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RESUMO

MANSUR, Maria Cristina Pinheiro Pereira Reis. Estudo preliminar das atividades
fotoprotetora e antioxidante dos extratos das folhas de Bauhinia microstachya var.
massambabensis Vaz numa formulacdo antissolar. Rio de Janeiro, 2011.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O uso terapéutico de plantas do género Bauhinia pelas populagdes de diferentes
partes do mundo tem sido confirmado em estudos cientificos recentes — algumas
atividades farmacoldgicas tem sido demonstradas, tais como: hipoglicemiante,
antiviral, fungicida, anti-inflamatéria e anticancerigena entre outras. Bauhinia
microstachya var. massambabensis Vaz é uma planta com registros de coleta
apenas para o Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foram investigados quatro extratos
de suas folhas para avaliagdo da capacidade antioxidante por trés diferentes
métodos in vitro: DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) e ORAC (Capacidade de Absorbéncia do Radical Oxigénio) frente
ao extrato de Ginkgo biloba® (EGb 761) e ao Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico) uma substancia de referéncia analoga
hidrossoluvel da vitamina E, utilizados como padrbes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as atividades antioxidante e fotoprotetora dos extratos feitos a partir das
folnas de B. microstachya var. massambabensis e estudar a associagao destes
extratos aos filtros sintéticos: octilmetoxicinamato, octocrileno e benzofenona-3
numa formulacdo antissolar. Os extratos selecionados demostraram capacidade
antioxidante eficiente frente aos padrées nos trés ensaios. Nos ensaios com DPPH’
e ABTS™, em ordem decrescente de atividade: AcEt > WAc > EtOH bruto > EtOH
CA > EGb. No ensaio ORAC: EtOH CA > EtOH bruto > AcEt > WAc > EGb. Foram
selecionados dois extratos, EtOH CA e WAc para serem testados nas formulac¢des
antissolares. A analise fototoxica foi realizada em culturas de leveduras
Saccharomyces cerevisiae pelo método MIC. As formulagdes EtOH CA e WAca 1 %
e seus respectivos extratos ndo apresentaram fototoxicidade. Técnicas disponiveis
de avaliacdo de FPS in vitro e in vivo e FP-UVA foram utilizadas para mensurar a
eficacia; a avaliagdo da seguranca foi realizada por meio do potencial irritante in vitro
e in vivo das formulag¢des e para o uso destes extratos em produtos cosméticos e
dermatoldgicos. As formulagdes e os extratos foram considerados seguros pelos
ensaios realizados. A incorporagdo dos extratos nas formulagdes demonstraram
habilidade na captacdo dos radicais livres na pele através do aumento do FPS in
vivo, ja que nao houve aumento do FPS pela absor¢géo no UV in vitro.

Palavras-chave: Bauhinia, extratos vegetais, atividade antioxidante, fotoprotecao,
formulacéo antissolar.
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ABSTRACT

MANSUR, Maria Cristina Pinheiro Pereira Reis. Preliminary study of photoprotect
and antioxidant activities of extracts from leaves of Bauhinia microstachya var.
massambabensis Vaz in a sunscreen formulation. Rio de Janeiro, 2011. Dissertation
(Master’'s in Pharmaceutical Sciences) — Department of Pharmacy, Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

The therapeutic use of plants of the Bauhinia genus by populations from different
parts of the world has been confirmed by recent scientific studies - several
pharmacological activities have been demonstrated such as hypoglycaemic, antiviral,
fungicide, anti-inflammatory and anti-cancer, among others. Bauhinia microstachya
var. massambabensis Vaz is a plant found in the Rio de Janeiro State, Brazil. Four
different extracts of its leaves were investigated to evaluate their antioxidant capacity
by three different in vitro methods DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS (3-
ethylbenzotiazoline-6-sulphonic acid) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), using Ginkgo biloba (EGb 761®) and to Trolox® (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-caboxilic acid) a reference substance analogous water-soluble
of vitamin E, as standards. The aim of this work was to evaluate the photoprotect and
antioxidant activities of extracts from leaves of Bauhinia microstachya var.
massambabensis and study the association of these extracts with sintetic filters:
octilmethoxycinnamate, octocrylene and benzophenone-3 in a sunscreen
formulation. The selected extracts showed an efficient antioxidant capacity vis-a-vis
the standards products in the three run-tests. In the DPPH" and ABTS™ run-tests, in
decreasing order of activity: AcEt > WAc > raw EtOH > EtOH CA > EGb. In the
ORAC run-test: EtOH CA > raw EtOH > AcEt > WAc > EGb. Two were selected
extracts, EtOH AC and WAC to be tested in sunscreen formulations. The phototoxic
analysis was made in yeast cultures of Saccharomyces cerevisiae by MIC method.
The formulations EtOH CA and WAc a 1 % and their extracts showed no
phototoxicity. Available SPF (in vitro and in vivo) and UVA-PF evaluation techniques
were used to measure the efficacy of the formulations. For the evaluation of safety,
the formulation irritation potential in vitro and in vivo were considered to guarantee
the use of these extracts in dermatological and cosmetics products. The formulations
and extracts were deemed safe by the tests. The incorporation in the formulations of
the extracts demonstrated ability to scavenge free radicals in the skin by increasing
the SPF in vivo, since there was no increase in SPF by UV absorption in vitro.

