEF E MNEEB

4.2.1 Analise fitoquimica preliminar

A partir da triagem fitoquimica inicial dos extratos MnEF preparados
empregando diferentes proporcdes de etanol/agua foi possivel identificar as
principais classes de metabdlitos secundarios por meio dos métodos
cromatograficos apresentados por Wagner & Bladt (1996). Na tabela 6 (pagina 69) é
possivel observar a presenca de compostos fendlicos predominante nas proporcdes
a 60% e 70%. Além disso, verificou-se a presenca de flavonoides glicosidicos
fortemente no MnEF 70%, assim como alcaloides, derivados cinamicos,

fenilpropanoglicosideos e taninos condensados.
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Tabela 6: Caracterizagao fitoquimica de extratos de Morus nigra.

CLASSE MnEF MnEF MnEF MnEF MnEF
QUIMICA 50% 60% 70% 80% 90%
Alcaloides ++ ++ +++ + +++

gerais

Antocianinas - - - - .

Antraquinonas - - - - -

Agliconas

Compostos ++ +++ +++ + +
Fendlicos

Cumarinas - - - - -
Derivados ++ ++ +++ ++ +++

antracénicos

Lignanas ++ ++ +++ + +++
Mono, sesqui e - + +++ + ++
diterpenos

Naftoquinonas - - - - -

Saponinas - + ++ - -
Taninos ++ +++ +++ + +
condensados

Triterpenos e - - - - -
esteroides

Xantinas - - - - .

(-) Ausente; (+) Baixo; (++) Moderado; (+++) Forte. Fonte: autoria propria.

A andlise preliminar permitiu definir a extracdo hidroalcodlica a 70% para o
seguimento do estudo, com a elaboracdo de extrato etandlico bruto. Os resultados
estdo de acordo com outros estudos realizados que mostraram na triagem
fitoquimica reacdo positiva para a presenca de flavonoides, taninos, alcaloides e
fendis (QUEIROZ et al., 2012; MALIK et al, 2012; MALLHI et al., 2014; KUMAR et
al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; PADILHA et al., 2010a).
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4.2.2 Determinacdo de fenois e flavonoides totais

Foi realizada a determinacado dos teores de fendlicos e flavonoides totais dos
extratos vegetais de Morus nigra a partir das curvas de calibracdo do acido galico e
da quercetina. A tabela 7 mostra que o extrato MNEEB apresentou o maior teor de
compostos fendlicos (78,87 + 3,29 mg EqAG/g), enquanto o extrato de MnEF

apresentou maior teor de flavonoides totais (64,58 + 0,008 mg EqC/g).

Tabela 7: Teores de fendlicos totais e flavonoides totais dos extratos das folhas de

Morus nigra
Extratos Fendlicos totais (mg EQAG/g) Flavonoides totais (mg EqC/g)
MnEF 61,87 + 0,002° 64,58 + 0,008°
MnEEB 78,87 + 3,292 46,13 + 4,32°

MnEF: Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; MnEEB: Extrato etandlico bruto
de M. nigra. Valores expressos em média £ DP (n=3). Na mesma coluna, letras
iguais indicam nao haver diferenca estatistica apds analise ANOVA e teste de
Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria propria.

Os resultados provenientes desse estudo corroboram com pesquisa que
analisou extrato etandlico bruto e fracdes das folhas de M. nigra encontrou menores
teores de compostos fenolicos no extrato etanolico bruto (58,05 + 5,20) e dentre os
extratos analisados, o extrato acetato de etila (AcOEt) continha a maior quantidade
(153,00 = 11,34) e para o teor de flavonoides totais, o maior valor foi hovamente
observado no extrato AcOEt (292,50 + 70,34) enquanto o extrato etandlico bruto
(Mn-EtOH) apresentou 35,48 + 6,86 mg EqC/g (SOUZA et al., 2018). Zeni et al.
(2017) analisaram infusdo e decoccdo em agua e ainda decoccao hidrometandlica,
encontrando valores similares ao estudo, sendo que a quantidade de fendlicos totais
foi maior na infusdo (75,86 + 0,87 mg/g) do que na decocc¢ao (64,59 = 0,14 mg/g) e
maior conteldo de flavonoides totais também na infusdo (79,96 = 0,71 mg/qQ)

seguido pelo decocto hidrometandlico (76,76 = 0,78 mg/q).

4.2.3 Atividade antioxidante dos extratos vegetais

A atividade antioxidante (AA) é primordial para a vida humana e esta
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diretamente relacionada com diversas func¢des bioldgicas relacionadas a protecao
celular. Inicialmente todos os extratos fluidos de M. nigra foram submetidos ao
ensaio de ABTS (tabela 8) para, juntamente com a dosagem de compostos fendlicos
e da avaliagéo da atividade fotoprotetora, verificar a melhor proporgao de solvente
hidroalcodlico para dar seguimento ao estudo, com o desenvolvimento do

fitocosmético.

Tabela 8: Atividade antioxidante de MnEF das folhas de Morus nigra segundo
método de ABTS.

MnEF ABTS (% AA)
MnEF 50% 97,56 + 3,37% 2
MnEF 60% 98,49 + 1,122%?2
MnEF 70% 99,30 + 0,349%?
MnEF 80% 75,33 + 5,297%"°
MnEF 90% 99,83 + 0,302% 2

MnEF: Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra. Valores
expressos em media £ DP (n=3). Na mesma coluna, letras
iguais indicam n&o haver diferenca estatistica ap0s analise
ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria propria.

Por meio da tabela 8 observamos melhores percentuais de atividade
antioxidante em MnEF 90% com 99,83 + 0,302% de AA, similar a MnEF 70% com
99,30 £ 0,349% de AA, MnEF 60% com 98,49 + 1,122% de AA e MnEF 50% com
97,56 + 3,37% de AA. A menor atividade foi observada em MnEF 80%, com 75,33 +

5,297% de capacidade antioxidante.

Posteriormente, quando escolhida a solucdo extrativa hidroalcdlica a 70%
para seguimento do estudo, foi avaliado o potencial antioxidante de extratos de M.
nigra pelo método de sequestro do radical livre DPPH. O principio do ensaio é a
transferéncia de elétrons, na qual o DPPH, de cor purpura, é reduzido dando origem
ao difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela. Os resultados indicam a
porcentagem de poder antioxidante ou sequestradora de radicais livres e sao
expressos como CEsp, como a concentracao para obter 50% de uma estimativa do
efeito maximo em 100%, sendo a melhor atividade quanto menor o valor de CEso.
Foi utilizado ainda o método do branqueamento do B-caroteno, que se baseia na

oxidacdo (descoloracédo) deste, determinando assim o poder antioxidante de um
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agente. A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de Morus nigra €

apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Atividade antioxidante dos extratos das folhas de Morus nigra segundo
método DPPH e (B-caroteno

DPPH B-caroteno
Amostras
(CEso, pg/mL) (% AA)

MnEF 4,23 + 3,292 45,64 + 6,672
MnEEB 63,1+ 5,85° 11,57 +5,95°
Acido ascorbico 20,15 + 4,45° 0,54 + 4,51°
BHA 1,41+ 1,002 71,98 + 9,83¢

BHT 1,72+2,97% 79,21 + 3,56°

CEso é a concentracdo do extrato capaz de estabilizar 50% do
radical DPPH. Valores expressos em média + DP (n=3). Na mesma
coluna, letras iguais indicam ndo haver diferenca estatistica apos
analise ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria proépria.

Os dados mostraram que o0s extratos de M. nigra possuem elevada
capacidade de sequestro de radicais livres, com CEsy < 100 pug/mL, sendo que o
MnEF apresentou melhor atividade (4,23 + 3,29) do que MnEEB, e BHA e BHT
demonstraram melhor atividade antioxidante. Utilizando o método de
branqueamento com B-caroteno, foi observada melhor atividade antioxidante do
extrato fluido de M. nigra com 45,64 + 6,67% de atividade, ja 0 extrato bruto

apresentou 11,57 + 5,95% de atividade, acima do padrao acido ascorbico.

Os resultados apresentam conformidade com o estudo de Souza et al. (2018)
gue analisaram extrato bruto e fracGes, sendo que o extrato etandlico apresentou
CEso de 69,10 £ 1,88 ug/mL e a fracdo AcOEt apresentou o melhor resultado, com
CEso de 50,40 £ 1,16 yg/mL. No método do 3-caroteno, o extrato ACOEt novamente
mostrou melhor antioxidante com 54,10 + 12,34% de atividade, enquanto que o

extrato etandlico apresentou 41,30 £ 12,80% de atividade antioxidante.

