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RESUMO

A amora preta, Morus nigra L., ¢ uma espécie de planta que pode ser facilmente encontrada no
Brasil. As plantas pertencentes ao género Morus sao ricas em compostos fenolicos como o0s
flavonoides e também as antocianinas, que conferem diferentes propriedades farmacologicas,
dentre elas, a propriedade antioxidante encontrada nos extratos de folhas e frutos. Esta
propriedade estd relacionada com a capacidade de combater os radicais livres provenientes do
metabolismo celular no organismo ou da exposi¢do excessiva aos raios solares, que aceleram o
processo de envelhecimento cutaneo. Devido a essas evidéncias de potencial antioxidante nos
extratos de folhas de Morus nigra, é estimado um potencial para uso como ativo natural para
desenvolvimento de produtos cosméticos antienvelhecimento. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi obter extrato de folhas de Morus nigra L. por meio da extracdo com quatro solventes
diferentes, para avaliar o conteido de compostos fendlicos totais, de flavonoides totais e o
potencial antioxidante e para isso, foram utilizados métodos espectrofotométricos. Os resultados
mostraram que o extrato hidroetanolico 70% apresentou atividade antioxidante consideravel
em relagdo aos outros extratos estudados, indicando a capacidade de inibir os radicais livres;
porém, estudos complementares sdo necessarios para garantir a eficdcia e seguranga da

formulag¢ao cosmética.
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1 Introducao

O processo de envelhecimento pode influenciar no bem-estar ¢ na autoestima da
populagdo. Este fato pode estar relacionado com a ascensdo do mercado cosmético € com o
aumento no consumo de produtos cosméticos, na tentativa de prevenir e reverter os danos do
envelhecimento acelerado. Diversas pesquisas refletem uma tendéncia no uso de produtos
naturais, provenientes da biodiversidade brasileira, pois relacionam as plantas como fontes de
principios ativos naturais para uso em produtos cosméticos. Existem evidéncias que
combinagdes fitoquimicas podem trazer mais beneficios a satide quando comparadas a utilizagao
de ativos isolados. Os compostos fitoquimicos sdo os nutrientes bioativos naturais presentes
em plantas, frutas, legumes, grdos e outros alimentos (DE KOK et al., 2008; LIU, 2003;
ZUCCO et al., 2016).

Muitos estudos envolvendo material vegetal com possivel atividade antioxidante
permitem o desenvolvimento de formulagdes para aplicagdes na industria alimenticia e
cosmética. Assim, a pesquisa cientifica nessa area ¢ importante para encontrar novas fontes
naturais de antioxidantes e alimentos nutracéuticos (MILIAUSKAS et al., 2004).

Atualmente, os produtos cosméticos e cosmeto-dermatologicos estdo ganhando destaque
devido a aceita¢do e percepcao do publico por produtos cosméticos que contenham moléculas
bioativas, que sao capazes de estimular propriedades benéficas ou evitar algum dano a pele
(BUONO et al., 2012).

Os antioxidantes sdao responsaveis por reduzir ou inibir as lesdes causadas por radicais
livres durante o metabolismo celular ou pela exposi¢do excessiva a fatores extrinsecos como a
exposicao a radiagdo ultravioleta, que acelera o processo de envelhecimento. Diversas pesquisas
sobre o género Morus demonstraram a presenca de variados compostos que caracterizam a

atividade biologica e farmacologica deste genéro.
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1.1 Pele

A pele € o maior 6rgao do corpo humano, recobre os 6rgaos internos em uma area de
aproximadamente 2m? sendo a interface entre o ambiente externo e o corpo (HADGRAFT,
2001; HADGRAFT, 2004). A pele ¢é responsavel por proteger a penetracdo e permeagao de
agentes externos (por exemplo, agentes infecciosos, luz ultravioleta), perda de agua e,
também, ¢ o local de a¢do e rota de entrega de substidncias com atividade terapéutica e
cosmética (ASBILL & MICHNIAK, 2000; HADGRAFT, 2001; SPELLBERG, 2000).

A pele também exerce outras fungdes como: percepcao sensorial, homeostase
endogena (manutencdo da temperatura corporal), metabolismo (sintese da vitamina D) e
regeneragdo tecidual (SPELLBERG, 2000).

As principais células que constituem a pele sdo: queratindcitos, cuja a fungdo ¢ a
producdo de queratina e a formacao do epitélio estratificado pavimentoso; os melanocitos, que
contém os melanossomas onde ocorre a sintese de melanina, componente responsavel pela
pigmentacao da pele; as c€lulas de Langerhans, que apresentam papel importante nas reagdes
Imunitarias cutdneas, ao capturar os antigenos e apresenta-los aos linfocitos T e, finalmente,
as células de Merckel, relacionadas com as percepcoes sensoriais (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; SPELLBERG, 2000).

A pele ¢ constituida por duas camadas a epiderme (camada externa) e a derme
(camada interna). Abaixo dela encontra-se a hipoderme (tecido subcutaneo).

1.1.1 Epiderme

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele (superficie) formada por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado com fungio de revestimento cutineo. E dividida em
varias subcamadas: camada basal (estrato germinativo) ¢ a mais profunda e separa a epiderme
da derme, além de apresentar alta capacidade proliferativa originando outras células que

compdem a epiderme. Em seguida, esta presente a camada espinhosa formada por células
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mais achatadas morfologicamente (células de Malpighi). A camada granulosa ¢ formada por
lipideos e proteinas com células de carater achatado; a camada lucida € constituida por células
achatadas e com granulos proteicos e a camada cornea, que ¢ a mais superficial, ¢ formada
por células achatadas com citoplasma queratinoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
OLIVEIRA, 2011).

A principal funcao da epiderme ¢ a produgdo do estrato coérneo, que ¢ a camada mais
superficial da epiderme que age como barreira da pele devido a unido dos corneocitos e
desmossomos, além da presenga dos lipideos organizados em camadas lamelares,
preenchendo os espagos entre os corneocitos, formado basicamente por uma mistura
complexa de componentes como ceramidas, colesterol e 4cido graxo, em uma propor¢ao
equimolar, o que evita a perda de agua auxiliando na manuten¢do da hidratacdo cutinea
(ASBILL; MICHNIAK, 2000; LONG et al., 1985; MADISON, 2003; MARJUKKA et al.,
1999; MENON et al., 2012; ZIBOH; CHAPKIN, 1988).

1.1.2 Derme

A derme é a camada mais interna e se apoia na epiderme unindo a pele a hipoderme. E
uma regido rica em nervos, glandulas sebaceas e capilares que irrigam e nutrem a epiderme. E
formada por tecido conjuntivo, que confere elasticidade e sustentacdo. Nessa camada estdao
associadas proteinas como: elastina, fibrilina, vitronectina € o componente amiloide-P, fibras
de colageno que garantem a resisténcia mecanica da pele e envolvem células como os
fibroblastos, células endoteliais e mastdcitos. Em condigdes de inflamacdes, podem ser
encontrados, também, macréfagos, linfocitos e leucdcitos (ASBILL; MICHNIAK, 2000;
CAMPOS, 2010).

A derme ¢ dividida em duas camadas: a camada papilar (superficial) com presenga de
vasos sanguineos responsaveis pela nutricao e oxigenacao da epiderme constituida de fibras

finas de colagenos e fibras elasticas frouxas; e a camada reticular localizada abaixo da camada
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papilar, ¢ mais espessa, ¢ possui fibras colagenas e elasticas entrelacadas conferindo
sustentacdo da epiderme (CAMPOS, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; OLIVEIRA,
2011).

1.1.3 Hipoderme

A hipoderme ¢ encontrada abaixo da derme, unindo a derme aos 6rgios subjacentes. E
um tecido subcutaneo de natureza adiposa, cujas células sdo envoltas por tecido conjuntivo
frouxo. A hipoderme apresenta fun¢do energética, protecdo mecanica contra choques externos
e atua como isolante térmico (CAMPOS, 2010; CUNHA et al., 2014; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; SPELLBERG, 2000).

1.2 Envelhecimento da pele

O envelhecimento ¢ o acimulo progressivo e deletério de alteracdes nas células e tecidos
com o avango da idade. Podem estar relacionados com fatores genéticos e fatores ambientais,
doencas e um processo inato de envelhecimento (HARMAN, 1981; HARMAN, 2003;
HARMAN, 2006).

O envelhecimento da pele pode ser classificado em envelhecimento intrinseco
(cronoldgico) que relaciona o processo genético associado a alteragdes moleculares, que
acarretam o envelhecimento, e envelhecimento extrinseco, associado a fatores ambientais como,
por exemplo, fotoenvelhecimento, causado por exposi¢do a radiagdo ultravioleta proveniente do
sol (BATISTELA, et al., 2007).

Estudos indicaram uma teoria de envelhecimento baseada no aumento da concentragao
de radicais livres, que causa estresse oxidativo, resultando na diminuicdo do metabolismo e,
consequentemente, na morte celular (HARMAN, 1956).

1.3 Radicais Livres

Os radicais livres incluem atomos ou moléculas com no minimo um elétron

desemparelhado na tultima camada (por exemplo, o atomo de hidrogénio, ions de metais de
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transicao e o oxigénio molecular) dessa forma agem recebendo ou doando elétrons alterando o
meio ao seu redor e sdo, normalmente, produzidos como subprodutos do metabolismo celular
(MARTELLIL NUNES, 2014; RIBEIRO et al., 2005).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) representam a classe mais importante das
espécies reativas gerados e incluem espécies como o anion radicalar superoxido (O2™), radical
hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio (H202) (MAIA, 2003; VALKO et al., 2007).