Keywords: Bauhinia, plant extracts, antioxidant activity, photoprotection,
sunscreen formulation.
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1. Introdugéo

A Humanidade deseja a longevidade sem as alteracdes que o envelhecimento
acarreta no corpo fisico e psiquico do individuo. A radiacdo solar excessiva dentre
diversos outros fatores pode ser agravante no processo de envelhecimento cutaneo.
Todavia, os dermocosméticos tém desempenhado papel fundamental em atenuar,
prevenir e combater estas mudancas fisiolégicas observadas na pele. O
desenvolvimento de formulacbes multifuncionais empregando substancias que
possuam diferentes mecanismos de acdo, e proporcionem um resultado satisfatorio
na prevencao ao envelhecimento, combate aos danos e embelezamento da pele
constitui-se no alvo principal da Cosmetologia (PEYREFITTE et al., 1995; SCOTTI &
VELASCO, 2003).

O habito de expor todo o corpo ao sol para se bronzear é recente. No
passado, a aristocracia era representada nas obras de arte pela brancura da pele,
por ser o padrdo de beleza dominante na Europa. Naquela época, as jovens
pertencentes as classes sociais mais abastadas ndo expunham seu corpo ao sol. O
vestuario utilizado por elas deve ser considerado como uma protecdo aos efeitos
negativos dos raios solares, afinal o corpo ficava praticamente todo coberto pelas
roupas com mangas compridas, vestidos longos, meias e chapéus. As telas, de
Francisco Goya (1746-1828) pintor espanhol, retratam esta tendéncia. Essas telas,
provavelmente da mesma jovem, encontram-se no Museu do Prado, Madrid,
Espanha, e datam aproximadamente dos anos de 1797 a 1800 (Figura 1). O habito
de banhos diarios de sol surgiu a partir do século XIX, quando a elite passava as
férias no litoral, bem como a recomendacdo médica para os anémicos (KHURY &
NAKANO,2007).

Na atualidade, o bronzeado da pele é sinal de beleza e saude para a maioria
dos jovens brasileiros. Porém, uma parte da populacdo desconhece ou ignora 0s
danos de uma exposi¢cdo solar inadequada a pele e ao organismo humano. Na
verdade, o bronzeamento € uma resposta natural da pele, através da sintese da
melanina, aos efeitos deletérios cumulativos da radiacéo ultravioleta (RUV). Dentre
as diversas fungbes desempenhadas pela melanina em nossa pele estdo a
fotoprotecao, a termoregulacdo, acao antibiética, queladora de cations, a condi¢ao
de radical livre e de produto do sequestro do radical superéxido pela tirosinase
(NORDLUND et al., 2006).
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Figura 1: Oleo sobre tela, La Maja Desnuda (a) e La Maja Vestida (b)
de Francisco Goya, Museu do Prado, Madrid, Espanha.
Disponivel em <http://en.wikipedia.org/wiki/Francisco_Goya>.

Estudos recentes apontam as espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas
na pele, devido a exposi¢cao excessiva a radiagdo ultravioleta solar, como as “vilas”
de alguns efeitos cutaneos (JAIN & JAIN, 2010; DAMIANI et al., 2006). A resposta
aguda resume-se a inflamacédo (vermelhiddo, sensibilidade ao toque, edema) e
bronzeamento. A exposigdo cronica conduz ao fotoenvelhecimento e a
fotocarcinogénese (GEORGETTI et al., 2006).

Existem substancias sintéticas, como a benzofenona-2 (BZF-2), utilizadas
como filtros solares que foram retiradas do mercado por serem comprovadamente
toxicas e exercerem perigo real a saude de seus usuarios. Portanto, a busca por
novas substancias que sejam eficazes e seguras é imprescindivel para a qualidade
e credibilidade destes produtos (BRASIL-ANVISA, 2002).

Ha uma tendéncia mundial pela incorporacdo de produtos naturais em

formulagBes dermocosméticas, o que agrega valor ao produto especialmente pelo
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apelo comercial a maior aceitacdo por parte dos consumidores (RIVELLI et al.,
2008).