Zeni et al. (2017), que analisaram extratos obtidos por diferentes métodos
extrativos (infusdo, decoccdo e decocto metandlico), encontraram atividade

antioxidante superior, sendo os extratos obtidos por infusdo com 83,85 £+ 0,99% e
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hidrometandlico com 81,71 + 0,05% de atividade, superior a decoccao (74,37 *
0,20%).

Os compostos fendlicos sdo considerados como agentes antioxidantes mais
ativos nos vegetais e sua relacdo com a atividade antioxidante é amplamente
discutida, sendo intimamente ligada a presenca de polifendis. Eles podem atuar de
maneiras diversas no combate aos radicais livres pela doacdo de um atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aroméatica, quelando metais
de transicdo (Fe?* e o Cu"), interrompendo a reacao de propagacao dos radicais
livres na oxidacéo lipidica ou reparando danos ocasionados pelos radicais livres
(PODSEDEK, 2007; MIN; EBELER, 2008).

4.2.4 Analise dos extratos por CLAE-DAD

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, considera-se que a fase
estacionaria é escolhida de acordo com a amostra que sera utilizada e com o
objetivo da analise, podendo ser em fase normal (polar) ou fase reversa (apolar).
Comumente utiliza-se a silica, por ser qguimicamente estavel quando em contato com
a maioria dos solventes organicos e em sistemas que apresentam pH baixo. Ja a
escolha da fase moével afeta a resolugéo, a seletividade e a eficiéncia da separagéo
cromatografica. Sendo a fase estacionaria normal, os solventes utilizados na fase
moével sdo apolares, sendo a fase estaciondria reversa, sao utilizados solventes
polares O detector do sistema efetua a analise da solucdo que passa através da
coluna cromatogréfica, detectando os analitos presentes, e para cada um desses €
emitido um pico no cromatograma, conforme sua concentragdo (GUPTA et al,

2012).

A andlise considerou o tempo de retengéo e espectro de UV da rutina (Figura
11) e da isoquercetina (Figura 12) para identificar a presenca dos compostos

fendlicos nas amostras.
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Figura 11: Espectro de UV do padrédo analitico rutina e MnEF
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Figura 12: Espectro de UV do padrao analitico isoquercetina e MnEF
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Considerando estes principios, a analise por CLAE-DAD dos extratos vegetais
de M. nigra, permitiu a identificacao e a quantificagdo da rutina (y= 19754x — 101075;
R2= 0,9977) e da isoquercetina (y=12675x + 9443,8; R2= 0,9982), marcadores
analiticos j& relatados anteriormente nesta espécie (SAMPAIO, 2017; SOARES,
2017). Nas figuras 13 e 14 estdo demonstrados os perfis cromatograficos do extrato
fluido hidroalcodlico e do extrato etandlico bruto indicando os marcadores

identificados, os valores da quantificacdo estdo descritos na tabela 10, pagina 76.
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Figura 13: Perfil cromatografico de MnEF em 340 nm. Fonte: autoria propria.
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Figura 14: Perfil cromatografico de MNEEB em 340 nm. Fonte: autoria propria.
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Tabela 10: Valores de quantificacdo dos marcadores analiticos rutina e
isoquercetina em extratos vegetais de Morus nigra

Amostras | Rutina (ug/mg) (média £ DP) | Isoquercetina (ug/mg) (média £ DP)
MnEF 14,17 + 0,04° 31,04 + 0,14%
MnEEB 7,78 £ 0,08° 2,59 + 0,08°

Valores expressos em média + DP (n=3). Na mesma coluna, letras iguais indicam
ndo haver diferenca estatistica apds analise ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05).
Fonte: autoria propria.

E possivel observar que o MnEF apresenta quantidades superiores de rutina
(14,17 £ 0,04 ug/mg) e de isoquercetina (31,04 £ 0,14 ug/mg) em comparagcdo ao
MnEEB. Sampaio (2017) analisou diferentes extracdes de M. nigra e seus resultados
mostraram que o extrato obtido por maceracdo apresentou picos compativeis com
rutina, isoquercetina, acido clorogénico e canferitrina. A analise identificou ainda
menores teores de rutina (0,86 + 0,09 ug/mg) e de isoquercetina (2,78 + 0,13
pMg/mg). Ja pelo método de decoccdo, a quantificacdo da rutina foi ligeiramente
superior ao encontrado no presente estudo (16,41 + 0,54 ug/mg), porém a dosagem
de isoquercetina ficou abaixo (26,42 £ 0,96 pg/mg).

Estudo realizado por Soares (2017) com extrato etanodlico bruto de folhas de
M. nigra, também identificou rutina, isoquercetina e canferitrina. Sendo quantificados
também menores teores de rutina (5,05 + 1,3 pg/mL) e de isoquercetina (22,3 + 3,02
pug/mL), se comparados ao extrato fluido hidroalcodlico, porém superior a quantidade

de isoquercetina identificada no extrato etandlico bruto da pesquisa atual.

Observando tais aspectos torna-se fundamental realizar a padronizacédo de
extratos vegetais, considerando a quantificacdo de metabdlitos como aspecto de
controle de qualidade para o desenvolvimento de produtos com rigor metodolédgico
exigido. Desta forma torna-se possivel a reprodutibilidade do extrato vegetal, com a
garantia da presenca dos compostos de interesse, nas quantidades recomendadas

para a acao esperada.

A rutina e a quercetina-3-B-glicosideo (Figura 15, p. 77) séo flavonoides
glicosidicos pertencentes ao grupo dos flavonéis (CARVALHO, 2014). Grande parte

das propriedades terapéuticas dos compostos fendlicos esta ligada a sua
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capacidade antioxidante e quelante, com poder de sequestrar radicais livres. Dentre
estes, a quercetina se apresenta com um dos flavonoides com maior capacidade
oxirredutora (HUBER; RODRIGUEZ-AMARA, 2008; HEIJNEM et al., 2002;
NUMATA; TANAKA, 2011).

HO
HO

OH

Isoquercetina Rutina

Figura 15: Estruturas quimicas de compostos identificados em extratos de M. nigra.
Fonte: autoria prépria.

A acgéo antioxidante da isoquercetina foi analisada em diversos estudos que
apontam este como um dos flavonoides com maior poder se sequestro de EROs
(HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; HEIJNEM et al., 2002; NUMATA; TANATA,
2011). A guercetina esta presente na forma glicosilada, sendo o tipo de grupamento
glicosidico o fator de diferenciacdo entre as moléculas. A isoquercetina (quercetina
3-B-glicosideo) possui uma molécula de glicose ligada a posicdo 3 e também
pertence a classe dos flavondis. A rutina, por sua vez possui um grupamento de
rutinose ligado a posi¢cao 3 (CHEN; ZHOU; JI, 2010).

Em sua forma glicosilada, também denominada isoquercetina, 0 composto
apresenta maior solubilidade em agua (CHEN; ZHOU; JI, 2010). Por sua vez, a
rutina apresenta ampla diversidade de atividades farmacoldgicas (antioxidante,
antiviral, anti-inflamatéria, vasoprotetora, dentre outras) (FRANZOI; SPINELLI;
VIEIRA, 2008; ARAUJO, 2012), podendo ser transformada em quercetina 3-B-
glicosideo, por meio da quebra do grupamento ramnose, aumentando assim sua
biodisponibilidade (CARVALHO, 2014).

Estudos envolvendo polifendis de espécies vegetais demonstram sua eficacia

na absorcdo da radiacdo UVB, sendo agentes potenciais de protecao solar em razao
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de sua estrutura quimica. Outro aspecto importante envolvido é a capacidade dos
compostos fendlicos em atenuar os mediadores inflamatérios interleucina 6 (IL-6) e
prostaglandina-E, (PGE;), reduzindo assim a resposta inflamatéria no dano
fotoinduzido (ALMEIDA et al., 2015a; BULLA et al., 2015; SHIN et al., 2013).

4.2.5 Atividade fotoprotetora in vitro

A andlise da atividade fotoprotetora in vitro do extrato fluido revelou que MnEF
70% apresentou absorbancia maxima em diluicdo a 0,5%. Assim, foi realizada nova

diluicdo a 0,25% para efeito comparativo com os demais extratos.

Observa-se na figura 16 que os extratos apresentam absor¢do em todos 0s
comprimentos de onda, sendo que o pico maximo foi observado em 240 nm. Além
disso, foram observados ainda outros picos em 270 e 330 nm. A maior absorbancia
foi demonstrada pelo MnEF 70%, seguido pelo MnEF 50% e a menor absorcéo foi

para o extrato MnEF 80%.