Essas espécies reativas instdveis podem reagir rapidamente com outras substincias do
organismo podendo danificar as fungdes de biomoléculas essenciais como, por exemplo,
lipideos, proteinas ¢ DNA, ocasionado lesdo e até morte da celular (BARREIROS et al., 2006;
VOLKO et al., 2007).

O corpo tem um mecanismo natural de defesa antioxidante contra essas espécies reativas
para impedir a ocorréncia de danos. Esses agentes sdo os antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. O sistema enzimatico ¢ formado por diversas enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) que possuem ag¢ao inicial no
organismo ao catalisar espécies reativas evitando a formagao e o acimulo do O>™ e do H20». A
defesa ndo enzimdtica ¢ formada por uma variedade de substincias que podem ter origem
enddgena ou exdgena adquirida pela dieta por exemplo, o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
acido ascorbico (vitamina C), flavonoides, proteinas do plasma, selénio, glutationa e
clorofilina (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SIES, 1993).

Quando ocorre desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes devido a geragao
excessiva de espécies reativas ou pela velocidade de remog¢@o ou neutralizagdo ocorre o estresse
oxidativo na célula (BARBOSA et. al., 2010; SIES, 1993).

O estresse oxidativo estd relacionado com a geragdo e propagagdo de doengas como

cancer, diabetes, doengas do sistema imune, inflamagdes cronicas, doengas cardiovasculares,
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envelhecimento e doengas pulmonares (BIANCHI; ANTUNES, 1999; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Para evitar o estresse oxidativo ¢ o desenvolvimento de doengas relacionadas a ele e,
também, prevenir o processo de envelhecimento cutaneo, uma importante medida a ser
considerada ¢ o consumo de antioxidantes externos que podem ser provenientes da dieta
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; HALLIWELL et al., 1995).

1.4 Antioxidantes

Os compostos antioxidantes podem agir em diferentes formas no organismo como, por
exemplo, atrasando ou inibindo a oxidacdo lipidica por meio da inibi¢do da iniciacdao da
propagacdo da cadeia oxidativa, complexando-se com ions metélicos e também eliminando as
espécies reativas. Os antioxidantes podem ser endogenos (enzimas) ou exdgenos, provenientes
da dieta ou de produtos cosméticos e dermatoldgicos (OTHMAN et al., 2007).

Na 4rea cosmética, o uso de antioxidantes, por via topica ou oral, apresenta 0 mesmo
objetivo que € evitar o estresse oxidativo das cé€lulas ocasionado pela formagao de espécies
reativas pela exposicdo aos raios UV em excesso ou pelo proprio metabolismo celular
(FONTES, 2013).

O 4acido ascorbico, (vitamina C), ¢ um importante composto encontrado em vegetais, que
apresenta atividade antioxidante prevenindo a formagdo de radicais livres que sdo os principais
responsaveis pelo efeito da radiagao solar no processo de envelhecimento cutdneo. Dessa forma,
poderia ser considerado um importante recurso como ingrediente em produtos cosméticos.
Porém, a administracdo topica deste composto apresenta atividade reduzida devido a
instabilidade fisico-quimica, sofrendo oxidagdo em condigdes aerobicas e sob exposicao a luz.
Para solucionar esse problema, derivados do acido ascorbico sdao utilizados nas formulagdes
topicas. Os extratos vegetais estdo sendo propostos como substancias ativas para utilizacdo em

produtos cosméticos com acdo antienvelhecimento devido a presenca de substancias
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antioxidantes inclusive do acido ascorbico (AUSTRIA et al., 1997, DALCIN et al., 2003;
SCOTTlI et al., 2007).

A atividade antioxidante, relacionada aos compostos naturais, que protegem o sistema
bioldgico contra as reagdes de oxidagdo, e envolve a formagdo de espécies reativas de oxigénio,
pode ser medida por diversos métodos, dentre eles, os mais utilizados incluem os compostos
cromogenos os quais apresenta coloragdo alterada na presenca de antioxidantes, esses radicais
sd0 0 ABTS™ e o DPPH’ (ARNAO, 2000).

Atualmente, diversas pesquisas e descobertas em torno do uso de ativos antioxidantes
possibilitou que as industrias cosméticas comercializassem produtos com propriedade
antienvelhecimento, protegendo a pele da exposicdo excessiva das radiacdes solares UV um
dos principais responsaveis pelo envelhecimento da pele e consequentemente, combatendo as
espécies reativas e oxidacdo de células (FRIES; FRASSON, 2010).

Diferentes partes dos vegetais e extratos vegetais apresentam uma variedade de
componentes funcionais, dentre eles compostos com capacidade antioxidante. Os extratos
vegetais quando estudados em modelos animais ou celulares demonstram capacidade de
neutralizar os radicais livres e, consequentemente, diminuir os danos causados as células.
Assim, plantas e extratos vegetais com propriedades antioxidantes estdo substituindo os
antioxidantes sintéticos, devido as implicacdes na saude e na funcionalidade (MOTA et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2009).

1.5 Compostos fenolicos e flavonoides

Os compostos fendlicos sdo formados por grupamentos benzénicos com hidroxilas
substituintes e sao divididos em flavonoides, que sao formados por polifenois, e nao flavonoides,
constituidos por fenois simples ou acidos (SILVA, 2007).

Compostos fendlicos sdo metabdlicos secunddrios que atuam como antioxidantes

através da remocao ou inativa¢ao de radicais livres formados durante as reacdes oxidativas
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por meio da doagdo de atomos de hidrogénio para essas moléculas e, consequentemente,
inibindo essa reagao (PODSEDEK, 2007).

Os solventes mais utilizados para a extracdo de compostos fenolicos sdo dgua, etanol,
acetona, metanol e as misturas aquosas com ou sem acido. A maioria dos compostos fenolicos
sao classificados como antioxidantes hidrofilicos (BOEING et al., 2014).

Diversos estudos apontaram a utilizagdo em formulagdes topicas de extratos naturais
que apresentam compostos fendlicos e flavonoides associados a propriedade antioxidante para
prevenir e tratar os danos causados pelos radicais livres (FRIES; FRASSON, 2010).

1.6 Morus nigra L.

A espécie Morus nigra L. (Figura 1), conhecida como amora preta é pertencente a
familia Moraceae e ao género Morus que possui cerca de 24 espécies com pelo menos 100
variedades. A amoreira ¢ originaria da Asia, mas pode ser encontrada em diversas regides
tanto nos tropicos como nos hemisférios em regides tropicais, temperada e subtropical
apresentando uma variedade de cultivo por se adaptar em diversas variagdes climadticas,
topograficas e de solos. As arvores possuem boa climatizagdo no Brasil e podem atingir até 9
m de altura com folhas grossas, ovaladas e simples, flores monoicas ou dioicas e frutos de até
2,5 cm com caracteristica de roxo a preto com sabor ligeiramente acido e adstringente que €
explicado pela elevada quantidade dos compostos fendlicos (ERCISLI; ORHAN, 2007;

OZGEN et al., 2009; PADILHA et al., 2010; PIEKARSKI, 2013).
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Figura 1- Morus nigra L.

Fonte: PIEKARSKI (2013, p.26)

As espécies mais comuns desse género sdo Morus alba, Morus nigra e Morus rubra. Os
frutos, as raizes, as folhas e as cascas da amoreira sdo usados na medicina popular para tratar
diversas doencas devido a presenca de compostos como, por exemplo, isoprenoides, que
apresentam atividade biologica e farmacologica, além da presenca de compostos da classe dos
fendlicos como os flavonoides e antocianinas, importantes antioxidantes que estdo relacionados a
alguns beneficios para a saide, como reducdo do risco de doengas coronarianas, acidente
vascular cerebral, alguns tipos de cancer e preven¢ao do envelhecimento. Morus nigra L. quando
comparadas com as outras espécies do mesmo género € a que apresenta maiores teores desses
compostos (NOMURA; HANO, 1994; OZGEN et al., 2009; PEREZ- GREGORIO et al., 2011;
PIEKARSKI, 2013).

Segundo dados da literatura, diversos flavonoides foram identificados nos frutos de
Morus nigra como quercetina-3-O-rutnosideo, kaempferol-3-O-rutinosideo e quercetina-3-
glicosideo,  antocianinas  como  cianidina-3-glicosideo,  cianidina-3-O-rutinosideo,
pelargonidina-3-glicosideo e pelargonidina-3-O-rutinosideo, também foram identificados

miricetina, resveratrol e naringenina. Ji4 nas folhas de Morus nigra foram encontrados
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compostos da classe dos triterpenos e esteroides como acido betulinico e fS-sitostero (AYDIN
etal., 2011; DUGO et al., 2001; HASSIMOTTO et al., 2007; PAWLOWSKA et al., 2008).

Chan et al. (2009) identificaram compostos fenolicos e flavonoides presentes no extrato
aquoso de folhas de Morus alba, identificando os seguintes compostos: acido galico, acido
protocatecuico, catequina, epigalocatequina galato, acido cafeico, epicatequina, rutina,
quercetina e naringenina.

Dados da literatura apontaram o uso das raizes das plantas do género Morus para
tratamento anti-hipertensivo, reumatismo, melhora da visao e efeito inibidor da enzima tirosinase
envolvida na forma¢ao da melanina (PADILHA et al., 2010; PIEKARSKI, 2013)

O fruto da amora preta ¢ usado pela medicina popular para tratar lesdes na boca, em
estudos utilizando os extratos das frutas foi observado um fator de prote¢dao contra isquemia
cerebral e também um resultado efetivo na prevencdo do ganho de peso. Outros estudos
consideraram as antocianinas presentes nos frutos da amora e demonstraram um efeito
terapéutico potencial na prevencdao do cancer, ou seja, apresentou efeito antitumoral, além de
estudos confirmando o potencial antioxidante. Recentemente esta fruta ganhou uma importancia
na industria alimenticia devido a presenga das antocianinas. A fruta fresca apresenta estrutura
fragil e pouca estabilidade durante o armazenamento, por isso sua comercializacdo, geralmente, €
na forma de suco ou geleia (AYDIN et al., 2011; HUANG et al., 2008; KANG et al., 2006;
OZGEN et al., 2009; PEREZ- GREGORIO, 2011; PENG, et al., 2011).

