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RESUMO

Devido aos altos indices de radiacdo ultravioleta no Brasil, o nimero de casos de cancer
de pele tem aumentado, consideravelmente, nos Gltimos anos. Com isso, cresce, também,
a busca por fotoprotetores eficientes que sejam menos agressivos, tanto para oS
consumidores, quanto para o meio ambiente. Uma alternativa encontrada foi a adi¢do de
ativos naturais a essas formulacgdes fotoprotetoras como, por exemplo, extratos e 6leos de
espécies vegetais, contendo compostos capazes de aumentar o fator de protecdo solar
(FPS), sem acrescentar maiores quantidades de filtros organicos de efeito quimico. Neste
contexto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um fotoprotetor contendo filtros
organicos de efeito quimico e extratos de espécies vegetais do género Byrsonima, a fim
de avaliar um possivel efeito fotoestabilizador no FPS desta emulsdo fotoprotetora. Para
isso, foram obtidos extratos etandlicos 70° GL das folhas de Byrsonima intermedia A.
Juss e Byrsonima pachyphylla A. Juss, os quais foram analisados, por varredura
espectrofotométrica, para verificar o potencial fotoprotetor. Também, foi determinado o
teor de compostos fendlicos; avaliado o potencial antioxidante, pelas metodologias de
inibicdo do radical DPPH* e de inibicdo do radical ABTS*"; citotoxicidade em células
HepG2, HaCaT e HDFa. Ainda, foi desenvolvida uma emulsdo fotoprotetora, na qual os
extratos de Byrsonima foram incorporados, separadamente, para avaliar o fator de
protecdo solar, aléem de avaliar a estabilidade destas formulagdes. Os resultados obtidos
mostraram que 0s extratos etandlicos 70° GL de Byrsonima apresentaram atividade
antioxidante, potencial fotoprotetor contra os raios ultravioleta e efeito fotoestabilizador
quando adicionados em um fotoprotetor contendo filtros organicos de efeito quimico. As
emulsdes fotoprotetoras desenvolvidas se mantiveram estaveis. Além disso, foi
constatada a presenca de compostos fendlicos totais em ambos 0s extratos e ndo houve
citotoxicidade elevada nas células HepG2 nas concentracdes testadas. Diante disso, é
possivel notar que esses extratos apresentam grande potencial de aplicagdo em cosméticos

fotoprotetores.

Palavras-chave: Byrsonima. Fotoprotecdo. Fotoestabilidade. Antioxidante.



ABSTRACT

Due to the high rates of ultraviolet radiation in Brazil, the number of skin cancer cases
has increased considerably in recent years. As a result, the search for efficient
photoprotectors that are less aggressive, both for consumers and for the environment,
grows. An alternative found was the addition of natural actives to these photoprotective
formulations such as, for example, extracts and oils from plant species, containing
compounds capable of increasing the sun protection factor (SPF), without adding greater
quantities of organic filters with a chemical effect. In this context, the objective of the
present study was to develop a photoprotector containing organic filters with chemical
effect and extracts of plant species of the genus Byrsonima, in order to evaluate a possible
photo-stabilizing effect on the SPF of this photoprotective emulsion. For that, 70° GL
ethanolic extracts were obtained from the leaves of Byrsonima intermedia A. Juss and
Byrsonima pachyphylla A. Juss, which were analyzed by spectrophotometric scanning to
verify the photoprotective potential. Also, the content of phenolic compounds was
determined; the antioxidant potential was evaluated using the DPPH® radical inhibition
and ABTS® " radical inhibition methodologies; cytotoxicity in HepG2, HaCaT and HDFa
cells. Also, a photoprotective emulsion was developed, in which the Byrsonima extracts
were incorporated, separately, to evaluate the sun protection factor, in addition to
evaluating the stability of these formulations. The results obtained showed that 70° GL
Byrsonima’s ethanol extracts showed antioxidant activity, potential photoprotection
against ultraviolet rays and photo-stabilizing effect when added to a photoprotector
containing organic filters with chemical effect. The developed photoprotective emulsions
remained stable. In addition, the presence of total phenolic compounds was found in both
extracts and there was no high cytotoxicity in HepG2 cells at the concentrations tested.
Therefore, it is possible to note that these extracts have great potential for application in
photoprotective cosmetics.

Keywords: Byrsonima. Photoprotection. Photostability. Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem registrado elevados indices de radiacdo solar e, em consequéncia
disso, elevadas taxas de radiacdo ultravioleta (UV), colaborando com o aumento de
numero de casos de cancer de pele no pais, devido, principalmente, a posi¢do geografica
que ocupa.

A classificacdo das radiacdes eletromagnéticas da luz solar é realizada de acordo
com o intervalo de comprimento de onda e com a frequéncia da radiacéo. A radiacdo UV,
por exemplo, de 280 a 400 nm, traz beneficios, como producdo de melanina e vitamina
D3, além de auxilio no tratamento de doencas dermatoldgicas.

Por terem efeito cumulativo, os danos causados pela radiagdo UV aceleram o
processo de envelhecimento, podendo contribuir, também, para o aparecimento de cancer
de pele. Estes danos podem ser edemas, eritemas, distarbios imunolégicos, danos ao
DNA, ativacdo de proteinas de estresse, aumento de espécies reativas de oxigénio, as
EROs; reducdo da eficacia de sistemas antioxidantes naturais, edemas e eritemas, uma
vez que € capaz de penetrar em diferentes camadas celulares da pele

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer, (INCA), para os anos de 2018 e
2019, ocorreriam 85.170 novos casos de cancer de pele ndo melanoma em homens e
80.410 em mulheres, no Brasil. Devido a esses dados, h& que se buscar alternativas para
promover um aumento da capacidade fotoprotetora dos filtros solares, que tenham,
concomitantemente, capacidade antioxidante, sem provocar irritabilidade e sem causar
danos ao meio ambiente.

Nas ultimas décadas, o mercado de fotoprotetores tem se voltado para a
multifuncionalidade, na busca de um componente que nédo seja, apenas, um bom filtro da
radiacdo UV, de amplo espectro, foto estavel e ndo tdxico, mas, também, de agregado
valor cosmeético. Assim, a busca e 0 uso de matérias primas vegetais, que apresentem
atividade fotoprotetora ou capacidade de aumentar o FPS dos filtros organicos de efeito
quimico, tém sido alvos para pesquisas.

Em vista disso, extratos e Oleos vegetais tém sido utilizados em produtos
cosméticos a fim de auxiliar na protecao contra a radiacdo UV e neutralizar os radicais
livres produzidos na pele apds a exposi¢do ao sol.

Na tentativa de contribuir com solucgdes para esta problematica, este trabalho
sugere a incorporacado de extratos de espécies vegetais do género Byrsonima em emulsdes

fotoprotetoras.
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O extenso uso das espécies vegetais desse género motivou varios trabalhos acerca
da constituicdo quimica e do potencial farmacologico dessas espécies, interesse que tem
aumentado nos ultimos anos. Dessa forma, esta pesquisa visou analisar e caracterizar o
potencial do efeito fotoestabilizador do FPS de uma emulsdo fotoprotetora contendo

filtros organicos de efeito quimico e extratos de Byrsonima.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A pele

A pele forma a superficie externa do corpo, constituindo por volta de um sexto do
peso corporal total, o que a torna o maior 6rgao do corpo humano. Ela é formada pela
epiderme, uma porgdo epitelial de origem ectodérmica, e a derme, por¢do conjuntiva de
origem mesodérmica. Dentre as multiplas funcGes da pele, estdo a protecdo contra lesdes
mecanicas, quimicas e térmicas, producdo e excrecdo de metabolitos, termorregulacdo e
deteccdo de estimulos sensoriais. Além disso, na pele, especificamente na epiderme, é
produzido e acumulado um pigmento chamado melanina, responsavel por proteger o
corpo contra os raios UV (CORREA, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Epiderme

A epiderme, camada mais externa do corpo, € constituida por epitélio estratificado
basal, pavimentoso queratinizado, composto principalmente de queratindcitos,
responsaveis pela renovacdo, coesao e barreira da epiderme. Além dos queratindcitos, a
epiderme apresenta mais trés tipos de células: melandcitos, células de Merkel e células
de Langherans. A epiderme se renova a cada 15 a 30 dias dependendo da regido do corpo,
da idade e de influéncias externas (CHIARI, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

As células epiteliais estdo dispostas em cinco camadas: camada basal ou
germinativa, onde ha constante renovacgdo celular; camada espinhosa, a qual confere a
epiderme uma manutencdo na coesdo das celulas e resisténcia ao atrito; camada
granulosa, onde se forma uma barreira impermeavel contra a entrada de substancias e a
saida de 4gua; camada Ilcida, encontrada apenas nas regides palmar e plantar e, por fim,
camada cérnea, a qual tem espessura muito varidvel e suas células ndo vidveis sdo
achatadas, anucleadas e desidratadas (GARCIA, 2014; MADISON, 2003).

A formacéo do estrato corneo, é a principal funcdo da epiderme pois, além de
auxiliar na manutencéo da hidratacéo cutanea, essa camada também controla a penetracédo
de substancias externas. Essa barreira é formada por lamelas lipidicas proteicas, presentes
nos espacgos extracelulares, entre os cornedcitos. Outra funcdo importante da epiderme é
a protecdo contra a radiagéo solar, seja por difragéo e/ou reflexdo da energia radiante. 1sso
ocorre gracas aos melandcitos, onde é produzida e armazenada a melanina, responsavel

pela coloracio da pele e protecdo contra os raios ultravioleta (CORREA, 2012).
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Derme

A derme é um tecido conjuntivo que contém fibras proteicas, vasos sanguineos e
linfaticos, terminag@es nervosas e glandulas sebaceas e sudoriparas. E a responsavel pela
unido da pele a hipoderme, dando sustentacdo mecanica, forca e espessura, além de nutrir
a epiderme e seus anexos. A derme € constituida de fibras colagenas e elasticas reticulares
e contém entre 20 e 40% da agua total do corpo. Nela esta presente os proteoglicanos, os
quais apresentam propriedades hidrofilicas (CORREA, 2012; CHIARI, 2011).

A superficie externa da derme, onde encontram-se as papilas dérmicas, é irregular.
Essa camada papilar possui termina¢es nervosas sensoriais que proporcionam tato e
percepcdo de temperatura e dor, além de fibrilas de colageno, que contribuem para a
juncédo da derme com a epiderme (MADISON, 2003).

Outra camada presente na derme é a camada reticular, onde estdo presentes 0s
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas, todas derivadas da
epiderme. Essa camada mais profunda é constituida de tecido conjuntivo denso e é rica
em feixes de colageno, proporcionando elasticidade a pele. Nesta camada, sdo
encontrados foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas, todas
derivadas da epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

E até a derme que a radiacio ultravioleta A penetra, estimulando o bronzeamento,
causando o fotoenvelhecimento, entre outras coisas. O mesmo ndo acontece com oS raios
UVB, uma vez que, eles apresentam baixo poder de penetracdo, assim, eles atingem

somente a epiderme, causando queimaduras (GARCIA, 2014).

2.2. Radiacéao ultravioleta

A radiacdo solar, a maior causadora dos canceres de pele, é dividida em radiacéo
ultravioleta, que tem comprimento de onda de 100-400 nm, luz visivel (400-780nm) e a
radiacdo infravermelha, que possui comprimento de onda maior que 780 nm A radiagéo
UV, por sua vez, é dividida em UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-
290 nm), como mostra a Figura 1 (FIGUEIREDO, 2016).
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Figura 1. Representacdo esquematica da penetracdo da radiacdo ultravioleta na pele
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Fonte: Adaptado de http://isic.net.br/artigo-32

A radiacdo UVA, a mais abundante entre as radiacdes ultravioletas, é subdividida
em UVA-I (340-400nm) e UVA-II (320-340nm). Ao atingir a derme, é capaz de
degenerar o colageno, alterar o metabolismo dos fibroblastos e promover bronzeamento
imediato, por meio do escurecimento da melanina. Por ter a capacidade de ser absorvida
pelos cromo6foros da pele e também pode agir de maneira indireta, formando radicais
livres, podendo provocar o estresse oxidativo. A somatoria desses efeitos pode gerar, a
longo prazo, fotoenvelhecimento, fotocarcinogenese e imunossupressdo. Por ser a
radiacdo mais presente e com maior poder de penetracdo, ela oferece grandes riscos a
salde humana (WIDEL et al., 2013; FLOR, 2007).

A radiacdo UVB, apresenta baixo poder de penetracao, dessa forma, atua apenas
na epiderme, podendo causar eritemas graves, doencas infecciosas e danos em nivel
molecular, reduzindo a chance de o organismo reconhecer e destruir uma célula maligna.
E responsavel por promover a biotransformacéo do ergosterol epidérmico em vitamina
D, sendo este, um efeito desejavel (GARCIA, 2014; FLOR, 2007).

E a radiacdo UVC, é uma radiacdo capaz de destruir o DNA de bactérias e
microrganismos, podendo, também, prejudicar os olhos e pele nos humanos. E a mais
perigosa entre as trés, mas é bloqueada pela camada de ozénio, por isso, ela ndo tem sido
apontada como uma causadora de cancer de pele ou de outro tipo de disfuncdo. Mas, a
preocupacao em relacdo essa radiagdo vem aumentando por dois motivos, a diminuicdo

dos niveis da camada de oz6nio e sua frequente utilizacdo como germicida. Com a



19

popularizacdo do uso da radiagdo UVC como germicidas em ambientes que necessitam
da esterilidade, é possivel que os profissionais estejam se expondo a altas doses de UVC
(JIMENEZ, 2016)

E sabido que a radiago solar é necessaria a satide e bem-estar de todos, pois, além
de atuar no processo da formacdo de vitamina D, ajuda no tratamento de ictericia, ela
também é necessaria no processo de fotossintese dos vegetais. Mas, quando recebida em
excesso, a radiacao solar pode causar efeitos nocivos como, eritema, aumento dos niveis
de espécies reativas de oxigénio (ERO), reducdo da eficacia dos sistemas antioxidantes
naturais, disturbios imunolégicos, entre outros (MUNHOZ, 2012; SCHALKA,; REIS,
2011; CHIARI, 2011).

2.3. Radicais livres

Os radicais livres, gerados a partir do oxigénio, sdo atomos ou associacdo de
atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados em sua Ultima camada de valéncia.
Eles sdo capazes de atacar e danificar quase todas as moléculas encontradas no
organismo. Quando formados, eles ligam-se, rapidamente, a diferentes compostos. Com
isso, eles podem doar seu elétron ndo pareado ou capturar o elétron de outra molécula.
Assim, a molécula atacada transforma-se em um radical, iniciando uma reagdo em cadeia
(PIMENTEL, 2006).