3.0 ~-UVvB ] UVA
MNEF 50%- 0,5%

2.51 MnEF 60%- 0,5%
— MnEF 70%-0,25%
MnEF 80%- 0,5%

b\ - — MnEF 90%- 0,5%

— MnEF 70% - 0,5%

absorbancia
H
(6)]
1

0.0 +———T—rT1Tr—r——r—r—t—r—rTr—r—rr
240 260 280 300 320 340 360 380 400

A (nm)

Figura 16: Espectros de absor¢édo UV dos diferentes extratos fluidos hidroalcodlicos
(MnEF). Fonte: autoria propria.

A partir destes resultados, somada a avaliagdo da atividade antioxidante,
MnEF 70% foi escolhido para dar seguimento ao estudo, sendo realizada
comparacao entre MnEF 70% e MnEEB 70% (Figura 17) com absorbancia maxima
em 240 nm de 1,438 para o MnEF e de 1,351 para o MnEEB.
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Figura 17: Espectros de absor¢cdo UV de MnEF 70% e MnEEB. Fonte: autoria
propria.

A andlise da constituicdo fitoquimica do extrato vegetal € importante para o
controle de qualidade fisico-quimico e a espectrofotometria colabora para isso,
mensurando a energia absorvida por um sistema quimico considerando o
comprimento de onda (A). A intensidade da luz incidente é atenuada devido a
absorcao pela solucao, como consequéncia das interacfes entre fétons e moléculas
do soluto. Cada molécula possui determinado grafico espectral, podendo este ser
empregado para auxiliar na confirmacao da identidade de uma espécie em particular
(SKOOG et al., 2006).

Tomando por exemplo os flavonoides, estes apresentam espectros de
absorcéo caracteristicos no ultravioleta que sdo determinados pelo niucleo comum
da benzopirona, tendo dois maximos de absorcao: sendo um atribuido a existéncia
do anel A (240 - 285 nm, banda IlI) e outro ao anel B (300 - 400 nm, banda I)
(FERREIRA et al., 2016).

Por sua vez, a quercetina apresenta duas bandas caracteristicas de absorcao
no UV-Vis, a primeira de 320-385 nm (Banda I: sistema cinamoil), faixa
correspondente a porcao do sistema conjugado entre o0 anel B e a carbonila do anel
C, e a segunda de 240-280 nm (Banda II: sistema benzoil), equivalente a faixa de
conjugacao entre anel A e a carbonila do anel C (BUKHARI et. al., 2009; DEHGHAN,;
KHOSHKAM, 2012).
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Foi realizada entdo a verificacdo dos valores das absorbancias segundo
método proposto por Mansur et al. (1986). Os extratos foram novamente
solubilizados em etanol absoluto e foi feita leitura das absorbéncias entre o0s

comprimentos de onda de 290 a 320 nm, equivalentes ao feixe UVB (Figura 18).

1519 * %

10,39
9,24

107 8,38

FPS

5,62
4,29

T 1 T T
MnEF 90% MnEF 80% MnEF 70% MnEF 60% MnEF 50% MnEEB 0,2mg/mL

Figura 18: FPS in vitro de extratos vegetais de Morus nigra. (*) indica diferenca
estatistica apos analise ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: autoria propria.

Os valores do fator de protecéo solar in vitro variaram entre 4,29 + 0,012
(MnEF 80%) a 11,17 + 0,065 (MnEF 50%). Entretanto, é importante ressaltar o valor
de MnEF 70%, com 8,38 £ 0,051, em concentracdo de 0,25%, enquanto que 0S
demais extratos foram avaliados na concentracéo de 0,5%. O extrato bruto (MNnEEB)
apresentou FPS in vitro de 5,62 (0,2 mg/mL), ficando préximo do fator de protecéo
minimo recomendado pela legislacdo brasileira, minimo de 6, como apresenta a
RDC N° 30 de 1° de junho de 2012 (ANVISA, 2012). E importante destacar que é
inviAvel a comercializacdo de produto contendo extrato vegetal puro em tal
concentracdo para obtencdo da protecdo solar, devendo este, portanto, ser

incorporado em formulacées em concentracfes adequadas ao uso.
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES FITOCOSMETICAS
CONTENDO EXTRATOS VEGETAIS DE M. nigra

A emulsdo 6leo em agua (O/A) representa o veiculo mais utilizado e
adequado para fotoprotetores, porém, sua estabilidade é o ponto critico, devendo o
produto manter as mesmas caracteristicas e propriedades apresentadas no

momento em que foi formulado.

Para o estudo foram desenvolvidas 36 formulacGes a partir de quatro bases
autoemulsionantes, sendo trés anidnicas e uma nao ionica a fim de avaliar os
sistemas mais estaveis. O estudo preliminar teve o intuito de analisar a
compatibilidade entre os componentes da formulacéo e os extratos vegetais, fluido e
bruto, de M. nigra. Durante a incorporacao do extrato com as emulsdes, observou-se
maior facilidade, como ja esperado, de incorporacdo do extrato fluido, sendo que
para o extrato bruto foi necessaria pré solubilizacdo em propilenoglicol ou agua
destilada. Foi observado ainda nos testes realizados que a solubilizacdo em agua
destilada obteve melhores resultados na incorporacéo final, reduzindo-se assim a

guantidade de propilenoglicol na formulagéo.

No tempo zero, as amostras apresentaram-se macroscopicamente estaveis,
aspecto fluido e com odor caracteristico, a cor variou entre branco leitoso e verde

escuro, conforme presenca em maior quantidade de extrato vegetal.

4.3.1 Estabilidade preliminar

A analise da estabilidade preliminar compreende o estudo de pré-formulacéo,
no qual é realizada a avaliacdo de compatibilidade e o controle dos parametros
iniciais do produto. Para a avaliacdo da estabilidade preliminar das formulacdes
fitocosméticas, foram realizados o0s ensaios de resisténcia a centrifugacdo e os
ciclos de gelo/degelo. Foi feita a analise macroscoépica dos aspectos organolépticos,
permitindo assim, constatar alteragdes que inviabilizariam o desenvolvimento final do

produto, a exemplo de: separacao de fases, precipitacéo e turvacdo (BRASIL, 2012).
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Desta forma, apds 24 h de manipulacdo, as formulagbes foram avaliadas
guanto aos parametros definidos anteriormente e iniciou-se o teste de resisténcia a
centrifugacdo. E fundamental respeitar esse periodo inicial para que ocorra a
estabilizacdo da formulacdo, sendo preconizado periodo de 24 a 48 h ap6s o
preparo (MORAIS, 2007).

As emulsdes em estudo foram formuladas utilizando dois tipos de tensoativo:
aniénico (EB1, EB2 e EB3) usadas para os lotes A, B e C e néo idnico (EB4) para as
emulsdes do lote D. Apoés o teste de centrifugagdo, observou-se que 21 formulagdes
mantiveram homogeneidade macroscopica: Al, A2, A3, B1, B2, B3, B6, B7, B12,
C1, C2, C3, C6, C7, C12 e as 6 formulacdes do lote D (D1, D2, D3, D4, D5 e D6).
Enquanto 15 formulagbes apresentaram leve modificacdo: A4, A5, A6, B4, B5, BS,
B9, B10, B11, C4, C5, C8, C9, C10 e C11, apresentando leve separacao de fases e
sedimentacgéo (Figuras 19, 20, 21 e 22).

Al A2 A3 A4 A5 A6

Figura 19: Formulacdes fitocosméticas apos o teste de centrifugacao - Lote A.
Legenda: Al: base; A2: MnEF 5%; A3: MnEF 10%; A4: controle filtros UV; A5:
filtros+ MnEF 5%; AG6: filtros+ MnEF 10%. Fonte: autoria prépria.
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Figura 20: Formulacdes fitocosméticas apos o teste de centrifugagéo - Lote B.
Legenda: B1: base; B2: MnEF 5%; B3: MnEF 10%; B4: BZF+ MnEF 5%; B5: BZF+
MnEF 10%; B6: OCM+ MnEF 5%; B7: OCM+ MnEF 10%; B8: BZF+OCM+ MnEF
5%; B9: BZF+OCM+ MnEF 10%; B10: BZF+OCM ; B11: BZF; B12: OCM. Fonte:
autoria propria.



85

Figura 21: Formulacdes fitocosméticas apods o teste de centrifugacdo — Lote C.
Legenda: C1: base; C2: MNnEEB 5%; C3: MNEEB 10%; C4: BZF+ MnEEB 5%; C5:
BZF+ MnEEB 10%; C6: OCM+ MnEEB 5%; C7: OCM+ MnEEB 10%; C8:
BZF+OCM+ MnEEB 5%; C9: BZF+OCM+ MnEEB 10%; C10: BZF+OCM ; C11: BZF,;
C12: OCM. Fonte: autoria propria.

