UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO” S
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas unesp

Campus de Araraquara

"SOLIS DOMI SALUS _

Programa de Pds-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Extrato de pitaya (Hylocereus undatus): prospeccao de
novo ativo e sua aplicacdo em cosmético antioxidante e

fotoprotetor

Jéssica Tambor

Orientador: Prof.2 Dr2 Vera Lucia Borges Isaac

Araraquara-SP
2019



"SOLIS DOMI SALUS _

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Campus de Araraquara

Programa de Pds-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Extrato de pitaya (Hylocereus undatus): prospeccao de

novo ativo e sua aplicacdo em cosmético antioxidante e

fotoprotetor

Jéssica Tambor

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Area de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos, para obtencdo
do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Prof.2 Dr? Vera Lucia Borges Isaac

Araraquara-SP
2019

unesp ™



T156e

Tambor, Jéssica.

Extrato de pitaya (Hylocereus undatus): prospeccdo de novo ativo e sua
aplicagdo em cosmético antioxidante e fotoprotetor / Jéssica Tambor. -
Araraquara: [S.n.], 2019.

117 f. ¢l

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de Mesquita
Filho"”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds Graduagdo em

Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos.

Orientadora: Vera Lucia Borges Isaac.

1. Hylocereus undatus. 2. Antioxidante. 3 Cuidado com a pele. 4.
Antienvelhecimento. 5. Cosméticos. 1. Isaac, Vera Lucia Borges, orient. II. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagéo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030078P6

Esta ficha ndo pode ser modificada



AVA -
u n e sp;v#r UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ri'"‘]

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAQ: Extratos de pitaya (hylocereus undatus): prospeccéo de novo ativo e sua
aplicagao em cosmético antioxidante e fotoprotetor

AUTORA: JESSICA TAMBOR
ORIENTADORA: VERA LUCIA BORGES ISAAC

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em CIENCIAS
FARMACEUTICAS, area de conhecimento: Sem Area de Conhecimento pela Confissdo Examinadora:

W

Profa. Dra. VERA LUCIA BORGES ISAAC
Departamento de Farmacos s-Medicamentos / Faculdade de Ciéncias Farmacauticas - UNESP - Araraquara

71/4«@ e
Prof. Dr. PEDRO ALVES DA ROCHA FILHO
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Ribeirao

Preto da USP
e /K*-\.-

Prof. Dr. SOSE RICARDO SOARES DH OLIVEIRA
Departamenta deCl&nicas da Satde / Gentro Universitério de Araraquara / UNIARA

Araraquara, 04 de julho de 2019

Faculdade de Cncias Farmacéuticas - Cimpus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA - JAL), Km 1. N&Mﬂl Araraquara - S8o Paulo
httpefhwaaw2 fefar unesp brielp JCNPJ: 48,031 918:0025-00,




SUMARIO

I
1
\v

Vi
VII
Vil

2.1
211
212
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

3.1

4.1
41.1
41.2
4.1.3
414
4.2
421
4.2.2
4221
4222
4223
4224
4225
4.2.3

4.2.4
4241
4242
4.2.5

4.2.6
4.2.7
4271

AGRADECIMENTOS. ..ottt ettt ettt en ettt 7
EPTGRAFE ... oottt ettt ettt ettt ettt et e e 9
RESUMO . ...ttt ettt eeee e es s eseseseseeeseeeaeseeesesesesesenns 10
ABSTRACT ettt ettt ettt ettt e ettt et ettt et et et et et en et enenes 11
LISTA DE FIGURAS. ..ottt se e 12
LISTA DE QUADROS ......cooieeeeeeeeeeeeeeee et 14
LISTA DE TABELAS. ... oottt 14
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS......ovoeeeeeeeeeeeeeeeen. 15
L T0] 51U L07Y o T 16
REVISAO DA LITERATURA . ..ottt 18
PELE . ..o ettt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 18
EPIDERME. ... oottt eeee et eeeeee e eeeeeneneeeeen, 19
DERME . ...ttt ettt ettt e e e et et en e e 19
RADIACAO ULTRAVIOLETA ..ottt enes s 20
FOTOENVELHECIMENTO.....coiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeseseerenesesenenenesenenenenns 23
(010151 1Y, | =3 1 (610 1T TSRS 25
MERCADO COSMETICO......ouiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
COSMETICOS ANTI IDADE.......cooeeeeeeeeeeeee et se et 28
HYIOCEreUS UNCALUS .......ccvveiiieieciiccie e 29
OBUIETIVO . ..ot e et eee e e teeeeenens 32
OBJETIVOS ESPECIFICOS......cooieeieeeeeeeeeeteeeeeteeet oot enenerenenenenenns 32
MATERIAL E METODOS. ..o eeeteteeeeee ettt eeeeeee e e 33
IMATERIAL ..ottt ettt e e e e eeeeenenn, 33
REAGENTES. ...ttt e e se e eeee e e e ee e e e e 33
MATERIAS PRIMAS COSMETICAS.....ooeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 33
VIDRARIAS E ACESSORIOS. ... 34
EQUIPAMENTOS. ...t eeeeeeeetet e et eeen s en s 35
IMIETODOS. ...ttt ettt ettt ettt et et et e eeae e eeeeeeee e et eeeeeeenees 36
ANMOSTRAS ..ottt ettt e et ettt ee et et et et e seae e, 36
OBTENCAO DOS EXTRATOS......coueieeeeeeeieeeeieeeeeee e eneeneriee e 36
TURBOLISE ..ottt ettt ettt ettt 36
CENTRIFUGAGAOD..........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee s es e ereasee s, 36
FILTRACAO A VACUO.......ooieeieeeeeeeeeeeeeeee e, 37
ROTAEVAPORACAO.........o.ooieeeeeeeeeeeeeee e 37
LIOFILIZAGAO. ...ttt 37
AVALIACAO DA  SOLUBILIDADE DO  EXTRATO
L] 11 Y 5 1 J TP 37
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE.........ccco....... 38
METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH®.........coccoovvrrirererinens 38
METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS®+........cccoevvvrirnnnans 39

AVALIACAO DO POTENCIAL DE ABSORCAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA  POR  ESPECTROFOTOMETRIA  DE

TRANSMITANCIA....... e s 40
PREPARO DA EMULSADQ ..ot 40
ESTUDO DA ESTABILIDADE.........cccoiiiiiiee e 43

TESTE DE CENTRIFUGAGAO. .......coiievereveeieeeeeesesenees s ieneer e 43



4.2.7.2
4.2.7.3
4274
4.2.7.5
4.2.8

428.1

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

5.6
5.7
571
5.7.2
5.7.3
5.7.4
5.7.5
5.8
5.8.1

o

AVALIACAO MICROSCOPICA.......oooueveeeeeieeeeee et 43

AVALIACAO MACROSCOPICA........coooveeeerieerersrerers e 43
DETERMINACAO DO VALOR DE PH....c.coovieeeisieeeeeeeee e 44
DETERMINACAOQ DA VISCOSIDADE.........cccoovoverrirsinirsirsnenean, 44
DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR.................. 44
AVALIACAO DA CAPACIDADE SINERGICA DO EXTRATO NA

DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR.................. 45
RESULTADOS E DISCUSSAO......coiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssessseseeens 46
OBTENCAOQO DOS EXTRATOS......coviieieeieeseeeeeeeeeseseess s 46
SOLUBILIDADE ..ot eeneeaees 47
METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH"........ccccevieieirienans 49
METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS® ..o, 52

AVALIACAO DO POTENCIAL DE ABSORCAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA  POR  ESPECTROFOTOMETRIA  DE

TRANSMITANCIA. ..ottt ettt ee et ee e 53
PREPARO DA EMULSAO. .....oeteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeereneeenns 54
ESTUDO DA ESTABILIDADE........cotteeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeaees s 56
TESTE DE CENTRIFUGAGAO. ..ot 56
AVALIACAO MICROSCOPICA........oveeeeeeeeee e, 56
AVALIACAO MACROSCOPICA........cooeeeeeeieeerererere e 64
DETERMINACAO DO VALOR DE PH....c.ovoiviieeeeieeeeeeeeeee e 66
DETERMINACAO DA VISCOSIDADE.........cccooviinerirsierirsiensnens 67
DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR.................. 68
AVALIACAO DA CAPACIDADE SINERGICA DO EXTRATO NA

DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR.................. 70
CONCLUSOES ...ttt ettt ettt ettt ettt et ee et eneneneens 72

REFERENCIAS ..o e e e er e e e e e e s e s s e e es e eeanann 73



AGRADECIMENTOS

A0s meus pais, Rose e Marco, por serem meu porto seguro para todas as horas,
onde posso encontrar amor, respeito e empatia. Obrigada pelo incentivo incondicional em
todos os momentos da minha vida, por terem sempre feito o possivel e o impossivel para
que eu realizasse meus sonhos, pelo suporte emocional e financeiro mesmo nos
momentos dificeis e pelo amor infinito que tém por mim.

Aos meus avos, Dada e Tito, pelo amor, respeito, incentivo e apoio que sempre
me deram. VO Tito sei que onde estiver estd muito orgulhoso da sua neta estar se tornando
mestre, obrigada por sempre ter acreditado no meu potencial.

A Laura, minha namorada e parceira de vida, pela lealdade estando sempre ao
meu lado tanto nas conquistas, me aplaudindo, quanto nas derrotas, me dando apoio
emocional. Obrigada por ter me mostrado luz em momentos de escuriddo e me
incentivado quando sé o que eu sabia sentir era medo. VVocé esteve ao meu lado ajudando
em cada passo dessa etapa da minha vida — inclusive me ajudando com a formatacéo e
sumario -, serei eternamente grata.

Aos meus Guias e Orixas que me conduziram por bons caminhos e me deram a
forga que precisei em diversos momentos para me manter de pé e sd. Odoya, minha Mae
lemanja.

Aos meus amigos, familia que escolhi para a vida, Mayara, Rodrigo, Daiane,
Nayara — que foram os presentes que Assis me deu —, Michelle, Danieli, Elida e Magdiel
— presentes da Morada do Sol —, obrigada pela lealdade e companheirismo, por estarem
sempre de bracos abertos para me ouvirem nos momentos de aflicdo e de alegria.

Aos meus ex-professores e amigos, Maria Lucia, Stela e Luiz, que trago
comigo desde a escola, por todo o carinho e amor que sempre tiveram por mim. Obrigada
pelo incentivo que me deram para que eu pudesse passar no vestibular mesmo com todas
as dificuldades por ter vindo de uma escola publica. O apoio de vocés foi fundamental.

A todos os amigos do Laboratorio de Cosmetologia, Elida, llza, Bia, Gabi,
Bruna e Wagner, pela amizade, risadas, ajudas e companheirismo. E entre todos, eu
agradeco, especialmente, a Danieli Camilo Marcato, pois sua sabedoria, ajuda,
companheirismo e amizade foram essenciais para que eu conseguisse trilhar esse

mestrado.



Aos professores e técnicos de laboratério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Prof. Dr. Marcos Antonio Corréa, Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos,
Caio, Mateus e Angélica, por permitirem a utilizacdo de seus laboratorios, cederem
materiais, equipamentos ou ensinamentos que colaboraram para que este trabalho fosse
desenvolvido.