Quando esses elétrons estiverem centrados nos atomos de oxigénio, eles serdo
denominados EROs (espécies reativas do oxigénio). Como exemplo de EROs podem ser
citados, anion superoxido (O2), peroxila (ROy), radical hidroxila (OH"), éxido nitrico
(NO), perdxido de hidrogénio (H20>), radical lipidico (L"), oxigénio singlete (102), acido
hipocloroso (HOCI) e o peréxinitrito (ONOQO"), entre outros. Embora o perdxido de
hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), peroxinitrito (ONOO?) e o oxigénio
singlete (102), ndo sejam radicais livres, eles podem sofrer reagdes e formar radicais
livres (FONSECA, 2008; RUFINO et al.; 2007).

Os radicais livres também sdo gerados no processo de producdo de energia, na
forma de trifosfato de adenosina (ATP), fagocitose, regulacdo do crescimento celular e
sintese de substancias biolégicas. O corpo humano possui varios sistemas de defesa
antioxidante contra as EROs, mas quando ha um desequilibrio entre a formacdo de
radicais livres e os sistemas de defesa, pode haver o estresse oxidativo. O excesso de
EROs pode causar danos oxidativos nas proteinas e lipidios celulares, DNA e RNA. Esse

acumulo de radicais livres pode estar envolvido, também, no desenvolvimento de doengas
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como cancer, Alzheimer e doencgas cardiacas (PIMENTEL, 2006; SPERA, 2014;
NAGMOTI et al., 2012).

2.4. Antioxidantes

Os radicais livres, formados principalmente por a¢Bes exdgenas, como por
exemplo, a radiagdo UV, sdo combatidos pelos antioxidantes, sejam eles endégenos ou
exogenos. De acordo com Halliwell (2000) antioxidante é qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significantemente a oxida¢éo do mesmo (SPERA, 2014).

Os antioxidantes atuam de varias formas no organismo como, por exemplo,
suprimindo a formacdo de EROs, seja pela inibi¢do enzimatica ou quelando elementos
envolvidos na formacéo dos radicais livres ou apenas mantendo o mecanismo de defesa
antioxidante regulado e protegido (ANDALLU et al., 2014; GONCALVES, 2008).

Os mecanismos de defesa antioxidante enddgeno sao divididos em enzimaticos e
ndo-enzimaticos. Como sistemas enzimaticos temos, enzimas superoxido dismutase
(SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Ja os
antioxidantes ndo-enzimaticos incluem o acido ascorbico, vitamina E, carotenoides e
vitamina C (CINCOTTO, 2016; SOUSA, 2013).

E importante salientar que, nem sempre os antioxidantes endégenos conseguem
combater os radicais livres na mesma velocidade que eles sdo formados. Dessa forma, é
de extrema importancia o consumo de compostos antioxidantes, naturais ou sintéticos,
em alimentos, cosméticos e bebidas. No setor cosmético, os produtos com ativos
antioxidantes estdo ficando cada vez mais valorizados, principalmente os de origem
natural (PIMENTEL, 2006; MANSUR, 2011).

Cincotto (2016) constatou em seu trabalho que o extrato de Morus nigra L.
apresenta eficacia para a captura de espécies reativas (radical superdxido e &cido
hipocloroso), além de ter a capacidade de impedir ou retardar a lipoperoxidacdo em
membranas bioldgicas. A funcdo antioxidante presente nas frutas e vegetais esta
relacionada a presenca de moléculas como compostos fendlicos, carotenoides,
flavonoides, é&cido ascorbico, tocoferdis, cumarinas, alcaloides e terpendides
(BARBOSA, 2010; ROLIM et al., 2013; CINCOTTO, 2016).

Esses compostos sdo capazes de impedir os danos oxidativos ou de reparar 0s

danos causados pelos radicais livres. Por esse motivo, extratos vegetais com agédo
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antioxidante sdo estudados cada vez mais para o desenvolvimento de cosméticos
antienvelhecimento (SILVA et al., 2010; RUFINO et al., 2007).

Para avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais existem diversos testes
in vitro, como varredura de radicais livres DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
monocation ABTS*" (2,2"-azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) que investigam
radicais organicos e 0 método ORAC (capacidade de absorbancia do radical oxigénio)
que investiga o ataque dos radicais ROO® (peroxila) a sonda fluoresceina (FL) (3,6 —
diidroxiespiro (isobenzofurano-1-3H-9-9H-xanteno3-ona), TBARS, sistema de co-
oxidagdo do B- caroteno/acido linoléico, FRAP, entre outros (MANSUR, 2011).

Como a radiacdo ultravioleta estga diretamente ligada com a formacéo de radicais
livres, formulacdes fotoprotetoras contendo antioxidantes naturais estdo sendo
desenvolvidas a fim de otimizar as caracteristicas do produto. Dessa forma, o efeito
fotoprotetor pode ser maior e os radicais livres produzidos apds a exposicao excessiva a
radiacéo ultravioleta serdo neutralizados (NASCIMENTO, 2014; SOUZA et al., 2010).

2.5. Fotoprotetores

A popularizacdo dos fotoprotetores ocorreu por volta da década de 70, com a
incorporagéo de diversos filtros UVB em logGes e cremes e, no ano de 1979, iniciou-se
verdadeiramente o uso de filtros UVA. Mas, foi apenas depois dos anos 80 que o protetor
solar comecou a ser usado como prevencdo de danos causados pela radiagédo ultravioleta,
quando estudos mostraram o papel da radiacdo UV no desenvolvimento de neoplasias
cuténeas (SCHALKA; REIS, 2011)

Fotoprotetor ou protetor solar foi definido pela ANVISA, em 2012, como
“qualquer preparagao cosmética destinada a entrar em contato com a pele e labios, com a
finalidade exclusiva ou principal de protegé-los contra a radiacdo UVB e UVA,
absorvendo, dispersando ou refletindo a radiagdo” (BRASIL, 2012). Os fotoprotetores
sdo formulados a partir da combinacdo de alguns filtros solares com veiculos e essa
associacao é capaz de formar diversos compostos finais, com diferentes espectros de acdo
contra a radiacdo UV, capazes de minimizar os efeitos deletérios causados por esses raios
(NASCIMENTO, 2014).

Filtros solares, ingredientes ativos utilizados em formulag6es fotoprotetoras, séo
moléculas ou complexos moleculares responsaveis por promover fotoprote¢do contra

radiacbes UV e luz visivel, dependendo dos seus espectros de acdo. Eles sao divididos
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em filtros fisicos ou inorganicos e filtros quimicos ou organicos (Figura 2) (GODINHO
etal., 2017; MONTEIRO, 2010).

Figura 2. Incidéncia de radiacdo solar sobre a pele desprotegida e da pele protegida por
filtros organicos e inorganicos.
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Fonte: Adaptado de BASF.

Os protetores fisicos se depositam na camada mais superficial da pele formando
uma barreira, refletindo e dispersando a luz UV. Também sdo capazes de absorver a
radiacdo ultravioleta dependendo do tamanho da particula. Os filtros solares inorganicos
mais conhecidos sdo: 6xido de zinco, dioxido de titanio, caolim e 6xido de ferro. Séo,
geralmente, mais seguros clinicamente; entretanto, podem apresentar coloracdo opaca e
esbranquicada sobre a pele, obstruindo os poros e favorecendo a transferéncia do produto
para as roupas, o que pode comprometer sua eficacia, além de dificultar aderéncia ao uso
(BALOGH, 2011)

Ja os filtros quimicos sdo formados por moléculas organicas capazes de absorver
a radiacdo UV e transforméa-la em radiages com energias menores e inofensivas ao ser
humano. Porém, existem, também, substancias organicas capazes de absorver, dispersar
e refletir ao mesmo tempo essa radiacdo. Assim que a radiagdo UV é absorvida ocorre a
excitacdo do orbital t HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta energia) para
orbital 7* LUMO (orbital molecular vazio de mais baixa energia) e, ao retornarem para o
estado inicial, o excesso de energia é liberado em forma de calor (DAVOLOS, 2007).

Os fotoprotetores organicos séo classificados, de acordo com a regido de protecao
ultravioleta, em filtros UVA e UVB. Estes compostos normalmente ndo possuem um
amplo espectro de protegédo contra a radiagdo UV como, por exemplo, as benzofenonas,
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gue protegem somente em UVA. Os salicilatos e cinamatos agem contra os raios UVB
(NASCIMENTO, 2014).

Embora existam inimeros filtros solares no mercado mundial, nem todos séo
aprovados pelos 6rgaos regulamentadores globais. O Quadro 1 apresenta os filtros
ultravioletas aprovados pelo Mercosul, para produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes, de acordo com a RESOLUCAO-RDC N° 69, DE 23 DE MARCO DE 2016.
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Quadro 1. Filtros solares aprovados pelo Mercosul e suas respectivas concentragoes

maximas permitidas

Concentracéao
INCI name méx m/m (%6)
Camphor benzalkonium methosulfate 6
Terephthalylidene dicamphor sulfonic acid (& salts) 10
Butyl methoxydibenzoylmethane 5
Benzylidene camphor sulfonic acid & salts 6
Octocrylene 10
Cinoxate 3
Benzophenone-8 3
Menthyl anthranilate 5
Tea-salicylate 12
Phenylbenzimidazole sulfonic acid (& sodium, potassium,tea salts) 8
Ethylhexyl methoxycinnamate 10
Benzophenone-3 (1) 10
Benzophenone-4 (acid) 10
Benzophenone-5 S)
PABA 15
Homosalate 15
Polyacrylamidomethyl benzylidene camphor 6
Titanium dioxide 25
Peg-25 paba 10
Ethylhexyl dimethyl paba 8
Ethylhexyl salicylate 5
Isoamyl p-methoxycinnamate 10
4-methyl benzylidene camphor 4
3-benzylidene camphor 2
Ethylhexyl triazone 5
Zinc oxide 25
Drometrizole trisiloxane 15
Diethylhexyl butamido triazone 10
Methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphe- nol 10
Disodium phenyl dibenzimidazole tetrasulfonate 10
Bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine 10
Polysilicone-15 10
Diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate 10
Tris-biphenyl triazine (2) 10

Fonte: RDC 69

O protetor solar deve apresentar em sua composicao filtros UV com espectro de

absorcédo na faixa da radiacdo UVA e UVB e ser fotoestavel e para garantir sua eficacia
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fotoprotetora. O Fator de Protecdo Solar (FPS) das formulacGes deve ser medido e pode
ser definido como o quociente entre a dose eritematdgena minima (DEM) na pele
protegida com o fotoprotetor em analise e a DEM na pele desprovida de protecéo, ou seja,
quanto maior o FPS, maior serd o tempo permitido para uma exposi¢do segura. Em outras
palavras, o FPS é uma indicacdo do tempo em que a pessoa pode ficar exposta ao sol sem
sofrer eritemas. A DEM ¢ a quantidade de energia efetiva utilizada para a producdo da
primeira reacao eritematogena perceptivel (NASCIMENTO, 2014; SCHALKA, 2009).

A determinagdo do FPS, no Brasil, ¢ realizada seguindo métodos in vivo,
utilizando voluntarios sadios com diferentes tipos de pele, seguindo as referéncias
descritas na resolucdo da ANVISA - RDC N° 30, de 1 de junho de 2012. Como alternativa
a esse teste, foram desenvolvidas metodologias in vitro, afim de permitir o controle de
qualidade, selecionando as formulagdes com melhor desempenho, com facilidade de
manuseio € menor custo. Assim, esses resultados servirdo de base para o estudo com
voluntarios. Essas metodologias baseiam nas propriedades absortivas ou na capacidade
de espalhamento dos filtros (MANSUR, 1986).

Em 2003, foi realizado um estudo no Hospital Geral de Massachusetts,
Laboratorio de Fotomedicina Wellman (Estados Unidos), afim de comparar as
metodologias in vivo, Espectroscopia de Reflectancia Difusa (DRS) e Phototest em
humanos, com a metodologia in vitro, utilizando o equipamento Optometrics. Eles
concluiram que os dois métodos realizados com voluntarios e o teste in vitro,
apresentaram resultados proximos (VELASCO et al., 2011).

O equipamento Optometrics SPF 290S ¢ um espectrofotometro com esfera de
integracdo, que mede a absor¢ao optica do fotoprotetor. A partir dos valores obtidos nos
comprimentos de onda da faixa do ultravioleta, ¢ calculado matematicamente o FPS da
amostra através do software (winSPF) acoplado ao equipamento (KHURY; BORGES,
2011).

O FPS do protetor solar pode ser aumentado pela adi¢do de algumas substancias
de origem natural, como Gleos essenciais e extratos de espécies vegetais. Algumas
apresentam capacidade de absorcdo da radiagdo UV pelos cromdforos da molécula,
associada a possivel atividade antioxidante dos 6leos, extratos, entre outros. Baseando-se
nisso, o estudo de ativos naturais capazes de atuar de forma sinérgica com os filtros
solares e/ou garantir a fotoestabilidade da formulacdo tem se intensificado nos altimos
anos (MUNHOZ et al, 2012; VELASCO et al., 2008).
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2.6. Extratos vegetais e 0 mercado dos cosméticos fotoprotetores

De acordo com dados estatisticos referentes ao mercado cosmético, desde 2003,
pode ser observado um crescimento médio de 12% ao ano, enquanto somente 0 mercado
de fotoprotetores cresce, em média, 35% ao ano (BALOGH et al, 2011). Atualmente, o
mercado brasileiro de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos ocupa a 42 posi¢do no
ranking mundial, perdendo apenas para Estados Unidos, China e Japéo. E, se tratando de
protecdo solar, o Brasil esta classificado em 3° lugar (ABIHPEC, 2019).

Juntamente com o crescimento do consumo de cosméticos no Brasil, cresce,
também, o grau de exigéncia dos consumidores brasileiros, assim como a busca por
produtos multifuncionais e de origem natural. Hoje, os brasileiros, de forma geral, prezam
por produtos faceis de espalhar, com textura leve, sensorial fresco, toque seco e com
secagem rapida. Em relacdo aos fotoprotetores, a demanda por prote¢éo total aumentou,
ou seja, agora tem-se uma preocupagdo em proteger a pele de qualquer fator capaz de
provocar irritacdo e envelhecimento, como a radiagéo ultravioleta, luz azul, energia
luminosa, radiacao infravermelha, luz visivel e poluicdo (ABIHPEC, 2019).