Figura 22: Formulacdes fitocosméticas apos o teste de centrifugacédo — Lote D.
Legenda: D1: base; D2: MNnEEB 5%; D3: MNnEEB 10%; D4: OCM+ MnEEB 5%; D5:
OCM+ MnEEB 10%; D6: OCM. Fonte: autoria propria.
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A realizacdo dos ciclos de gelo e degelo permitiu a confirmagdo das
informacBes preliminares dadas pela centrifugacdo, exceto pelas emulsdes
desenvolvidas a partir da emulsdo-base néo ibnica 4 (Lote D) em que todas
apresentaram intensas modificacdes no aspecto, tornando-se liquidas quando
submetidas ao ciclo de calor, ficando demonstrada sua instabilidade quando
submetidas a temperaturas elevadas. Em temperatura ambiente e em 4 + 2 °C estas
emulsdes reassumiram seu aspecto inicial, porém as emulsfes acrescidas de
extrato vegetal apresentaram intensa separacdo de fases. Assim, apds os ciclos,
verificou-se que 15 formulacdes permaneceram estaveis e sem alteracdes
macroscopicas e dentre as formulagbes que apresentaram alteracdes na
centrifugacédo, observou-se que foram agravadas em 3 formulacdes (A6, C5 e C9)
com presenca de separacao total de fases, sedimentacdo, coalescéncia e
cremagem. As formulacdes que apresentaram instabilidade ap6s os ciclos de gelo e
degelo foram excluidas do estudo (Figuras 23, 24, 25 e 26).

Figura 23: Alteracdes macroscopicas nas formulacdes apos ciclos de gelo/degelo —
Lote A. Legenda: A4: BZF+ COM+ OX ZN+ DIOX TIT; A5 BZF+ COM+ OX ZN+
DIOX TIT+ MnEF 5%; A6: BZF+ COM+ OX ZN+ DIOX TIT+ MnEF 10%. Fonte:
autoria propria.
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Figura 24: AlteracBes macroscopicas nas formulacées apds ciclos de gelo/degelo —
Lote B. Legenda: B4: BZF+ MnEF 5%; B5: BZF+ MnEF 10%; B9: BZF+OCM+ MnEF
10%; B10: BZF+OCM ; B11: BZF. Fonte: autoria prépria.

Figura 25: AlteragBes macroscopicas nas formulacfes apds ciclos de gelo/degelo —
Lote C. Legenda: C4: BZF+ MnEEB 5%; C5: BZF+ MnEEB 10%; C8: BZF+OCM+
MnEEB 5%; C9: BZF+OCM+ MnEEB 10%; C10: BZF+COM; C11: BZF. Fonte:
autoria propria.
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Figura 26: AlteragcBes macroscopicas nas formulagces apds ciclos de gelo/degelo —
Lote D. Legenda: D2: MnEEB 5%; D3: MnEEB 10%; D4: OCM+ MnEEB 5%; D5:
OCM+ MnEEB 10%. Fonte: autoria propria.

A Tabela 11 (pagina 88) reune a avaliacdo dos parametros organolépticos
apos o estudo de estabilidade preliminar, que definiu 15 formulagces a seguirem em
avaliagéo no estudo.
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Tabela 11: Parametros Organolépticos das formulac¢des fotoquimicas em T,

Formulacao Composicéao Teste Aspecto Cor Odor

C N N N

Al Emulséo-base 1
GD N N N
C N N N

A2 EB 1; MnEF 5%
GD N N N
C N N N

A3 EB 1; MnEF 10%
GD N N N
Al EB 1; BZF 7%; OCM 5%; OX C M N N
ZN 2%; DIOX TIT 2% GD M N N
AS EB 1; BZF 7%; OCM 5%; OX ZN C M N N
2%; DIOX TIT 2%; MnEF 5% GD M N N
AB EB 1; BZF 7%; OCM 5%; OX ZN C M N N
2%; DIOX TIT 2%; MnEF 10% GD IM N N
_ C N N N

Bl Vitabase® (Emulséo-base 2)

GD N N N
C N N N

B2 EB 2; MnEF 5%
GD N N N
C N N N

B3 EB 2; MnEF 10%
GD N N N
84 EB 2; BZF 7% C M N N
MnEF 5% GD M N N
85 EB 2; BZF 5% C M N N
MnEF 10% GD M N N
86 EB 2; OCM 5% C N N N
MnEF 5% GD N N N
87 EB 2; OCM 5% C N N N
MnEF 10% GD N N N
B8 EB 2; OCM 5%; BZF 5% C N N N
MnEF 5% GD M N N
B9 EB 2; BZF 5%, OCM 5% C M N N
MnEF 10% GD M N N

(Continua)
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(Continuacéo)

C M N N
B10 EB 2; OCM 5%; BZF 5%
GD M N N
C M N N
B11l EB 2; BZF 7%
GD M N N
C N N N
B12 EB 2; OCM 5%
GD N N N
C N N N
C1 Emulsao-base 3
GD N N N
C N N N
C2 EB 3;: MnEEB 5%
GD N N N
C N N N
C3 EB 3; MNEEB 10%
GD N N N
ca EB 3; BZF 7 % C M N N
MnEEB 5% GD M N N
5 EB 3; BZF 5% C M N N
MnEEB 10% GD IM N N
c6 EB 3; OCM 5% C N N N
MnEEB 5% GD N N N
- EB 3; OCM 5% C N N N
MnEEB 10% GD N N N
ca EB 3; OCM 5%; BZF 5% C M N N
MnEEB 5% GD M N N
- EB 3; OCM 5%: BZF 5% C M N N
MnEEB 10% GD IM N N
C M N N
C10 EB 3; OCM 5%, BZF 5%
GD M N N
C M N N
Cil1 EB 3; BZF 7%
GD M N N
C N N N
C12 EB 3; OCM 5%
GD N N N
C N N N
D1 Emulsdo-base 4
GD IM N N
D2 EB 4; MNnEEB 5% C N N N

(Continua)
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(Continuacao)

GD IM N N
C N N N
D3 EB 4; MnEEB 10%
GD IM N N
D4 EB 4; OCM 5% C N N N
MnEEB 5% GD IM N N
D5 EB 4; OCM 5% C N N N
MnEEB 10% GD IM N N
C N N N
D6 EB 4; OCM 5%
GD IM N N

Legenda: BZF- Benzofenona; OCM- Octilmetoxicinamato; OX ZN- Oxido de Zinco;
DIOX TIT- Dioxido de Titanio; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra;
MnEEB- Extrato etandlico bruto de M. nigra; EB1- Emulsdo-base 1; EB2- Emulsao-
base 2; EB3- Emulsédo-base 3; EB4- Emuls&o-base 4. Teste: C- Centrifugagéo; GD —
Gelo/degelo; N- normal; M- modificado; IM- Intensamente modificado. Fonte: autoria
propria.

Com relacdo a coloracdo e odor, todas as formulagcdes preservaram seus
aspectos iniciais da realizagdo dos testes, sendo a coloracdo variando do branco
(auséncia de extrato), passando pelo bege claro (formula¢gdes contendo MnEF) até o
verde escuro (formulacbes contendo MnEEB), conforme se aumentava a

concentracdo de extrato bruto. O odor também correspondeu a presenca do extrato.

Todas as formulacbes com benzofenona-3 apresentaram certo grau de
instabilidade, sugerindo que o componente afetou a integridade da formulagéo
(GONCALVES; SREBERNICH; SOUZA, 2011) e mediante a presengca em maior
guantidade do extrato, sobretudo em relagédo ao extrato bruto, verificou-se que a
instabilidade foi maior. A benzofenona-3, mesmo sendo filtro UV de amplo espectro
muito utilizado em formulacdes fotoprotetoras, em razdo de sua apresentacdo, na
forma de cristais dificultou sua incorporagdo na emulsdo, sendo nhecessario
aumentar o uso de solubilizantes. Ja as formulagdes contendo octilmetoxicinamato
(OMC) apresentaram boa estabilidade e conservaram 0s seus aspectos iniciais

relativos ao tempo zero de formulacao.

O OMC € amplamente utilizado como filtro UVB incorporado em todos os tipos

de produtos topicos, sendo compativel com a maioria das bases, aditivos e
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principios ativos utilizados em cosmética (VINHAL, 2012). Tem caracteristica de
lipossolubilidade e resisténcia a agua e apresenta facilidade de incorporacao por ser
liquido, sendo utilizado em formulagdes em associacdo a outros filtros UVB para

ampliar o potencial fotoprotetor.