A Prof. Dra. Vera Lucia Borges Isaac pela amizade, por ter me aberto as portas
do Laboratdrio de Cosmetologia para me orientar e dividir comigo suas experiéncias em
cosmetologia.

A CAPES, uma vez que este trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.

Muito obrigada a todos!



EPIGRAFE

" 56 quande nssse cénebro inteligente e nosse coracdo humans
traballam juntos ¢ gue usd fodemod atinger tode o nosse

— fane Goodall



RESUMO

A tendéncia atual da industria cosmética é o desenvolvimento de produtos
antienvelhecimento (age-intelligence). 1sso se deve ao aumento da expectativa de vida
da populacdo e a preocupacdo constante com uma aparéncia mais jovem. Ativos
naturais provenientes de plantas séo alternativas interessantes como substitutos dos
ativos sintéticos, uma vez que sdo matrizes complexas e, muitos deles, apresentam
significativa atividade antioxidante, o que confere ao produto, ao qual for incorporado,
atividade antienvelhecimento. Os ativos de origem vegetal podem diminuir os custos
de producao, o que € visto como vantagem do ponto de vista industrial. Neste contexto,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antioxidante e fotoprotetora de
extratos da casca e do cladddio de Hylocereus undatus para incorporacdo em emulsao
e obter um cosmético multifuncional. Foram realizados testes de atividade
antioxidante, pelo método de inibicdo do radical DPPH®; de capacidade
despigmentante, pelo método de inibicdo da tirosinase; além da avaliacdo da atividade
fotoprotetora e de sinergismo do fator de protecédo solar de filtros quimicos e fisicos.
O extrato do claddédio se mostrou mais eficiente como ativo cosmético, portanto foi
adicionado a uma emulsdo facial antienvelhecimento multifuncional. Apesar de serem
necessarios estudos complementares para garantir a eficacia, o fitocosmético
desenvolvido com o extrato de cladddio de H.undatus apresenta enorme potencial de

aplicacdo, e pode ser considerado uma preparacdo cosmética multifuncional.

Palavras-chave: Hylocereus undatus, Antioxidante, Cuidado com a pele,

Antienvelhecimento, Cosméticos.



ABSTRACT

The current trend in the cosmetic industry is the development of antiaging products.
This is due to the increased life expectancy of the population and the constant concern
with a more youthful appearance. Natural actives from plants are interesting
alternatives as substitutes for synthetic assets, since they are complex matrices and
many of them have a significant antioxidant activity, which gives the product, to which
it is incorporated, an anti-aging activity. Assets of plant origin can reduce production
costs, which is seen as advantage from the industrial point of view. In this context, the
objective of the present study was to evaluate the antioxidant and photoprotective
activity of the shell and cladode extracts of Hylocereus undatus, for incorporation in
emulsion and to obtain a multifunctional cosmetic. Antioxidant activity tests were
performed by the DPPH radical inhibition method; of depigmenting capacity, by the
tyrosinase inhibition method; besides the evaluation of the photoprotective activity and
synergism of the sun protection factor of chemical and physical filters. The cladodium
extract proved to be more efficient as a cosmetic active, so it was added to a
multifunctional anti-aging facial emulsion. Although complementary studies are
required to ensure efficacy, the phytocosmetics developed with the cladode extract of
H.undatus presents enormous potential for application, and can be considered a

multifunctional cosmetic preparation.

Keywords: Hylocereus undatus, Antioxidant, Skin care, Antiaging, Cosmetics



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografia de corte de pele fina..........ccoccooveieiiiiiiiiiice, 18
Figura 2. Efeitos celulares da radiacéo ultravioleta até o fotoenvelhecimento...... 21
Figura 3. Representacdo esquematica da penetracdo da radiacéo ultravioleta na

0] OSSR 22
Figura 4. Grafico comparativo do faturamento do setor cosmético entre 2006 e

2007 bbbttt bbb b nenre s 28
Figura 5. Pitaya de polpa vermelha (Hylocereus undatus) ............cccoceviveieiinnnnn 30
Figura 6. Cladddios € frutos de Pitaya.........ccoeeeererenieienine e 31
Figura 7. Coloracao final dos tubos ap6s a reacdo com extrato de cladddio......... 49
Figura 8. Curva de concentracdo x resposta do extrato de casca pelo método de
INIbICA0 do RAICAl DPPH® ... 50
Figura 9. Curva de concentracdo x resposta do extrato de cladodio pelo método

de inibicdo do Radical DPPHS.........cccooiiiie e 51
Figura 10. Curva de concentracao X resposta do extrato de claddodio pelo método

de inibicdo do RadiCal ABT S  .......iiceceeeceee e 52
Figura 11. Espectro de absor¢do do extrato hidroalcodlico liofilizado de

o F=To [ [ o SRS 53
Figura 12. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya no dia 1..................... 57
Figura 13. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a
temperatura de 5° C, no 15° dia de eNnSaio..........ccceevueeriveieiieieeie e 57
Figura 14. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a
temperatura de 25° C, N0 15° dia de €NSAI0.........cccccvevveiieiieie e 58
Figura 15. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a
temperatura de 45° C, N0 15° dia d€ ENSAI0.........ccerierverieiieneeie e ee e see e 58
Figura 16. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 5° C, N0 30° dia de eNSai0........cccoveeerreereeie e 59
Figura 17. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 25° C, N0 30° dia de €NSAI0...........ccveieeiieiieiiee e 59
Figura 18. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 45° C, N0 30° dia de €NSAI0.........c.ccvevieeiieiieiiee e 60
Figura 19. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 5° C, no 60° dia de eNnSai0..........ccceeveeiieeieiieie e 60
Figura 20. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 25° C, N0 60° dia de ENSAI0.........c.eeueiiereeieieerie e see e 61
Figura 21. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 45° C, N0 60° dia de €NSAI0..........ceccvereereereeie e 61
Figura 22. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a

temperatura de 5° C, N0 90° dia de eNSAI0.........ccveiiieeiiieeiie e 62

Figura 23. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a
temperatura de 25° C, no 90° dia de nSai0.........cccccveerivevieiiieeiie e 62



Figura 24. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a
temperatura de 45° C, N0 90° dia de €NSAI0..........cereereriersieieeie e
Figura 25. Microscopia da emulsédo com extrato de pitaya, submetida ao ciclo
congelamento/ descongelamento............cccooeiiiinieicicic e,
Figura 26. Grafico dos valores de pH da emulsdo com o extrato hidroalcoolico
liofilizado de cladodio de pitaya nas condicdes de 5° C, 25° C, 40° C e 3 ciclos
de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise..........c...c.ccoc.......
Figura 27. Grafico dos valores de viscosidade da emulsdo com o extrato
hidroalcoolico liofilizado de cladddio de pitaya nas condi¢fes de 5° C, 25° C,
40° C e 3 ciclos de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise...
Figura 28. Equipamento Optometrics SPF 290S e seu respectivo software..........

63

63

66

67



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Alteracdes cutaneas provocadas por envelhecimento intrinseco e

EXEINSECO vttt et et et b e re e s e s et et e te st e nre et e reeneeneenes 24

Quadro 2. Termos descritivos de solubilidade e seus significados......................... 38
LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo da emulS&0 DaSe...........ccceviiiiiiiniiic e 42

Tabela 2. Solubilidade do extrato hidroalcoodlico liofilizado de H. undatus em

diferentes SOIVENTES @ 25 OC........coi i 48
Tabela 3. Composicdo percentual da emulsdo Proposta...........ccccceeeerveeivesreennenn, 55
Tabela 4. Avaliacdo macroscépica da cor em condicdes de estresse.................... 64
Tabela 5. Avaliagdo do odor em condigOes de eStresse. .........couvvererererenieneneenn. 65

Tabela 6. Avaliacdo macroscopica de separacdo de fases em condicdes de
LS (S TSP O PP PP UPRPPRRPPROPI 65
Tabela 7. Valores de pH das emulsdes propostas em condicdes de estresse........... 66
Tabela 8. Valores de viscosidade das emulsbes propostas em condi¢des de
B ETESSE. etttk t ekttt bbb Rt R e e R e e E e R et R e e R et e bt e anr e e reennne e 68
Tabela 9. Fator de protecao solar das emuls0es propostas..........cceceevvereerenieeseenee. 69

Tabela 10. Fator de protecédo solar de amostras para avaliagdo de sinergismo......... 70



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ABIHPEC: Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e

Cosméticos

ABS: Absorbancia

ABTS": Radical 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
CPDs: Dimeros de pirimidina-ciclobutano

DMSO: Dimetilsufoxido;

DNA: Acido Desoxirribonucleico

DPPH?*: Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila;

FDA: United States Food and Drug Administration

FPS: Fator de protecéo solar;

°GL: Graus Gay Lussac

H. undatus: Hylocereus undatus

INCI: International Nomenclature of Cosmetic Ingredients;
rpm: Rotag¢Ges por minuto

SBD: Sociedade Brasileira de Dermatologia

SVS: Secretaria de Vigilancia Sanitaria

UV: Ultravioleta;



16

1. INTRODUCAO

A palavra cosmético tem sua origem do grego kosmein, que significa enfeitar,
adornar, ornamentar, glorificar, homenagear. No inicio da civilizacdo, as preparactes
cosmeéticas tinham o objetivo apenas de enfeitar e limpar, conservando a beleza da pele
e dos cabelos (CORREA, 2012), mas, atualmente, 0s cosméticos agregam outros
beneficios, por isso é necessario que haja regulamentacdo. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgédo regulamentador dos produtos cosméticos no
Brasil classificando-os em grau | ou I, diferenciando-os em fun¢do do grau do risco
que podem provocar no consumidor (BRASIL, 2005).

Assim, os cosméticos deixaram de ter, unicamente, funcGes de enfeite e limpeza
para serem, também, utilizados no cuidado com a pele. Este nicho de mercado é
denominado skin care e apresenta formula¢Ges com ativos que mantém a jovialidade e
saude da pele.

O mercado brasileiro ocupa o0 4° lugar em consumo mundial de cosméticos e
esse dado se deve a varios fatores, mas o principal deles é o aumento da expectativa de
vida da populacdo que, por sua vez, trouxe novas preocupagoes aos consumidores. Entre
elas, a necessidade de conservar uma impressdo de juventude (ABIHPEC, 2018).

O processo de envelhecimento cronolégico é natural e acontece conforme a
idade avanga. Porém, fatores extrinsecos como dieta alimentar deficiente em nutrientes,
poluicdo e, principalmente, a exposicao a radiacdo ultravioleta sdo capazes de aumentar
a quantidade de radicais livres e gerar um estresse oxidativo, causando o
fotoenvelhecimento. Diante desse cenario, 0os cosméticos de skin care com ativos
antienvelhecimento tém se destacado, visto que sdo capazes de evitar este estresse
oxidativo causador do fotoenvelhecimento (MONTAGNER E COSTA, 2009).