E sabido que os filtros ultravioletas podem provocar mudancas nos ecossistemas
uma vez que, esses compostos sao liberados no ambiente aquéatico de forma abundante.
Mas, infelizmente, ainda ndo estdo bem esclarecidos os efeitos desses compostos sobre a
microbiota. Dessa forma, o desenvolvimento de fotoprotetores mais seguros e eficientes,
com quantidades reduzidas de filtros sintéticos em sua formulacdo, mas com alto fator de
protecdo solar, € um dos alvos de interesse para pesquisadores (STAKEK, 2018;
MANSUR, 2011).

O conhecimento popular e o conhecimento cientifico sobre o potencial terapéutico
e as propriedades de compostos de origem natural, estdo servindo de base para a criacdo
de novos cosméticos com potencial antioxidante e fotoprotetor, com o intuito de utilizar
menor quantidade e variedade de matérias primas sintéticas, mas, sem deixar de se
preocupar com a prevencdo do envelhecimento precoce e até algumas doencas
(ORLANDA; VALE, 2015).

A aceitabilidade dos consumidores em relagcdo ao uso de ativos de origem natural
se d4, também, ao fato de eles apresentarem, em sua maioria, um conjunto de a¢cdes como,
atividade antioxidante, regeneradora, anti-inflamatdria, fotoprotetora, despigmentante,
anticelulite e umectante, ao invés de uma Unica acdo. Mas, é importante deixar claro que,

mesmo sendo de origem natural, devem ser realizados testes de seguranca, eficacia e
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qualidade, a fim de garantir o bem-estar do consumidor sem oferecer riscos (CINCOTTO,
2016; ALMEIDA, 2013).

Dentre as matérias primas mais utilizadas pelas industrias cosméticas para o
desenvolvimento de produtos naturais, estdo os extratos vegetais. No estudo realizado por
Souza e colaboradores (2013), foi possivel observar que o extrato de acerola (Malpighia
glabra L.), incorporado em uma emulséo, apresentou atividade antioxidante. O mesmo
aconteceu no estudo realizado por Almeida (2013), que determinou o potencial
antioxidante do extrato de Ascophyllum nodosum, uma alga marinha marrom (SOUZA et
al., 2013; ALMEIDA, 2013; CHIARI, 2011).

Alguns extratos vegetais podem ser considerados antioxidantes naturais uma vez
que, apresentam capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio ou espécies
reativas de nitrogénio, por redugdo com a doacdo de um atomo de hidrogénio. Entre o0s
responsaveis por promover essa atividade antioxidante, estdo os compostos fendlicos, por
exemplo, flavonoides, quercetina, catequina, antocianinas, &cidos fendlicos, entre outros.
Estudos demonstraram que os flavonoides atuam dissipando a radiacdo ultravioleta
absorvida de maneira inofensiva, agindo apenas nas camadas superficiais da pele
(CAIXETA, 2014; ABE et al., 2007; CINCOTTO, 2016).

Além da atividade antioxidante, alguns compostos fendlicos também apresentam
atividade fotoprotetora ja comprovada. Ramos e colaboradores (1996), incorporaram
extratos brutos de Hamamelis virginiana L., Matricaria recutita L., Aesculus
hippocastanum L., Rhamnus prushiana DC. e Cinnamomum zeylanicum Blume, os quais
sdo ricos em flavonoides, taninos e antraquinonas, em formagdes fotoprotetoras e
constaram que houve um aumento no FPS dessas formulagdes (MUNHOZ et al., 2012;
SILVA et al., 2010).

2.7. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo formados naturalmente a partir das reages do
metabolismo secundario das espécies vegetais. Eles atuam como protetores de agressores
externos e estdo envolvidos no crescimento e reproducédo das espécies vegetais. Alguns
estudos tém sugerido que a funcdo priméaria dos compostos fendlicos ndo é a protecao
contra a herbivoria, mas, sim, a protecdo contra os danos fototoxicos, por meio de sua

atividade antioxidante, uma vez que, através de reacdes quimicas, ocorre o sequestro de
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espécies reativas de oxigénio geradas nos processos oxidativos naturais (POLONINI,
2014; TSAO, 2010; SOUSA, 2013; RODRIGUES, 2018).

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades fisioldgicas
(como antialérgica, antiarteriogénica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antitrombdtica,
cardioprotetora e vasodilatadora), mas o principal efeito dos compostos fendlicos tem
sido atribuido a sua acdo antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Os compostos fenolicos sdo classificados, de acordo com sua estrutura quimica,
em flavonoides, acidos fendlicos, aminas fendlicas e polifenodis nédo-flavonoides. Eles
estdo presentes em diversas espéecies vegetais e frutas, principalmente aquelas de cores
fortes, as quais contém elevada quantidade de antocianinas, carotenoides, flavonoides e
taninos (hidrolisados ou condensados). Além da propriedade antioxidante, tem sido
demonstrado que os compostos fendlicos podem ter a capacidade de reduzir a toxicidade,
carcinogenicidade e mutagenicidade (FERNANDEZ et al., 2016; CHIARI, 2011;
ALVES, 2011)

Por serem substancias aromaticas e apresentarem semelhanca estrutural proxima
aos filtros orgénicos de efeito quimico, as substancias fendlicas apresentam intensa
absorcdo na regido do ultravioleta, sendo assim, apresentam efeito promissor como
fotoprotetores naturais. Plonini e colaboradores (2014) constaram, em seu estudo, a
atividade fotoprotetora do extrato de L. sericea. Foi possivel verificar que, tal atividade,
esta relacionada ao conteudo de compostos fendlicos e ndo a capacidade antioxidante.
Assim como esse, outros estudos também vém demonstrando boas expectativas com
relacdo ao uso comercial de substancias fenolicas como filtro solar (MUNHOZ et al.,
2012; POLONINI, 2014)

2.8. Espécies vegetais do género Byrsonima

O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae, a qual apresenta
aproximadamente 73 géneros e 1.315 espécies e lianas (ou cip0s). Suas espécies estdo
distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais, especialmente na América do Sul em
areas de Cerrado, sendo que, no Brasil, essa familia é representada por 44 géneros e 561
espécies (MAMEDE et al., 2015; CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016).

O género Byrsonima, um dos maiores géneros da familia Malpighiacea, €

encontrado, normalmente, no cerrado brasileiro, onde, cerca de 50% das espécies sdo
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encontradas nas regides Norte, Nordeste e regido Central do Brasil, mas também pode ser
encontrado em regibes serranas do Sudeste. Dispde cerca de 150 espécies, as quais sdo
conhecidas por possuirem acdo anti-inflamatoria, adstringente e antioxidante. Foi
estudado que a presenca de fenolicos, flavonoides, triterpenos, quercetina, entre outros
compostos encontrados nas espécies vegetais desse género apresentavam valor
significativo (SIMPLICIO, 2011; BERTOLDI, 2012), o que justifica a realizacdo desta
pesquisa, em busca de atividade antioxidante e/ou fotoprotetora da B. pachyphylla A. Juss
e B. intermedia A. Juss.

As espécies desse género, conhecidas de forma geral como “murici”,
“muricizeiro”, “murici-do-campo” e “canjica”, apresentam caracteristicas tipicas das
espécies vegetais do cerrado, as quais normalmente sdo arbdreas, de porte médio e com
galhos retorcidos. Sdo espécies vegetais de facil adaptacédo, se desenvolvendo bem em
clima quente, com boa ventilacéo e solos areno-argilosos. As espécies sdo diferenciadas
pelas cores das flores e frutos e pelos locais de ocorréncia. Os frutos séo consumidos em
forma de doces, bebidas, licores e geleias, ja as folhas, cascas e raizes sdo utilizadas
popularmente no tratamento de infeccBes intestinais, diarreia, inflamac@es do trato genital
feminino e garganta e, também, como antimicrobiano (PEREIRA, 2011; SALDANHA e
SOARES, 2015).

A espécie B. pachyphylla A. Juss (Figura 3), nativa do Brasil, é conhecida
popularmente como “murici”. Segundo Melo (2014), essa espécie € uma das mais
abundantes do cerrado. Foi constatada por Braga (2015), atraves de testes
espectrofotométricos, a presenca de compostos fendlicos e a atividade antioxidante do
extrato de B. pachyphylla A. Juss. Costa (2010) mostrou, em seu trabalho, a eficiente
atividade bacteriostatica de diversas fracGes do extrato dessa espécie vegetal, além de
sugerir a presenca de derivados do acido gélico, flavonoides e catequinas no extrato

metandlico das folhas.
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Figura 3. Folhas e flores de B. pachyphylla A. Juss

Fonte: Fotografia realizada pela autora

B. intermedia A. Juss (Figura 4), também nativa do cerrado brasileiro, é conhecida
como “murici amarelo” e suas folhas e o tronco s3o utilizados popularmente contra
diarreias, disfungdes gastricas e cicatrizacdo de feridas. De acordo com alguns estudos
fitoquimicos, as folhas dessa espécie apresentam derivados da quercetina, acido galico,
além de um flavonoide chamado amentoflavona, o qual apresenta varios efeitos
terapéuticos ja comprovados na literatura (CARDOSO, 2015). No estudo realizado por
Pinto e Kolb (2016), foi comprovado que o extrato de B. intermedia A. Juss. continha

taninos, triterpenos, saponinas e antraquinonas.

Figura 4. Folhas e flores de B. intermedia A. Juss

N 2

Fonte: CARDIM, 2011
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3. OBJETIVO

Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito fotoestabilizador do FPS de
emuls@es contendo filtros organicos de efeito quimico e extratos de espécies vegetais do

género Byrsonima.

3.1. Objetivos Especificos

Obtencdo das folhas das espécies vegetais do género Byrsonima

Obtencdo dos extratos de folhas das espécies vegetais do género Byrsonima

Analise do potencial fotoprotetor dos extratos obtidos por varredura espectrofotométrica
em todas as estacOes do ano

Avaliacéo da atividade antioxidante pela metodologia de inibi¢ao do radical DPPH*®
Avaliacdo da atividade antioxidante pela metodologia de inibicdo do radical ABTS**
Analise de compostos fendlicos totais

Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos extratos de folhas das espécies vegetais do género
Byrsonima

Desenvolvimento de emulséo e avaliacdo da estabilidade

Avaliagdo do efeito fotoestabilizador do FPS de filtros orgénicos de efeito quimico com

os extratos de folhas de espécies vegetais do género Byrsonima
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material e equipamentos

Materiais: Acido ascorbico, acido galico, &cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano (trolox), agua destilada, alcool absoluto(Synth e Chemis), alcool 70°
GL, alcool isopropilico, acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) (ABTS),
antibidtico penicilina 100 U/mL, Alcool cetoestearilico 20 OE, Alcool Cetoestearilico
etoxilado, Adipato de dibutila, bicarbonato de s6dio, bromato de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazo6lio (MTT), BHT, cloreto de sddio (Synth), dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich), Estearato de octila, EDTA Nay, fita da Transporee., fosfato de sddio
monobaésico anidro (Synth), fosfato de sddio bibasico anidro (Synth), folin-ciocalteau
(Imbralab), garrafas de cultura celular de 25 e 75 cm?, radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH) (Sigma-Aldrich®), Metilparabeno, meio de cultura DMEM (Cultilab), persulfato
de potassio, placas de 96 pocos para cultura celular (estéreis), propilenoglicol,
Propilparabeno, reagente Folin-Ciocalteau, soro fetal bovino (Cultilab), tampé&o fosfato pH
7,4, tampdo fosfato pH 6,8, tampdo fosfato-salino (PBS), tripsina, Octyl
Methoxycinnamate, Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine e Aqua (and)
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine (and) Polymethylmethacrylate.

Equipamentos: Agitador (AT: 56, Phoenix®), balanca analitica (Owa labor®), balanca
analitica (Shimadzu AY220), balanca semi-analitica (Gehaka BG2000), banho frio (TE-
2005, Tecnal®), centrifuga (Hitachi® High Speed Refrigerate Himac CR22GlI), estufa
de ar circulante (Soc Fabel modelo 170), espectrofotbmetro de transmiténcia
(SPECTROStar nano, BMG LABTECH®), Lavadora Ultra-Sénica Digital (Sanders
medical), liofilizador (Christ Alpha 2-4 LD plus), micro moinho de facas (Willye TE-
648), Optometrics SPF 290S, refrigerador (Sanyo®), pipetadores automaticos com
volume varidvel de 10-100 uL, 100, 1000 pL, 500-5000 puL (Eppendorf), optometrics SPF
290, peagdmetro digital (Gehaka PG 1800), rebmetro (AR 2000ex), rotoevaporador
(BUCHI switzerland R-215).
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4.2. Métodos
4.2.1 Preparo do material vegetal

As folhas de B. pachyphylla A. Juss foram coletadas, em marco de 2018, no
Campus da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP), em
Araraquara/SP, localizada na Rodovia Araraquara/Jad km 01. Foi preparada uma
exsicata, a qual foi identificada e depositada em herbario. As folhas de B. intermedia A.
Juss. foram cedidas pelo professor Doutor Luiz Fernando Rolim de Almeida, do
Departamento de Botanica da UNESP de Botucatu/SP, pela Doutora Angélica Lino
Rodrigues e pela Mestre Marilia Quinalha.

O material vegetal foi seco em estufa com circulagdo e renovacéo de ar por 72
horas a temperatura média de 40° C. Apos isso, foi pulverizado no Micro Moinho de facas

Tipo Willye e, posteriormente, armazenado em congelador (ROLIM, 2013).

4.2.2 Obteng&o dos extratos
4.2.2.1. Maceracao

A partir do material seco, foi preparado um extrato pelo método de maceracéo, na
qual o solvente escolhido foi etanol 70° GL, na propor¢éo de 1:20 (m/v). As espécies
vegetais foram colocadas em frascos ambar, junto com o solvente (Farmacopeia
Brasileira, 2019). O processo de extracdo durou sete dias, sendo que, durante esses dias,
os extratos foram agitados por uma hora em Lavadora Ultra-Sénica Digital. Apés os sete
dias os extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss foram filtrados e

armazenados em geladeira.

4.2.2.2. Rotaevaporacao

Os extratos foram rotaevaporados em banho quente entre 37°C e 40°C, com banho
frio a 5°C e rotacdo por volta de 75 rpm. E, entdo, foram acondicionados em uma garrafa
de vidro &mbar e armazenados em geladeira (MIGOTO, 2018).