A benzofenona-3 apresenta-se na forma de pé lipossoluvel em determinados
emolientes liquidos (Isopropil Miristato, Triglicérides de Acido Caprico/Caprilico,
Metil-Metacrilato e estearato de octila). Sua adequada solubilizacdo é fundamental
para sua atividade e evitar recristalizagcdo, e assim, a perda de sua agao. A
benzofenona-3 por vezes também é solubilizada em filtros liquidos, a exemplo do
OMC e salicilato de octila, como no caso do presente estudo. A cristalizacdo pode
ocorrer em razado de quantidades insuficientes de ésteres polares de acidos graxos
presentes nos emolientes e solventes para dissolver os cristais do filtro UV, ou
guando esses agentes ndo desempenham seu papel de maneira esperada
(JOHNCOCK, 2000).

As formulagBes que se mantiveram estaveis apos os ciclos de gelo/degelo
foram entdo analisadas quanto ao pH, analise que considera como parametro o pH
da pele, em torno de 4,5 e 6,0 (RIBEIRO et al., 2015). Valores de pH igual ou menor
gue 2,0 ou igual ou superior a 11,5 sédo considerados corrosivos e ndo devem ser
avaliados (BRASIL, 2012). Verificou-se que o pH das formulagfes ficou dentro da
faixa recomendada. Para as formulacdes do Lote A (Figura 27a) o minimo valor
obtido foi de 4,71 = 0,15 (base) e 0 maximo de 5,12 + 0,12 e o coeficiente de
variacao foi de 2,98%. Ja para as emulsdes do Lote B (Figura 27b) o maximo de
7,00 + 0,48 (base) e o minimo valor de pH foi de 4,97 £ 0,13 apds a adicao do
extrato vegetal, com coeficiente de variacdo de 8,95%, sendo o maior entre as trés
formulacdes testadas. As formulagdes do Lote C (Figura 27c) apresentaram pH
minimo de 5,77 £ 0,32 e maximo de 6,05 * 0,12, sendo o coeficiente de variacao de
2,87%. Observada diferenca entre os valores apds os ciclos de gelo e degelo,
entretanto ainda dentro da faixa de pH biocompativel com a pele, indicando assim

seguranca nesse aspecto para uso.
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Figura 27: Valores de pH inicial e final - formulagcdes Lotes A (a), B (b) e C (c).
Legenda: OCM- Octilmetoxicinamato; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M.
nigra; MnEEB- Extrato etanolico bruto de M. nigra; EB- Emulsdo-base 1, 2; e 3. (*)
indica diferenca estatistica apos analise ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte:
autoria propria.
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7

Uma importante propriedade mecanica dos fluidos é a viscosidade,
responsavel por sua resisténcia ao movimento. Quanto mais viscoso, mais dificil o
escoamento e maior o coeficiente de viscosidade do fluido. A viscosidade ndo é um
valor constante, mas depende da intensidade do cisalhamento, que depende ainda
da amostra e forma de aplicacdo. O protetor solar geralmente € aplicado mais
rapidamente e com mais forca, sendo exposto a taxas de cisalhamento

consideravelmente mais altas.

As formulagdes que se mantiveram estaveis apos os ciclos de gelo/degelo
foram submetidas a avaliacdo da reologia, constatando que ndo houve diferenca
significante (p > 0,05) entre os valores inicial e final da viscosidade no periodo do
estudo (Figura 28 a, b e c). Observa-se ainda que para o lote C (Figura 28c), a
introducdo de outros agentes emolientes (Cyclomethicone + Dimethicone
Crosspolymer, Cyclopentasiloxane and Cyclopentasiloxane Dimethiconol) aumentou
a fluidez do sistema e, por outro lado, a introducéo do extrato vegetal bruto (MNnEEB)
aumentou a viscosidade da emulsdo (p < 0,05). Observa-se em todas as
formulagbes que a viscosidade diminui a medida que a velocidade de rotagdo

aumenta, comportamento esperado para este grupo de fluidos.
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Figura 28: Viscosidade inicial e final - formulacdes Lotes A (a), B (b) e C (c). Legenda:
OCM- Octilmetoxicinamato; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; MnEEB- Extrato
etandlico bruto; EB- Emulsédo-base (1, 2, 3). Fonte: autoria propria.
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Observa-se que todas as emulsdes apresentaram comportamento equivalente
a fluidos ndo newtonianos pseudoplasticos. Assim, quando submetidas a uma
tensdo de cisalhamento ocorre uma orientacéo da fase dispersa na direcédo da forca
aplicada. A leitura é feita em forca crescente e decrescente e a curva obtida, com
picos no minimo cisalhamento demonstra que as formulacdes apresentaram um
comportamento com tendéncia de voltar a viscosidade inicial, caracteristica de

sistemas tixotropicos.

A viscosidade da emulsdo determina sua resisténcia ou fluidez para seu
espalhamento por uma superficie. Assim, a viscosidade tem relacéo direta e inversa
com a espalhabilidade, outra variavel avaliada no estudo. Sendo assim, quanto mais
baixa a viscosidade do produto, mais elevada € sua espalhabilidade e mais
facilmente este pode ser espalhado.

A Figura 29 (a, b, c) apresenta a espalhabilidade das formulagcbes, sendo
possivel visualizar que conforme ocorre aumento da pressao submetida pela massa
total, aumenta-se a area de espalhamento da formulacdo. Tal comportamento é
esperado e mantem relacdo com a viscosidade observada anteriormente,

constatando maior espalhabilidade para as formulacdes do Lote C (Figura 29c).
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Figura 29: Espalhabilidade das formulacfes Lotes A (a), B (b) e C (c). Legenda:
OCM- Octilmetoxicinamato; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; MnEEB-
Extrato etandlico bruto de M. nigra; EB- Emulsdo-base (1, 2, 3). (*) indica diferenca
estatistica apds analise ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: autoria prépria.
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A avaliacdo do FPS foi realizada segundo o método de Mansur et al. (1986)
para todas as formulacdes. Analisando inicialmente o Lote A (Figura 30), composto
pelas formulagcbes com base anidonica Lanette WB e extrato fluido, observamos
incremento de FPS de A4 para A5 conforme foi acrescentado MnEF na formulagéo,
entretanto ndo foi observada diferenca estatistica entre as formulagdes acrescidas
de extrato fluido a 5% e 10%. Fato que também se repetiu no Lote B (Figura 31),
composto pelas formulacdes com Vitabase (EB2) e extrato fluido, quando verifica-se
também aumento de FPS de B6 para B7, igualmente quando se elevou a quantidade
de MnEF na formulagdo. Porém n&o houve incremento de FPS em comparagéo ao

controle positivo.
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Al:EB 1

A2:EB 1; MnEF 5%

A3:EB 1; MnEF 10%

A4:controle: EB 1;BZF 7% ; OCM 5% ; OX ZN 2% ; DIOX TIT 2%
A5.:EB 1;BZF 7% ; OCM 5% ; OX ZN 2% ; DIOX TIT 2%+ MnEF 5%
A6:EB 1;BZF 7% ; OCM 5% ; OX ZN 2% ; DIOX TIT 2%+ MnEF 10%

Figura 30: Valores de FPS das formulacfes — Lote A. Legenda: OCM-
Octilmetoxicinamato; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; EB1- Emulsé&o-
base 1; BZF- Benzofenona; OX ZN- Oxido de zinco; DIOX TIT- Dioxido de titanio.
Letras iguais indicam ndo haver diferenca estatistica apos analise ANOVA e teste de
Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria propria.
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Figura 31: Valores de FPS das formulacfes — Lote B. Legenda: OCM-
Octilmetoxicinamato; MnEF- Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; BZF-
Benzofenona; EB2- Emulsédo-base 2. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatistica apos analise ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria prépria.
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Observando os valores do fator de protecéo solar para as formulagdes do
Lote C (Figura 32), aquelas feitas a base de tensoativo aniénico e MnEEB,
verificamos novamente uma elevacdo no FPS mediante o aumento de extrato
vegetal na formulagcdo. Porém ndo observou-se diferenca estatistica (p>0,05) em
comparacao ao controle composto apenas por filtros solares. J& para as formulacdes
nao idnicas acrescidas de MnEEB (Figura 33), percebe-se incompatibilidade entre
0s componentes quando da inclusédo do extrato vegetal (D4 e D5) houve decréscimo
do FPS.
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Cl: EB3

C2:EB3+MnEEB 5%

C3: EB3+MnEEB 10%

C6: EB3+OCM 5%+MnEEB 5%
C7:EB3+OCM 5%+MnEEB 10%
C12:controle: EB3+OCM 5%

Figura 32: Valores de FPS das formula¢cbes — Lote C. Legenda: OCM-
Octilmetoxicinamato; MnEEB- Extrato etanélico bruto de M. nigra; EB3- Emulséo-
base 3. Letras iguais indicam n&o haver diferenca estatistica ap6s analise ANOVA e
teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria propria.
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Figura 33: Valores de FPS das formulagdes — Lote D. Legenda: OCM-
Octilmetoxicinamato; MnEEB- Extrato etandlico bruto de M. nigra; EB4- Emulséo-
base 4. Letras iguais indicam n&o haver diferenca estatistica apos analise ANOVA e
teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria propria.