Dados da literatura evidenciou uma satisfatéria utilizacao de folhas da amora devido suas
propriedades hipoglicemiante, hipotensiva, antiaterogénica, diurética e no tratamento de doencas
cronicas como cancer e diabetes. Park et al. (2013) avaliaram a atividade anti-inflamatéria e
citotoxica em macrofagos de extratos das folhas de amoreira utilizando solvente organico e foi
verificado a efetividade e seguranga para esses extratos, podendo ser usados com o proposito

terapéutico para doengas inflamatorias; o efeito anti-inflamatorio do extrato de folhas de Morus
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nigra foram relacionados principalmente com a presenga de terpenoides e esteroides; também foi
observado o potencial antioxidante do extrato uma vez que o extrato aquoso aumentou o nivel
sanguineo da enzima superdxido dismutase (SOD).

A presenca de compostos fenolicos nas folhas também foi relacionada aos resultados
satisfatorios na reducdo de doencas coronarianas. Além disso, na medicina popular ¢ muito
comum o uso das folhas da amora preta pelas mulheres em menopausa (CHAN et al., 2009;
PADILHA et al., 2010b; PARK et al., 2013; VOLPATO et al., 2011; YANG et al., 2011).

Diversos estudos na literatura sdo encontrados correlacionando a Morus nigra e suas
propriedades antioxidantes.

Ercisli e Ohan (2008) avaliaram o extrato da fruta de 5 genétipos da espécie Morus nigra
para entender a variabilidade da amoreira e sugerir a selecdo dos genotipos superiores para
cultivo comercial, para isso determinaram além do peso, cor e pH, os acidos organicos, atividade
antioxidante, diferentes compostos fenolicos e flavonoides, acidos graxos e acido ascorbico,
dessa forma seria possivel cultivar o gen6tipo de acordo com a caracteristica desejada.

Pawlowska e colaboradores (2008) avaliaram o perfil dos componentes fenolicos do
extrato do fruto de Morus nigra e compararam com o conteido de outras espécies de amora
como a Morus alba evidenciando que os frutos da amoreira sao potentes antioxidantes naturais e
as diferengas nas composi¢oes de flavonoides das frutas ndo depende somente das espécies, mas
também das condi¢des de crescimento como o solo, condigdes ambientais e diferengas genéticas.

Igbal et al. (2012) demonstraram resultados superiores para a Morus nigra em seu
estudo com folhas de 3 variedades de amora (Morus alba, Morus nigra. ¢ Morus rubra)
quanto a quantidade de compostos fendlicos e potencial antioxidante segundo o método de
DPPH" ¢ ABTS™, sugerindo uma significante propriedade antioxidante.

No estudo feito por Kosti¢ e colaboradores (2013) com os extratos acidificados de

etanol, etanol-agua (50/50, v/v) e aquoso de frutas congeladas de Morus nigra foram
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encontrados alto teor de compostos fenolicos e alta atividade antioxidante indicando o
potencial nutritivo e fitomedicinal dos frutos da amora preta.

Sanchez- Salcedo et al. (2015) sugeriram em seu estudo com folhas de Morus alba e
Morus nigra coletadas em Orihuela, na Espanha, que grande quantidade de acidos
cafeoilquinicos e flavonoides foram encontrados quando comparado com as respectivas frutas,
assim eles concluiram que as folhas apresentaram maior quantidade de compostos fenolicos e
maior atividade antioxidante sendo uma fonte promissora de compostos fitoquimicos.

A adequada climatizagdo da amora preta no Brasil, a presenca rica de compostos
fenolicos e as evidéncias encontradas na literatura de diversas propriedades, principalmente, de
atividade antioxidante dos extratos de folhas e frutos de espécies do género Morus, explicam a
proposta de estudar o extrato das folhas de Morus nigra como um ativo antioxidante em

formulagao cosméticas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante de extratos hidroetandlicos

(50 %, 70 % e 90 %) e aquoso de folhas de Morus nigra L.

2.2 Objetivos Especificos

-Obter extratos hidroetandlicos 50%, 70% e 90% e aquoso de folhas de Morus nigra;

-determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais;

-avaliar a atividade antioxidante dos extratos por metodologias “in vitro”;

-selecionar o extrato com maior potencial antioxidante através da comparacdo dos teores de

compostos fenolicos totais e flavonodides totais, além da atividade antioxidante dos extratos;

-desenvolver formulagdo cosmética contendo os extratos de M. nigra para uso facial;

-validar a metodologia analitica para a quantifica¢do do extrato na formulag¢ao cosmética.
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3 Material e Métodos

3.1 Material e Equipamentos

3.1.1 Material

Folin-Ciocalteau (Imbralab), etanol (Synth; Tec-Lab), 4cido galico (Sigma), carbonato
de sodio (Sigma), quercetina (Sigma), cloreto de aluminio (Sigma), acetato de sddio
(Spectraum), 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH - Sigma), metanol (Synth), acido ascorbico
(Synth), 2,2’-azinobis- (3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS-Sigma), persulfato de
potassio  (Synth). Sodium polyacrylate, hydrogenated polydecene, trideceth-6,
cyclopentasiloxane (and) Dimethicone Crosspolymer (and) Dimethicone (and) Laureth-23
(and) Laureth-4, disodium EDTA, phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben,
Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben,dicaprylyl carbonate.

3.1.2 Equipamentos

Espectrofotdmetro UV/Vis (Beckman DU® 530), rotaevaporador (IKA® RV10), estufa
(Fanem modelo 320 SE), liofilizador (Liofilizador E-C Micro Modulyo®), balan¢a Semi-
analitica BL-3200H, balanca Analitica, (Shimadzu modelo Ay 220), geladeira e freezer
Consul, peneira (Tamis) granulométrica (menor que 0,59mm), pipetadores de volumes
variaveis (Eppendorf), vidrarias e acessorios disponiveis no Laboratério de Cosmetologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Campus Araraquara.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparo do material vegetal

As folhas de amoreira foram coletadas na cidade de Sao Lourenco do Turvo. Apds a
coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante a 40° C até que o peso se mantivesse
estavel. Em seguida, o material seco foi triturado em moinho de facas e passado por tamises para

padronizacdo de tamanho de particulas, sendo utilizadas particulas inferiores a 0,59 mm. Em
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seguida o material foi acondicionado em recipiente de vidro completamente vedado. Os
recipientes foram estocados a -5 + 2° C.

3.2.2 Preparacio de extratos de folhas de Morus nigra

A partir das folhas secas de M. nigra, foram preparados quatro extratos utilizando
diferentes solventes extratores: etanol 50 % (Eso), etanol 70 % (E7), etanol 90 % (E¢) e agua
deionizada (Eag).

A técnica utilizada para as extragdes de solugdes hidroetanolicas foi a maceragdo em
propor¢io de droga vegetal/solvente 1:15 (g/mL) (RADOJKOVIC et al., 2012b), durante um
periodo de 96 horas com troca de solvente a cada 24h. A extragdo com agua deionizada foi feita
na mesma propor¢do droga vegetal/solvente, porém, a técnica utilizada foi de infusao.

Os extratos hidroetandlicos obtidos foram submetidos a rotaevaporagdo para eliminagao
do etanol e consequentemente redu¢do do volume. Em seguida, os quatro extratos foram
liofilizados para obtengdo do extrato seco. Os extratos secos foram armazenados em recipiente

hermeticamente fechado a temperatura de -5°C.

3.2.3 Caracterizagio do extrato Morus nigra

3.2.3.1 Determinacio do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais presente nos extratos das folhas de Morus nigra foi
determinado pela metodologia analitica fotométrica através do reagente Folin-Ciocalteau e da
curva analitica de acido galico utilizado como padrdo, conforme metodologia descrita por
SINGLETON; ROSSI (1965) e KAHKONEN et al. (1999).

Para obtencdo da curva analitica padrao do acido galico foram adicionados 2,0 mL do
reagente Folin-Ciocalteau (1:10, v/v) em tubos de ensaio, seguido pela adi¢ao de 400 pL de
solugdo de acido galico (0,0 a 5,4 ug/mL). Em seguida, foram aguardados 8 min para adi¢ao

de 1,6 mL de solucdo de carbonato de sodio (Na2CO3) 7,5% (m/v). Os tubos foram agitados e
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mantidos em repouso durante 30 minutos. Na sequéncia, as absorbancias das solu¢des foram
obtidas em espectrofotometro UV/Vis em 765 nm e, a equacao da reta da curva analitica
padrao do acido galico foi obtida por regressao linear.

Para os extratos Eso, E7o, Eoo € Eaq de Morus nigra a mesma metodologia foi realizada
na concentracao de 50 pg/mL. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram
apresentados em mg de compostos fenolicos totais equivalentes ao acido galico por 100 g do
extrato seco.

3.2.3.2 Determinacao do teor de flavonoides

O teor de flavonoides dos extratos de folhas de Morus nigra foi determinado por
metodologia fotométrica e pela curva analitica padrdo da quercetina conforme metodologia
descrita por Ho et al. (2012).