4.2.2.3. Liofilizacao

Para isso, as amostras foram previamente congeladas a temperatura de -80°C, em
frascos especificos. Depois de congeladas, elas foram colocadas no liofilizador em um
processo que durou 4 dias. Terminada a liofilizacdo, os extratos secos foram retirados dos

frascos e armazenados em frascos ambar, na geladeira (LIMA, 2017).
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4.2.3. Avaliacdo do potencial fotoprotetor dos extratos por varredura
espectrofotométrica

A capacidade fotoprotetora dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia
A. Juss, foi avaliada a partir da varredura em espectrofotdmetro, entre os comprimentos
de onda de 220 a 400 nm. Os extratos etanolicos, solubilizados em etanol 70° GL, estavam
na concentragdo de 83,333 pg.mL. Foi utilizado etanol 70° GL, como branco.

Em paralelo a isso, a capacidade fotoprotetora do extrato de B. pachyphylla A.
Juss, foi avaliada em todas as estagf0es do ano. Para isso, as folhas de Byrsonima
pachyphylla A. Juss foram coletadas no inicio de cada esta¢do. E o preparo do material
vegetal, bem como a obtencdo do extrato, foi realizado de acordo com a metodologia
descrita anteriormente, mas, neste caso, 0s extratos ndo foram rotaevaporados e
liofilizados. Para verificar o potencial fotoprotetor, os extratos foram solubilizados em

etanol 70° GL, ficando na concentragdo de 154,00 pg.mL™.

4.2.4. Avaliacdo da atividade antioxidante
4.2.4.1. Metodologia de inibicao do radical DPPH*

A avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B.
intermedia A. Juss foi realizada pela metodologia de inibicdo do radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH) segundo Chiari, 2011. Neste ensaio, 1,0 mL de solugdo dos
extratos foi adicionado a 2,5 mL de solucdo etandlica de DPPH* (0,004%; m/v). A reacédo
foi mantida ao abrigo de luz, durante 30 minutos, para posterior avaliacdo
espectrofotométrica, com determinacdo dos valores de absorbancia a 515 nm. Como
branco, foi utilizado 1,0 mL do solvente dos extratos e 2,5 mL do solvente do DPPH®. E,
como controle, foi utilizado 1,0 mL do solvente dos extratos e 2,5 mL de solucéo etandlica
do radical DPPH®.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando o &cido galico como substéncia
padréo. Os ensaios foram realizados em triplicata, para cada extrato para o padrdo de
acido galico. A porcentagem de inibicdo do radical DPPH* foi calculada pela equacédo a

seguir, tanto para o &cido galico, quanto para os extratos (MOLYNEUX, 2004).

(Amax—A tezra)

% de inibicdo do radical DPPH = ——— x 100,
A max

Onde:
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% Inibicdo = porcentagem de inibi¢do do radical DPPH®;
Amax € a absorbancia do radical DPPH® em 515 nm na auséncia de amostra (controle);
Ateste € @ absorbéncia do radical DPPH*® em 515 nm na presenca de amostra.

A partir dos valores de porcentagem de inibicdo foi possivel obter uma curva
analitica, a qual foi usada para calcular a concentracdo expressa em valor de ICsg,
representando a quantidade de extrato necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH*® em

solucéo.

4.2.4.2. Metodologia de inibicdo do radical ABTS®**

O ensaio foi realizado de acordo com Rufino et al., 2007, com modificagdes.
Primeiramente, foi preparada uma solucao estoque de ABTS 7 mM, adicionando 192 mg
do reagente ABTS em um bal@o volumétrico e o volume foi completado para 50 mL, com
agua destilada. Foi preparada, também, uma solucdo de persulfato de potassio 140 mM,
dissolvendo-se 378,4 mg de persulfato de potassio em agua destilada no baldo
volumétrico de 10 mL. E, para preparar a solucdo padrdo de trolox 2mM, foram
adicionados 25 mg de trolox em um bal&o volumétrico de 50 mL com éalcool etilico. O
preparo do radial ABTS** foi realizado a partir da reacdo de 5 mL da solugéo estoque de
ABTS com 88 pL de persulfato de potassio. Essa mistura foi mantida na auséncia de luz,
por 16 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL do radical ABTS** foi
solubilizado em alcool etilico até que uma absorbancia de 0,7 £ 0,05, a 734 nm fosse
obtida.

Para a determinacédo da curva padrdo de trolox 2mM, foram preparadas soluc¢des
em varias concentracbes (de 100 uM a 1.500 uM). Em ambiente escuro, foram
transferidos 30 uL de cada solucéo de trolox para tubos de ensaio, juntamente com 3 mL
de solucdo do radical ABTS®". Apdés 6 minutos, a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 734nm. O &lcool etilico foi utilizado
como branco.

Em um ambiente escuro, 30 uL de solucdes dos extratos de Byrsonima, em
diferentes concentracdes, foram adicionados a 3 mL do radical ABTS**. A leitura foi
realizada, apds 6 minutos, em espectrofotémetro, a 734nm. E, como branco, foi utilizado
alcool etilico. Os ensaios foram realizados em triplicata, para cada extrato. A porcentagem
de inibicdo do radical ABTS** foi calculada pela equacéo a seguir, tanto para o trolox,

quanto para os extratos vegetais.
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(Amax—A tecta)

% de intbigio = x 100

A mix

Onde:

%Inibicdo = porcentagem de inibicdo do radical ABTS™;

Amax = absorbancia do radical ABTS™" na presenca de amostra em 734 nm;

Ateste = absorbancia do radical ABTS* na auséncia de amostra em 734 nm.

4.2.5. Analise de compostos fenolicos totais

A andlise dos compostos fenolicos dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B.
intermedia A. Juss, foi realizada seguindo a metodologia adaptada de Neves et al. (2009).
Para isto, uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi transferida para um tubo e foram
adicionados 2,5 mL de reagente de Folin Ciocalteau diluidos em dgua destilada 1:10. Essa
solucéo foi deixada em repouso, por 8 minutos, e foram adicionados 2 mL de carbonato
de sddio a 4%. O carbonato de sddio a 4%, preparado no dia, foi solubilizado em agua
destilada e aquecido, para que houvesse completa solubilizac¢do. Os tubos foram deixados
em repouso, ao abrigo da luz, por 2 horas.

Posteriormente, foi realizada a leitura no espectrofotémetro, em 740 nm. Foi
construida uma curva analitica do acido galico contendo 100, 80, 60, 40 e 20 ug.mL™,
usado como padrao para o experimento. Os ensaios foram realizados em triplicata, para
cada extrato. As absorbancias obtidas foram utilizadas para calcular o teor de compostos
fenolicos equivalentes ao acido galico e os resultados foram expressos em pg de

compostos fendlicos equivalentes ao acido galico (CFEAG) por 100 pg do extrato.

4.6. Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de folhas do género Byrsonima

A avaliacdo do potencial citotoxico dos extratos foi feita segundo a metodologia
do corante MTT 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide.
Essa avaliacdo foi realizada em células de hepatoma humano (HepG2), queratinécitos
humanos metabolicamente incompetentes (HaCaT) e em fibroblastos humanos primarios
da derme (HDFa) (MOSMANN, 1983).

As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e antibidtico (penicilina
100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL). As culturas de células foram incubadas a 37+2°

C em atmosfera contendo 5% de gés carbodnico (COz). Assim que atingiram de 80 a 90%
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de confluéncia, as células foram tripsinizadas e, apds alguns minutos, a tripsina foi
neutralizada com meio de cultura DMEM, com soro fetal bovino. Entdo, essa suspensao
de celula foi centrifugada a 1500 rpm, por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado.
Foi adicionado meio de cultura no pellet de células, em quantidade suficiente para que se
formasse uma suspensdo com densidade de 1x10° células/mL, a qual foi semeada em
placas de 96 pocos e, entdo, as placas foram incubadas, por 24 horas, para a completa
adesdo celular.

No dia seguinte, apds a adesdo das células, o meio de cultura presente nas placas
foi removido e as células foram tratadas com 100 pL de controle positivo
(Dimetilsulfoxido a 10% em meio de cultura DMEM), 100 uL de controle negativo (meio
de cultura DMEM com soro fetal bovino a 5%), 100 pL dos extratos, em meio de cultura
DMEM, em diferentes concentracGes e 100 pL de etanol 5%, em meio de cultura DMEM,
o qual foi utilizado como solvente das amostras, como mostra a Figura 5. As placas foram
incubadas a 37° C.

Figura 5. Representacdo da placa de 96 pogos
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apos as 24 horas de tratamento, as amostras foram removidas e as placas foram
lavadas com Phosphate Buffer Saline (PBS) (BRUGGISSER et al., 2002) e foram
adicionados, em cada pogo, 100 pL de MTT na concentracdo de 1 mg/mL, em PBS. As
placas foram incubadas a 37° C por 3 horas. E, entdo, a solucdo de MTT foi retirada e

100 uL de alcool isopropilico absoluto foram adicionados, em cada poco, para que 0s
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cristais de formazana formados fossem solubilizados. As placas foram agitadas por,
aproximadamente 10 minutos, e a leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada
em leitor de placas, no comprimento de onda de 595 nm.

Foram realizados ao menos trés ensaios independentes para cada metodologia,
sendo que, cada um deles, foi realizado em triplicata. Com os valores de absorbancia
obtidos, foi calculada a porcentagem de células mortas, de acordo com a equagédo 1, em
relacdo ao controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento (ZHANG
et al., 2004). A partir dessa porcentagem, foi determinada, também, a porcentagem de
células vivas, de acordo com a equagdo 2 e, com esses valores, foi construida uma curva
analitica.

% células mortas = WJHOO (1)
cn

Abscn: Absorbéancia do controle negativo;

Absam: Absorbancia da amostra.

% células vivas = 100 — % células mortas  (2)

A partir da equacéo da reta, o valor de ICso foi calculado no programa Prisma
(Versdo 5.01), por meio da curva de regressdo ndo linear, utilizando a concentracdo
logaritimica versus a porcentagem de células vivas. O 1Cso representa a concentracao de

extrato necessaria para que a viabilidade celular seja de 50%.

4.7. Desenvolvimento das emulsdes
Foi desenvolvida uma emulsdo base, a qual foi adicionada uma mistura de filtros
organicos de efeito quimico, para obtencdo de uma emulsdo fotoprotetora, que apresenta
FPS igual a 36,8 de acordo com o0 “BASF - Sunscreen Simulator”. Os critérios avaliados
para a criagdo dessa emulsdo fotoprotetora foram secagem répida e sensacao nao oleosa.
Com as emulsdes definidas (base e fotoprotetora), foram incorporados a elas,
separadamente, os extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss. A

concentracdo foi definida baseando-se no potencial antioxidante e potencial citotdxico.
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4.8. Avaliacgao do efeito fotoestabilizador do FPS da emulsao fotoprotetora contendo
extrato de folhas do género Byrsonima

Para a avaliagcdo do FPS e do efeito fotoestabilizador das emuls@es, foi utilizado
0 equipamento Optometrics SPF 290S (Figura 6). Para realizar a medicédo, seguindo o
protocolo do fabricante, foram aplicados 110 mg das amostras na fita Transpore® (55
cm?) e espalhados, para que formassem um filme uniforme de 2 mg/cm?. E, entdo, as fitas
foram deixadas em repouso, por 15 minutos, e, depois, foram realizadas as leituras. Os

valores de FPS foram determinados em triplicata para cada amostra.

Figura 6. Equipamento Optometrics SPF 290S

Fonte: OPTOMETRICS, 2014

As leituras foram realizadas pela emissdo da radiacdo ultravioleta, gerada pela
lampada de Xendnio do equipamento e comprimento de onda entre 290 e 400 nm. O FPS
das amostras foi calculado pelo software winSPF, acoplado ao Optometrics, a partir dos
valores obtidos nos comprimentos de onda na faixa da radiagéo ultravioleta (CHIARI et
al., 2014)

Para avaliar o efeito fotoestabilizador do FPS, do fotoprotetor contendo extratos
de folhas do género Byrsonima, foram preparadas seis formulacGes variando a presenca

dos extratos (Tabela 1).



Tabela 1. Formula das emulsdes desenvolvidas

40

Quantidade (m/m %o)

INCI name Nome comercial

1 2 3 4 5 6
Ceteareth - 20 Alcool Cetoestearilico etoxilado 20 OE 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Cetearyl Alcohol Alcool cetoestearilico 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Glyceryl Stearate Monoestearato de glicerila 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Dibutyl adipate Adipato de dibutila 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Ethylhexyl stearate Estearato de octila 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Caprylic/Capric Triglyceride Triglicerideos de acido caprico caprilico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine Tinosorb® S - 3,00 3,00 - 3,00 -
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee,
active amount Tinosorb® S Lite Aqua - 4,00 4,00 - 4,00 -
Ethylhexyl Methoxycinnamate Metoxicinamato de Etilhexila - 6,00 6,00 - 6,00 -
Butylated hydroxytoluene BHT 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Propylene Glycol Propilenoglicol 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Propylparaben Propilparabeno 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Methylparaben Metilparabeno 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Disodium EDTA EDTA Naz 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Aqua Agua g.sp 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
B. pachyphylla A. Juss extract Extrato de B. pachyphylla A. Juss - - 0,5 0,5 - -
B. intermedia A. Juss extract Extrato de B. intermedia A. Juss - - - - 0,5 0,5

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.9. Estudo de estabilidade das emulsfes

Apbs o preparo das seis emulsbes fotoprotetoras e a avaliacdo do efeito
fotoestabilizador do FPS das formulagGes contendo extrato de Byrsonima, foram
escolhidas apenas trés formulagdes para dar continuidade, no estudo de estabilidade. As
formulagdes escolhidas foram: emulsdo base, emulsdo contendo filtros organicos de
efeito quimico e emulsdo contendo filtros organicos de efeito quimico e extrato de B.
intermedia A. Juss. Foi escolhido o extrato de B. intermedia A. Juss, pois ele apresentou
resultados mais promissores em relagdo ao extrato de B. pachyphylla A. Juss.

O estudo de estabilidade acelerada, conduzido por 90 dias, foi realizado conforme
preconiza o Guia de Estabilidade de Estudos Produtos Cosméticos da ANVISA
(BRASIL, 2004) e Isaac e colaboradores (2008).

As emulsdes foram separadas em aliquotas e submetidas a diferentes
temperaturas: 5+2° C (geladeira), 40+2° C (estufa) e 25+2° C (ambiente). As amostras
foram distribuidas em 4 potes com capacidade de 50 g, para cada condi¢do de
temperatura, para realizar os ensaios no 15°, 30°, 70° e 90° dia ap0s o preparo da emulsao.