Os resultados obtidos para as formulacées contendo a base e 0s extratos
vegetais nas concentragdes de 5% (A2, B2, C2 e D2) e 10% (A3, B3, C3 e D3) sem
filtros UV demonstraram baixo potencial fotoprotetor. Os filtros solares naturais
apresentam absorcdo consideravelmente baixa, devendo, portanto ser utilizados
como potencializadores dos filtros sintéticos (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART,
20009).

Os baixos indices de protecdo solar UVB podem ocorrer devido a baixa
concentracdo de moléculas com capacidade de absorver a radiacdo UV, conforme
Violante et al. (2009) sugere. Outros estudos também encontraram valores baixos de
FPS em extratos vegetais. Fracbes das folhas e flores da Achillea millefolium L.
foram analisadas e obtiveram absorbancias baixas na faixa de fotoprote¢do, nao

sendo efetivas para fotoprotecdo (SOUZA et al., 2005).



102

Com este entendimento, a presenca de compostos ativos naturais estaveis
frente a radiacdo UV € um ponto muito importante a ser considerado no processo de
preparacdo de formulacbes fotoprotetoras. Muitas vezes, a estabilidade dos
produtos é comprometida devido a necessidade de obtencdo de um FPS elevado.
Aumentando a quantidade de filtros na férmula, aumenta-se o valor do FPS e
conseguentemente, dificulta a obtencdo de formulacdes estaveis (RIBEIRO, 2010).
Por isso, uma das maiores preocupacdes dos formuladores em relacdo aos
fotoprotetores é a pesquisa de métodos para aumentar o FPS sem aumentar a
quantidade de filtro solar, tornando o produto mais barato e com maior estabilidade
(MILESI, 2002).

Os estudos preliminares de estabilidade permitiram concluir que os extratos
apresentaram compatibilidade com as bases, exceto pela emulsdo néo idnica, que
foi excluida do estudo. H& que se considerar, entretanto que, para o extrato fluido, a
maior presenca de agua esta entre os fatores intrinsecos que mais predispdem a
formulacdo a instabilidades, induzindo, por exemplo, incompatibilidades quimicas
por reacdes de hidrélise, ou por interacfes diversas entre 0s componentes da
formulacdo que podem anular ou alterar a atividade inicial (BRASIL, 2012). E
fundamental destacar tais pontos, sobretudo quando consideramos 0s extratos

vegetais.

A tabela 12 redune de maneira sumaria 0s parametros avaliados na
estabilidade das emulsdes que mantiveram suas caracteristicas macroscopicas

preservadas apés os testes preliminares realizados.
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Tabela 12: Estabilidade preliminar e atividade fotoprotetora das formulacdes
fitocosméticas.

Caracteristicas

pH FPS in vitro
Formulacéo % (média + organolépticas (média +
= DP) Cor | Aspecto | Odor DP)
Al C 472+0,15 B N C 0.13+0,13°
(emulséo base 1) GD 490+0,10 B N C
A2 C 484:011 VC N C 047 4 0.15°
(EB 1+MnEF5%) GD 4,77+£0,08 VC N C
A3 C 512012 VC N C 017 £ 0.01°
(EB 1+MnEF10%) GD 497+0,14 VC N C
Bl Cc 7,00x0,48 N C 0°
(Vitbase®) GD 6,32 +6,76 N C
B2 C 566+£040 VC N C 0.18 + 0.06°
(Vitbase®+ MNnEF5%) GD 5,97 +0,14 VC N C
B3 C 571+026 VC N C
(Vitbase®+ 0,26 + 0,06°
MnEF10%) GD 5,99+0,31 VC N C
B6 C 583%£0,16 VC N C
(Vitbase®+ 7,98+ 0,01°
MNEF59%6+OCMSE%) GD 5,87+0,10 VC N C
B7 C 576+031 VC N C
(Vitbase®+ 8,30 + 0,00°
MnEF10%+0CM5%) GD 589010 Ve N ¢
B12 C 642+0,08 B N C 9.89 + 0.13°
(Vitbase®+ OCM5%) GD 6,01+0,12 B N C
Cl C 59+034 B N C 0.05 + 0,05°
(emulséo base 3) GD 587+0,11 B N C
Cc2 C 591+018 VM N C | 0492004
(EB 3+MnEEB5%) GD 6,00+0,22 VM N C
C3 C 578%032 VE N C | o4s 2002
(EB 3+MnEEB10%) GD 5,99+0,17 VE N C

(Continua)
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(Continuagéo)
C6 C 584012 VM N C
(EB 3+ 7,77 +0,02'
583+0,13 VM N C
MnEEB5%+0OCM5%)
C7 C 591+0,21 VE N C
(EB 3+ 8,21 + 0,029
6,06 + 0,12 VE N C
MnEEB10%+0OCM5%)
C12 C 591+0,10 B N C
8,10 + 0,10°
(EB 3 +OCM5%) GD 598+0,09 B N C
Legenda: C: Centrifugacdo; GD: ciclo gelo/degelo; B: branco; VC: verde claro; VM:
verde musgo; VE: verde escuro; N - normal; C: -caracteristico. OCM:

Octilmetoxicinamato; MnEF: Extrato fluido hidroalcodlico de M. nigra; MnEEB:
Extrato etandlico bruto de M. nigra; EB- Emulsdo-base (1, 2, 3). Valores expressos
em média + DP (n=3). Na mesma coluna, letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatistica apds analise ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05). Fonte: autoria prépria.

Em razdo do incremento no FPS, associado a melhor viscosidade, pH e
melhor compatibilidade com o extrato bruto, foram escolhidas as emulsdes anidénicas
do Lote C como base. Por sua vez, a opcédo pelo MNnEEB considera que a menor
guantidade de solventes reduz o risco de toxicidade dérmica, contaminacdes

microbioldgicas e instabilidades diversas.

A eficacia do protetor solar esta ligada ao seu potencial de protecao solar e
também a sua capacidade antioxidante, ampliando assim as fun¢Bes do produto e
garantindo sua qualidade e maior vida util, uma vez que ir4 atuar inibindo os danos
causados pelos radicais livres e a complexacdo com metais (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). E fato que os resultados da analise da estabilidade preliminar ndo s&o
absolutos, mas representam probabilidade de sucesso (BRASIL, 2004), assim as
formulagcdes propostas tém papel importante nas atividades estudadas,
apresentando potencialidade para uso. E pensando em tais potencialidades, foi
elaborada nova formulacdo fitocosmética a partir da incorporacdo de MnEEB na

emulsao base 3.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO FITOCOSMETICA COM
POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Para o estudo de estabilidade acelerada, foram selecionados a emulséo
anibnica base 3 e o MnEEB, considerando que estes demonstraram melhor

compatibilidade e atividade durante 0os ensaios prévios.

4.4.1 Parametros organolépticos

No tempo zero (Figura 34), as emulsbes mostraram estabilidade
macroscopica, tendo aspecto brilhante e com odor caracteristico da presenca do
extrato, a cor variou entre branco opaco (base - Figura 34a), verde musgo (FMn 10%
- Figura 34b) e verde escuro (FMn 20% - Figura 34c), conforme presenca em maior

guantidade de extrato bruto de Morus nigra.

Figura 34: Parametros organolépticos das formulagdes com atividade antioxidante
em Ty, (a) base; (b) FMn 10%: fitocosmético contendo 10% de MnEEB; (c) FMn 20%:
fitocosmético contendo 20% de MnEEB. Fonte: autoria propria.