Os produtos antienvelhecimento sdo grau Il e devem ter sua eficacia
comprovada cientificamente e, muitas vezes, durante o processo de testes, esses ativos
acabam apresentando outras propriedades, o que configura multifuncionalidade: o
cosmético apresenta varios beneficios ao mesmo tempo. Cosméticos multifuncionais
sS40 muito interessantes para o consumidor, pois, no dia a dia, ajudam a reduzir o tempo
dedicado aos cuidados diarios com a pele — algo precioso no cotidiano dos
consumidores (WIECHERS, 2003).
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Ativos naturais, provenientes de plantas, séo interessantes no desenvolvimento
desta categoria de produtos cosméticos multifuncionais, devido a diversidade da sua
composicdo quimica, que pode apresentar diferentes mecanismos de acdo e, em
consequéncia, conferir mais de uma fungdo ao produto desenvolvido. Uma vez que
muitos extratos naturais tém se mostrado com elevada atividade antioxidante, pesquisas
sobre eles tém crescido muito nos altimos anos. Além disso, as substancias de origem
natural podem atenuar a probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos na pele do
consumidor, além de diminuir os custos de producéo, 0 que € visto com vantagem do
ponto de vista industrial (CHIARI et al., 2014).

Diante do cenario exposto e da importancia de pesquisar novos ativos naturais
para uso cosmeético, neste trabalho foram utilizados dois tipos de extrato de pitaya
(Hylocereus undatus) - da casca e do cladddio -, com o objetivo de comparéa-los, testar
sua eficacia e incorporar 0 mais benéfico a uma emulsdo facial antienvelhecimento
multifuncional, estudada em relacdo a estabilidade e comprovacdo de sua atividade

cosmeética.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.Pele

A pele — ou cutis — reveste 0 organismo de maneira semelhante a um manto, pois se
trata de um Orgédo resistente, flexivel e impermeavel (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017). Ademais, desempenha multiplas fungdes, como proteger o organismo contra
desidratacdo, atrito, agentes quimicos e patdgenos. Os tecidos se inter-relacionam de

modo a desempenhar todas essas funcdes. Ela representa cerca de um quarto do peso

corporal e é considerada, portanto, 0 maior 6rgdo do corpo humano (CORREA, 2012;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A pele consiste em duas camadas principais, epiderme e derme (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia de corte de pele fina.
Fonte: Junqueira e Carneiro, 2017.
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2.1.1.Epiderme

A epiderme humana se renova a cada 15 ou 30 dias, dependendo da idade, do
local onde o individuo vive, a area corporal, exposicdo solar e cuidado diario com a
pele. Constituida de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, a epiderme cresce
continuamente, uma vez que suas células se proliferam continuamente, mas mantém
sua espessura normal devido ao processo de descamacdo. Na epiderme, € possivel
identificar quatro camadas internas: o estrato basal ou germinativo — constituido pelas
celulas-tronco da epiderme; o estrato espinhoso — composto pelas células com
prolongamentos citoplasmaticos; o estrato granuloso — cujas células possuem granulos
ricos em cistina e histidina, e o estrato corneo — cujas células sofrem uma diferenciacéo,
perdendo o nucleo e tendo seu citoplasma rico em filamentos de queratina, denominados
cornedcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2008).

A principal fungdo da epiderme é produzir o estrato corneo para manutengéo da
hidratagio natural da pele e controle de penetracéo de substancias externas. E possivel
dizer que o estrato corneo funciona como uma barreira que garante a homeostase
cutdnea, pois é formado por lamelas lipidico proteicas presentes nos espacos
extracelulares entre os cornedcitos, de modo a proteger os tecidos vivos da perda
excessiva de agua (CORREA, 2012).

A protecdo contra os raios ultravioleta devido a presenca da melanina, pigmento
produzido e acumulado na epiderme a partir dos melandcitos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017). Segundo Corréa (2012), a melanina é capaz de proteger a pele da
radiacdo do sol através da difracdo e/ou reflexdo da energia radiante.

2.1.2.Derme

E constituida de tecido conjuntivo denso que dé& a pele sustentacio mecanica,
resisténcia e espessura. Além disso, € essencial para a termorregulacdo e nutricdo da
epiderme, visto que a derme possui vasos sanguineos. Nela, é possivel identificar duas
camadas: papilar e reticular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA,
2008).

A camada papilar é a mais superficial e delgada, e possui tecido conjuntivo

frouxo com fibrilas especiais de coldgeno, que contribuem para a jungéo da derme com
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aepiderme, além de terminacdes nervosas sensoriais que proporcionam tato e percep¢ao
de temperatura e dor (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2008).

A camada reticular esta situada mais profundamente e possui feixes grossos e
irregulares de colageno e fibras do sistema elastico, que proporcionam elasticidade para
a pele. Nesta camada, s&o encontradas glandulas sebaceas e sudoriparas, todas derivadas
da epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS; PAWLINA, 2008).

2.2 Radiagéo Ultravioleta

Os raios solares que atingem a superficie terrestre sdo essenciais para dar as
condicOes ideais de vida ao planeta. Entre eles, a radiacdo ultravioleta (UV) é a menos
incidente, pois boa parte de sua energia é absorvida pelo oxigénio e pela camada de
0zO6nio que circunda o planeta. Apesar disso, ela é a que gera 0 maior impacto para 0s
seres humanos, devido a sua capacidade de promover reacdes fotoquimicas na pele
(NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014).

O DNA ¢ a molécula mais atingida pelos raios UV, que podem ocasionar
diversos processos mutagénicos. Isso se deve aos produtos gerados de reaches
fotoquimicas, sendo os dimeros de pirimidina-ciclobutano (CPDs) os principais
(POLONINI; RAPOSO; BRANDAO, 2011). O 6rgdo alvo dessas mutacdes &,
principalmente, a pele, por estar permanentemente exposta aos raios solares
(GUARATINI et al., 2009). As consequéncias dos danos causados pela radiacdo UV
(Figura 2) incluem pigmentacdo irregular, queimaduras, melanoma (ARAUJO;
SOUZA, 2008), e o fotoenvelhecimento (POLONINI; RAPOSO; BRANDAO, 2011).
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Figura 2. ModificacOes celulares provocadas pela radiacéo solar

Fonte: Montagner e Costa, 2009

A radiacdo UV pode ser dividida em trés tipos:

- UVA, primeira banda espectral, que corresponde a onda longa (de 320 a
400nm) (GUARATINI et al., 2009; WIDEL et al., 2013), capaz de gerar significativo
dano cutdneo por penetrar profundamente a epiderme e o tecido subcuténeo. Ela

configura o maior risco para a salde, pois € a radiacdo UV mais presente (POLONINI;
RAPOSO; BRANDAO, 2011);
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- UVB, banda espectral intermediéria, corresponde a onda média (290 a 320 nm)
(GUARATINI et al., 2009; WIDEL et al., 2013). A exposicao a ela pode causar danos
ao DNA, além de fotoimunossupressdo e espessamento do estrato corneo (TOFETTI;
OLIVEIRA, 2006);

- UVC, ultima banda espectral, corresponde a onda curta (200 a 290 nm)
(GUARATINI et al., 2009; WIDEL et al., 2013). E blogueada pela camada de 0zonio
(Figura 3) (POLONINI; RAPOSO; BRANDAO, 2011) e, portanto, n4o atinge o homem
e, por isso, ndo é tdo nociva quanto as outras (TOFETTI; OLIVEIRA, 2006).

Hipoderme
(tedido subcutaneo)

Figura 3. Representagdo esquematica da penetracdo da radiacdo ultravioleta na pele.
Fonte: Adaptado de www.afh.bio.br.
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2.3. Fotoenvelhecimento

O funcionamento ideal de um organismo ocorre quando existe um equilibrio
entre as moléculas oxidantes e antioxidantes, de modo que o envelhecimento
cronoldgico aconteca no tempo certo (LIU, 2003), diferentemente do envelhecimento
intrinseco (cronoenvelhecimento), uma vez que fotoenvelhecimento ndo depende da
idade para acontecer. Ao contrario, est associado a um desequilibrio molecular
denominado estresse oxidativo (L1U, 2003).

O estresse oxidativo € consequéncia da formacdo de muitos radicais livres, que
sdo pequenas moléculas instaveis — nas quais falta um elétron na Gltima camada de
valéncia. E necessaria a presenca de substancias com atividade antioxidante para
neutralizar os radicais livres.

O organismo produz antioxidantes naturais; porém, muitas vezes eles ndo sdo
suficientes para neutralizar todos os radicais livres, ja que fatores exdgenos como
poluicdo, estresse, ma alimentacédo e exposi¢do a radiacdo aumentam significativamente
essa producdo, o que corrobora para o fotoenvelhecimento da pele. De acordo com
Bagatin (2008), o fotoenvelhecimento corresponde a 85% das rugas presentes na pele

envelhecida.
O fotoenvelhecimento difere do cronoenvelhecimento ndo s6 na causa, mas
também nas consequéncias expressas na pele, como pode ser visto na comparacao

apresentada no Quadro 1.



Envelhecimento
intrinseco
(Cronologico)

Envelhecimento
extrinseco
(Fotoenvelhecimento)

Rugas

Camada cornea

Células displasicas

Fibras de colageno

Fibras elasticas

Foliculo capilar

Melanocitos

Glandulas sebaceas e
sudoriparas

Juncéo
dermoepidérmica

Microvasculatura

Alteracdes benignas

Alteracbes
malignas

pré-

AlteracGes malignas

Finas

Inalterada

Poucas

Pequena alteracdo no
tamanho

Reorganizadas

J NUmero e afinamento

Normal

4 Numero

Leve achatamento

Area reduzida

Queratose seborreica

Profundas

Afilada

Muitas

Grande alteracdo no

tamanho e na
e organizacao

J Produgio e T
degeneracéo

4 Numero e estrutura:
perda capilar

4 NUmero e melanina

4 Ndmero: pele seca
Importante achatamento

Telangiectasias,
equimoses, infiltrado
inflamatorio
perivascular.

Queratose seborreica
Queratose actinica

Carcinoma basocelular

extrinseco.

Quadro 1. AlteracOes cutaneas provocadas por envelhecimento intrinseco e

Fonte: Adaptado de Montagner e Costa, 2009
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2.4. Cosméticos

As palavras gregas Kosmos, que esta associada ao espaco e mundo e Kosmein,
que esta relacionada a organizar, arrumar, enfeitar e adornar deram origem a palavra
Cosmeético. Desde sua origem, os cosméticos tém como principal funcdo embelezar e
enfeitar o individuo, portanto, quando se compra um produto cosmetico, ndo se compra
S0 uma embalagem com uma mistura de ingredientes e sim um sonho, um carinho para
si mesmo e Varias outras expectativas, que independentemente do apelo mercadolégico,
jamais sero perdidas (CORREA, 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que foi criada em 1999
substituindo a antiga SV'S - Secretaria de Vigilancia Sanitaria, é o 6rgdo regulamentador
dos cosméticos no Brasil e se aproxima muito dos padr@es internacionais encontrados
na FDA — United States Food and Drug Administration. Segundo a ANVISA (2015):

Produtos de Higiene Pessoal, Cosmeéticos e Perfumes: sdo preparacdes
constituidas 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,
com o objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los, perfuma-los, alterar
sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-
los em bom estado (BRASIL, 2005).

As preparagdes cosméticas receberam duas classificaces pela ANVISA, Grau
1 e Grau 2, diferenciadas segundo suas finalidades de uso, cuidados a serem observados
quando utilizados e graus de risco que oferecem aos consumidores.