As variaveis avaliadas foram: caracteristicas organolépticas (aspecto, odor e cor),
caracteristicas fisicas (viscosidade e valor de pH) e separagédo de fases e/ou coalescéncia.
E como amostra de referéncia, foram adotadas as avalia¢fes do dia 1, correspondendo a

24 h apds a manipulacao da formulagéo.

4.9.1. Teste de centrifugacéo
Para realizacdo deste ensaio, 5 g de cada amostra foram submetidos a
centrifugacgdo, por 15 minutos, a 3.000 rpm. (BRASIL, 2004).

4.9.2. Avaliacdo macroscopica

A avaliacdo macroscopica foi executada para avaliar alterages no aspecto,
coloracdo e odor das formulages, mas, também, para observar uma possivel separacao
de fase. As avaliagGes do dia 1 (24 h apdés a manipulacdo), foram consideradas como
referéncia (BRASIL, 2004).

4.9.3. Determinagéo do pH
Apbs dispersdo das amostras a 10% (m/m) (ISAAC, 2004), em agua destilada, o
pH foi determinado em pHmetro, Gehaka PG1800, conforme protocolo proposto

(BRASIL, 2004). Os valores de pH foram determinados em triplicata.
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4.9.4. Determinacao da viscosidade

A viscosidade foi determinada para cada amostra, em triplicata, utilizando o
Redmetro rotacional modelo AR 2000 Ex. As amostras foram submetidas a taxa de
cisalhamento de 0 a 100 s, Esta analise foi realizada utilizando o sensor do tipo cone-
placa (C40/ 2° Ti) a 25+1° C (CHIARI et al., 2012).

4.9.5. Determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) e avaliacdo do efeito
fotoestabilizador

A avaliacédo do FPS e do efeito fotoestabilizador das formulagdes foram realizados
no periodo de 90 dias, seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente (Item 4.8.).
As avaliacOes do dia 1, correspondendo a 24 h ap6s a manipulacéo, foram consideradas

como referéncia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparo do material vegetal

A exsicata de B. pachyphylla A. Juss foi identificada pela Doutora Maria Candida
H. Mamede, no Instituto de Boténica- Herbario de Sdo Paulo. Apoés a identificacdo, a
exsicata foi depositada no herbario do Departamento de Botanica da UNESP de
Botucatu/SP, sob o numero de registro 33635. A exsicata de B. intermedia A. Juss
também se encontra catalogada no herbario da UNESP de Botucatu, sob o nimero de
registro 27881.

Na Figura 7, podem ser visualizadas as etapas do processo de preparagdo do

material vegetal.

Figura 7. Preparo do material vegetal

Fonte: Fotografia obtida pela autora

As folhas foram secas em estufa de ar circulante, por 72 horas, com o intuito de
desidratar as folhas, desfavorecendo, assim, a proliferacdo de micro-organismos, além de
evitar novas reacles enzimaticas, evitando a deterioracdo e a alteracdo do material
vegetal. As folhas secas foram pulverizadas em moinho de facas, com peneiras em ago
inox, com malha 20, a fim de reduzir o tamanho de particulas dos materiais vegetais,
aumentando a superficie de contato com o solvente de extracdo (ANDREO; JORGE,
2006).

5.2. Obtengéo dos extratos
Com os materiais vegetais secos e pulverizados, iniciou-se a extracao pelo método
de maceracdo. O etanol 70°GL foi escolhido, como solvente extrator, pois dados na
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literatura mostram que esses solventes organicos sdo capazes de extrair substancias
bioativas, além de ser de um solvente atdxico e com baixo custo (OLIVEIRA, 2011).

Etanol e 4gua séo os solventes mais empregados para a extracdo de antioxidantes.
Dentre os extratos etandlicos, metandlicos e aquosos de folhas de Panax ginseng, o
extrato etandlico apresentou maior acdo sequestradora de radicais livres e continha,
também, maior quantidade de compostos fendlicos (JUNG et al., 2006). Em paralelo a
isso, no estudo de Andreo e Jorge (2006), foi constatado que a agua é um solvente que
extrai os compostos fendlicos com atividade antioxidante, de forma eficiente, devido a
sua polaridade (ANDREO; JORGE, 2006).

Rodrigues et al (2018), avaliou a atividade antioxidante de diferentes extratos de
B. verbassifolia e, dentre esses extratos, 0s que apresentaram maiores atividades
antioxidantes foram os extratos hidroetandlicos. Tal resultado apenas reforca a escolha
do uso do solvente hidroetanolico no presente estudo.

A rotaevaporagdo € um processo de separagdo térmica de compostos liquidos
através de evaporacdo em seu ponto de ebulicdo e, consequentemente, condensacdo
(MIGOTO, 2018). Esse processo foi realizado com o intuito de evaporar todo o alcool
presente no extrato, restando somente a agua. Assim, depois de macerados e filtrados, os
extratos foram rotaevaporados, a fim de retirar o etanol presente no extrato.

A liofilizacdo é um processo de estabilizagdo no qual uma substéncia estd
previamente congelada e, entdo, a quantidade de solvente (geralmente adgua) € reduzida
primeiramente por sublimacao e, posteriormente, dessor¢édo (LIMA, 2017). E, assim, para
garantir a conservacdo dos extratos, toda agua presente foi retirada, pelo método de
liofilizag&o. Os extratos liofilizados foram acondicionados em frascos &mbar, na geladeira
(Figura 8).
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Figura 8. Preparo do extrato dividido em etapas de 1 a 4

Fonte: Fotografia obtida pela autora

5.3. Avaliacdo do potencial fotoprotetor dos extratos por varredura
espectrofotométrica

A capacidade fotoprotetora dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia
A. Juss, foi avaliada a partir da varredura em espectrofotdmetro, entre os comprimentos
de onda de 220 a 400 nm. A varredura foi realizada com o objetivo de verificar a absorgéo
nas regides UVA, UVB e UVC. A capacidade fotoprotetora dos extratos de Byrsonima
estd demonstrada na Figura 9. Os extratos foram analisados na concentracdo de 83,333
ug.mL™. Foi utilizado o etanol 70° GL como branco.
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Figura 9. Varredura espectrofotométrica dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B.

intermedia A. Juss
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a Figura 9 e os resultados apresentados na Tabela 2, foi possivel
observar que ocorreu maior absor¢édo no comprimento de onda de 220 nm e, em segundo
lugar, no comprimento de onda de 290 nm, em ambos 0s extratos vegetais. Sendo assim,
é possivel afirmar que os extratos apresentam maior potencial fotoprotetor UVB e UVC.
Embora tenha sido pequena a absorcao na faixa da radiacdo UVA, ndo deve ser descartado
o0 potencial fotoprotetor nessa faixa de absor¢éo.

Para obter um resultado mais preciso do valor de absorbancia na faixa de absorcéo
referente a radiagdo UVC, foi realizada uma leitura em concentragdo menor, de 10,416
ug.ml, a qual apresentou valores de absorbancia iguais a 0,814 e 1,256 para 0s extratos
de B. pachyphylla A. Juss e B. intermédia A. Juss, respectivamente, no comprimento do
onde de 220 nm. E, no comprimento de onda de 290 nm, os valores de absorbancia
encontrados foram 0,127 e 0,172 para os extratos de B. pachyphylla A. Juss e B.
intermédia A. Juss.

E sabido que a radiagdo UVC é absorvida pelas camadas de ozénio, mas,
recentemente, foi descoberto um buraco na camada de 0zonio nas regides polares, o0 que
levou a preocupacao sobre a séria ameaga ao sistema biologico. Outro fator a ser levado
em consideragdo, é a exposi¢do a essa radiacdo a partir de fontes artificiais, as quais

podem causar sérios danos, como ceratite ultravioleta (ROY,2017).
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Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo das absorbancias em diferentes comprimentos
de onda dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss
Absorbancia

Comprimento de onda (nm) _ _
B. pachyphylla A. Juss  B. intermedia A. Juss

220 3,5+ 0,000 3,5+ 0,000
uvC

290 1,068 + 0,034 1,214 + 0,042

305 0,729 + 0,041 0,819 + 0,041
uvB

320 0,548 + 0,044 0,637 + 0,042

360 0,148 + 0,004 0,177 + 0,023

400 UVA 0,056 + 0,001 0,095 + 0,014

Fonte: Elaborado pela autora

As Figuras 10, 11 e 12 mostram o perfil espectrofotométrico dos filtros escolhidos
para incorporar na emulsdo fotoprotetora, Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl
Triazine (Tinosorb® S), Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee, active
amount (Tinosorb® S Lite Aqua) e Ethylhexyl Methoxycinnamate (Metoxicinamato de
Etilhexila).

As concentracOes utilizadas para esta avaliagdo foram as mesmas empregadas na
emulsdo fotoprotetora. E possivel observar que o filtro Ethylhexyl Methoxycinnamate
apresentou maior coeficiente de extin¢cdo molar entre os comprimentos de onda de 290 a
320 nm, e os filtros Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine e Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee, active amount apresentaram maior
coeficiente de extingdo molar na faixa de 300 a 360 nm, aproximadamente, mas ambos
os filtros Tinosorb® (Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine e Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee®, active amount) apresentaram valores de
coeficiente de extingdo molar inferiores, quando comparados ao Ethylhexyl

Methoxycinnamate.
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Figura 10. Perfil espectrofotométrico do filtro Ethylhexyl Methoxycinnamate
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Fonte: Sunscreen Simulator — BASF

Figura 11. Perfil espectrofotométrico do filtro Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl

Triazine
3 S _—
5 5 3 W2
o h -
.
£
20
_ 15
5
o
c
=
w10
05
PLELT P FTFPFLLL S S

elengin in nm

Fonte: Sunscreen Simulator — BASF



49

Figura 12. Perfil espectrofotométrico do filtro Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl

Triazinee, active amount
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A Figura 13 mostra o perfil do espectro dos filtros combinados, nas mesmas
concentragOes colocadas na formulagdo. Nota-se que o perfil mudou, possibilitando
inferir uma interacdo quimica entre os filtros, de forma positiva, aumentando o coeficiente
de extincdo molar. Desse modo, é possivel sugerir que, ao adicionar o extrato de
Byrsonima, possa ocorrer, também, novas mudancas, aumentando a fotoprotecao.

Além disso, a combinacado dos filtros organicos de efeito quimico com o extrato
vegetal, seja B. pachyphylla A. Juss ou B. intermedia A. Juss, permitiu que todas as
regides do ultravioleta, UVA, UVB e UVC, fossem atingidas.
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Figura 13. Perfil espectrofotométrico da combinacdo dos filtros Octyl
Methoxycinnamate, Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine e Bis
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee, active amount
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Fonte: Sunscreen Simulator BASF

E, para o monitoramento do potencial fotoprotetor do extrato de Byrsonima em
diferentes condigdes climaticas, foi realizada a varredura espectrofotométrica do extrato
etandlico 70° GL das folhas de B. pachyphylla A. Juss, nas quatro esta¢cdes do ano, como
mostra a Figura 14. As folhas de B. pachyphylla A. Juss foram coletadas no inicio de cada
estacdo. Os extratos solubilizados em etanol 70°GL, estavam na concentracdo de 154,00

ug.mL? e, como branco, foi utilizado o etanol 70°GL.
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Figura 14. Varredura espectrofotométrica dos extratos de B. pachyphylla A. Juss nas
quatro estacfes do ano
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Fonte: Elaborado pela autora

Os extratos analisados na concentrago de 154,00 pg.ml™, apesar de absorver a
radiacdo nos comprimentos de onda correspondentes as radiagdes UVA, UVB e UVC,
apresentaram maior absor¢do nos comprimentos de onda correspondente a radiagdo UVC,
em todas as estacdes do ano. Foi possivel observar que a varredura realizada com 0s
extratos obtidos com as folhas, colhidas na estacéo verdo, apresentaram maiores valores
de absorbancia, principalmente no comprimento de onda de 220 nm, seguida da varredura
realizada com os extratos obtidos com as folhas colhidas na estagdo inverno. J& nos
comprimentos de onda de 290 a 400 nm, o extrato preparado com as folhas colhidas na
estacdo primavera, foi o segundo maior.

Essa diferenca de absorbancia na varredura dos extratos obtidos das folhas de B.
pachyphylla A. Juss, nas diferentes estagdes do ano, pode ser explicada pela influéncia
do clima na sintetizac&o de alguns compostos. Martins (2012) demonstra, em seu estudo,
que houve variagdes na concentracdo de alguns compostos e, consequentemente, nas
atividades bioldgicas das espécies vegetais analisadas em diferentes épocas do ano. Da
mesma forma, Pereira & Maia (2007), constataram que as condi¢des climaticas e a
quantidade de &gua no solo podem afetar o metabolismo secundario do vegetal.

Alguns exemplos de fatores que podem alterar a taxa de metabolitos secundarios

sdo a sazonalidade, temperatura, radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica, entre
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outros, 0 que mostra a importancia de realizar uma busca, em todas as esta¢des do ano,
dos compostos de maior interesse como, por exemplo, os compostos fendlicos. Assim, é
possivel descobrir a melhor época do ano para fazer a coleta do material vegetal de forma
mais eficiente (SING; TODARIA, 2012; TANKO et al. 2005).

Os extratos liofilizados de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss
estudados no presente trabalho, foram preparados com as folhas colhidas na estacéo
outono. Levando em consideracdo que neste experimento da varredura dos extratos de B.
pachyphylla A. Juss obtidos com folhas colhidas nas diferentes estacdes do ano, o extrato
referente a estacdo outono foi a que apresentou menores valores de absorbancia, em todos
0s comprimentos de onda avaliados, € possivel inferir que os resultados de atividade
antioxidante e potencial fotoprotetor, por exemplo, seriam ainda mais promissores nos

extratos preparados com folhas colhidas na estacao verao.

5.4. Avaliacdo da atividade antioxidante
A avaliacdo da atividade antioxidante foi determinada pelas metodologias dos
radicais DPPH®* e ABTS™".

5.4.1. Metodologia de inibicdo do radical DPPH*

O radical DPPH* possui coloracao violeta intensa e, quando ele é estabilizado pelo
antioxidante da amostra, neste caso, 0s extratos de Byrsonima, a solugdo violeta sofre
descoloragdo para o amarelo claro (Figura 15). A intensidade é proporcional a
concentracdo de substancia antioxidante, ou seja, quanto mais clara a solucédo, mais forte
0 potencial antioxidante da amostra analisada. Deste modo, torna-se possivel avaliar a
captura dos radicais DPPH* pelo antioxidante testado (MOREIRA, 2010).