Extratos vegetais com propriedades antioxidantes tem despertado grande
interesse na area de fitocosméticos. Visto que, extratos vegetais fornecem um
complexo de substancias funcionais a pele que podem neutralizar a a¢do dos
radicais livres restabelecendo a homeostasia da pele e conferindo vantagens
eudérmicas, 0 que somente um derivado natural € capaz de proporcionar ao
individuo (PROSERPIO, 1976). Os fitocosméticos para chegarem ao mercado
necessitam da aprovacdo nos testes de seguranca e eficacia (BRASIL-ANVISA,
2004).

O uso medicinal das plantas pertencentes a familia Leguminosae pela
populacdo de diferentes partes do mundo tem encontrado respaldo em estudos
cientificos recentes. Essas plantas sdo comumente utilizadas na medicina popular
para o tratamento de diversas alteracdes na saude do individuo (LIM et al., 2009).

Bauhinia microstachya var. massambabensis Vaz € uma planta de ocorréncia
em restingas, com registros de coletas apenas para o estado do Rio de Janeiro
(VAZ, 1993). Vérias atividades foram comprovadas em extratos desta espécie,
inclusive forte atividade antioxidante (LEO, 2005).

Para comprovar a atividade antioxidante dos extratos vegetais existem
diversos testes in vitro, tais como: a varredura de radicais livres DPPH’ (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) e do monocation ABTS™ (2,2'-azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonato) que investigam radicais organicos; e o 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-xanteno-
3-ona) (GIADA, 2006).

O desenvolvimento de filtros solares mais seguros e eficientes com altos
fatores de protegéo utilizando quantidades menores de filtros é um dos alvos de
interesse para pesquisadores em fotoprotecao.

Visando garantir a seguranca dos extratos das folhas de Bauhinia
microstachya var. massambabensis e destes incorporados em formulacdo antissolar
para o uso cosmeético e dermatoldgico foram feitos diversos testes de seguranca:
fotoxicidade ex vivo, irritabilidade ocular in vitro e in vivo. A eficacia foi avaliada

através dos testes do FPS in vitro e in vivo a seco.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Pele e radiacao solar

A pele € o 6rgdo mais extenso do corpo humano constantemente exposta a
radiacao solar, quer seja por padrdes estéticos, profissionais, ou meramente através
da exposicdo das pessoas no deslocamento diario entre a moradia e o local de
trabalho (GUARATINI et al., 2009).

A pele é constituida por trés camadas de tecido: a epiderme, a derme e a
hipoderme (Figura 2). A epiderme é constituida por um conjunto de células vivas
chamada de epiderme viavel e por um grupo de células mortas formadoras do
estrato corneo (EC). A epiderme viavel € constituida de outras trés camadas
distintas: granulosa, espinhosa e basal. A camada basal tem por fungéo garantir a
renovacao da epiderme. A camada espinhosa é formada por células volumosas em
fase de crescimento, e onde ocorre a sintese de queratina. A camada granulosa é
constituida por células em seu ultimo estagio de diferenciacdo, passando a formar o
EC. A principal funcdo desempenhada pelo EC é garantir a homeostase cutanea,
funcionando como uma barreira protetora do organismo (BELO, 2008). A derme é
uma camada vascularizada de tecido conjuntivo denso por onde circula o sangue.
Esta camada é composta por fibroblastos, glicosaminoglicanas e macromoléculas
tais como o colageno (rede de fibras), e a elastina (componente essencial das fibras)
qgue formam os tecidos elasticos (HOLBROOK et al., 1993).

uve

UVA B

Figura 2: Representacdo esquematica da radiagdo solar nas camadas da pele.
Disponivel em: <http://laurielyandrade.blogspot.com/>.
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A radiacdo solar, especialmente a UV, é reconhecida como a principal fonte
exdgena responsavel pelo aumento da incidéncia de cancer de pele em grande
parte do mundo (FUCHS, 1998), inclusive no Brasil. Para complementar nossas
defesas enddgenas, a busca de substancias com potencial acédo fotoprotetora € uma
importante ferramenta de prevengdo a este tipo de cancer. Os raios UV sao
responsaveis por alguns efeitos benéficos como: a sintese de vitamina D3
(colecalciferol) que é responsavel pela fixacdo de calcio nos 0ssos, acéo fungicida e
bactericida, além da sensacdo de bem-estar. Entre os efeitos nocivos aos
individuos, a curto e médio prazos, encontram-se: a perda de agua e o
ressecamento da pele, provocando aspecto opaco, perda da elasticidade, eritema
(vermelhidao), edema, descamacéao e manchas. Podem ocorrer ainda queimaduras
solares de diferentes graus. A exposi¢cao solar crénica da pele a radiacdo UV leva a
uma variedade de efeitos adversos, incluindo o fotoenvelhecimento (enrugamento,
elastose e irregularidade da pigmentacdo), a fotocarcinogénese (carcinoma de
células basais e escamosas e melanoma maligno) e a diminuicdo da imunidade do
individuo (RAMOS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008).