Para obtencdo da curva analitica da quercetina, nos tubos de ensaio foram adicionados
500pL de solucdo etanodlica de quercetina, em seguida, foram colocados 1,50 mL de etanol 95
%, 100 pL de solugdo aquosa de cloreto de aluminio (AICI3) (10 % m/v), 100uL de solugdo
aquosa de acetato de sodio (CH3COONa) 1 mol/L e 2,80 mL de dgua destilada para completar
o volume de 5,00 mL. Apds 30 min foi feita a avaliacdo da absorbancia em espectrofotometro
UV/Vis em 415 nm e a equacdo da reta da curva analitica da quercetina foi obtida por
regressao linear.

O mesmo procedimento foi feito para os quatro extratos de Morus nigra na
concentracdo de 260 pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram

expressos em mg de flavonoides equivalente a quercetina por 100 mg de extrato seco.
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3.2.4 Determinacio do potencial antioxidante

3.2.4.1 Método do radical DPPH"

A determinacao do potencial antioxidante dos extratos de folhas de Morus nigra foi
executada pelo método de captura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), de acordo
com a metodologia descrita por Chiari et al. (2012).

De acordo com o método, foram adicionados nos tubos de ensaio 1,0 mL de diferentes
concentragdes de solugdao aquosa dos extratos, a faixa de linearidade compreendida para o Eso,
E70, Eoo € Eaq foi de 0 a 160 pg/mL, 0 a 86 pg/mL, 0 a 100 pg/mL e 0 a 150 pug/mL
respectivamente. Em seguida, foi adicionado 2,5 mL de solucdo metandlica de DPPH
(0,004% m/v). As solucdes foram armazenados ao abrigo da luz por 30 minutos, ¢ na
sequéncia as absorbancias foram determinadas em espectrofotdmetro UV/Vis a 515 nm. Para
o branco da reacdo foi utilizado 1,0 mL de 4gua destilada em substitui¢do a solugdo do
extrato. O experimento foi feito em triplicata para cada concentracdo dos quatro extratos.
Como padrao de substancia antioxidante foi utilizado o &cido ascorbico.

As porcentagens de captura do radical DPPH’ foram calculadas seguindo a Equacao 1
proposta por Molyneux (2004) expressa pela média das absorbancias das amostras. A partir
desses valores, foi possivel obter um grafico de porcentagem de captura do radical DPPH"
versus concentracdo do extrato de Morus nigra e calcular o valor de ECso de cada amostra,
que representa a concentragdo necessaria do extrato para capturar 50 % dos radicais DPPH

presentes na solugao.

Amax(branco)—-A(amostra)

% Captura = x 100 (Equagdo 1)

Amiax

Em que:

% Captura = porcentagem de captura do radical DPPH’;
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Amax (branco) = absorbancia do radical DPPH na auséncia de amostra em 515 nm;
A (amostra) = absorbancia do radical DPPH na presenca de amostra em 515 nm.
3.2.4.2 Método do radical ABTS™"

Para determinag¢do do potencial antioxidante dos diferentes extratos de Morus nigra pelo
método de captura do radical acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) foi
utilizado o método proposto por Almeida et al. (2013).

Inicialmente foi preparada a solugdo do radical ABTS™, solubilizando o sal de ABTS
(7 mM) em agua, em seguida foi adicionado para cada 5,0 mL dessa solu¢do 88,0 pL. de uma
solugdo de persulfato de potassio (140mM). A solugdo foi mantida ao abrigo da luz por 16 h
para a formagao do radical.

A solugio de radical ABTS' foi diluida em etanol até absorbancia de 1,00 + 0,05 em
espectrofotometro UV/Vis a 734 nm. Nos tubos de ensaio foram adicionados 1030 pL da
amostra em diferentes concentracdes (faixa de linearidade utilizada para os extratos foi de 0 a
51 pg/mL para o Eso, 0 a 45 pg/mL para o E7o, 0 a 62 pg/mL para o Egg € 0 a 60 pg/mL para o
Eaq) foram adicionados 2000 uL da solugdo do radical ABTS™ diluido em etanol. Foram
aguardados 6 minutos para em seguida medir a absorbancia da amostra em espectrofotdmetro
UV/Vis a 734 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem do radical ABTS™ capturado
conforme Equagdo 1, e a partir desses valores foi possivel obter um grafico de % de captura
versus concentracdo de cada extrato e calcular o valor de CEso, que representa a concentragao
de extrato necessaria para capturar 50 % dos radicais ABTS™ presentes na solugdo. Os
ensaios foram realizados em triplicata para cada concentragdo dos extratos. O mesmo
procedimento foi realizado para o acido ascorbico usado como padrao antioxidante.

3.2.5 Validacao da metodologia

A validacao da metodologia foi feita através da quantificagao pelo método fotométrico

de captura do cétion radical ABTS™.
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A validagao de metodologia ¢ recomendada pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para garantir que o método cumpra as exigéncias e apresente resultados
confiadveis. Para avaliar esse método os seguintes parametros foram avaliados: linearidade,
limite de detecgdo, limite de quantifica¢do, precisdo, robustez, exatiddo e especificidade e
seletividade (BRASIL, 2003).

3.2.5.1 Linearidade

Para analisar a linearidade do método, trés curvas experimentais foram tragadas
utilizado o extrato hidroetanolico E7o de folhas da Morus nigra, em uma faixa de concentracao
que variou de 0 a 44,65 pg/mL. Em cada uma das curvas as concentragdo foram preparadas
em triplicata. Nos tubos de ensaio foram adicionados agua deionizada, a solucdo do extrato e
o radical ABTS™" até completar o volume final de 3,030 mL em cada tubo conforme
metodologia descrita por Almeida et al. (2013). A reagdo foi completada no escuro e apos 6
min as solucdes foram analisadas em espectrofotdmetro UV/Vis a 734 nm.

Através da curva analitica que relaciona a porcentagem de captura do radical ABTS™
com concentragdo do extrato de Morus nigra foi possivel obter a equacao da reta no qual o
coeficiente linear deve ser igual ou superior a 0,99 para o método ser linear (BRASIL, 2003).

3.2.5.2- Limite de detec¢ao e quantificacio

Para estimar o limite de detec¢ao na amostra foi feita a relagao de trés vezes o ruido da

linha de base (BRASIL, 2003) através da Equagao 2:

LD = Dplixs (Equagao 2)

Em que:
DPa = desvio padrdo do intercepto com o eixo y de pelo menos 3 curvas analiticas com

concentragdes proximas ao suposto limite de quantificacdo
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IC = ¢ a inclinagao da curva analitica de calibragao.
Para determinacao do limite de quantificagdo o célculo ¢ feito com base na relacao de

dez vezes o ruido da linha de base (BRASIL, 2003) como demonstrado pela Equagao 3:

__ DPAX10
T IC

LD

(Equagao 3)
Em que:
DPa = desvio padrdo do intercepto com o eixo y de no minimo 3 curvas analiticas com
concentragdes proximas ao suposto limite de quantificagdo.
IC = inclinagdo da curva de calibragao.
3.2.5.3 Precisao
A precisao do método foi avaliada pela repetibilidade (intra-corrida) e precisao

intermediaria (inter-ocorrida). A porcentagem de desvio padrao foi calculada pela Equagao 4:

DPx100
CMD

DPR =

(Equagao 4)
Em que:

DPR= desvio padrdo relativo

DP = desvio padrao

CMD = concentracao média determinada (BRASIL, 2003).

Para obter os resultados da precisdo foram utilizadas trés concentragdes do extrato de
Morus nigra em triplicata sendo os valores pertencentes ao intervalo linear, nas concentragdes
média, baixa e alta.

Para a repetibilidade (precisdo intra-corrida ou intra-dia) as andlises aconteceram no
mesmo dia, mas em periodos distintos (manhd e tarde), o equipamento e o analista
mantiveram os mesmos.

A precisdo intermediaria (precisao inter-dia) foi feita em dias diferentes, mas com o

mesmo equipamento e analista.
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A precisdo consiste 0 método em que o DPR nao ultrapassa 5% (BRASIL, 2003).

3.2.5.4 Robustez

Para avaliar a robustez do método e garantir a confiabilidade mesmo em pequenas
variagdes, foi variado o fabricante do etanol durante a dilui¢do do radical ABTS™". Foram
utilizadas trés diferentes concentragdes (baixa, média e alta) do extrato hidroetanodlico E7o
cada uma com réplica de trés e que estivessem de acordo com a faixa de linearidade do
método.

O método ¢ robusto quando o valor de DPR ¢ até 5% (BRASIL, 2003).

3.2.5.5 Exatidao

Para avaliar a exatiddo foram consideradas trés concentragdes (12,6; 29,03; 39,99
pg/mL) do extrato de Morus nigra pertencente ao intervalo de linearidade do método para
relacionar a concentragao experimental observada e a concentragdo tedrica. O método € exato
quando os valores apresentarem faixa entre 95 e 105% (BRASIL, 2003).

A exatidao ¢ calculada pela Equacao 5:

Concentracao média experimental

Exatiddo = x 100 (Equagao 5)

Concentragioteérica
3.2.2.6 Especificidade e seletividade
Solu¢des de concentracdes baixa, média e alta (2,64; 27,99 e 43,83 ng/mL) do extrato
de Morus nigra pertencente ao intervalo linear do método foram avaliadas em triplicata
quanto a especificidade e seletividade do método, essas solugdes foram contaminadas com
uma formulagdo cosmética emulsionada e os resultados obtidos foram relacionados com o da
curva de linearidade para analisar se houve interferéncia dos componentes da formulacao na
absorbancia final do extrato.
A especificidade e seletividade foram expressas como DPR e os valores de DPR igual

ou menor que 5% indicam que o método ¢ especifico e seletivo (BRASIL, 2003).
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3.2.6 Desenvolvimento da formulagao.

A formulacao obtida foi uma emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A) a frio. O interesse
da formulagdo seria uma emulsdo de sensorial de baixa oleosidade uma vez que o destino
final era para uso facial. Primeiramente, foi desenvolvida a formulacao base que ndo tem
adi¢ao de extrato.