Ap6s a centrifugacdo, as emulsbes preservaram suas caracteristicas
originais, procedendo-se entdo com o0 estudo de estabilidade acelerada. As
amostras armazenadas em temperatura ambiente e em geladeira preservaram suas
caracteristicas iniciais durante todo periodo de avaliacdo, porém, a amostra
armazenada a estufa, a partir do 40° dia apresentou goticulas na sua superficie,
indicando inicio de separacao de fases. Tal alteracdo foi considerada leve mudanca
e desta forma permaneceu até o final do estudo, ndo sendo agravada e retornando
ao seu estado inicial quando a amostra foi colocada em temperatura ambiente. As
demais caracteristicas de coloracdo e odor foram preservadas, mantidas sem

alteracao durante todo o processo de analise.
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4.4.2 Estabilidade acelerada de fitocosmeético.

A andlise do pH foi realizada nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias (Figura 35), ndo
sendo observadas variacOes significativas que afetassem a qualidade geral das
emulsbes. Os valores observados ficaram em torno 6,0, indicando
biocompatibilidade com a pele e potencialmente néo irritante, considerando tal
aspecto (ISAAC et al., 2008). O pH da base variou entre 5,74 e 6,34, representando
4,32% de variacédo, ja a formulacdo acrescida de 10% de extrato bruto apresentou
pH entre 5,77 e 6,12, com coeficiente de variacdo de 2,51% e a formulagdo com
extrato bruto a 20% obteve valores de pH entre 5,80 e 6,15, com variacéo de 2,72%.
Assim como nos valores de pH, na andlise da viscosidade das formula¢ées (Figura
36) nao foram observadas mudancas significativas no decorrer do tempo (p> 0,05),

sendo aspectos importantes no caminho da seguranca do produto.

7.0
-~ Base
== FMn 10%
6.54
- FMn 20%
L 6.0
5.51
50 1 ] 1
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 35: Valores de pH em funcéo do tempo de fitocosméticos. FMn 10%:
fitocosmético contendo 10% de MnEEB; FMn 20%: fitocosmético contendo 20% de
MnEEB. N&o houve diferenca estatistica apos analise ANOVA e teste de Tukey (p >

0,05). Fonte: autoria propria.

O comportamento reoldgico avalia a aplicacdo do produto cosmético, sendo
fundamental para sua aceitabilidade e para que este, formando uma camada
uniforme sobre a pele, possa desempenhar adequadamente seu papel. Medicbes

em oscilagdo, por meio das curvas de viscosidade, estimam o comportamento do
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fluxo e sua capacidade de propagacao quando submetido a uma tenséo. A figura 36
demonstra que a introducdo do extrato vegetal bruto reduziu a fluidez da emulséao,
como esperado. Observa-se por meio da curva a tendéncia de retorno a viscosidade

inicial, comportamento esperado para este grupo de fluidos.
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Figura 36: Viscosidade incial e final de fitocosméticos. FMn 10%: fitocosmético
contendo 10% de MnEEB; FMn 20%: fitocosmético contendo 20% de MnEEB. Letras
iguais indicam nao haver diferenca estatistica apés analise ANOVA e teste de Tukey

(p > 0,05). Fonte: autoria propria.

A avaliagdo da espalhabilidade das formulagbes (Figura 37) mostrou
diferencas entre as condi¢cdes de armazenamento, porém o fator tempo néo alterou
significativamente (p > 0,05). Espalhabilidade maior foi observada na base, sendo a
inclusdo do extrato bruto fator que reduziu a variavel, conforme esperado. Maiores
diferencas estatisticas foram observadas entre as amostras armazenadas sob 4 °C
(geladeira) no tempo final em comparacdo a base e a estufa. A espalhabilidade na
amostra armazenada em temperatura ambiente ndo apresentou diferenca estatistica
significante, aspecto importante a ser verificado e que corrobora para facilitar o

armazenamento e uso do produto.
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Figura 37: Espalhabilidade de fitocosméticos em funcao do tempo e da temperatura.
Fonte: autoria propria.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio do ensaio de
DPPH, radical livre que por meio da interacdo com substancias antioxidantes, pode
ser ‘neutralizado’ (BENITES et al.,, 2015). Assim, apds a incorporacdo do extrato
vegetal, as formulagcdes foram monitoradas em funcdo do tempo e das condicbes de
armazenagem e comparadas a controle positivo (creme contendo vitamina C pura),
sendo os resultados apresentados nas Figuras 38 e 39. Observa-se que o fator
temperatura ndo exerceu interferéncia inicialmente na atividade antioxidante das
formulagBes, ndo havendo diferenca estatistica entre os valores, entretanto a ultima
verificagdo, correspondente ao 90° dia, observa-se queda na atividade antioxidante

da amostra armazenada em geladeira (Figura 39).

o 10001
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Figura 38: Atividade antioxidante de fitocosméticos em funcéo do tempo e da
temperatura. FMn 20%: fitocosmético contendo 20% de MnEEB. Legenda: (*) indica
diferenca estatistica apos analise ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: autoria

prépria.
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As amostras apresentaram CEsg inicial de 528,50 pg/mL e ao final do estudo
as amostras apresentaram 618,31 ug/mL em temperatura ambiente e 627,40 pg/mL
de CEso para a amostra armazenada em estufa, concentracdo superior, quando em
comparacao ao controle positivo que apresentou 73,60 pg/mL de CEsg, porém, €
importante destacar que o controle adotado possui elevado teor de &cido ascorbico
na forma pura e solivel em associacdo a vitamina E, que potencializa a acéo
antioxidante. Também vale destacar que ao longo dos 90 dias nao foram
observadas alteracdes significativas na atividade antioxidante, exceto pela amostra

em geladeira na ultima verificagdo, ao final do estudo (figura 39).
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Figura 39: Atividade antioxidante CEsp (ug/mL) de fitocosméticos em funcéo do
tempo e da temperatura. FMn 20%: fitocosmético contendo 20% de MnEEB. Letras
iguais indicam ndo haver diferenca estatistica apés analise ANOVA e teste de Tukey

(p < 0,05). Fonte: autoria prépria.

E importante salientar ainda que o veiculo utilizado n&o apresentou atividade
antioxidante, mediante ensaio realizado, apesar de apresentar pequena quantidade
de agente antioxidante em sua formulagéo (0,05% de BHT). Portanto, observa-se
gue a atividade apresentada deu-se em razdo da presenca do extrato e seus ativos,
demonstrando potencial a ser explorado, sobretudo, considerando a manutencéo da
atividade ao longo do estudo de estabilidade e observando que ela ndo foi afetada
pela temperatura elevada. Uso de extratos com maiores teores de rutina e
iIsoquercetina ou estas de forma isolada, para reduzir os efeitos da interacdo de
excipientes, como também a associacdo dos compostos fendlicos com outras
vitaminas sao alternativas para elevar o poder antioxidante da formulacdo

fitocosmética contendo extrato de folhas de M. nigra.
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4.4.3 Concentracdao Inibitéria Minima — CIM e Concentracdo Bactericida Minima
- CBM.

Em sequéncia ao estudo de seguranca das formulagcdes, estas foram
avaliadas no aspecto microbiolégico, conforme recomenda a Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010). Foi realizado ensaio de atividade antimicrobiana do extrato bruto e
formulacdes, segundo a técnica de microdiluicho que avaliou a concentracao
inibitéria minima (CIM), definida como a mais baixa concentracdo de um produto
responsavel por limitar o crescimento visivel de uma bactéria e ainda a concentracéo
bactericida minima (CBM), que por sua vez corresponde a concentracdo minima de

um agente antimicrobiano para causar a morte da bactéria (Figura 40).
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Figura 40: Teste de Concentracao Inibitéria Minima (a) e Concentracdo Bactericida
Minima (b) — MnEEB e formula¢des. Fonte: autoria prépria.

Observa-se por meio da Tabela 13 que o extrato de M. nigra e formulacfes
apresentaram atividade antimicrobiana contra as cepas de Staphylococcus aureus,
S. aureus MRSA e Salmonella choleraesuis, sendo que o extrato bruto apresentou
melhor atividade inibitéria contra os trés microrganismos, e nota-se que a base
também apresentou capacidade de inibir o crescimento dos microrganismos, porém,
em quantidades mais elevadas. Com relagdo a concentracdo bactericida, percebe-
se a melhor atividade do MnEEB, bem como das formulagGes, sobretudo com
relacdo aos microorganismos S. aureus MRSA e Salmonella choleraesuis. Nao
houve atividade do extrato e formulacdes contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigela flexneri e Serratia marcescens e por

esta razao nao sao apresentadas na tabela.
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Tabela 13: Atividade antimicrobiana de MnEEB e formulacgdes.

CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Microorganismos

MnEEB Base F10% F20% MnEEB Base F10% F20%

Staphylococcus
0,39 0,78 0,39 3,12 3,12 1,56 0,78 12,50
aureus

S. aureus MRSA 1,56 125 6,25 6,25 0,39 039 0,39 0,39

Salmonella
3,12 125 6,25 6,25 0,78 0,39 0,19 0,19
choleraesuis

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima CBM: Concentracdo Bactericida
Minima; MnEEB: extrato etandlico bruto de M. nigra; F10%: base+ MnEEB 10%;
F20%: base+ MnEEB 20%; (-) crescimento em todas as concentracdes testadas.
Fonte: autoria propria.

Os achados do estudo apresentam divergéncias com pesquisas anteriores
gue avaliaram atividade antimicrobiana de extrato etanolico bruto e fragdes de folhas
de M. nigra. Estas observaram atividade bactericida do extrato etanolico bruto (Mn-
EtOH) contra B. cereus e E. faecalis, bem como contra E. coli. A atividade inibitoria
contra S. aureus e S. choleraesuis foi alcangada em concentragbes mais elevadas
(12,50 mg/mL para ambos). A fracdo hexanica também foi eficaz contra o
crescimento de B. cereus e E. faecalis, inibindo ainda o crescimento de E. coli, S.
choleraesuis e S. marcescens em concentragdes de 3,12 mg/mL (SOUZA et al.,
2018).

Tais diferencas podem ocorrer em razdo de variacdes diversas na realizacao
dos testes, por exemplo diferentes tamanhos de inoculo bacteriano, volume e tipo de
caldo ou 4gar, tamanho dos pocos, periodo de incubagéo, dentre outros fatores.
Assim, a padronizagdo por meio de diretrizes é o caminho para a reducdo no
namero de conflitos (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Historicamente, os flavonoides tém sido usados em preparacdes para 0
tratamento de doencgas diversas, inclusive infecciosas. Neste sentido, varios estudos

foram desenvolvidos com o objetivo de comprovar a atividade antimicrobiana de
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extratos vegetais, a exemplo da prépolis, além da pesquisa com flavonoides
especificos, a exemplo de apigenina (SATO et al., 2000), naringenina, quercetina, 3-
O-metilquercetina e varios glicosideos de quercetina (RAUHA et al., 2000), por

exemplo.

4.4.4 Teste de Desafio do Sistema Conservante (Challenge Test)

O principio do teste de desafio do sistema conservante (Figura 41) € a
contaminagdo proposital da amostra com microrganismos especificos, realizando
avaliacdo em intervalos de tempo definidos no periodo de 28 dias, garantindo assim
a seguranca do produto no parametro eficacia do sistema conservante. Os
conservantes utilizados nas formulacdes devem estar em acordo com o estabelecido
na RDC n°® 29/2012 (ANVISA, 2012a). O método adotado para o desenvolvimento do
teste e sua analise seguiu 0os parametros estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010) e Guia ABC de Microbiologia (ABDI, 2015), conforme recomenda

legislacao.

Desta forma, foram estabelecidos os critérios de comprovagéo da eficacia de
conservantes para emulsdes classificadas na Categoria 2, que enfoca produtos de
uso topico, em base aquosa, produtos ndo estéreis e emulsdes, incluindo as de
aplicacdo em mucosas, e para as bactérias foi considerado 99,9% de reducédo (3
Log) de bactérias em 7 dias, para cada desafio, com reducdo ou nao-crescimento
posterior, pelo tempo do teste (ABDI, 2015). Foi considerada ainda a Resolucédo n°
481/1999 (ANVISA, 1999) que estabelece os Parametros de Controle Microbioldgico
para 0os Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, alinhada a
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) que apresentam os limites de aceitabilidade
como sendo auséncia de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus em 1 g ou 1 mL e limite

méximo de 10? bactérias Gram negativa em 1 g ou 1 mL.
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Figura 41: Challenge Test— MnEEB e formulacdes. (a) dia 0: contaminagéo
proposital; (b): a partir do dia 07: auséncia de unidades de colbénia. Fonte: autoria
propria.

Foram utilizadas cepas de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, conforme
procedimento descrito previamente. Os resultados apresentados na Tabela 13 e sao
expressos em UFC/mL. Observa-se no tempo zero a elevada carga microbiana nas
amostras, fato que ocorre dada a contaminacdo intencional e o curto periodo de
contato com o conservante da formulagcdo. Ja a partir do sétimo dia verifica-se
reducao/auséncia de colbnias, fato que se repetiu nas verificacdes dos dias 14 e 28,
indicando assim que o0 sistema conservante foi capaz de destruir todos os

microrganismos, obedecendo aos parametros estabelecidos para o teste.
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Tabela 14: Teste de desafio do sistema conservante - contagem de carga
microbiana em placas aerdbias - periodo: 28 dias.

Tempo (dias)
0 7 14 28

Escherichia coli (UFC/mL)

FMn10% 1,87. 107 <1 <1 <1

FMn20% 0,98.107 <1 <1 <1

Pseudomonas aeruginosa (UFC/mL)

FMn10% 2,83 .10 <1 <1 <1

FMn20% 2,56 .10 <1 <1 <1

Staphylococcus aureus (UFC/mL)

FMn10% 1,49 . 107 <1 <1 <1

FMn20% 2,32.107 <1 <1 <1

Legenda: UFC: unidade formadora de col6nia; MNEEB: extrato etandlico bruto de M.
nigra; FMn10%: base+ MnEEB 10%; FMn20%: base+ MnEEB 20%; Fonte: autoria
propria.

Por meio do Challenge Test € possivel determinar a resisténcia de um
produto ou material a contaminacdo microbiana, observando se o0 sistema
conservante foi eficaz. Os resultados do controle microbiolégico das formulaces
demonstraram a estabilidade microbioléogica das amostras, sendo aspecto
importante na seguranca para 0 uso, aliado aos demais aspectos avaliados na
estabilidade acelerada, reforcam a potencialidade do produto.

Os produtos naturais sédo fontes importantes de pesquisa em novos
compostos ativos, permitindo descobrir mecanismos biolégicos e moléculas ativas a
serem incorporadas em formulagfes topicas. Da mesma forma, deve-se considerar
mercados diversificados em expansao composto por consumidores cada vez mais

preocupados com sustentabilidade e uso de substancias menos agressivas.
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5 CONCLUSAO

E fundamental ressaltar a importancia do estudo, desenvolvido localmente e

dando seguimento a um conjunto de estudos desenvolvidos também em ambito local

com a Morus nigra. A pesquisa possibilitou a articulacdo de diversos saberes e

areas da ciéncia que entrelagcadas permitiram o seu acontecimento e dentre as

conclusdes da pesquisa, destacam-se as seguintes:

Foi possivel obter extratos vegetais a partir das folhas de M. nigra pelo
método de maceragdo com solucdo hidroalcodlica: extrato fluido (MnEF) e
extrato bruto (MNnEEB);

A andlise dos aspectos quimicos dos extratos vegetais permitiu confirmar a
presenca de compostos fendlicos, dentre outros metabdlitos, com a
identificacao e quantificacdo de rutina e isoquercetina;

Ficou confirmada a atividade antioxidante in vitro dos extratos vegetais de M.
nigra e sua compatibilidade e estabilidade com tensoativos anidnicos;

Foi observado ainda potencial fotoprotetor in vitro de extratos vegetais de M.
nigra, porém a incorporacgdo dos extratos em formulagdes nédo incrementou a
atividade fotoprotetora inicial em comparagao ao controle positivo;

Foi possivel incorporar extrato etandlico bruto de M. nigra, obtendo-se
formulagbes fitocosméticas com atividade antioxidante, com manuten¢éo da
atividade das amostras mantidas em temperatura ambiente e em estufa;

O fitocosmético desenvolvido manteve suas caracteristicas preservadas nos
ensaios de estabilidade preliminar e acelerada,;

O teste de desafio de eficacia do sistema conservante confirmou a
estabilidade microbioldgica do fitocosmético;

Observou-se ainda atividade antimicrobiana do extrato e formulacées contra
as cepas de S. aureus, S. aureus MRSA e Salmonella choleraesuis.

Dentre as principais contribuicdes do estudo destaca-se a possibilidade de

dar continuidade ao desenvolvimento do produto, uma vez que o estudo de pré-

formulacdo demonstrou a compatibilidade dos componentes. Dentre as perspectivas

futuras fica a otimizagdo da atividade antioxidante do produto, com a utilizacdo de

extratos padronizados com maiores teores dos compostos fendlicos e associagao

com outros componentes, a exemplo de vitaminas.
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