Grau 1 sdo produtos cosméticos que se caracterizam por possuirem propriedades
béasicas ou elementares e que ndo precisem de informacdes detalhadas e especificas para
0 modo de uso. Os produtos dessa classificacdo, inicialmente, ndo precisam ter sua
eficacia comprovada, pois conferem um risco minimo (ANVISA, 2015).

Grau 2 sdo produtos cosmeéticos que se caracterizam por apresentar indicagdes
especificas e complexas, que possuem informacgdes e cuidados para 0 modo de uso
correto e restricbes de uso para certo tipo de consumidor. Para os produtos dessa
classificacdo, é exigida pela ANVISA a comprovacdo de eficacia e seguranca, pois

conferem um risco potencial para os consumidores (ANVISA, 2015).
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E imprescindivel que o produto cosmético permaneca estavel, mantendo suas
caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e ou microbioldgicas, durante todo o seu
prazo de validade; portanto, fica a cargo da empresa detentora, a responsabilidade de
disponibilizar produtos que tenham tido sua estabilidade avaliada previamente. A falta
do estudo de estabilidade configura uma infracdo sanitéria, afinal, a apresentacdo dos
resultados de estabilidade é exigida no ato de regularizacdo na ANVISA (ANVISA,
2004; ISAAC, 2008).

O teste de estabilidade deve ser feito ainda na etapa de desenvolvimento do
produto cosmético, pois fornece subsidio para o aperfeicoamento das formulagfes para
que se for necessaria alguma alteracdo de matéria prima, que isso seja feito antes de o
produto ser finalizado. A estabilidade pode ser afetada tanto por fatores intrinsecos —
como incompatibilidade fisica ou quimica —, quanto extrinsecos — como tempo,
temperatura, luz, umidade, microrganismos, vibragdo e embalagem, portanto o teste
deve ser feito na embalagem em que o produto sera comercializado ou em vidro e devera
ser exposto a diferentes condicdes de estresse (ANVISA, 2004; ISAAC, 2008).

H& uma grande diversidade de sindnimos e abreviacGes quando se descreve
matéria prima cosmética, o que pode gerar confusdo e incompreensdo por parte do
consumidor; portanto, a fim de minimizar erros de interpretacéo e uniformizar os termos
mundialmente, a ANVISA, assim como diversos 6rgdos regulatorios de outros paises,
exige que todos os rétulos de cosméticos comercializados no Brasil tenham os
ingredientes expressos com a nomenclatura Internacional Nomenclature of Cosmetic
Ingredient (INCI) (ANVISA, 2015).

O INCI é um sistema reconhecido e utilizado mundialmente que traz beneficios
para diversos setores da sociedade, pois permite, de forma simplificada, codificar a
nomenclatura de matérias primas cosméticas de modo que mesmo um consumidor leigo
seja capaz de interpretar claramente as informacGes em roétulos tanto de produtos
nacionais quanto importados, além beneficiar empresas que exportam seus produtos e

n&o precisam adequar seus rétulos ao idioma de cada pais (CORREA, 2012).
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2.5. Mercado Cosmético

O mercado cosmético e da beleza mundial é bilionario e tem se destacado de
forma crescente ao redor do mundo, permanecendo imune aos altos e baixos da
economia global. Em 1990, a industria cosmética movimentou US$ 147 bilhdes; em
2006, US$ 269,8 bilhdes e, recentemente, em 2017, US$ 532,43 bilhdes. A expectativa
para o futuro é de que seja capaz de atingir o valor de US$ 805,61 bilhdes até o ano de
2023 (CORREA, 2012; ORBIS RESEARCH, 2018).

O Brasil, atualmente, ocupa o 4° lugar no ranking mundial de consumo de
cosmeéticos, perdendo somente para os Estados Unidos, a China e o Japdo. Dados da
Associacdo Brasileira da Indastria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
(ABIHPEC) mostram que, em 2006, o setor cosmético teve faturamento estimado em
R$17,5 bilhdes, enquanto que no ano de 2017 o faturamento foi de R$47,5 bilhdes; ou
seja, houve um aumento significativo de 171% (Figura 5). Hoje em dia existem 2.718
industrias cosméticas no Brasil e somente as 15 principais delas representam 75% do
faturamento total do setor (ABIHPEC, 2018).

Tal crescimento tem como principais fatores influenciadores a participacéo
crescente da mulher no mercado de trabalho; langamentos constantes de produtos
inovadores; o publico masculino, que vém se tornando, cada vez mais, compradores
potenciais e, principalmente, 0 aumento da expectativa de vida da populacdo, que faz
com que os individuos busquem uma aparéncia mais jovem e pele sem rugas. Apesar
de o Brasil estar na 8° posicdo mundial no consumo de cosméticos para pele, essa
categoria tem crescido muito nos ultimos anos devido aos avancos na tecnologia e
investimentos na area (ABIHPEC, 2014).

Algumas das apostas atuais, das industrias cosméticas, para conquistar 0s
compradores, sdo 0s lancamentos de cosméticos com ativos multifuncionais inovadores
incorporados na formulacdo — pois eles sdo capazes de proporcionar varios beneficios
em um s6 produto, tornam o dia-a-dia do consumidor mais pratico —, e com extratos de
origem vegetal — pois além de serem biodegradaveis, agradam o consumidor que prefere

fitocosmeéticos.
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Figura 4. Grafico comparativo do faturamento do setor cosmético entre 2006 e 2017.
Fonte: ABIHPEC, 2018.

2.6. Cosméticos Anti-idade

Dentre as medidas utilizadas para a prevencdo do fotoenvelhecimento, as mais
eficientes, segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD), sdo a utilizacédo de
fotoprotetores, que possuem filtros solares que funcionam como uma barreira mecanica,
diminuindo a exposicdo da pele aos raios solares (NASCIMENTO; SANTOS;
AGUIAR, 2014), e o uso de cosméticos antioxidantes, que sdo capazes de neutralizar a
acdo dos radicais livres formados pela radiagdo solar, de modo a evitar o estresse
oxidativo.

Diante do aumento da expectativa de vida dos consumidores e a busca constante

por solugcbes que mantenham a jovialidade, surgiram estudos, com elevado
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investimento, cujo objetivo é encontrar substancias antioxidantes novas, que atuem
diminuindo ou evitando os danos do estresse oxidativo gerado pela radiacdo UV e,
consequentemente, evitando o fotoenvelhecimento da pele (GALVEZ, 2010). Muitas
das substancias que vém sendo pesquisadas sdo obtidas a partir de extratos de plantas,
0 que comprova que o0s estudos de antioxidantes organicos estdo em expansao.

As substancias de origem natural atenuam a probabilidade de ocorréncia de
efeitos adversos na pele do consumidor, além de diminuirem os custos de producao, o
que é visto como vantagem do ponto de vista industrial (CHIARI et al., 2014). Os
extratos de plantas que contém flavonoides sdo 6timos candidatos a compor uma
formulacédo antioxidante, pois os flavonoides séo capazes de absorver a luz ultravioleta
nos espectros de 240-280 nm e 300-550 nm (SOUZA et al., 2004), além de conferirem

alta capacidade antioxidante as plantas.

2.7. Hylocereus undatus

A pitaya, ou “Fruta do Dragdo”, ¢ uma fruta exoética pertencente a familia
Cactéacea. As duas espécies mais comuns sdo a Hylocereus undatus (Figura 6), que
possui polpa branca, e a Hylocereus costaricensis, com polpa vermelha (JUNQUEIRA
et al., 2010). Ambas sdo sustentadas por cladddios, que sdo modificacfes caulinares
tipicas da familia dos cactos (PERWEEN; MANDAL; HASAN, 2018).



30

—~ 1 it e
@) SrutirSiod.

Figura 5. Pitaya de polpa branca (Hylocereus undatus).
Fonte: Internet.

As frutas possuem uma casca vermelha repleta de escamas pontiagudas. Dessa
especificidade se originou o seu nome, que significa “fruta escamosa” (PERWEEN;
MANDAL; HASAN, 2018). S&o cultivadas principalmente na Colémbia e no México,
mas vém ganhando espaco no Brasil devido ao clima tropical propicio para o seu
desenvolvimento (NURLIYANA et al., 2010).

Diferente da maioria das espécies do género Hylocereus, que se desenvolvem
melhor em meia sombra, a espécie H. undatus prefere sol pleno (PERWEEN;
MANDAL; HASAN, 2018). Por isso, deve ser plantada, preferencialmente, em terrenos
abertos.

A pitaya tem se tornado mais conhecida e procurada ndo s6 pelo gosto adocicado
e refrescante de sua polpa, mas, também, por suas propriedades nutricionais e
antioxidantes (LIMA et al., 2014). E um dos exemplos de plantas ricas em flavonoides
que pode ser encontradas na natureza (PERWEEN; MANDAL; HASAN, 2018). Além
disso, a presenga destes ativos ndo fica restrita somente a parte comestivel, pois,
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segundo Wu et al. (2006), a quantidade de flavonoides por grama de extrato de
Hylocereus undatus é aproximadamente cinco vezes maior na casca do que na polpa.
Além disso, ha relatos que a casca tem potencial antioxidante maior em comparacgéo a
polpa (WU et al.,2006).

Apesar de serem escassas na literatura pesquisas envolvendo quantificacdo de
flavonoides e avaliacdo da atividade antioxidante quando associada ao uso do extrato
do cladodio de Hylocereus undatus (Figura 7), uma pesquisa realizada por Souza (2012)
demonstrou que o cladédio de Figueira da india (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) possui
uma quantidade de flavonoide semelhante a do seu fruto; portanto, o cladédio da pitaya
pode, também, apresentar possivel atividade antioxidante e seu extrato pode ser

incorporado a preparacdes cosméticas para obtencdo de fitocosméticos.

Figura 6. Cladddios e frutos de pitaya.

Fonte: worldofsucculents.com.

Deste modo, as partes descartadas pelos produtores rurais e pelas industrias
alimenticias podem ser as mais promissoras para a producdo de cosméticos de origem
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natural, o que evidencia a importancia de pesquisa-las cada vez mais, a fim de que

possam ser reutilizadas.

3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi a comparacdo da atividade antioxidante de dois
extratos hidroalcoolicos de Hylocereus undatus — da casca do fruto e do cladddio — com
a finalidade de detectar o extrato mais promissor como ativo cosmético e incorpora-lo
em um sistema emulsionado estavel para desenvolvimento de uma emulsdo facial

multifuncional.

3.1. Objetivos especificos

- Obtencdo dos extratos da casca e do cladodio de H. undatus.

- Avaliacéo do potencial antioxidante de dois extratos de H. undatus e selecdo do extrato
mais promissor como ativo cosmético;

- Anélise do potencial fotoprotetor do extrato por varredura espectrofotométrica.

- Desenvolvimento de um sistema emulsionado para incorporacdo do extrato de H.
undatus;

- Avaliacdo da estabilidade da formulacéo;

-Avaliacdo do fator de protecdo solar da formulagdo, bem como avaliagdo do efeito
sinérgico no FPS associado a filtros quimicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

411

Reagentes

Acido acético (J.T. Baker®), &cido ascorbico (Sigma-Aldrich®), agua destilada,
alcool 70° GL, dimetilsulféxido (DMSO), etanol, L-dopa (Sigma-Aldrich®),
metanol (Synth® e panreac®), radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-

Aldrich®), tampao fosfato pH 7,4, tampdo fosfato pH 6,8, tirosinase.