3.2.7 Incorporacio do extrato de folhas de Morus nigra em formula¢io cosmética

O extrato de folhas de M. nigra que apresentou maior atividade antioxidante foi
escolhido para incorporar na formulagdo cosmética para obtencdo do produto cosmeto-
dermatoldgico. A quantidade de 0,5% do extrato de folhas de M. nigra foi adicionada na parte
aquosa da formulagdo e incorporada na emulsdo pronta. Para determina¢ao da quantidade de

extrato que seria utilizada foi considerado o potencial antioxidante.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Preparo do material vegetal

Foram coletados 1.437,09 g de material vegetal fresco, sendo que apds o processo de
secagem a massa foi de 432,14g, portanto ¢ possivel dizer que ocorreu uma perda de
aproximadamente 70% de 4gua em relacdo ao material fresco por secagem e o rendimento foi de
aproximadamente 30% (Equagdo 6). O material seco foi triturado e tamisado obtendo um
material com granulometria média de 0,59 mm.O material seco € moido permitiu uma mehor
extracdo devido a maior superficie de contato do material com o solvente extrator. Em seguida o
material vegetal foi armazenado em recipiente de vidro hermeticamente fechado a temperatura
de -5+£2°C.

A massa obtida apos o processo de secagem das folhas de Morus nigra foi de 432,14g,
portanto:

1.437,09g (massa inicial) ----------- 100%
(Equagdo 6)
432,14g (massa apds secagem) ---- X
X=30,07%

4.2 Preparo de extrato de folhas de Morus nigra

Diversos métodos podem ser empregados para preparacao do extrato vegetal, sendo
que normalmente sdo utilizados métodos de extracdo com solventes organicos como, por
exemplo, o etanol. Quimicamente, ¢ dificil estabelecer o melhor método pois existem diversos
fatores que podem influenciar no sucesso da extragdo. Geralmente, os solventes mais
utilizados sdo etanol e agua devido a seguranga do uso, disponibilidade, acessibilidade no
laboratorio e baixo valor agregado (ANDREO & JORGE, 2006; WANG & WELLER, 2006).

Andreo & Jorge (2006) sugerira a utilizagdo de diferentes polaridades de solventes

para facilitar a extracdo em fontes naturais, pois o potencial antioxidante dos extratos vai
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depender do tipo de solvente utilizado devido a polaridade dos compostos presentes no
material vegetal.

Dessa forma, os extratos foram preparados conforme metodologia descrita anteriormente
utilizando quatro solventes (etanol 50%, etanol 70%, etanol 90% e agua deionizada).

A modificagao do método de extragdo do extrato aquoso (infusdo) em relagao ao método
de obtengdo do extrato hidroetandlico (maceragdo) foi necessaria pois na amostra obtida pela
técnica de maceragdo em agua foi observado o crescimento de microorganismos no periodo de
24 a 48 horas. Devido a esse fato a técnica de infusao foi escolhida como método para obtencao
do extrato aquoso, pois, o solvente extrator ndo ficaria em contato com as folhas por tempo
suficiente a ponto de iniciar o crescimento dos microrganismos, além disso, o aquecimento inibe
€sSe processo.

4.3 Caracterizagio do extrato Morus nigra

4.3.1 Determinacio do teor de compostos fendlicos totais

A curva analitica do dacido galico (Figura 2) foi utilizada como padriao para
quantificagdo do teor de compostos fenolicos totais presentes nos extratos de Morus nigra

avaliado.
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Figura 2- Curva analitica do 4cido galico para determinacdo dos compostos fendlicos totais.

0,7 Abs=0,0022+0,1193.Conc (ng/mL)

R=0,9982 n
0,6
0,5 4

0,4 -

0,3

Absorbancia

0,2 -

0,1

Concentragdo de acido galico (ug/mL)

Os extratos (Eso; E70; Eoo; Eaq) foram avaliados na concentragdo de 50 pg/mL. Os
valores de absorbancia dos extratos foram utilizados para determinacdo das concentragdes
equivalentes ao acido galico através da Equacdo 7. As analises foram realizadas em triplicata

para cada extrato, afim de evitar erros.

ug\ _ ABS-0,022 ~
Conc (mL) = o103 (Equagao 7)

Em que:
Conc = concentragdo equivalente ao acido galico em pg/mL
ABS = absorbancia da amostra
Os valores foram expressos em mg de compostos fenolicos equivalentes ao acido

galico por 100 g de extrato de Morus nigra (CFEAG) como indicado na Tabela 1.
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Tabela 1- Quantidade de compostos fenolicos totais presentes nos extratos de folha de Morus nigra em mg de
compostos fendlicos equivalentes ao acido galico por 100 mg de extrato

Extrato de folha de Morus nigra mg CFEAG/100g de extrato seco (média+DP)

Eso 5778+96°
E7o 7175£76°
Ego 6164+28¢
Eaq 4880+384

DP: desvio padrio; a,b,c,d: letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes

Pelos resultados apresentados da Tabela 1, € possivel verificar que o extrato E7o
apresentou a maior quantidade de compostos fenolicos totais extraidos, seguido pelo Eoo, que
apresentou um valor de, aproximadamente, 1 g a menos de compostos fenodlicos que o E7o,
com valores estatisticamente diferentes. O Eaq foi 0 que apresentou menor quantidade de
compostos fenolicos extraidos. Os resultados correlacionam com o proposto por Liu et al.
(2000), indicando que solventes de alta polaridade, como a dgua sdo extratores menos
eficientes em extrair compostos fenolicos.

O Eaq e 0 Eso por apresentarem polaridade mais elevada ndo se mostraram ser bons
sistemas extratores de compostos fendlicos presentes nas folhas de Morus nigra.

E possivel observar que a extragio de composto fendlicos foi facilitada com a mistura
de alcool e agua. Por criar um meio moderadamente polar, a 4gua pura como solvente pode
extrair substancias ndo pertencentes a classe de compostos fendlicos, resultando em extratos
com impureza, o que dificulta a extragdo dos fenolicos (VIZZOTTO ET al., 2011). Nao existe
um método padriao de extracdo de compostos fenoOlicos e a literatura reporta diversas
condigdes para isso.

Chaicouski et al. (2014) também demonstraram em seu estudo com erva mate que o
extrato hidroalcdolico 70 % mostrou-se mais eficiente para compostos fenolicos quando

comparado ao extrato aquoso.
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Memon et al. (2010) utilizaram uma mistura de metanol e dgua para obten¢ao dos
extratos de folhas de Morus nigra colhidas na regidao do Paquistdo e encontraram em seus
estudos um valor de 1380 mg de compostos fendlicos em 100 g do extrato.

Igbal et al. (2012) estimaram a quantidade de fenolicos totais presentes no extrato
metanolico de folhas de Morus nigra colhidas no Paquistao e encontraram um valor de 2437 mg
equivalente ao 4cido galico por 100g de extrato.

Radojkovi¢ et al. (2012) utilizaram amostras de raizes e folhas de 2 espécies de amora,
dentre elas, a M. nigra. Para a preparacdo do extrato, foi utilizado etanol 70 % a temperatura
de 30°C como solvente extrator e utilizou-se o0 método fotométrico com reagente de Folin-
Ciocalteau para determinag¢do dos compostos fendlicos totais.

Radojkovi¢ et al. (2012b) examinaram a influéncia das concentracdes do solvente
hidroetanolico (40-80 %) na extracdo dos compostos fenodlicos, flavonoides e antioxidantes
das folhas de M. nigra colhidas na Servia. Os valores encontrados para o teor de compostos
fendlicos foram de 1.863 a 5.243 mg de composto equivalente ao acido clorogénico por 100 g
de folhas secas, aumentando de acordo com o aumento da concentracdo do solvente, sendo
que a concentracdo em torno de 75% foi o que apresentou os melhores resultados.

Sancez-Macedo et al. (2015) também avaliaram a o teor de compostos fenolicos das
folhas de Morus nigra colhidas na Espanha. O solvente extrator do p6 do material vegetal foi
o metanol 80 % acidificado com acido féormico, 8 clones de Morus nigra foram avaliados e
encontraram uma faixa de 1348 a 1613mg de compostos fendlicos equivalentes ao acido
galico por 100 gramas de extrato seco.

Uma explicagdo para os diferentes teores de compostos fendlicos presentes nas folhas
da amora preta pode estar relacionado com os diferentes métodos e solventes de extragao

utilizados mas, também, ¢ sugerido que as substancias fenolicas em folhas podem variar de
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acordo com alguns fatores como mudangas de temperatura, poluicao, luz UV, ataques de
patégenos, além de outros (SANCEZ-MACEDO et al., 2015).

Através desses dados € possivel inferir que o extrato que apresentou maior quantidade
de compostos fenodlicos (E7) pode ser o de maior interesse para os estudos e,
consequentemente, apresentar a maior atividade benéfica como fitocosmético de propriedade
antioxidante. Assim, para complementar essa suposicao outras analises foram realizadas.

4.3.2-Determinacao do teor de flavonoides totais

Os flavonoides sdo uma classe de metabolitos secundérios pertencentes ao grupo dos
compostos fendlicos que apresentam atividade antioxidante, desta forma, surge o interesse em
pesquisar nos extratos de Morus nigra o teor desses polifendis para avaliar o potencial do
extrato como produto cosmético antienvelhecimento.

Para a quantificacdo dos flavonoides foi utilizada a curva analitica da quercetina

utilizada como padrao, Figura 3.