Figura 15. Reacdo da atividade sequestrante do radical DPPH*® pelos extratos etanolicos
de Byrsonima

Fonte: Elaborado pela autora
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As concentragdes avaliadas para ambos extratos foram de 1,2 pg.mL™ até 12,0
ng.mL*, O valor de 1Cso encontrado para a B. pachyphylla A. Juss foi 5,097 pg.mL'e
para a B. intermedia A. Juss foi 4,933 pug.mL™. Sendo assim, ambos apresentaram
atividade antioxidante superior a do extrato Psidium guajava L, avaliado por Chiari
(2011), pela mesma metodologia de analise, o qual teve seu valor de ICso igual a 0,2905
mg.mL? ou 290,5 ug.mL™.

Sofidiya (2012), avaliou a atividade antioxidante das folhas de Flabellaria
paniculata Cav., espécie vegetal pertencente a familia Malpighiaceae, assim como a B.
pachyphylla A. Juss e a B. intermedia A. Juss. Nesse estudo, a porcentagem de inibicdo
do radical DPPH* do extrato etandlico absoluto das folhas de F. paniculata Cav. foi de
7,43%, na concentragdo de 80 pg. mL™. De acordo com as Figuras 16 e 17, é possivel
observar que as porcentagens de inibi¢do do radical DPPH*®, dos extratos etanolicos da B.
pachyphylla A. Juss e B. inermedia A. Juss, sdo superiores, em comparagao com a F.
paniculata Cav, desde a concentragdo mais baixa, 1,2 pg. mL™, a qual teve o valor de %
de inibicdo do radical DPPH*® igual a 12,64% e 13,67% para B. intermedia A. Juss e B.

pachyphylla A. Juss, respectivamente.

Figura 16. Atividade sequestrante do radical DPPH*® pelo extrato etanolico 70° GL de B.
pachyphylla A. Juss
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Figura 17. Atividade sequestrante do radical DPPH® pelo extrato etandlico 70° GL de B.

intermedia A. Juss
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Fonte: Elaborado pela autora

Rolim (2013) avaliou a atividade antioxidante do extrato etanolico 95° GL das
folhas de B. gardneriana e o 1Csy encontrado para esse extrato foi de 4,955 mg.mL™! ou
4955 pg.mL?, ou seja, a atividade antioxidante do extrato etanolico 95° GL da B.
gardneriana, no estudo de Rolim, também foi inferior a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss deste estudo,
provavelmente pela capacidade de solubilizacdo dos compostos bioativos em diferentes
solventes extratores.

Segundo Galvez (2010), a comunidade cientifica esta dando mais importancia ao
impacto causado pelo estresse oxidativo em todas as areas da saude e, como a radiacao
UV é conhecida por causar danos oxidativos as células da pele, substancias antioxidantes
estdo sendo pesquisadas para aplicacGes topicas e sistémicas.

De acordo com Andrade et al. (2018), a atividade antioxidante presente nos
extratos de espécies vegetais é justificada pela presenca de compostos fendlicos. Rolim e
colaboradores (2013) explicam, em seu estudo, que ha correlagéo entre o teor de fenolicos
totais e a atividade antioxidante nos testes realizados com o extrato de B. gardneriana.
Foi indicado que os flavonoides, componentes isolados no estudo, sdo responsaveis pela
atividade antioxidante desta espécie vegetal.

Peres et al. (2013) avaliou a atividade antioxidante de extratos de acetato de etila
de sete frutas nativas do Brasil, dentre elas, a B. intermedia A. Juss, a qual apresentou

valor de ICso de 1,38 ug.mg*. Embora a atividade antioxidante encontrada tenha sido
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maior, quando comparada a atividade antioxidante dos extratos de Byrsonima do presente
estudo, deve-se levar em consideracdo que o solvente utilizado, acetato de etila, pode
causar irritacdo no trato respiratorio, na pele e nos olhos do operador, além de tornar o
ambiente inflamavel e ser toxico a vida aquatica, e, principalmente, ndo é um solvente
adequado para uso cosmético (Quimidrol, 2007).

Braga (2015) avaliou a atividade antioxidante do extrato metandlico de B.
pachyphylla A. Juss e, nesse teste, 0 ICso encontrado, 3,16 pg. mL™2, foi menor que o ICso
encontrado nos extratos etandlicos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Jus deste
estudo. O metanol é um solvente utilizado, com mais frequéncia, em alguns processos,
devido a sua cadeia curta e polaridade. Entretanto, o etanol esta se tornando mais popular,
por ser renovavel e menos toxico; assim, o risco de ocorrer acidentes com o operador é
menor. Além disso, 0 metanol ndo € um solvente adequado para uso cosmético, devido a
sua toxicidade, conforme a Ficha de Informacdes de Seguran¢a de Produtos Quimicos
(FISPQ) descrita no Anexo.

A curva analitica do acido galico foi construida como mostra a Figura 18 e o valor
de 1Cso encontrado foi 0,8544 pug. mL. Cincotto (2016) realizou, em seu trabalho, uma
comparagdo entre trés padrdes no ensaio de inibicdo do radical DPPH*® (4cido galico,
acido ascorbico e trolox). Os resultados indicaram que o &cido galico foi o padrdo mais

potente dentre os trés, o qual teve seu valor de ICso igual a 0,853 pg. mL™.

Figura 18. Perfil de captura do radical DPPH* pelo acido galico
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Fazendo um comparativo entre o valor de 1Csodo padréo acido galico e o ICso dos
extratos de Byrsonima, é possivel inferir que seria necessario utilizar uma concentracdo
superior de extrato para inibir a mesma quantidade do radical DPPH®, em relacéo ao acido
galico. Apesar de o &cido galico ser uma referéncia em relacdo a atividade antioxidante,
seu uso é dificultado devido a sua facilidade em se degradar quando exposto a luz,
diferente dos extratos de Byrsonima. Além disso, considerando os principios da quimica
verde, a atividade antioxidante proveniente de materiais vegetais, como 0s extratos de

Byrsonima, é avaliada como sendo mais vantajosa (LENARDAO et al., 2003).

5.4.2. Metodologia de inibi¢do do radical ABTS™

A atividade antioxidante dos extratos etanolicos 70°GL de B. pachyphylla A. Juss
e B. intermedia A. Juss foi determinada, também, pela metodologia do radical ABTS™"
para a obtencdo de mais dados sobre estes extratos. O radical ABTS™ é formado pela
reacdo com persulfato de potéssio (MARQUELE et al., 2006; ALMEIDA, 2013).

Para avaliar a atividade antioxidante pela metodologia de inibicdo do radical
2,2’azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic  acid (ABTS™), foi utilizada
metodologia proposta por Rufino et al. (2007). O radical ABTS"" é formado pela oxidagéo
do ABTS com persulfato de potéssio, na auséncia de luz, a temperatura ambiente, por,
aproximadamente, 16 horas (RUFINO et al., 2007).

Neste ensaio, observa-se a descoloracdo do meio reacional, no qual o radical
ABTS'™, em sua forma oxidada, apresenta coloracdo verde e, ap6s a adi¢do de substancias
antioxidantes, se torna incolor. Quanto mais préximo do incolor, maior a atividade
antioxidante e maior a concentracdo da amostra analisada.

A menor concentracdo testada, para ambos os extratos, na atividade sequestrante
do radical ABTS™, foi 0,2 ug.mL™. Nessa concentracio, a porcentagem de inibi¢do do
radical ABTS"" encontrada foi 71,0% para o extrato de B. pachyphylla A. Juss e 68,3%
para o extrato de B. intermedia A. Juss (Figura 19); ou seja, mesmo em concentragcdo
muito baixa, os extratos de Byrsonima foram capazes de inibir mais que 50% o radical
ABTS™". Foi construida uma curva analitica com o Trolox, a fim de certificar a eficiéncia

da metodologia, como mostra a Figura 20.
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Figura 19. Atividade sequestrante do radical ABTS™ pelos extratos etandlicos 70° GL

de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss
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Figura 20. Perfil de captura do radical ABTS™ pelo Trolox
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Rolim e colaboradores (2013), também avaliaram a atividade antioxidante da B.
gardneriana A. Juss pelas metodologias de sequestro dos radicais DPPH® e ABTS*". E,

assim, como aconteceu no presente trabalho, os extratos de B. gardneriana A. Juss



58

apresentaram melhor atividade antioxidante na metodologia de inibicdo do radical
ABTS*".

A metodologia de captura do radical ABTS®*" e a metodologia de captura do
radical DPPH?* utilizam um radical modelo e ambos sdo baseados em reagc6es de oxido-
reducdo, analisadas espectrofotometricamente. As diferencas entre eles estdo
relacionadas com as estruturas quimicas (Figura 21) e o potencial redox, o que torna as
suas coloracdes diferentes (CINCOTTO, 2016).

Figura 21. Estrutura quimica dos radicais DPPH® e ABTS**
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De acordo com Almeida, 2013, ndo ha proporcao entre os resultados encontrados
nas metodologias de inibicdo do radical ABTS®** e DPPH®. Essa diferenca, entre 0s
resultados, pode ser explicada pelas estruturas quimicas distintas dos radicais. O elétron
ndo pareado do radical ABTS®* estd nas extremidades da molécula, enquanto que, no
radical DPPH®, o elétron desemparelhado estda no centro da molécula, dificultando a
reacdo das moléculas com estruturas quimicas maiores com o radical DPPH*® do que com
o radical ABTS®* (ALMEIDA, 2013; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2008).

5.5. Analise de compostos fenodlicos totais

Os compostos fendlicos podem conferir atividade antioxidante devido a
neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio, por doacdo de um atomo de hidrogénio
ou pelo grau de estabilizacdo das espécies radicalares formadas (NIKOLIC, 2006). Por
este motivo, foi realizada a determinagdo do teor de compostos fenolicos totais em
extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss. utilizando Folin-Ciocalteu,
uma metodologia rapida e simples de se determinar o teor de compostos fenolicos em

amostras.
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O acido galico foi utilizado como padrao e sua curva analitica, mostrada na Figura
22, foi utilizada como parametro para os célculos das concentracbes de compostos
fendlicos, as quais foram expressas em pg de compostos fenolicos equivalentes ao acido

gélico (CFEAG) por 100 pg de extrato.

Figura 22. Curva analitica do &cido galico para determinacdo do teor de compostos
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Os extratos etanolicos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Jus foram
avaliados na concentracdo de 41,66 pg.mL™ quanto a presenca de compostos fendlicos

equivalentes ao &cido galico. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Quantidades de compostos fendlicos totais presentes nos extratos de folhas de
B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss

Extratos vegetais ng CFEAG*/ 100pg de extrato (média = DP)
B. pachyphylla A. Juss 49,44+1,23¢2
B. intermedia A. Juss 66,45+1,29°

ab |etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,001)
*CFEAG: compostos fendlicos equivalentes ao acido galico; DP: desvio padrdo
Fonte: Elaborado pela autora

Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que o extrato de B.

intermedia A. Juss contém maior quantidade de compostos fendlicos que o extrato de B.
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pachyphylla A. Juss. Embora a diferenca tenha sido muito pequena em relacgdo a atividade
antioxidante dos dois extratos, o extrato de B. intermedia A. Juss também apresentou
melhor atividade antioxidante pelo método do radical DPPH®. Importante ressaltar que
0s extratos de Byrsonima avaliados neste ensaio, foram preparados com as folhas colhidas
na estacdo outono. Levando em consideracdo que, no experimento da varredura dos
extratos de B. pachyphylla A. Juss obtidos com folhas colhidas nas diferentes esta¢des do
ano, o extrato referente a estacdo outono foi o que apresentou menores valores de
absorbancia em todos os comprimentos de onda avaliados, é possivel inferir que a
quantidade de compostos fendlicos totais presentes nos extratos seria ainda maior nos
extratos preparados com folhas colhidas na estacdo verao.

Peres et al. (2013) descobriu, em seu estudo, que a quantidade de fenolicos totais
presentes em um material vegetal se correlacionou, significativamente, com a capacidade
antioxidante. Segundo Rolim e colaboradores (2013), essa correlacdo entre o teor de
fenolicos totais e a atividade antioxidante tem sido amplamente estudada em compostos
vegetais. Os polifendis tém sido apontados como 0s responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos.

De acordo com Silva e Rogez (2013), os compostos fendlicos totais, presentes no
extrato de folhas de Byrsonima crassifélia, apresentam compostos como quercetina-3-O-
a-L-glicosideo, epigalocatequina galato e &cido galico, o qual é encontrado em maior
quantidade.

Peres et al. (2013) determinaram o conteudo de compostos fendlicos totais de
extratos de sete frutas nativas do Brasil, dentre elas, a B. intermedia A. Juss. Os teores de
compostos fendlicos encontrados para 0 extrato etandlico e para a fracdo de acetato de
etila foram de 119,12 + 9,28 ug de GAE/mg de extrato e 181,12 + 14,84 ug de GAE/mg
de extrato, respectivamente. Convertendo mg de extrato para 100 pg de extrato, os
resultados encontrados sdo 11,91 pug de GAE/100 ug de extrato e 18,11 pug de GAE/100
Mg de extrato; ou seja, ambos os valores sdo inferiores aos valores encontrados para 0s
extratos etandlicos 70° GL de Byrsonima, avaliados no presente estudo, corroborando,
mais uma vez, que o solvente extrator € significante para a solubilizacdo e/ou extracao
dos compostos bioativos das espécies vegetais.

No estudo de Romao (2016), foi avaliado o teor de compostos fendlicos totais de
extratos de folhas de C. verbenacea. O extrato que apresentou maior teor de compostos

fendlicos foi o extrato etandlico 70° GL, o qual apresentou 14,44 pg de compostos
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fenolicos totais equivalentes ao acido galico (CFEAG) por 100 pg de extrato; ou seja, um
valor abaixo dos valores encontrados nos extratos de Byrsonima.

Isso também pbdde ser observado quando comparado com o extrato de
Ascophyllum nodosum, avaliado no estudo de Almeida (2013), o qual apresentou 7,04 pg
de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico (CFEAG) por 100 ug de extrato.
Assim, as diferentes espécies vegetais, bem como os diferentes géneros, podem
apresentar metabolitos em concentracdes diferentes, o que implica em atividades
cosméticas mais ou menos efetivas.