41.2

Matérias primas cosmeticas

Adipato de dibutila (dibutyl adipate): liquido incolor levemente amarelado,
confere emoliéncia ao cosmetico.

BHT (butilhidroxitolueno): po cristalino branco ou com pouca coloracao e de
odor leve. Praticamente insollvel em &gua e propilenoglicol; altamente soltvel
em acetona, facilmente soltvel em etanol. Possui propriedade antioxidant.
Carbbémero (carbomer): polimero de facil e répida dispersdo em &gua.
Derivado do &cido acrilico, de alto peso molecular, dispersivel em &gua. E um
eficiente modificador de reologia, proporcionando, as formulacdes cosméticas,
farmacéuticas e industriais, géis transparentes com alto poder de viscosidade a
baixas concentragdes.

EDTA Dissddico (Disodium EDTA): composto organico que atua como agente
quelante. E um agente sequestrante de alta pureza, que forma quelatos estaveis,
sollveis em agua, com ions de metal polivalente, em um intervalo de pHentre 4
e 6.

Emulfeel SGP (Helianthus Annuus (Sunflower) Seed Oil (and)
Polyacrylic Acid (and) Xylityl Sesquicaprylate (and) Glyceryl
Stearate (and) Euphorbia Cerifera (Candelilla) Wax (and)
Sodium Hydroxide): Agente de estruturacdo para obtencdo de formas
cosmeéticas, por processo a frio ou a quente e que proporciona versatilidade na

criagéo de diferentes sensoriais com reducéo de ingredientes na formulacao.
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Estearato de octila (ethyl hexyl stearate): éster emoliente de cadeia ramificada
com excelente  espalhamento, lubricidade e  propriedades de
sobreengorduramento para a pele e cabelos. Especialmente indicado em
formulacdes para peles mistas e oleosas.

Glicerina (glycerin): liquida em temperatura ambiente é usada como solvente
para diversas substancias e possui acdo umectante e protetora da pele.
Manteiga de manga (mangifera indica seed butter): umectante e protetora,
restaura a flexibilidade da pele. Usada contra o ressecamento da pele apos a
exposicdo ao sol e a outros elementos agressores, proporcionando toque seco
néo-oleoso e aveludado.

Metilparabeno (methylparaben): conservante antimicrobiano efetivo em uma
ampla faixa de pH (4 a 8). Possui amplo espectro de agdo antimicrobiana, sendo
mais ativo contra as Gram positivas.

Propilparabeno (propylparaben): conservante antimicrobiano, possui amplo
espectro de acdo antimicrobiana contra bactérias Gram  positivas
e Gram negativas, fungos e leveduras.

Sepigel® 305 (Polyacrylamide (and) C13-14 Isoparaffin (and) Laureth-7):
apresenta forma liquida. Polimero que se expande ao entrar em contato com a
agua, em temperatura ambiente, sem necessidade de neutralizacdo.

Emulsificante a frio.

Vidrarias e acessorios

Baldo volumétrico de 500 ml, bastbes de vidro, béqueres, filtro de papel, fita

Transpore®, funil de Buchner, garrafa &mbar de 5 litros, kitassato, papel aluminio,

peneira comum, pipetas, placa de 96 pogos (Falcon®), termdmetros, tubos de ensaio

de vidro.
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4.1.4 Equipamentos

Agitador (AT: 56, Phoenix®), balanca analitica (Owa labor®), balanca analitica
(Shimadzu AY?220), balanca semi-analitica (Gehaka BG2000), banho HB10
digital, banho frio (TE-2005, Tecnal®), bomba a vacuo, centrifuga (Hitachi® High
Speed Refrigerate Himac CR22Gll), espectrofotdbmetro de transmitancia
(SPECTROStar nano, BMG LABTECH®), estufas, liofilizador, refrigerador
(Sanyo®), pipetadores automaticos com volume variavel de 10-100 pL, 100-1000
pL, 500-5000 pL (Eppendorf), Optometrics SPF 290, rotoevaporador (IKA®
RV10), turboprocessador, viscosimetro.
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4.2 METODOS

421 AMOSTRAS

Os cladodios e as cascas pitayas (Hylocereus undatus) foram obtidos a partir da
pitaya de polpa branca de uma plantacdo caseira da cidade de Araraquara-SP, cujas
coordenadas geograficas sdo: latitude -21.8160514 e longitude -48.1928335.

Os frutos foram higienizados e as partes deterioradas foram removidas e descartadas. A
polpa foi separada manualmente da casca e as amostras foram homogeneizadas separadamente.
Os cladddios foram limpos e, tanto a por¢éo central quanto os espinhos, foram descartados.

4.2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

4221 Turbblise

Foi adicionada, ao turboprocessador, a por¢do de 30% de massa picada (cladddio
e casca, separadamente, para 70% de &alcool 70° GL. Apds um minuto de turbdlise, o
contetdo foi colocado em uma garrafa @ambar de 5 litros envolvida em papel aluminio,
para proteger o extrato da luminosidade.

O tempo de extracdo foi de 24 horas. ApOs a extracdo, ou extratos foram
peneirados com peneira comum de plastico, a fim de que as por¢des maiores fossem

retiradas.

4.2.2.2 Centrifugacéo

Para a separacao dos residuos solidos do extrato, foi utilizada uma centrifuga
Hitachi High Speed Refrigerate Himac CR22GlII1 que foi preenchida com na qual foram
colocados 6 frascos com capacidade de 10 mL que continham, cada um, a mesma
quantidade de extrato. A velocidade empregada foi de 13.000 rpm pelo tempo de 15

minutos, com temperatura de 25°C.
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4.2.2.3 Filtracdo a vacuo

Para a filtracdo do extrato foi utilizada a técnica de filtracdo a vacuo. Em
seguida, o extrato de cladodio hidroalcodlico foi armazenado em uma garrafa de vidro

ambar de 4L, envolta com papel aluminio em geladeira.

4.2.2.4 Rotoevaporacéao

Nesta etapa, foi utilizado um rotoevaporador IKA RV10 com banho HB10
digital e, no banho frio do condensador, utilizado para resfriar a serpentina, foi utilizado
0 equipamento TE-2005 da Tecnal. O extrato rotoevaporado foi acondicionado em uma
garrafa de vidro de cor &mbar, encapada envolta com papel aluminio e, posteriormente,

conservado em geladeira.

4.2.2.5 Liofilizacao

Para que fosse executada a liofilizacdo, 4 porcbes de 250 mL do extrato,
previamente congelado a -80°C, foram igualmente distribuidas em 4 frascos de vidro de
500 mL especificas para liofilizador. Para o resfriamento, as amostras foram colocadas
em um refrigerador de marca Sanyo a -83°C, no Laboratério de Bioequivaléncia da
FCF-UNESP.

4.2.3 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO EXTRATO LIOFILIZADO

Foram utilizados, neste ensaio, 0s seguintes solventes: agua purificada, etanol,
metanol e dimetilsulféxido (DMSO). Os quatro ensaios foram realizados em tubos de
ensaio com 25 mm de diametro x 150 mm de altura, com auxilio de micropipetas e
agitador Phoenix modelo AT: 56.

Em cada tudo de ensaio foram adicionados 10 mg do extrato de cladddio
liofilizado, aos quais foram acrescidas aliquotas crescentes de solvente, sob agitacdo e

monitoramento constante da solubilizacdo do extrato. O ensaio foi realizado a 25°C.
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Apos a realizagdo do ensaio, o extrato foi avaliado, em relacdo a solubilidade,
em funcdo do ensaio de solubilizacdo adotado pela Farmacopeia Brasileira, (2010),
descrito no Quadro 2, permitindo a escolha do melhor solvente para continuidade dos
experimentos. A expressao “partes” indica a dissolu¢ao de 1 g de extrato no niumero de

mililitros do solvente estabelecido no nimero de partes.

Solvente Termo descritivo
Muito soltvel Menos de 1 parte
Facilmente solUvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soltvel De 1000 a 10 000 partes
Praticamente insoltvel ou insolavel Mais de 10 000 partes

Quadro 2. Termos descritivos de solubilidade e seus significados.
Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

4.24 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.4.1 Método de inibicdo do radical DPPH*

Neste ensaio, 1,0 mL da solugéo hidroalcodlica do extrato foi adicionado a 2,5
mL de solucgdo etanodlica de DPPHe (0,004%; m/v) (CHIARI et al., 2011).

A reacdo foi mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos, para posterior
avaliagdo espectrofotométrica, com determinagdo dos valores de absorbancia a 515 nm.
Como branco da reacéo foi utilizado 1,0 mL de alcool etilico em substitui¢cdo a solucéo
do extrato.
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Os ensaios foram realizados em triplicata para cada extrato. A porcentagem de
inibicdo do radical DPPH?* foi calculada pela equacédo (1) (MOLYNEUX, 2004):

5] ¢ e A - — A o
'?-’f:l fﬂlb&g‘.aa — _nax ” amostra v 4100
max

Equacdo 1, em que:

- % Inibicdo = porcentagem de inibicéo do radical DPPH?;

- Amax = absorbéancia do radical DPPH® em 515 nm na auséncia de amostra
(controle);

- Aamostra = absorbancia do DPPH*® em 515 nm na presenca de amostra.

A partir dos valores de porcentagem de inibicao foi possivel obter uma curva de
concentracdo X resposta) e calcular a concentracdo expressa em valor de 1Csg, que
representa a quantidade de extrato necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH® em

solucéo.

4.2.4.2 METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS*

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de inibicdo do radical
2,2’azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™), foi utilizado o método
proposto por Almeida et al., 2013 .

Foi preparada uma solucdo estoque de 7 mM de radical ABTS™ (0,384 mg
diluidos em 10 mL de &gua) e outra solucdo estoque de 140 mM de persulfato de
potassio (378,4 mg em 10 mL de &gua). Para o preparo da reacdo, foram misturados 5
mL da solucdo estoque do radical ABTS"" com 88 pL da solugéo estoque de persulfato
de potéassio. Esta solucdo foi mantida a temperatura ambiente por 16 h, em frasco ambar.
Decorrido este tempo, uma aliquota desta mistura foi diluida em etanol, afim de obter
absorbéancia de aproximadamente 0,7+ 0,05.

Em seguida, foram transferidos 3 mL dessa solugdo a 11 tubos de ensaio. Nos

mesmos tubos, foram acrescentados volumes crescentes do extrato e volumes
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decrescentes de etanol. O mesmo experimento foi realizado substituindo o extrato pelo
acido ascarbico.

Posteriormente, foram determinadas as absorbancias a 734 nm, para calcular a
porcentagem de inibicdo do radical livre através da equacdo 2 (MOLYNEUX, 2004).
(Equacéo 1), em que:

%Inibicdo = porcentagem de inibigdo do radical ABTS™;
Aamostra = absorbancia do radical ABTS™ na presenca de amostra em 734 nm;

Acontrole = absorbancia do radical ABTS " na auséncia de amostra em 734 nm.

A partir dos valores de porcentagem de inibi¢do foi possivel obter a curva de
concentracgdo X resposta) e calcular a porcentagem de inibicao expressa em valor de 1Csg

(quantidade de substancia necesséaria para inibir 50% do radical ABTS").