Figura 3- Curva analitica da quercetina para determinagdo dos compostos flavonoides
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Através da curva foi obtida a equacao da reta utilizada para calcular a quantidade em
mg de flavonoides equivalentes a quercetina em 100 mg de extrato seco de Morus nigra
(FEQ) representados na Tabela 2.0s extratos (Eso; E7o0; Eoo; Eaq) foram avaliados na
concentracao de 260 ug/mL.

Para o calculo foi utilizada a Equagao 8:

ug. ABS—0,0122

Conc (
mL’  0,0536

(Equacao 8)
Em que:
Conc = concentracao equivalente a quercetina pg/mL
ABS = absorbancia da amostra
Os valores de absorbancia (Areal) foram encontrados de acordo com a média entre
absorbancia do branco (Abranco) € da amostra (Aamostra )conforme a Equagao 8:

Areal = Aamostra - Abranco ( Equagdo &)

Tabela 2- Quantidade de compostos flavonoides totais presentes nos extratos de folha de Morus nigra

Extrato de folha de Morus nigra mg FEQ/100g de extrato seco (média+ DP)
Eso 869+43?
E7o 1998+191°
Eoo 1603+487°
Eaq 734+1032

DP: desvio padrao; a,b letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes e letras iguais
significam valores estatisticamente iguais

Pelos resultados apresentados na Tabela 2, ¢ possivel verificar que em relagdo aos
valores absolutos, o extrato E7o apresentou a maior quantidade de compostos flavonoides
totais seguidos pelo Ego. O Eaq apresentou menor quantidade de compostos flavonoides assim

como foi identificado no ensaio de doseamento do teor dos compostos fenolicos. Entretanto, a



38

analise estatistica demonstrou que nao houve diferenga estatistica significativa entre os
valores do E7¢ e Ego assim como nao houve diferenca estatistica significativa para o Eso € Eaq.

Esses resultados demonstraram uma concordancia com o proposto por Shouqin et al.
(2005) no qual a extragao dos flavonoides aumentou com o aumento da concentragdo do
alcool (75 %, v/v) e a medida que aumentou a concentragdo do etanol para volume acima de
75 % (v/v) a extragdo dos compostos vai decrescendo lentamente.

Radojkovi¢ et al. (2012) utilizaram como solvente extrator das folhas de amora o
etanol 70% a temperatura de 30°C, sendo que os valores encontrados no teor de flavonoides
foram 6736.9 mg de flavonoides equivalentes a rutina por 100 g de extrato seco.

Considerando que o género Morus apresenta uma diversificada presenga de compostos
fenolicos que inclui o grupo dos flavonoides (NOMURA et al., 1988) ao comparar os
resultados obtidos entre compostos fenolicos totais e flavonoides (Figura 4), pode ser
observada coeréncia nos resultados, uma vez que existe uma concentragdo maior de
compostos fenolicos que inclui a classe dos flavonoides mas, também, pode ser sugerido que
0 E7o foi o melhor extrato com atividade benéfica para a pele, devido a presenga de maior

concentracdo de compostos extraidos.
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Figura 4- Comparacdo de compostos fendlicos e flavonoides entre os quatro extratos de folhas de Morus nigra
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Considerando os resultados apresentados ¢ relevante avaliar a atividade dos extratos
como antioxidantes.

4.3.3 Determinac¢ao do potencial antioxidante

Com a presenga de compostos fendlicos e flavonoides em todos os extratos (Eso; E7o;
Eoo; Eaq) € com o direcionamento do possivel extrato a ser utilizado, foi avaliado o potencial
antioxidante de cada extrato por dois métodos (método de captura do radical DPPH" e método
de captura do radical ABTS™) para complementar a escolha do extrato Eo.

O principio que envolve ambos os métodos sdo as reacdes de 0xido-redugdo analisadas
em espectrofotdmetro. A diferenga deles esta na coloragdo do radical ABTS™ ¢ DPPH’, no
tempo de rea¢do do método de captura do cétion radical ABTS™ que é menor além de poder
ser usado em diferentes faixas de pH (SALABY; SHANAB 2013) e também no
emparelhamento de elétrons, o qual estd desemparelhado na extremidade da molécula do
radical ABTS™, facilitando a reagdo comparado ao radical DPPH", que apresenta elétron livre
na cavidade dentro da sua estrutura quimica (Figura 5). A estrutura quimica dos compostos
antioxidantes presentes em extratos vegetais também pode influenciar no mecanismo de

reacdo devido o fenomeno de impedimento estérico (ALMEIDA,2012, 2013). Considerando
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esses fatos ¢ esperado que os valores de CEso obtidos no método pelo DPPH" sejam maiores
que os obtidos pelo método de ABTS.

Figura 5- Estrutura quimicas dos radicais ABTS™" ¢ DPPH"
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(Fonte: Almeida, 2013)

4.3.3.1-Método do radical DPPH’

O radical DPPH" na forma radicalar apresenta coloracdo violeta e ¢ detectado em
espectrofotometro em 515 nm. Quando substancias com potencial antioxidante estiveram
presentes o radical reage ¢ reduzido, mudando para coloragdo amarelada.

Primeiramente, foram avaliadas solugdes de diferentes concentragdes (0 a 7 pug/mL) de
acido ascorbico, usado como substancia padrdo para atividade antioxidante. Através dos
resultados encontrados foi tragada a curva analitica do acido ascorbico  Figura 6 que foi

utilizada para comparar com o potencial antioxidante do extrato de Morus nigra.
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Figura 6-Porcentagem de captura do 4cido ascorbico pelo método do radical DPPH®
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Por meio da curva analitica foi obtida a equacdo da reta (Figura 6) que permitiu
calcular o valor de CEso, correspondente a quantidade de 4cido ascorbico que capturaria 50%
dos radicais DPPH’ presente na solucao, esse valor foi de 3,77 (£0,09) pg/mL.

Posteriormente os extratos Eso, E7o, Eoo € Eaq foram avaliados em triplicata pelo
método de captura do radical DPPH para determinar o potencial antioxidante. Através da
curva analitica dos extratos Eso (Figura 7), E7o (Figura 8), Eoo (Figura 9) e Eaq (Figura 10)
obtida pela porcentagem de captura do radical DPPH" versus concentragdo do extrato foram

calculadas as equagdes da reta de cada um dos extratos para o calculo do CEso.



Figura 7- Curva analitica do extrato hidroetanolico 50 % pelo método do radical DPPH
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Figura 8- Curva analitica do extrato hidroetandlico 70 % pelo método do radical DPPH"
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% Captura do radical DPPHe

Figura 9- Curva analitica do extrato hidroetandlico 90 % pelo método do radical DPPH"
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Figura 10- Curva analitica do extrato aquoso pelo método do radical DPPH
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A Tabela 3 corresponde a quantidade de extrato necessdria para capturar 50 % dos

radicais livres presentes na solugao de cada extrato estudado.

Tabela 3- Valores de CEs para os quatro extratos de Morus nigra pelo método do radical DPPH

Extrato de folha de Morus nigra CEso (ug/mL) (média =DP)
Eso 96,58 + (0,592
E7o 4798 +0,47°
Eoo 59,32 + 0,68°
Eaq 93,53 + 0,524

DP: desvio padrao; a,b,c,d: letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes.

A analise dos valores encontrados na Tabela 3 mostrou diferentes valores de CEso para
cada extrato. O E7o apresentou o melhor potencial antioxidante visto que possui o menor CEso,
ou seja, uma menor quantidade do extrato E7o necessaria para capturar 50 % dos radicais
presentes na solucdo. Este resultado ja era supostamente esperado uma vez que esse extrato
apresentou o maior teor de componentes fenolicos totais e flavondides totais podendo existir
uma correlacao entre eles. Na literatura essas evidéncias foram observadas por: Silva (2007)
que encontrou uma significativa correlagdo entre capacidade antioxidante e presenca de
fendlicos totais nos frutos estudados de amora preta e morango, da mesma forma Reyes
Carmona et al. (2005) demonstraram a correlacdo da capacidade antioxidante com o teor de
polifendis nos extratos da fruta da amora preta Rubus sp., e por fim Jiao & Wang (2000),
também demonstraram que amora preta teve atividade antioxidante positivamente
correlacionada com o conteudo de fenolicos totais ou antocianinas.

O Eso apresentou a menor atividade antioxidante, porém, esse extrato ndo foi o que

apresentou o menor teor de compostos fendlicos e flavonoides, esse fato pode estar
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relacionado com a estrutura quimica dos componentes extraidos pelo extrato Eso que pode ter
apresentado impedimento estérico ao reagir com o radical DPPH" ou a presenca de algum
fitoquimico que pode ter influenciado na atividade antioxidante (MOURE et al., 2001;
VIZZOTTO et al., 2012).

Apesar do valor de CEsodo acido ascorbico usado como antioxidante padrdo ser quase
13 vezes inferior ao valor de CEso do E7, que apresentou o menor valor entre os extratos
estudados, ¢ sugerido que o extrato possui um potencial para ser utilizado como ativo
antioxidante, pois o extrato deve conter varias substancias fitoquimicas provenientes da
composicao das folhas de Morus nigra que podem atuar em conjunto, aumentando os efeitos
benéficos para uso cosmético, além de, possivelmente ser mais estavel que o acido ascorbico.

4.3.3.2 Método do radical ABTS™*

A atividade antioxidante dos extratos, também foi determinada pelo método de captura
do cation radical ABTS™ que quando oxidado apresenta coloragdo verde e ao entrar em
contato com substancias com potencial antioxidante, o radical ¢ reduzido e se torna incolor.

Assim como para o método do radical DPPH" a substancia padrdo antioxidante
utilizada foi o 4cido ascorbico. Na figura 11, € possivel observar a curva analitica do acido
ascorbico (0 a 7,0 pg/mL) o qual foi usada para comparar com o potencial antioxidante do
extrato de Morus nigra. Pela equacao da reta foi calculado o valor de CEso, que corresponde a
quantidade de acido ascorbico necesséria para capturar 50 % dos radicais ABTS™ em solugdo.