A atividade antioxidante dos extratos de Byrsonima estudados nesse trabalho,
podem ser maiores que os valores de atividade antioxidante obtidos pelos autores citados,
favorecendo o emprego dos extratos de Byrsonima para a obtencdo de um produto
antioxidante e que apresente efeito fotoprotetor ou, mesmo, fotoestabilizador.

Segundo o estudo de Shouquin (2005), ha uma grande influéncia na extracao de
flavonoides, compostos pertencentes a classe dos fendlicos totais, pela concentragdo de
etanol e agua. Eles afirmaram que, quando o volume de etanol presente no solvente é
menor que 75% (v/v), a extracdo dos flavonoides é maior e, quando a concentragédo de
etanol € maior que 75%, esta extracdo de flavonoides € reduzida. Desta forma, o teor
alcodlico pode ser uma das razdes pelas quais os extratos etandlicos 70° GL de Byrsonima
tenham apresentado valores superiores de compostos fenolicos em relagdo ao extrato
etanolico de B. intermedia A. Juss no estudo de Peres et al. (2013).

A presenca dos compostos fenolicos nos extratos de Byrsonima € um grande passo
na obtencdo de um cosmético contendo produtos de origem vegetal, uma vez que 0s
compostos fendlicos encontrados nas espécies vegetais podem apresentar a capacidade
de proteger os componentes celulares contra os efeitos fototoxicos causados pela luz
ultravioleta. A atividade dos compostos fendlicos pode ser atribuida a sua habilidade de
quelar metais, sequestrar radicais livres, entre outros (ROSA, 1996).

A Tabela 4 compara os teores de compostos fenolicos equivalentes ao acido galico

de diferentes autores e os obtidos neste trabalho.



Tabela 4. Comparacdo entre os teores de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico de diferentes autores e 0s obtidos neste trabalho.

Autor Extrato

Resultado

Peres et al. (2013)  Etandlico do fruto B. intermedia A. Juss

Peres et al. (2013)  Fracdo de acetato de etila do fruto de B. intermedia A.
Juss

Romado (2016) Etandlico 70° GL de folhas de C. verbenacea

Almeida (2013) Aquoso de Ascophyllum nodosum

Rodrigues (2020) Etandlico de folhas de B. pachyphylla A. Juss

Rodrigues (2020) Etandlico de folhas de B. intermedia A. Juss

119,12 + 9,28 ug de GAE/mg de extrato

181,12 + 14,84 ug de GAE/mg de extrato

14,44 ng CFEAG/100 pg de extrato
7,04 ug CFEAG/100 pg de extrato
49,44+1,23 pg CFEAG/ 100pg de extrato

66,45+1,29 ng CFEAG/ 100pg de extrato

Fonte: Elaborado pela autora
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5.6. Avaliacao da citotoxicidade dos extratos de folhas do género Byrsonima

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de B. pachyphylla A. Juss e B.
intermedia A. Juss foi realizada com trés linhagens celulares, HepG2, HDFa e HaCaT. A
linhagem de células HepG2, sdo caracterizadas por serem células de hepatoma humano,
capazes de avaliar se 0s metabdlitos formados, pela metabolizacdo das substancias
presentes no extrato, apresentam toxicidade a esta linhagem celular. As células HDFa,
sdo fibroblastos humanos e estdo presentes, em maior proporcao, na derme. E a linhagem
de célula HaCaT, queratindcitos humanos metabolicamente incompetentes, foi utilizada
por se tratar de um estudo para fins cosméticos; portanto, sera aplicado na pele, a qual
apresenta, como principal tipo celular na epiderme, o queratindcito (CHIARI, 2011;
ROMADO, 2016).

O potencial citotoxico dos extratos foi avaliado pelo método do 3- (4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), que tem, como principio, a
determinacéo da capacidade de células vivas em reduzirem o MTT, formando cristais
insollveis de formazana, os quais tém coloracéo violeta.

Os extratos foram testados nas mesmas concentracdes, de 15 a 480 pg.mL™, nas
trés linhagens celulares, a fim de comparar o potencial citotoxico entre as linhagens. Na
avaliacdo citotoxica com as linhagens HepG2, a concentragcdo maxima dos extratos de
Byrsonima testada ndo atingiram 50% de morte celular, ou seja, a citotoxicidade foi
menor quando comparada as linhagens celulares HaCaT e HDFa, as quais apresentaram
valores de 1Cso igual a 199,2 pg.mL™ e 263,8 pg.mL™* de B. pachyphylla A. Juss e B.
intermedia A Juss, respectivamente, nas células HaCaT e 150,3 ug.mL? e 216,25 pug.mL"
! para os extratos de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A Juss, respectivamente, nas
células HDFa. No estudo de Cincotto (2016), o extrato etandlico 70° GL de folhas de
Morus nigra L. apresentou citotoxicidade menor em células da linhagem HepG2,
corroborando com os resultados deste estudo, quando a citotoxicidade, em células
HepG2, foi menor quando comparada as células HaCaT e HDFa.

Os perfis concentragdo-resposta dos extratos estdo representados nas Figuras 23 a
28. Foi possivel verificar que as concentracfes necessarias para atingir o 1Csg foram muito
maiores do que as concentracfes necessarias para inibir 50% dos radicais DPPH" e
ABTS™, uma vez que os valores de 1Cso encontrados para atividade antioxidante foram

menores que 6 pg.mL™,
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Figura 23. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HDFa, apds

tratamento com extrato B. pachyphylla A. Juss
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Figura 24. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HDFa, apds

tratamento com extrato B. intermedia A. Juss
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Figura 25. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HaCaT, apds

tratamento com extrato B. pachyphylla A. Juss
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Figura 26. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HaCaT, apds

tratamento com extrato B. intermedia A. Juss
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Figura 27. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HepG2, apds

tratamento com extrato B. pachyphylla A. Juss
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Figura 28. Perfil concentracdo-resposta de citotoxicidade para células HepG2, apds

tratamento com extrato B. intermedia A. Juss.
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Instituto Nacional do Cancer dos EUA (American National Cancer

Institute, NCI), um extrato vegetal é considerado citotoxico com valor de ICsp < 30,0

ng.mL™? (ROMAO, 2016) e o0s extratos etandlicos 70° GL de B. pachyphylla A. Juss e B.
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intermedia A. Juss apresentaram valor de 1Cso aproximadamente 5 e 6 vezes maior que
este valor, respectivamente.

E importante ressaltar que a avaliagio da citotoxicidade in vitro apresenta algumas
limitagBes, uma vez que é realizada com células em monocamada, bidimensional e néo
fisioldgica; ou seja, ndo reproduz a arquitetura tecidual in vivo, tridimensional, quando as
células raramente agem separadas. Dessa forma, a presenca de efeito citotoxico in vitro
ndo garante que a amostra seja realmente toxica quando aplicada in vivo. Assim, €
necessario mais de um ensaio in vitro para determinar a viabilidade celular (FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006; DEMARCO et al., 1998; PIZZOFERRATO et al., 1994).

5.7. Desenvolvimento das emulsdes

Antes de definir a formulacdo do fotoprotetor final, foram testadas algumas
formulagOes, sem 0s extratos vegetais, com o intuito de escolher a que apresentasse
sensacdo menos oleosa e rapida secagem. Para isso, foram utilizadas matérias primas
convencionais de formulacdes fotoprotetoras. A Tabela 4 apresenta a funcdo de cada

componente presente nas emulsdes desenvolvidas.



Tabela 5. Componentes das emulsdes desenvolvidas e suas funcdes

INCI name

Nome comercial

Funcao

Ceteareth — 20

Cetearyl Alcohol

Glyceryl Stearate

Dibutyl adipate

Ethylhexyl stearate
Caprylic/Capric Triglyceride

Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl

active amount

Ethylhexyl Methoxycinnamate
butylated hydroxytoluene
Propylene Glycol
Propylparaben

Methylparaben

Disodium EDTA

Aqua

B. pachyphylla A. Juss extract

B. intermedia A. Juss extract

Triazinee,

Alcool Cetoestearilico etoxilado 20 OE

Alcool cetoestearilico
Monoestearato de glicerila
Adipato de dibutila

Estearato de octila

Triglicerideo de acido caprico caprilico

Tinosorb® S

Tinosorb® S Lite Aqua
Metoxicinamato de Etilhexila
BHT

Propilenoglicol

Propilparabeno

Metilparabeno

EDTA Na;

Agua

Extrato de B. pachyphylla A. Juss

Extrato de B. intermedia A. Juss

Emulsificante ndo-iénico
Agente de consisténcia
Agente de consisténcia
Emoliente

Emoliente

Emoliente

Filtro orgénico (efeito quimico)
Filtro organico (efeito quimico)

Filtro organico (efeito quimico)
Antioxidante

Umectante

Conservante antimicrobiano
Conservante antimicrobiano
Agente sequestrante

Veiculo

Antioxidante

Antioxidante

Fonte: Elaborado pela autora
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A é&gua foi o componente presente na formulagdo em maior quantidade, e sua
funcdo aqui é solvente de matérias primas como, por exemplo, o0 EDTA Na2 e
conservantes antimicrobianos. Foi utilizada agua purificada, pois ela deve ser isenta de
ions e microrganismos (CORREA, 2012).

O Ceteareth-20 (Alcool Cetoestearilico etoxilado 20 OE), emulsificante nio-
ibnico, foi escolhido por apresentar compatibilidade com o pH da pele e por possibilitar
a incorporacdo de diversas substancias ativas como, por exemplo, os extratos de B.
pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss (CHIARI, 2011).

O Cetearyl Alcohol (Alcool cetoestearilico), é um agente de consisténcia capaz de
aumentar a viscosidade da formulagcdo, sendo que, nas emulsdes propostas, ele foi
associado com o Glyceryl Stearate (Monoestearato de glicerila), que possui a mesma
finalidade, além de ser 6timo para uso em formulacGes cosméticas fotoprotetoras, pois
apresenta um baixo indice de irritabilidade dérmica e ocular (CHIARI, 2011; CHEMAX,
2020).

Os emolientes Dibutyl adipate, Ethylhexyl stearate e Caprylic/Capric Triglyceride
sdo matérias primas graxas, capazes de fornecer espalhabilidade para a emulséo,
proporcionando suavidade a pele. O Propylene Glycol, um umectante e agente de
permeacdo cuténea, auxilia na solubilizacdo de ativos hidrossollveis, como 0s extratos
liofilizados de Byrsonima, e possui a funcdo de reter 4gua, equilibrando a troca aquosa
entre a emulsio e o ar (BENSON, 2019; CORREA, 2012; MAPRIC, 2020).

O BHT tem a funcdo de prevenir os processos oxidativo, e o EDTA Na2
potencializa a acdo do conservante, pois tem propriedades sequestrantes, formando
quelatos estaveis, impedindo o crescimento de microrganismos. Ja o Propylparaben e o
Methylparaben, bastante efetivos em uma ampla faixa de pH, sdo conservantes
antimicrobianos de amplo espectro (CORREA, 2012).

O filtro Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee, active amount
(Tinosorb® S Lite Aqua) foi escolhido por ter elevada eficiéncia em baixa concentracdo
e ser de amplo espectro, assim como seu equivalente, Bis-ethylhexymetoxyphenyl
triazine (Tinosorb® S). O Metoxicinamato de Etilhexila € um filtro com alto poder de
absorcdo da radiagdo UVB (BASF, 2020).

Para o preparo dessas emulsdes, foram aquecidas as fases aquosa e oleosa,
separadamente, em banho-Maria até atingir uma temperatura de aproximadamente 80° C

e, entdo, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa, com agitacdo constante.



70

Posteriormente, foram incorporados a essas formulagbes 0,5% dos extratos de B.
pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss, separadamente. E para isso, 0s extratos
foram solubilizados previamente em propilenoglicol e, depois, adicionados na
formulacdo recém preparada. Foram testadas outras concentracGes de extratos de
Byrsonima, mas a concentragcdo de 0,5% se mostrou mais promissora, visto que, nessa

concentracéo, ja foi possivel obter potencial fotoestabilizador e atividade antioxidante.

5.8. Avaliacdo do efeito fotoestabilizador do FPS das emulsdes fotoprotetoras
contendo extrato de Byrsonima

Sabendo que o valor do FPS in silico, calculado no software “BASF — Sunscreen
Simulator”, foi 36,8, foram obtidos os valores de FPS in vitro das formulagbes, pelo
equipamento Optometrics® SPF 290S, mostrados na Tabela 5.

Segundo Brown e Diffey (1986), a quantidade de 2 mg/cm? de aplicacdo de
produto, foi determinada baseando-se na observacdo de que quantidades inferiores
reduzem a homogeneidade do filme protetor formado na pele. Os autores concluem que
essa quantidade de protetor solar é capaz de formar um filme de 1mm de espessura sobre

a regiao facial.

Tabela 6. Fator de protecdo solar das emulsbes desenvolvidas

Média dos
Formulagdes FPS + desvio
padrao
1 Emulséo base 0,97 £ 0,092
2 Emulsdo com filtros organicos de efeito quimico 36,66 + 1,09°
3 Emulsdo com filtros organicos de efeito quimico e com extrato de
B. pachyphylla A. Juss 0,5% 37,93 £0,10°
4 Emulséo sem filtros organicos de efeito quimico e com extrato de
B. pachyphylla A. Juss 0,5% 1,00 £ 0,122
5  Emulséo com filtros organicos de efeito quimico e com extrato de
B. intermedia A. Juss 0,5% 40,29 +0,71¢
6  Emulsdo sem filtros orgéanicos de efeito quimico e com extrato de
B. intermedia A. Juss 0,5% 1,03 + 0,102

abcd Jetras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,01)
Fonte: Elaborado pela autora
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Analisando os resultados, é possivel observar que a adi¢do dos extratos obtidos das
folhas de Byrsonima resultaram em um aumento, estatisticamente significativo, no valor do
FPS com os filtros organicos de efeito quimico presentes na emulsdo. Fazendo um
comparativo entre os extratos, o extrato obtido das folhas de B. intermedia A. Juss,
apresentou valor de FPS superior ao extrato obtido das folhas de B. pachyphylla A. Juss.
O extrato obtido das folhas de B. intermedia A. Juss também apresentou maior quantidade
de compostos fendlicos totais; dessa forma, pode-se inferir que o aumento do FPS pode
ser explicado pela maior concentragdo de compostos fendlicos totais.