425 AVALIACAO DO POTENCIAL DE ABSORCAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE TRANSMITANCIA

O potencial em absorver a radiacdo ultravioleta do extrato de cladodio foi
averiguada a partir de varredura em espectrofotdmetro de transmitancia SPECTROStar
nano BMG LABTECH, em comprimento de onda entre 220 e 700 nm, utilizando extrato
hidroalcodlico liofilizado de cladédio de pitaya, solubilizado em agua purificada, na
concentragdo de 156pug/mL™, em cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.

A partir das absorbancias obtidas, foi possivel construir o grafico ABS x A(nm)
a fim de verificar em quais comprimentos de onda o extrato de cladddio de pitaya é

capaz de absorver a radiacdo ultravioleta.

4.2.6 PREPARO DA EMULSAO

A Tabela 1 apresenta os constituintes utilizados para o preparo da emulsao facial
desenvolvida para este estudo, bem como a funcéo de cada componente e o intervalo de

concentracdo de cada matéria prima, conforme indicacdo do fabricante.
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A emulsdo foi preparada a frio, uma vez que o Emulfeel® SPG é auto
emulsionante, ndo necessitando de aquecimento para mistura homogénea dos
constituintes da formulacéo.

Todas as matérias primas foram adicionadas a um béquer e homogeneizadas,
até completa solubilizacdo, com excecéo do extrato liofilizado de cladodio e da agua,

que foram incorporados para finalizar o preparo da emulséo.



INCI name

Nome comercial

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, polyacrylic acid, xylityl
sesquicaprylate, glyceryl stearate, Euphorbia cerifera (candelilla)

wax, sodium hydroxide [usual]:0,50 — 7,00%
Dibutyl adipate [usual]:2,00 — 10,00%
Ethylhexyl stearate [usual]:2,00 — 10,00%
Mangifera Indica Seed butter [usual]:0,50 — 2,00%
Butilhidroxitolueno [usual]:0,05%
Glycerin [usual]:2,00 — 10,00%
Methylparaben [usual]:0,18%
Propylparaben [usual]:0,02%
Disodium EDTA [usual]:0,05 - 0,10%
Carbomer (dispersdo aquosa a 2%o) [usual]:2,00 — 50,00%

Polyacrylamide, C13-14 lIsoparaffin, Laureth — 7 [usual]:0,50 —
5,00%
Aqua
Tabela 1. Composicédo da emulséo base.
Fonte: Elaborado pela autora.

Emulfeel® SGP

Adipato de dibutila

Estearato de octila

Manteiga de manga
BHT

Glicerina
Metilparabeno
Propilparabeno
EDTA Na;
Carbopol® 980
Sepigel® 305

Agua

42
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4.2.7. ESTUDO DE ESTABILIDADE

Apo6s a manipulagdo da emulsdo, foram separadas aliquotas que foram
submetidas a diferentes temperaturas: 5+ 2°C, 25 + 2°C (mantida no ambiente), 40
+2°C e ciclos de congelamento/descongelamento. O estudo de estabilidade foi
conduzido conforme preconiza o Guia de Estabilidade de Estudos Produtos Cosméticos
da ANVISA (2004) e Isaac et al., 2008.

O tipo de teste adotado foi o da estabilidade acelerada, e as variaveis foram:
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor) e as -caracteristicas fisicas
(microscopia, valor de pH e viscosidade), além de separacéo de fases e/ou coalescéncia.
Foi adotada como amostra de referéncia, considerada padréo, a avaliagdo do dia 1 (24
h apds a manipulagdo da formula).

4.2.7.1. TESTE DE CENTRIFUGACAO

A centrifugagéo foi realizada a 3.000 rpm durante 15 min com 5 g de amostra
para todas as emulsdes propostas (ANVISA, 2004).

4.2.7.2. AVALIACAO MICROSCOPICA

A avaliacdo microscopica foi realizada utilizando microscopio Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, a fim de observar o comportamento da emulsdo nas condicGes

ensaiadas.

4.2.7.3. AVALIACAO MACROSCOPICA

A formulacdo foi avaliada quanto a alteracGes na coloracao, aspecto e odor, além
da observacdo de possivel separacdo de fases e/ou coalescéncia, tomando-se como

referéncias, as avaliagdes do dia 1 (24 h ap06s a manipulagéo).
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4.2.7.4. DETERMINACAO DO VALOR DE pH

Apos dispersdo das amostras a 10% (m/m) (ISAAC, 2008), o valor de pH foi
determinado em peagbmetro, Gehaka PG1800, conforme protocolo proposto
(ANVISA, 2004). Os valores de pH foram determinados em triplicata.

4.2.7.5. DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

A viscosidade foi determinada para cada amostra, em triplicata, utilizando um
viscosimetro Brookfield RV-DVIII, com o dispositivo de pequenas amostras e spindle
27. Cada amostra analisada foi submetida a velocidades crescentes e, depois,

decrescentes, para determinacdo da viscosidade aparente.

4.2.8. DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR

Para a avaliagdo do fator de protecédo solar (FPS) das amostras foi utilizado o
equipamento Optometrics SPF 290S. As medidas foram realizadas segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante.

Na fita Transpore® (50 cm?), colocada diretamente sobre o suporte, foram
aplicados 110mg da amostra estudada para formagao de um filme uniforme de 2mg/cm?.
Apos a aplicacgdo, as fitas foram mantidas em repouso para secagem por 15 minutos.

Em seguida, o suporte foi introduzido diretamente no equipamento e as leituras
foram realizadas pela emissdo da radiacdo ultravioleta gerada por uma lampada de
Xenonio, com comprimento de onda no intervalo de 290 a 400 nm, o que possibilitou,
enfim, a determinacdo do FPS.

O software empregado, WINSPF, utiliza a equacdo 4 para calcular o valor de
FPS apds 12 medidas (Optometrics - SPF Analyzer, (2014) (GAIKWAD, 2011):
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Equacéo 4: Calculo de FPS pelo software WINSPF

400
Y E.BL Onde:
290 MPFA = valor da varredura
SPForgy = — EA = radiagdo espectral da luz solar terrestre sob
40 E3 Bh condicdes controladas
}!;I] NPE) BA = eficécia contra eritema

4.2.8.1 AVALIACAO DA CAPACIDADE SINERGICA DO EXTRATO NA
DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR

Alguns filtros quimicos podem ter seu fator de protecdo potencializado pela
adicdo de outros compostos quimicos ou naturais, permitindo a obtencdo de elevados
fatores de protecdo solar. Entre as substancias naturais que promovem o aumento do
FPS de algumas misturas de filtros estéo dleos e extratos de origem vegetal (LEONE,
2018).
Para avaliar o potencial sinérgico do extrato hidroalcodlico liofilizado de
cladodio de pitaya, foi determinado o FPS utilizando Optometrics SPF 290S das
seguintes amostras:
1- Emulsdo base (tabela 3);
2- Emulsdo base (tabela 3) + filtros (Tinosorb S 0,5%, Univel A Plus 1% e
Metoxicinamato de octila 4,5%);

3- Emulséo base (tabela 3) + extrato hidroalcodlico liofilizado de cladddio de
pitaya 5% + filtros (Tinosorb S 0,5%, Univel A Plus 1% e Metoxicinamato
de octila 4,5%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

A turbolise foi escolhida para o preparo dos extratos, em fungédo da dureza do
cladddio. Tanto o extrato da casca quanto o extrato de cladodio foram obtidos com 30%
de massa de casca ou de cladodio e 70% de etanol 70° GL.

Na técnica de turbolise, a extracdo ocorre concomitantemente com a reducédo do
tamanho da particula, em funcdo de elevadas forcas de cisalhamento em rotac6es
aplicadas no material, da ordem de 5000 a 2000 rpm.

Embora o processo da turbdlise produza aquecimento pela rapida agitacdo das
hastes do processador, varios autores usam essa técnica para obtencdo de seus extratos
de plantas e ou de frutos, uma vez que o tempo do processamento € curto (MIGLIATO
etal., 2009; SALVAGNINI et al., 2008; SOUZA et al., 2010).

A turbdlise pode gerar problemas com substancias volateis, em funcdo da
liberacdo de calor que, por sua vez, pode interferir em processos metabdlicos, sendo,
portanto, recomendada sua utilizacdo apenas quando se tratar de materiais de elevada
dureza ou muito fibrosos como caules, raizes, rizomas ou lenhos (F.BRAS, 2010), o
que se aplica ao cladddio da pitaya.

O turboprocessador, com copo de aluminio, foi usado em poténcia alta, por um
minuto, sem intervalos, para garantir eficiéncia no processo extrativo, uma vez que a
turbélise propicia uma diminuicdo rapida e drastica no tamanho das particulas do
material vegetal, com consequente rompimento das células e, portanto, dissolucéo
rapida dos ativos, com elevado rendimento, em minutos.

O material vegetal permaneceu em contato com o liquido extrator, por 24 horas,
para esgotamento da planta. Apds o tempo pré-estabelecido, o extrato se apresentava
bifasico: um pellet gelatinoso na parte inferior do frasco e o extrato transldcido na
porcao superior. A porcdo gelatinosa foi retirada e descartada e a por¢do liquida foi
submetido a filtracdo a vacuo.

Foi criado um sistema de filtragdo no qual foi conectado um funil de Buchner a
um kitassato acoplado a uma bomba de vacuo, que foi capaz de reduzir a pressao dentro
do kitassato, sugar o liquido presente no extrato e reter o sélido no filtro de papel sobre

o funil. Desta forma, foi possivel obter os extratos de casca e cladodio de pitaya.
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Em um ensaio prévio de avaliacdo da atividade antioxidante, pelo método de
inibicdo do radical DPPH®, o extrato da casca apresentou ICso de 45,12 pL.mL™,
enquanto o extrato de cladodio apresentou ICso de 56,58 pL.mL™. Estes resultados
permitiram definir o extrato de cladodio para continuidade dos experimentos.

Para a conservacgdo do extrato, € necessaria a separacdo da agua e do etanol e
isso é possivel pelo método de rotaevaporacdo. O rotaevaporador ou evaporador
rotativo € um equipamento indicado para remocdo de solventes volateis. A
rotoevaporacao consiste em um processo de separacdo térmica de compostos liquidos,
através de evaporagdo em seu ponto de ebuligdo e, consequentemente, de condensagao.
Esta etapa foi necesséria para separar o etanol da dgua no extrato.

Para esse processo, foi empregado um rotaevaporador IKA RV 10, com banho
HB 10 digital e TE-2005, para o banho frio, acoplados a um baldo volumétrico de fundo
redondo, de capacidade de 500 ml contendo 250 ml de amostra do extrato. O banho foi
ajustado a 50° C, com rotagdo de 120 RPM, pressdo de -600 na bomba de vécuo, até
que o solvente se esgotasse por completo, o que levou cerca de 40 minutos.

Em seguida, o extrato sem o solvente foi acondicionado em uma garrafa de vidro
ambar, revestida com papel aluminio e conservado em geladeira, para ser liofilizado.