O valor de CEs¢ obtido para o 4cido ascorbico foi 1,99 (+0,02) pg/ml.
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Figura 11- Curva analitica do acido ascorbico pelo método do radical ABTS™
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Em seguida os extratos Eso (Figura 12), E7o (Figura 13), Eoo (Figura 14) e Eaq (Figura
15) foram avaliados pelo método do radical ABTS™ para determinar o seu potencial

antioxidante seguindo o0 mesmo procedimento.



Figura 12- Curva analitica do extrato hidroetandlico 50 % pelo método do radical ABTS"*
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Figura 13- Curva analitica do extrato hidroetandlico 70 % pelo método do radical ABTS"*
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Figura 14- Curva analitica do extrato hidroetandlico 90 % pelo método do radical ABTS"*
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Figura 15- Curva analitica do extrato aquoso pelo método do radical ABTS™
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Através das curvas analiticas de cada extrato foram encontradas as equagdes da reta
que permitiram calcular o CEso para cada um dos extratos (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de CEs para os extratos pelo método do radical ABTS™

Extrato de folhas de Morus nigra CEso (ug/mL) (médiat+ DP)
Eso 36,72 +£0,27°
Exo 26,35+ 1,25°
Eoo 32,73+ 0,16°
Eaq 30,7 +0,12¢

DP: desvio padrao; a,b,c,d: letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes

Os valores de CEso obtidos por esse método sdo inferiores aos obtidos pelo método de
captura do radical DPPH, isso pode ser explicado pela interferéncia na rea¢do causada pela
diferenga nas estruturas quimicas dos radicais (Figura 5), os compostos de carater
antioxidante presentes nos extratos, por exemplo, compostos fendlicos, podem apresentar
impedimento estérico, facilitando a reagdo com o radial ABTS™ pois a disposi¢do do seu
elétron livre ndo se encontra na cavidade estrutural como acontece no radical DPPH"
(ALMEIDA, 2012, 2013; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2008).

Floege et al. (2011) demonstraram que o potencial antioxidante de algumas frutas,
legumes e bebidas estudadas apresentaram um valor mais expressivo pelo método do radical
ABTS" quando comparado com o DPPH". Segundo a pesquisa, os antioxidantes hidrofilicos e
com maior pigmentagao foram melhor expressos por esse método.

Sanchez- Salcedo et al. (2015, 2015b) identificaram que as folhas dos clones
estudados de Morus nigra e Morus alba apresentaram maiores valores de capacidade
antioxidante pelos métodos de ABTS™" e DPPH" quando comparados com os mesmos clones

das frutas.



50

Igbal et al. (2012) demonstraram que a Morus nigra obteve o maior teor de compostos
fenolicos e do potencial antioxidante pelos métodos de captura dos radicais DPPH' ¢ ABTS™
quando comparado aos extratos metanolicos das folhas de outras duas variedades de amora.
Foram utilizados trés métodos para avaliar o potencial antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP)
no qual houve correlagdo apenas entre os métodos de DPPH' ¢ ABTS', indicando que os
componentes presentes podem apresentar atividades diferentes diante de diversos ensaios.

Ningsih e colaboradores (2016) avaliaram a atividade antioxidante de 4 tipos de folhas
da planta Chrysophyllum cainito L. utilizando diferentes solventes extratores (etanol 96 %, 70
%, 50 %, acetona 96 %, 70 % e 50%) sendo que o extrato etanol 70% também foi o que
apresentou a maior atividade antioxidante.

O E7o foi o que apresentou o menor valor CEso, consequentemente ¢ o extrato que
apresentou a maior atividade antioxidante, ou seja, uma menor quantidade do extrato E7o €
necessaria para capturar 50 % dos radicais presentes na solugdo. O Eso apresentou a menor
atividade antioxidante para ambos os métodos.

O valor encontrado de CEso do acido ascérbico usado como antioxidante padriao ¢
menor quando comparado aos valores encontrado para os extratos por ambos os métodos
(DPPH" e ABTS™), isso significa que requer uma menor concentragéo de acido ascorbico para
atingir a atividade em relagdo aos extratos. O 4cido ascorbico possui poder redutor prevenindo
a oxidacdao no meio celular (COUTO; CANNIATTI- BRAZACA, 2010). Porém, mesmo o
acido ascorbico sendo uma referéncia em relacdo a atividade antioxidante, o seu uso em
produtos finalizados ¢ dificultado pela baixa estabilidade quimica. Desta forma, a solugdo
para a instabilidade seria sintetizar novos derivados ou utilizar extratos naturais que
apresentem compostos antioxidantes (DALCIN et al., 2003). Por esse motivo os estudos com
extratos vegetais que apresentam atividade antioxidante, sdo de grande importancia, ¢ essa

atividade pode estar relacionada com varios compostos presentes que podem atuar em
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sinergia possibilitando o desenvolvimento de produtos cosméticos com maiores beneficios
uma vez que existem evidéncias de maior eficiéncia na prote¢ao contra efermidades por
combinagdes fitoquimicas quando comparadas ao composto isolado (DE KOK et al., 2008).

Os resultados obtidos puderam inferir que o E7o € 0 mais promissor para ser utilizado
em produtos cosmeto-dermatoldgicos, pois apresentou o maior teor de compostos fenolicos
toais e flavonoides totais € o maior potencial antioxidante nos dois métodos avaliados.

4.4 Validacao da metodologia pelo método do radical ABTS**

A validacdo da metodologia visa estabelecer por meio de testes laboratoriais que a
utilizagdo do método proposto cumpre os requisitos para a aplicacdo pretendida, garantindo a
confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003; BREIER, 2007; INMETRO, 2007; RANDAU
et al., 2005).

O método realizado foi o proposto pela Resolu¢ao-RE N° 899, de 29 de maio de 2003
da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

Portanto, foi realizada a validagao da metodologia pelo método de captura do radical
ABTS"" utilizando o extrato E7o de Morus nigra, o mais promissor dentre os extratos, para
verificar se o método utilizado foi apropriado para o estudo e avaliagio do potencial
antioxidante uma das principais atividades estudadas nesse trabalho.

4.4.1 Linearidade

Linearidade ¢ a capacidade de um método analitico de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo de tempo especificado (BRASIL, 2003).

Foi construida a média de trés curvas analiticas da porcentagem de captura do radical
ABTS"" pela concentragio de extrato E7o de Morus nigra e por regressio linear foi obtida a

equagao da reta da Figura 16.

Figura 16- Média das porcentagens de captura do radical ABTS™ pelo extrato extrato hiroetanolico 70% de
Morus nigra para avaliagdo da linearidade do método
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Através do grafico é possivel observar que o valor de correlagio (R?) é de 0,999
portanto, 0 método ¢ considerado linear uma vez que Brasil (2003) propde um valor de R?
acima de 0,99. A interseccdo com o eixo y € 1,2538 e o coeficiente angular ¢ 1,8520.

4.4.2 Limite de deteccio e quantificacao

Foi determinado o limite de deteccdo que ¢ a menor quantidade de analito presente na
amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado pelo método em
questdo (BRASIL, 2003).

Também foi determinado o limite de quantificacdo que ¢ a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo (BRASIL, 2003).

Os valores foram calculados conforme procedimento descrito anteriormente utilizando
as Equagdes 2 e 3 e as 3 curvas analiticas realizadas no teste de linearidade. Os resultados

estdo representados na tabela 5:
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Tabela 5- Determinagdo do limite de deteccdo e limite de quantificagdo do método analitico para determinagéo
de extrato de Morus nigra

Curva analitica 1 (Intercepto com eixo Y) 1,6458
Curva analitica 2 (Intercepto com eixo Y) 0,7303
Curva analitica 3 (Intercepto com eixo Y) 1,3853
Desvio Padrao 0,471704
Inclinacao da curva 1,852
Limite de detec¢io (ng/mL) 0,764099
Limite de quantifica¢ido (ng/mL) 2,546995

Assim como demonstrado na Tabela 5, a concentracdo minima detectavel pelo método
proposto ¢ de 0,76 pg/mL e a menor quantidade capaz de ser detectada com exatiddo e
precisdo aceitavel € de 2,55 pg/mL.

4.4.3 Precisao

Precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003).

Foram avaliados a repetibilidade ou precisdo intra-corridas; precisdo intermediaria ou
precisdo inter-corridas.

Para a repetibilidade ou precisdo intra-corridas foram avaliadas trés concentragdes da
curva analitica. Para que o método seja considerado preciso, os valores de desvio padrao
relativo (DPR) ndo podem ultrapassar 5 % (BRASIL, 2003). A Tabela 6 apresenta os

resultados obtidos para avalia¢ao da repetibilidade do método.



54

Tabela 6- Avaliagdo da repetibilidade do método analitico para determinagdo de extrato de Morus nigra

CT CE1 CE 2 CE3 Média Desvio DPR%
(ng/ml  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
C1 12,37 13,06 13,06 12,98 12,46 0,55 4,41
C2 11,94 11,57 12,24
C1 23,13 24,63 24,56 24,88 23,45 1,16 4,95
C2 22,52 21,64 22,76
C1 44,65 45,44 43,41 42,69 43,09 1,38 3,20
C2 42,03 41,46 41,95

CT: Concentragdo Teodrica; CE: Concentragao Experimental; C1: Valor obtido na leitura do periodo 1; C2: Valor

obtido na leitura do periodo 2; DPR: Desvio Padrao Relativo.

Os resultados representados garantiram a repetibilidade do método, ja que, todas as

concentragdes avaliadas, ndo apresentaram DPR maior que 5%.