Infelizmente, quando incorporados isoladamente na formulagéo; ou seja, sem a adicdo
dos filtros organicos, ambos os extratos ndo apresentaram atividade fotoprotetora. Leone
(2018), integrante do nosso grupo de pesquisa, do Laboratério de Cosmetologia da FCF
— UNESP, utilizou 6leo de café verde, incorporado em emulsdes. Quando associado com
alguns filtros organicos, como a Benzophenone-3, o 6leo de café verde proporcionou um
aumento no valor do FPS, de 4,52 para 11,86, mas, quando incorporado, isoladamente,
na emulsdo, o 6leo de café verde ndo apresentou valor de FPS.

A emulséo fotoprotetora com extrato de Byrsonima inicialmente proposta, ndo
continha em sua formula alguns componentes da formula apresentada na Tabela 1, como
por exemplo, o Glyceryl Stearate, Caprylic/Capric Triglyceride e Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazinee, active amount. Os filtros utilizados
nessa formulacdo inicial foram 8% de Ethylhexyl Methoxycinnamate, 1% de Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine e 4% de Aqua (and) Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine (and) Polymethylmethacrylate (Tinosrb
® S Aqua).

O valor de FPS encontrado para essa emulséo fotoprotetora, inicialmente
proposta, sem o extrato de Byrsonima, foi de 32,34. E quando adicionado 0,5% de extrato
de B. intermedia A. Juss, o valor de FPS encontrado foi 46,45, ou seja, teve-se um
aumento de, aproximadamente, catorze pontos. Mas, apds alguns dias, essa formulacédo
se mostrou instavel, exigindo alteracdo na formula, a qual estd descrita na Tabela 1. No
entanto, como foi possivel observar, a alteracdo na formula ndo promoveu 0 mesmo
aumento no FPS.

Além disso, frente a outros trabalhos, o extrato de B. intermedia A. Juss, quando
incorporado na emulsdo fotoprotetora, descrita na Tabela 1, ndo apresentou um efeito
sinérgico significativo quando incorporado na formulagdo proposta; ao contrario,

promoveu uma fotoestabilidade dos filtros solares, mantendo o FPS necessario a prote¢édo
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do consumidor. Com isso, pode-se inferir que a mistura dos filtros organicos de efeito
quimico, bem como a escolha dos componentes da formula estdo diretamente ligados com

seu efeito fotoprotetor.

5.9 Estudo de estabilidade das emulstes

Diante dos experimentos realizados, com 0s extratos de Byrsonima, o extrato de
B. intermedia A. Juss apresentou resultados mais promissores e, em razao disso, ele foi o
escolhido para dar continuidade no estudo de estabilidade. As formulas das emulsdes

avaliadas no teste de estabilidade estdo descritas na Tabela 1.

5.9.1 Teste de centrifugacao

O teste de centrifugacdo foi realizado para avaliar a estabilidade das formulacdes,
quanto a separacdo de fases. Este ensaio simula um aumento na forga de gravidade,
conforme preconiza o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004). As emulsdes, em todas as condicdes de
temperatura, ndo apresentaram separacao de fase, indicando que ndo houve instabilidade;

portanto, sem necessidade de reformulagéo.

5.9.2 Avaliacdo macroscopica

A avaliacdo macroscopica foi realizada para avaliar alteracbes no aspecto,
coloracdo e odor das formulages, mas, também, para observar uma possivel separacao
de fase. Todas as amostras foram avaliadas macroscopicamente durante os 90 dias do
teste de estabilidade acelerada, tomando-se como referéncia as avalia¢6es do dia 1, ou
seja, 24 h apds a manipulacdo, como mostra a Figura 29 (BRASIL, 2004).

A emulsdo base apresentou coloragédo branca brilhante. A emulséo fotoprotetora,
contendo apenas os filtros organicos, apresentou coloracao amarelada brilhante, devido a
presenca dos filtros e a emulséo contendo os filtros organicos e o extrato de B. intermedia
A. Juss, esverdeada brilhante. Todas as formulagcbes desenvolvidas apresentaram
sensorial agradavel ao toque, elevada espalhabilidade e secagem rapida.

Em relacdo as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), as formulacoes
testadas se mantiveram inalteradas, nas diferentes condi¢des de estresse, em diferentes
temperaturas, ao longo dos dias de estudo da estabilidade, com excec¢do da coloracdo da

emulsdo fotoprotetora com extrato de B. intermedia A. Juss 0,5%, no qual foi observado
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um escurecimento a partir do 15° dia, na emulsdo submetida a temperatura de 40+2° C
(Figura 30).

A partir do 30° dia, todas as emulsdes fotoprotetoras contendo extrato de B.
intermedia A. Juss 0,5%, sofreram alteracdo na coloracdo, indo de esverdeado para
marrom, conforme pode ser visualizado nas Figuras 31 e 32. Mas, é possivel notar que as
emulsdes submetidas a temperatura de 25+2° C e 5+2° C ndo sofreram tanta alteracéo na
coloracdo quando a emulsdo submetida a temperatura de 40+2° C. Esta alteracdo de
coloracdo pode significar degradacdo de componentes da formulacdo, bem como
produtos de reacdo de oxidagdo (MALHEIRQS, 2007).

Figura 29: Dia 1 das emuls@es desenvolvidas, sendo 1) Creme base; 2) Fotoprotetor com
filtros organicos de efeito quimico; 5) Fotoprotetor com extrato de B. intermedia A. Juss
0,5%

Fonte: Fotografia obtida pela autora

Figura 30: Avaliacdo macroscopica do fotoprotetor contendo extrato de B. intermedia A.
Juss 0,5% em A) 25+2° C, B) 40+2° C e C) 5+2° C apos 15 dias de analise

‘\ H -

Fonte: Fotografia obtida pela autora
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Figura 31: Avaliacdo macroscopica do fotoprotetor contendo extrato de B. intermedia A.
Juss 0,5% em A) 25+2° C, B) 40+2° C e C) 5+2° C apds 30 dias de analise

—— o)

Fonte: Fotografia obtida pela autora

Figura 32: Avaliacdo macroscopica do fotoprotetor contendo extrato de B. intermedia A.
Juss 0,5% em A) 25+2° C, B) 40+2° C e C) 5+£2° C apos 70 dias de analise

5 =

Fonte: Fotografia obtida pela autora

Figura 33: Avaliacdo macroscopica do fotoprotetor contendo extrato de B. intermedia A.
Juss 0,5% em A) 25+2° C, B) 40£2° C e C) 5+2° C apds 90 dias de anélise
B) i

Fonte: Fotografia obtida pela autora

5.9.3 Determinacéo do pH

A avaliacdo do pH € um dos pardmetros utilizados para monitorar possiveis
alteragBes na estrutura da formulacdo, as quais podem ser imperceptiveis visualmente.
Esta analise pode indicar interacdo entre os componentes da formulacéo ou problemas de
estabilidade. Mudancas no valor do pH, ao longo do tempo, podem indicar a ocorréncia
de reagdes de hidrdlise, oxidacdo, ou contaminacdo bacteriana (BRASIL, 2004;
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GONGCALVES et al, 2017). Ao longo desse periodo do ensaio de estabilidade, foram
observadas pequenas variacdes entre os valores determinados do pH das trés emulsdes

desenvolvidas, como pode ser observado nas Figuras 33 a 35.

Figura 34. Valores de pH da emulsao base

7 —A—25+2° C 5+2°C 40+2° C
6,8
6,6
6,4
6,2

5,6
5,4
5,2

1 15 30 70 90
tempo (dias)

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 35. Valores de pH da emulsdo com filtros orgénicos de efeito quimico e com

extrato de B. intermedia A. Juss 0,5%

7 —A—25+2° C 5+2°C 40+2° C
6,8
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6,2
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5,6
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 36. Valores de pH da emulsdo com filtros organicos de efeito quimico
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Fonte: Elaborado pela autora

Embora tenha ocorrido variagdes nos valores de pH, as alteragdes ocorridas foram
menores que 1,00, em todas as formulacdes. Além disso, os valores ainda se encontram
dentro da faixa aceitavel de pH para produtos cosméticos (ISAAC, 2004). Foi possivel
observar, também, que a temperatura, em si, ndo foi a maior influenciadora na alteracéo
dos valores de pH e, sim, o tempo pois, nas trés emulsdes desenvolvidas, os valores de

pH sofreram mais alteracdes entre os dias analisados do gque entre as temperaturas.

5.9.4 Determinacéo da viscosidade

A viscosidade aparente minima foi determinada para cada amostra, em triplicata.
As Figuras 36 a 38 mostram o comportamento da viscosidade das amostras ao longo dos
dias de estudo. A viscosidade aparente € denominada minima, pois é determinada no
ponto de maior cisalnamento deste ensaio, 100 s (CHIARI, 2011).
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Figura 37. Valores de viscosidade aparente minima (taxa de cisalhamento = 100s) da
emulsdo base submetida a condi¢bes de estresse durante o periodo de avaliacdo da
estabilidade
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 38. Valores de viscosidade aparente minima (taxa de cisalhamento = 100s™?) da
emulsdo com filtros orgénicos de efeito quimico e com extrato de B. intermedia A. Juss
0,5% submetida a condicdes de estresse durante o periodo de avaliacdo da estabilidade
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 39. Valores de viscosidade aparente minima (taxa de cisalhamento = 100s) da
emulsdo com filtros organicos de efeito quimico submetida a condi¢Ges de estresse
durante o periodo de avaliacdo da estabilidade
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Fonte: Elaborado pela autora

N&o foi observada nenhuma alteracdo acentuada na viscosidade das emulsdes
analisadas nas diferentes condicdes térmicas. No caso da emulsdo com filtros orgéanicos
de efeito quimico foi possivel observar que houve uma queda no valor de viscosidade no
15° dia, para a amostra submetida a temperatura de 5+2° C, mas, a partir do 30° dia, 0s
valores se mantiveram muito proximos do valor inicial, ou seja, 0 1° dia de analise. Com
isso, é possivel inferir que, em relacdo a viscosidade, as emulsdes avaliadas também se

mantiveram estaveis.

5.9.5 Determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) e avaliacdo do efeito
fotoestabilizador

Os valores de FPS obtidos para as formulacGes desenvolvidas e avaliadas ao longo
do teste de estabilidade estdo descritos na Tabela 6. As formulas das emulsdes avaliadas

nesse teste de estabilidade estdo descritas na Tabela 1.



Tabela 7. VValores de FPS das emulsdes desenvolvidas
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Emulséo 1*

1 15 30 70 90
25+2° C 0,883+0,01 1,016+0,01 0,97+0,02 1,00+0,00
40+2°C  0,90+0,01 0,91+0,01 1,026+0,01 1,02+0,01 0,98+0,01
5+2° C 0,92+0,01 1,00+0,02 1,02+0,00 1,05+0,01

Emulsao 2*

1 15 30 70 90
25+2° C 40,75%0,38 41,59+1,07 39,81+0,92 34,56+1,09
40+2° C 36,66+1,09 38,86+0,60  42,39+0,32  41,01+0,99  34,43+1,04
5+2° C 39,85+0,95 42,69+0,84  43,37+0,63 39,36%0,69

Emulséo 5*

1 15 30 70 90
25+2° C 43,02+0,65 42,42+0,48 46,12+0,73 47,45%0,39
40+2° C 40,29+0,71  43,57%0,52 43,7+0,67 46,96+0,60  43,80+0,61
5+2° C 42,04+0,87 43,13+0,74  44,23%0,77 43,14+0,87

* Emulsdo 1: Emulsdo base; Emulsdo 2: Emulsdo com filtros orgénicos de efeito quimico;

Emulsdo 5: Emulsdo com filtros organicos de efeito quimico e com extrato de B. intermedia A.

Juss 0,5%.

Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar que, embora tenha sido pequena, houve, sim, uma variagdo

nos valores de FPS, principalmente entre 0 1° e 15° dia nas formulacbes 2 e 5. Os

resultados mostram que, embora os valores de FPS tenham aumentado nas formulagdes

desenvolvidas, a formulacdo 5 apresentou valor de FPS mais elevado em relacdo a

formulagdo 2, nas trés condi¢des de temperatura avaliadas e em todos os dias analisados.

Nota-se, também, que os valores de FPS encontrados no 70° e 90° dia, para a

formulacdo 5, foram mais elevados, nas trés condi¢Ges ensaiadas, em relacdo aos dias

avaliados anteriormente; ou seja, extrato de B. intermedia A. Juss apresentou um efeito

fotoestavel na emulsdo. Isso mostra que seu uso em formulagdes cosméticas € promissor

pois, ao adiciona-lo a emulsdo, promovera estabilidade do efeito fotoprotetor, podendo,

até mesmo, promover um pequeno aumento no valor do FPS.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que os extratos etandlicos 70° GL obtidos com as
folhas de B. pachyphylla A. Juss e B. intermedia A. Juss apresentaram potencial
fotoprotetor contra os raios UVA, UVB e UVC, com folhas colhidas em todas as estagdes
do ano, mas, principalmente, com os extratos obtidos com as folhas colhidas na estacédo
verdo. Estes extratos também apresentaram atividade antioxidante, em baixas
concentraces, além da significativa presenca de compostos fenolicos totais, mostrando,
assim, seu poder multifuncional; ou seja, 0s extratos obtidos com as folhas de Byrsonima
podem ser usados tanto em cosméticos fotoprotetores, como em cosméticos
antienvelhecimento.

Os extratos obtidos com as folhas de Byrsonima ndo exibiram toxicidade
significativa nas concentragdes testadas, com as células HepG2. E, quando adicionados
em uma emulsdo fotoprotetora, 0s extratos apresentaram um pequeno aumento no FPS da
emulsdo, mesmo estando em uma concentracdo baixa. Também foi avaliada a
estabilidade das emulsdes fotoprotetoras, as quais se mantiveram estaveis ao longo do
tempo de analise. Além disso, foi possivel observar que o extrato de B. intermedia A. Juss
apresentou um efeito fotoestavel na emulséo, indicando o uso promissor dos extratos de
Byrsonima em emulsdes fotoprotetoras, uma vez que os valores de FPS encontrados nao
diminuiram ao longo do tempo; ou seja, ndo perderam sua capacidade fotoprotetora.

Este trabalho possibilitou o desenvolvimento de uma emulséo fotoprotetora com
base em uma espécie vegetal de grande disponibilidade no territério brasileiro, utilizando,
como material vegetal, as folhas, que sdo renovaveis e ndo tém tanta visibilidade quando
os frutos, os quais sdo utilizados para produzir alimentos. Assim, foi possivel obter uma

emulsdo fotoprotetora contendo ativo vegetal sem apresentar um elevado valor agregado.
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