A liofilizagdo é um processo de estabilizagdo, no qual uma substancia esta
previamente congelada. Em seguida, a quantidade de solvente, em geral, a agua, é
reduzida, primeiro por sublimacéo e, posteriormente, por dessorcdo, a valores tais que
inexistam atividade bioldgica e reacdes quimicas. A substancia passa, portanto, pelos
processos de congelamento inicial, secagem primaria e secagem secundaria (F. Bras.,
2010; Liofilizador, 2018).

Os frascos contendo as amostras foram retirados do refrigerador e acoplados ao
liofilizador de bancada. O processo durou 4 dias. Terminada a liofilizacdo o extrato

solido foi obtido.

5.2 SOLUBILIDADE

A solubilidade é uma propriedade fisica de suma importancia para todos os
demais ensaios, pois possibilita a manipula¢do de uma substancia na forma liquida (F.
BRAS., 2010). Tal forma auxilia na incorporagdo na emulsdo, embora possa promover

uma degradacéo, portanto é necessario o estudo de estabilidade.
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O quadro 2 apresenta os significados dos termos descritos conforme
estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2010). A expresséo partes indica a dissolucao

de 1 g de extrato no numero de mililitros do solvente estabelecido no nimero de partes.

A Tabela 2 mostra os resultados observados nos ensaios de solubilidade para o
extrato hidroalcoolico liofilizado de cladédio de Hylocereus undatus, segundo 0s
termos descritivos (F. BRAS., 2010). Foram utilizados 10 mg de extrato liofilizado em

cada teste.

Solvente Termo descritivo
Agua Soluvel

Etanol Muito pouco solGvel
Metanol Praticamente insoluvel
Dimetilsulfoxido Praticamente insoluvel

Tabela 2. Solubilidade do extrato hidroalcodlico liofilizado de H. undatus em
diferentes solventes a 25 °C.

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados obtidos para o extrato hidroalcoodlico liofilizado de
H. undatus, foi possivel inferir que o extrato obtido é solivel em agua, muito pouco
soltivel em etanol e praticamente insolivel em metanol e em dimetilsulféxido.

Dessa forma, a 4gua foi adotada como solvente padrdo do extrato em todos o0s
ensaios seguintes, uma vez que demonstrou melhor solubilidade do extrato e, ainda,

conferir menos risco de interferéncia nos experimentos laboratoriais.
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5.3 METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante dos dois extratos de H. undatus foi
realizada pelo método de inibicdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH?®),
seguindo a metodologia descrita por Chiari (2011).

A captura do radical DPPH® por antioxidantes é o principio do método de
inibicdo. Quando o radical é estabilizado, ocorre a mudanca da coloracéo de violeta para
amarelo claro (ALMEIDA, 2013). A Figura 9 apresenta a mudanca de coloragdo que
ocorreu no teste, mostrando que houve a reagao.

Este ensaio foi realizado para os dois extratos: da casca e do cladddio; entretanto,
face aos resultados, o extrato da casca foi descartado dos experimentos, uma vez que

seu potencial antioxidante é menor.

Figura 7. Coloracéo final dos tubos ap0s a reacdo com extrato de cladodio

Fonte. Fotografia realizada pela autora
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Apbs os calculos de porcentagem de inibicdo do extrato da casca, foi possivel
plotar uma curva analitica c, Figura 9, que foi utilizada para o célculo do ICso que foi

equivalente a 45,12 pL.mL*.

120,000
y =0,6409x + 11,292
100,000 R2=10,9374
80,000

60,000

40,000

% Inibicdo do radical DPPH

20,000

0,000
0,000 50,000 100,000 150,000

Concentracéo de extrato de casca (pl/mL)

Figura 8 - Curva de concentracdo x resposta do extrato de casca pelo método de
inibicdo do radical DPPH*
Fonte: Autora

O célculo do ICso do extrato do cladodio da pitaya feito a partir da curva de

concentragéo x resposta, como mostra a Figura 10, foi igual a 56,58 pL.mL™ .
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Concentragédo de extrato de cladodio (ul/mL)

Figura 9 - Curva de concentracdo X resposta do extrato de cladédio pelo método de
inibicdo do radical DPPH*®

Fonte: Autora

De acordo com os resultados, a casca da pitaya possui atividade antioxidante,
como relatado por Lima et al., (2014) e Wu et al., (2006). Assim como a casca, 0
cladédio mostrou ter atividade antioxidante consideravel, apesar de mais baixa;
entretanto, o subproduto da pitaya possui importancia nutricional e, também, grande
importancia na inddstria cosmética, visto que a atividade antioxidante é essencial para
estabilizar os radicais livres e evitar o fotoenvelhecimento (GALVEZ, 2010).

Devido ao fato de o cladddio ser um subproduto da fruta, e, por isso, ndo gerar
desperdicio da porcdo alimenticia e poder ser cedido, por produtores agricolas, com
custo mais baixo do que a pitaya propriamente dita; assim, frente a proposta deste
trabalho, de otimizacéo de recursos, evidencia que o melhor extrato para seguir os testes

seria o de cladodio.
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5.4 METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS**

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de inibicdo do radical
2,2’azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™), foi utilizado o método
proposto por Almeida et al. (2013). O radical ABTS'" é formado através de uma reagéo
com persulfato de potéssio.

Para minimizar o uso de reagentes, foi realizada uma tentativa de miniaturizar a
técnica, mas por ndo ter sido reprodutivel em microplaca, ndo foram feitas adaptacdes.

A Figura 11 mostra a curva elaborada com os dados da avaliacéo da inibicdo do
radical ABTS**

Inibicdo ABTS
50

40 y =21,686x - 0,6813

uuuuu

20
10

0

Figura 10. Curva de concentragdo x resposta do extrato de cladddio pelo método do
radical ABTS®**

Fonte: Autora

Os valores obtidos ndo foram satisfatérios para elaboracdo da curva analitica

com coeficiente de correlagdo préximo a 1.
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55 AVALIACAO DO POTENCIAL DE ABSORCAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE TRANSMITANCIA

O extrato hidroalcodlico liofilizado de cladddio, em concentracéo de 156 pg.mL-
1 demonstrou ser capaz de absorver a radiacdo em comprimentos de onda equivalentes

aos 3 tipos de radiacdo UV (A, B e C), como pode ser visualizado na Figura 12.

A partir das absorbancias obtidas, foi possivel construir o grafico ABS x A(nm),
a fim de verificar em quais comprimentos de onda o extrato de pitaya foi capaz de

absorver a radiacédo ultravioleta.

0,9
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0,7
0,6
0,5
0,4
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250 30 %0 400 450 500 550
A (nm)

Figura 11. Espectro de absor¢do do extrato hidroalcoolico liofilizado de cladddio.
Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 12 permite inferir que a protecdo € na faixa do UVB e, também, do
UVA, o que mostra potencial capacidade fotoprotetora do extrato hidroalcodlico

liofilizado de cladddio.



54

5.6. PREPARO DA EMULSAO

O Emulfeel® SGP é uma matéria prima emulsionante que possui tecnologia
Double Gel Network, capaz de estruturar a fase lipidica e aquosa com alto grau de
vegetalizacdo. Possibilita a reducéo de ingredientes e suporta até 10% de carga oleosa,
0 que ndo foi atingido nesta formulacdo proposta, que contém, apenas, 4,5 de material
graxo. Proporciona versatilidade na criacdo de texturas viscosas ou fluidas além de
garantir sensoriais leves e filme residual aveludado. Pode ser empregado em processos
a frio ou a quente e ser usado, também, como modificador sensorial ou para ajuste de
viscosidade (CHEMYUNION, 2018).

A emulsdo base, previamente estudada por integrantes do nosso grupo de
pesquisa, foi preparada a frio, pela mistura de seus componentes, um a um; entretanto,
o0s conservantes solidos foram previamente solubilizados em glicerina. O extrato foi
dissolvido em agua e incorporado a mistura contendo os outros componentes. Por ter
apresentado baixa viscosidade e o objetivo era um produto mais viscoso, foram
acrescentados 2,00% de polimero carboxivinilico, em dispersdo aquosa a 2%, para

aumento da viscosidade.

Para o preparo da emulséo, os ingredientes foram pesados em balanca analitica.
Os conservantes (methylparaben, propylparaben, disodium EDTA) e o antioxidante
(BHT) foram solubilizados em glicerina. Apo6s completa solubilizagdo, foram
acrescentados os ésteres graxos emolientes (dibutyl adipate, ethylhexyl stearate) e o
agente de consisténcia e modificador sensorial (mangifera indica seed butter). Apds
completa homogeneizacdo, foram acrescentados o agente emulsificante (Emulfeel®
SGP), o espessante hidrofilico (dispersdo aquosa de Carbopol®), o espessante
emulsificante (Sepigel® 305) e a solugdo aquosa de extrato, sob agitacdo constante, até
perfeita homogeneizacao.

A Tabela 3 mostra a composi¢cdo quali e quantitativa, em porcentagem
massa/massa, da formulacdo proposta, ajustada para a viscosidade necessaria para

obtencdo de emulséo mais viscosa.



INCI name %m/m

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, polyacrylic acid, xylityl sesquicaprylate, glyceryl stearate, Euphorbia | 3,00
cerifera (candelilla) wax, sodium hydroxide

Dibutyl adipate 1,00
Ethylhexyl stearate 1,00
Mangifera Indica Seed butter 2,50
BHT 0,05
Glycerin 3,00
Methylparaben 0,18
Propylparaben 0,02
Disodium EDTA 0,10
Carbomer (dispersédo aquosa a 2%o) 2,00
Polyacrylamide C13-14 Isoparaffin, Laureth — 7 3,00
Aqua g.s.p. 100,00
Hylocereus undatus stem extract (liofilizado) 0,10

Tabela 3. Composicéo percentual da emulséo proposta.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.7. ESTUDO DE ESTABILIDADE

Os ensaios para avaliacdo da estabilidade do cosmético proposto foram
realizados segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004) e
o0 Protocolo de Estabilidade de Fitocosméticos, proposto por ISAAC, 2008.

Para realizagéo dos ensaios de estabilidade, foram submetidos cerca de 200g em
geladeira, a 5° C; em ambiente, a 25° C; em estufa, a 45° C, distribuidos com 50 g em 4
potes de 60 g de capacidade cada um, para realizagdo dos ensaios no 15°, 30°, 60° e 90°

dias ap0s o preparo.

5.7.1. TESTE DE CENTRIFUGACAO

O teste de centrifugacdo foi realizado a fim de avaliar a manutencdo da
estabilidade da formulagdo quanto a separacdo de fases e coalescéncia, conforme
preconiza o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004).

Apos a centrifugacdo de 5 g do cosmético proposto por 15 min a 3.000 rpm, néo
houve separacdo de fases, o que pode ser um indicio de estabilidade. Dessa forma, foi
possivel dar continuidade aos ensaios que determinaram a estabilidade.

5.7.2. AVALIACAO MICROSCOPICA

A avaliacdo microscopica foi realizada utilizando microscépio Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, a fim de observar o comportamento da emulsdo nas condicGes
ensaiadas.

As Figuras 13 a 26 mostram a microscopia da formulagdo no dia do preparo e
nos dias avaliados no periodo de 90 dias de ensaio, submetidas as condi¢des de estresse.
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Figura 12. Microscopia da emulsédo com extrato de pitaya no dia 1

Fonte: Autora

Figura 13. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 5° C, no 15° dia de ensaio.
Fonte: Autora.