Seguindo a metodologia descrita por Brasil (2003), também foi avaliado a precisao

intermediaria ou inter-corrida no qual os valores de desvio padrao relativo (DPR) ndo devem

ultrapassar os 5% para ter precisao no método.

Os resultados encontrados durante a avaliacdo da precisdo intermediaria do método

estdo na Tabela 7.

Tabela 7- Avaliagdo da precisdo intermediaria do método analitico para determinagdo de extrato de Morus nigra

CT CE 1 CE 2 CE3  Média Desvio DPR %
(ng/ml  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
C1 12,37 13,06 13,06 12,98 12,82 0,34 2,67
C2 12,19 12,98 13,06
C1 28,51 29,78 30,71 30,63 29,80 0,69 2,32
C2 29,44 29,84 29,69
C1 39,27 40,86 40,46 40,62 39,99 0,61 1,53
C2 39,88 39,26 39,58

CT: Concentracao Teorica; CE: Concentracao Experimental; C1: Valor obtido na leitura do periodo 1; C2: Valor

obtido na leitura do periodo 2; DPR: Desvio Padrao Relativo.
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Através dos resultados obtidos de valores inferiores a 5 % ¢ sugerido que o método
apresentou precisao intermediaria.

4.4.4 Robustez

A robustez mede a capacidade de resistir a pequenas variagdes dos padrdes analiticos,
constatando a suscetibilidade do método a variagdes das condigdes analiticas (BRASIL,
2003).

Para esse teste foi alterado o fornecedor de solvente (etanol), em relagdo ao utilizado
nos outros ensaios da validacao do método. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para a

robustez do método analitico para determinacao de extrato de Morus nigra.

Tabela 8- Avaliagdo da robustez do método analitico para determinagdo de extrato de Morus nigra

CT CE1 CE2 CE 3 Média Desvio DPR %
(ng/ml  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

2,69 2,66 2,89 2,74 2,75 0,11 3,84
23,13 25,26 24,74 23,51 24,16 1,00 4,16
44,65 46,89 46,89 47,37 46,48 1,23 2,66

CT: Concentragdo Tedrica; CE: Concentragdo Experimental; DPR: Desvio Padrdo Relativo.

O método foi considerado robusto pois os valores de DPR nao ultrapassaram 5 %.

4.4.5 Exatidao

E a proximidade dos valores obtidos pelo método em relagdo ao valor verdadeiro. A
exatidao ¢ expressa pela relagdo entre a concentragao média determinada experimentalmente e
a concentracao tedrica correspondente (BRASIL, 2003).

A exatidao do método analitico foi avaliada por meio de trés concentragdes conhecidas
(concentragdes teoricas) que foram utilizadas para avaliar a atividade antioxidante do extrato
hidroetanolico 70 % de Morus nigra seguindo a metodologia proposta. Através da equagdo da
reta obtida no teste de linearidade foi possivel calcular a concentragdo experimental e os

resultados foram representados na tabela 9.



Tabela 9- Avaliagdo da exatiddo do método analitico para determinag@o de extrato de Morus nigra

CT (ugml) CE1(pg/ml) CE2(ug/ml) CE3(ug/ml) Exatidio %

12,6 12,12 12,82 13,75 101,79
29,03 29,50 29,52 29,87 101,56
39,99 39,23 38,97 38,68 98,06

CT: Concentragao Teorica; CE: Concentracdo Experimental
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O método foi considerado exato pois os valores encontrados estdo entre 95 ¢ 105 %

(BRASIL, 2003).

4.4.6 Especificidade e seletividade

Especificidade e seletividade consiste em medir, exatamente, um composto na presenca

de outros componentes como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz

(BRASIL, 2003).

Solugdes do extrato com trés concentragdes diferentes foram contaminadas com creme

base, em seguida foi determinado a atividade antioxidante para encontrar os valores

experimentais os quais foram comparados com o valor tedrico das concentragdes do extrato

E70 que sdo os valores obtidos durante a preparacdo da solugdo. A Tabela 10 apresenta os

resultados encontrados.

Tabela 10- Avaliacdo da especificidade e seletividade do método analitico para determinagdo de extrato de
Morus nigra

CT CE1 CE2 CE3  Média Desvio DPR %
(ng/ml  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

2,64 2,73 2,89 2,94 2,80 0,14 4,98
27,99 27,95 27,91 29,41 28,32 0,73 2,58
43,83 4529 4596 44,12 44,80 0,99 2,23

CT: Concentragdo Tedrica; CE: Concentragdo Experimental; DPR: Desvio Padrao Relativo.

O método foi considerado especifico e seletivo para o extrato de Morus nigra, pois os

valores de DPR foram menores que 5 % nas trés concentragdes avaliadas.
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4.5- Desenvolvimento da formulacido creme base.

A formulacao preparada foi do tipo 6leo em agua (O/A) e as matérias-primas foram
utilizadas de maneira a garantir a viscosidade adequada e um sensorial agradavel, de toque
seco, seguindo o proposto na literatura (DOW CORNING, 2016), visto que a finalidade do
produto final era para area facial. Algumas formulagdes foram testadas até obter a que mais se
enquadrava nas caracteristicas propostas.

O Dicaprylyl carbonate foi usado como emoliente que conferiu toque seco a emulsdo
O/A e, consequentemente, auxiliou no efeito de pele seca aveludada (BASF, 2016).

Como silicone foi usado o Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone Crosspolymer (and)
Dimethicone (and) Laureth-23 (and) Laureth-4 que, sensorialmente, auxiliou a conferir o
toque aveludado, e, devido a rapida absor¢do, apresentou uma caracteristica de toque seco
(DOW CORNING, 2016; UNIVAR, 2016).

O Sodium polyacrylate (and) Hydrogenated Polydecene (and) Trideceth-6 (Rapithix
A-60) ¢ um modificador reologico desenvolvido, principalmente, para uso em processos a
frio. Este produto conferiu um ajuste na viscosidade da emulsdao O/A preparada a frio. Além
disso, pdde garantir um sensorial sedoso e suave para a formulagdo (ASHLAND, 2016).

O conservante microbioldégico de amplo espectro utilizado foi Phenoxyethanol,
Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben, pois
apresenta efeito bactericida e fungicida em diferentes produtos cosméticos incluindo emulsdes
O/A (MAPRIC, 2016).

O Disodium EDTA foi utilizado para potencializar o sistema conservante da
formulacao assim como atuar quelando metais (MAPRIC, 2016).

A Tabela 11 apresenta a composi¢cdo percentual das matérias primas utilizadas no

desenvolvimento da formulagao.
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Tabela 11- Composic¢do percentual das formulagdes

INCI Name % Formulacio
Dicaprylyl carbonate 3,0
Sodium polyacrylate, hydrogenated polydecene, trideceth-6 2,5
Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone Crosspolymer (and) 3,0
Dimethicone (and) Laureth-23 (and) Laureth-4
Disodium EDTA 0,1
Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben,

Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben 0,8
Aqua q.s.p 100

4.6- Incorporacio do extrato

Para incorporacdo do extrato hidroetanolico 70 % (selecionado por apresentar o maior
potencial antioxidante) no creme base foi utilizado como critério os valores de CEso obtido e o
pressuposto de que a formulacdo nao liberaria 100 % do ativo.

A concentracao de extrato de 0,5% foi determinada para incorporacao no creme base,
i1sso corresponde a 5.000 pg de extrato em 1 g da formulacdo base. Supondo um perfil de
liberagio com células de difusdo de 4rea 1,77 cm? sobre a qual fosse colocada uma membrana
sintética com 0,3 g de amostra, seria encontrado uma liberacdo maxima de 1500 pg extrato/
1,77 cm?, portanto se 100 % do ativo fosse liberado, teria 847,46 pg de ativo/cm?. Esse valor
de ativo corresponde aproximadamente 18 vezes o valor CEso encontrado pelo método DPPH"
(47,98 ng/mL) e, aproximadamente, 32 vezes o valor de CEso encontrado pelo método do

ABTS" (26,35 pg/mL).
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5 Conclusao

Os extratos obtidos a partir das folhas secas de Morus nigra apresentaram atividade
antioxidante significativa, além da presenca de compostos fendlicos e flavonoides. A
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides, extraidos em cada extrato, apresentou
diferentes caracteristicas provavelmente devido a diferenga de polaridades dos solventes
utilizados. O E7o foi o extrato que se demonstrou mais promissor como ativo natural para uso
em produtos cosmeto-dermatoldgicos devido aos maiores resultados de potencial antioxidante
encontrados pelo método de captura dos radicais, além do relevante teor de compostos
fenolicos e flavonoides, também encontrados. Ao avaliar os resultados e os dados da
literatura, pode ser sugerido que o potencial antioxidante nos extratos avaliados poderia ser
usado a favor da prevengdo do envelhecimento da pele, porém, ensaios de citotoxicidade,
liberagdo do ativo, permeagdo e atividade antioxidante do fitocosmético devem ser
considerados para garantir a segurancga e eficacia do uso deste produto.

Com os resultados satisfatorios para o extrato E7o, este foi eleito para incorporagdo em
formulagdo cosmeética, desenvolvida para uso facial e com matérias primas que garantiram o
toque seco e aveludado.

A incorporagdo do extrato em emulsdo cosmética foi realizada com sucesso e
aparentemente nao houve instabilizacdo do sistema emulsionado, porém seria interessante dar
sequéncia aos estudos apods essa incorporagao com avaliagdo da estabilidade da formulagado e
até mesmo a reologia para garantir a qualidade e a eficacia do produto.

Desse modo, o extrato hidroetanolico 70 % apresenta- se com caracteristicas

consideraveis para ser usado como ativo em formulagdes cosméticas antienvelhecimento.
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