58

Figura 14: Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 25° C, no 15° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 15. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 45° C, no 15° dia de ensaio.
Fonte: Autora.
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Figura 16. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 5° C, no 30° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 17. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 25° C, no 30° dia de ensaio.
Fonte: Autora.
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Figura 18. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 45° C, no 30° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 19. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 5° C, no 60° dia de ensaio.
Fonte: Autora.
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Figura 20. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 25° C, no 60° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 21. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 45° C, no 60° dia de ensaio.
Fonte: Autora.
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Figura 22. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 5° C, no 90° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 23. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 25° C, no 90° dia de ensaio.
Fonte: Autora.
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Figura 24. Microscopia da emulsdo com extrato de pitaya, submetida a temperatura
de 45° C, no 90° dia de ensaio.
Fonte: Autora.

Figura 25. Microscopia da emulsédo com extrato de pitaya, submetida ao ciclo
congelamento/ descongelamento.
Fonte: Autora.
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A microscopia realizada na formulacdo testada mostrou que as emulsdes se
mantiveram inalteradas, nas diferentes condicOes de estresse as quais foram submetidas,

ao longo dos 90 dias de analises.

5.7.3. AVALIACAO MACROSCOPICA

A formulacéo foi avaliada quanto a alteragcdes na coloragédo, aspecto e odor, além
da observacdo de possivel separacdo de fases e/ou coalescéncia, tomando-se como
referéncia as avaliacGes do dia 1 (24 h apds a manipulacao).

N&o ocorreu modificagdo na aparéncia macroscopica do cosmético proposto.

A Tabela 4 mostra os resultados das avaliagdes macroscopicas de cor ao longo
dos 90 dias.

Dia de Geladeira a Ambiente a Estufa a Ciclo
analise 5°C 25°C 45°C
1 branco brilhante  branco brilhante  branco brilhante  branco brilhante
15 sem alteracdo sem alteracédo sem alteracdo
30 sem alteracdo sem alteracéo sem alteracéo sem alteracdo
60 sem alteracdo sem alteracao sem alteracdo
90 sem alteracdo sem alteracao sem alteracdo

Tabela 4. Avaliacdo macroscépica da cor em condicdes de estresse.
Fonte: Autora.

A Tabela 5 mostra os resultados das avaliaces macroscopicas de odor ao longo
dos 90 dias.
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Dia de

andlise

Geladeira a

5°C

Ambiente a

25°C

Estufa a

45°C

Ciclo

15

30

60

90

caracteristico
sem alteracédo
sem alteracéo
sem alteracéo

sem alteracédo

caracteristico
sem alteracédo
sem alteracédo
sem alteracédo

sem alteracédo

caracteristico
sem alteracédo
sem alteracédo
sem alteracédo

sem alteracédo

caracteristico

sem alteracéo

Tabela 5. Avaliacdo do odor em condi¢es de estresse.
Fonte: Autora.

A Tabela 6 mostra os resultados das avaliacGes macroscopicas de separacdo de

fases ao longo dos 90 dias.

Dia de

analise

Geladeira a
5°C

Ambiente a
25°C

Estufa a
45° C

Ciclo

1

15

30

60

90

sem separacao
sem alteracéo
sem alteracéo
sem alteracédo

sem alteracédo

sem separacao
sem alteracédo
sem alteracédo
sem alteracéo

sem alteracéo

sem separagéo
sem alteracéo
sem alteracéo
sem alteracéo

sem alteracédo

sem separacao

sem separacao

Tabela 6. Avaliacdo macroscépica de separacdo de fases em condicdes de estresse.

Fonte: Autora.



66

5.7.4. DETERMINACAO DO VALOR DE pH

Apos dispersdo das amostras a 10% (m/m) em agua (ISAAC, 2008), o pH foi
determinado em peagdmetro Gehaka PG1800, conforme protocolo proposto (ANVISA,
2004). Os valores de pH foram determinados em triplicata, nas amostras submetidas as
temperaturas 5°C, 25°C (temperatura ambiente), 40°C, e ciclos de
congelamento/descongelamento (ANVISA, 2004) (Figura 27).

7,2

7
6,8 \

T 66
6,4
6,2
6

1 15 30 60 90

Tempo (dias)
Geladeira Ambiente Estufa ==@==Ciclo

Figura 26. Gréfico dos valores de pH da emulsdo com o extrato hidroalcodlico
liofilizado de cladddio de pitaya nas condigfes de 5° C, 25° C, 40° C e 3 ciclos de
congelamento/descongelamento durante 90 dias de anélise.

Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 7 mostra a média dos valores obtidos nos resultados de medidas.

Dia de Geladeira a Ambiente a 25° Estufa a Ciclo
anélise 5¢C C 45°C
1 7,00 £ 0,275 7,00 £ 0,275 7,00 £ 0,275 7,00 £ 0,275
15 6,56 + 0,423 6,65 = 0,375 6,46 + 0,825
30 6,58 + 0,162 6,49 £ 0,132 6,57+0,190 6,58 +0,123
60 6,56 + 0,147 6,61+ 0,060 6,58 + 0,096
90 6,57 + 0,508 6,51 + 0,027 6,52 + 0,160

Tabela 7. Valores de pH das emulsdes propostas em condicdes de estresse.
Fonte: Autora.
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A partir do 15° dia de analise foi possivel observar que todas as condic¢Ges de
estresse apresentaram uma diminuicdo de aproximadamente 0,4 em relacdo ao dia 1;

porém, depois foi estabilizado ndo apresentando diferenca estatistica.

5.7.5. DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

A viscosidade foi determinada para cada amostra, em triplicata (Figura 28),
utilizando um viscosimetro Brookfield RV-DVIII, com o dispositivo de pequenas
amostras e spindle 27.

18.000

16.000
__ 14.000
12.000

mPa.s

10.000
8.000
6.000

Viscosidade (

4.000
2.000

1 15 30 60 90
Tempo (dias)

Geladeira Ambiente Estufa Ciclo

Figura 27. Gréfico dos valores de viscosidade da emulsdo com o extrato
hidroalcodlico liofilizado de cladodio de pitaya nas condi¢des de 5° C, 25° C, 40°C e
3 ciclos de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Tabela 8 mostra a média dos valores de viscosidade obtidos nos resultados de

medidas.

Dia de Geladeira a Ambiente a Estufa a Ciclo

analise 50C 25°C 45°C
1 15.300 £ 0,778 15.300 £ 0,778 15.300 £ 0,778 15.300 = 0,778
15 16.760 + 0,834 15.966 £ 1,276  13.833 +£ 0,590
30 14.325 + 0,685 14.189 + 0,707 15.486 £ 0,650 14.498 + 0,423
60 14.640 + 0,266 14.799 + 0,301 14.991 + 0.183
90 14.780 £ 0,302 15.027 £ 0,298  15.033 + 0,288

Tabela 8. Viscosidade das emulsdes propostas em condicdes de estresse.
Fonte: Autora.

Né&o houve diferenca significativa nos resultados de viscosidade do estudo de
estabilidade da emulsdo com extrato de pitaya.

5.8. DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR

O espectrofotdmetro com esfera de integracdo mede a absorcdo éptica do
fotoprotetor, e, a partir dos valores obtidos nos comprimentos de onda da faixa do UV-
B, foi calculado, matematicamente, pelo préprio equipamento, o FPS do produto
(KHURY,2011). O software (winSPF) acoplado ao equipamento detecta a absorbancia
transmitida e calcula os valores de FPS (MOYAL et al., 2007).

O software utilizado, WINSPF, utiliza a equagéo 4 para calcular o valor de FPS
apos 12 medidas no Optometrics - SPF Analyzer, como mostrado na Figura 29
(GAIKWAD, 2011):
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Figura 28. Equipamento Optometrics SPF 290S e seu respectivo software.
Fonte: Optometrics, 2014.

Os valores de FPS encontrados segundo analises obtidas a partir do equipamento

Optometrics' estdo na Tabela 9.

Amostra FPS Desvio Padrao
Emulsao base 1,8 0,04
Emulséo base com 0,1% de extrato de cladédio 1,18 0,02
Emulsdo base com 5% de extrato de cladodio 2,62 0,62

Tabela 9. Fator de protecao das amostras.
Fonte: Autora

Os resultados foram incipientes, portanto é necessaria a repeticao da analise com
uma concentracdo de extrato maior que a utilizada.

E importante esclarecer que o FPS ndo indica verdadeiramente a porcentagem de
radiacdo UV que é absorvida ou refletida pelos filtros solares, ou seja, um filtro com

FPS 40 néo protege a pele duas vezes mais do que um com FPS 20.
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Sendo assim, um fotoprotetor com FPS 20 absorve 96,7% da radiacdo que incide
sobre a pele, enquanto um com FPS 40 absorve 97,5%; ou seja, produtos com elevados
valores de FPSs podem dar ao consumidor uma falsa ideia de maior protecdo; portanto,
os valores experimentais de FPS quase nunca sdo os valores reais obtidos pelo
consumidor (MILESI, 2002; LEONE, 2018).

5.8.1 AVALIACAO DA CAPACIDADE SINERGICA DO EXTRATO NA
DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR

Os valores de FPS encontrados segundo analises obtidas a partir do equipamento

Optometrics' estdo na Tabela 10.

Amostra FPS Desvio Padrao

Emulséo base 1,8 0,04

Emulséo base + filtros (Tinosorb S 0,5%, Univel A Plus 1%
e Metoxicinamato de octila 4,5%); 77,15 10,46

Emulsdo base + extrato hidroalcodlico liofilizado de
cladodio de pitaya 5% + filtros (Tinosorb S 0,5%, Univel A 77,41 9,34

Plus 1% e Metoxicinamato de octila 4,5%).

Tabela 10. Fator de protecéo de amostras para avaliagéo de sinergismo.
Fonte: Autora
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Estudos realizados por integrantes do nosso grupo de pesquisa, no LaCos -

Laboratorio de Cosmetologia da FCF — UNESP, utilizando 6leo de café verde
incorporado em emulsdes, demonstraram que, apesar de o 6leo de café verde apresentar
FPS incipiente com variacdo entre 0,97 e 1,6, quando em associacdo com os filtros
sintéticos  Benzophenone-3, Ethylhexyl salicylate, Bis-Ethylhexyloxyphenol
methoxyphenyl triazine e Ethylhexyl triazone, o 6leo de café verde proporcionou um
aumento medio de 46,04% no fator de protecao solar das emulsdes (LEONE, 2017).
J& no presente trabalho, ndo foi possivel identificar sinergismo em associa¢édo com

os filtros sintéticos testados.
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6. CONCLUSOES

Os extratos da casca e do cladddio analisados apresentam potencial atividade
antioxidante, sendo que o maior custo beneficio é obtido com o cladddio, um
subproduto da fruta, o que evita o desperdicio da polpa.

O extrato hidroalcodlico liofilizado de cladddio de Hylocereus undatus
demonstrou potencial atividade antioxidante, podendo assim ser utilizado como ativo
em cosméticos antienvelhecimento.

A emulsdo desenvolvida no presente trabalho apresenta potencial cosmético
multifuncional, j& que promove efeito antioxidante e, quando sdo incorporados filtros

solares, proporcionam fotoprotecao.
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