A luz solar consiste de um espectro eletromagnético de varios comprimentos
de onda, entre 290 e 3000 nanémetros (nm), que se estende dos raios gama até as
ondas de radio, compreendendo os raios X, ultravioleta, visivel e infravermelho.
Entre estas radiacdes emitidas pelo sol, ha radiac6es ndo ionizantes, que podem ser
destacadas: a radiacao ultravioleta (RUV) num comprimento de onda (A) entre 100 a
400 nm, a luz visivel (VIS) entre 400 a 750 nm, e a radiag&o infravermelha (RIV) num
(\) de 750 a 2000 nm. A radiacdo na porcado VIS corresponde a aproximadamente
43 % das radiacbes eletromagnéticas provenientes do sol, que alcancam a
superficie terrestre. Na porcdo IV, essa energia chega a 49 %, ja a por¢cao UV
compreende apenas cerca de 5 % dessa energia. Das radiacdes citadas, as que
exercem efeitos significativos sobre a pele séo a radiacdo IV e a UV (NEVES, 2008).
Véarios fatores podem alterar a intensidade e a composicao da radiacéo recebida do
sol: as estacdes do ano, a latitude, a altitude, as condi¢cdes atmosféricas locais, entre
outras (LAMBERT, 1982).

Os raios UV subdividem-se em: ultravioleta A (UVA) entre 320 e 400 nm,
responsaveis pelo envelhecimento prematuro da pele; ultravioleta B (UVB) entre 290
e 320 nm, responsaveis pelas queimaduras solares (radiacdo eritematdogena) e

ultravioleta C (UVC) entre 100 e 290 nm, sendo que os UVC sao retidos pela
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camada de ozénio. Devido a destruicdo desta camada, que fornece ao planeta um
filtro protetor aos raios solares, estes chegam com maior intensidade a crosta
terrestre. A radiacdo UVA induz a formacdo de radicais livres (ex: peroxidos
citotoxicos) que sdo o0s principais responsaveis pela fotocarcinogénese e
fotoenvelhecimento. A radiacdo UVB produz eritemas, dentre outras alteracdes que
ocorrem na pele (SCOTTI et al.,2003).

Dr. Fitzpatrick um renomado dermatologista norte-americano estabeleceu a
classificacdo dos tipos de pele baseado na quantidade e no tipo de melanina
produzido no organismo, esta classificacdo € wusada como referéncia
internacionalmente (NORDLUNG et al., 2006). As caracteristicas dos tipos de pele
humana séo as seguintes (Figura 3):

Tipo | — sempre se queima, nunca se bronzeia. Geralmente pessoas de pele
branca leitosa, olhos e cabelos claros, com sardas.

Tipo Il — sempre se queima, bronzeamento minimo. Pessoas brancas,
cabelos e olhos claros.

Tipo 1l — gqueima moderadamente. Bronzeia-se gradualmente (bronzeado
leve). Corresponde ao fototipo mais frequente das pessoas brancas.

Tipo IV — queima pouco, bronzeia sempre (bronzeado moderado). Pessoas de
pele morena clara, cabelos e olhos escuros, orientais.

Tipo V — raramente queima, bronzeia sempre e intensamente. Pessoas
morenas, indigenas e mulatos.

Tipo VI — nunca se queimam. Profundamente pigmentados.

Em funcdo disto, principalmente no verdo, € necessario tomar medidas de
protecdo tais como: evitar a exposicao ao sol das 10:00 as 16:00h, usar chapéu ou
boné, camisa, 6culos escuros com lentes fotoprotetoras e filtro solar anti-UVB/UVA,
com fator de protecdo solar (FPS) igual a 15 ou maior, que devera ser aplicado 30
minutos antes da exposi¢cao, sempre ao sair da agua, apos atividade fisica, além de
repetir o espalhamento do filtro por todo o corpo a cada 2 horas (INCA, 2009).
Preocupada com os numeros alarmantes de incidéncia de cancer de pele no Brasil,
a Sociedade Brasileira de Dermatologia criou, em 1999, o Programa Nacional de
Controle do Céncer da Pele (SBD, 2009). Um dos cuidados para a prevencao desta
doenca é a utilizacdo diaria de filtros solares.

De acordo com Pathak (1983), as queimaduras e o bronzeamento sdo a

resposta estimada dos individuos através da estoria pessoal de cada um, apés a
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exposicao de 30 a 50 minutos ao sol de meio dia. O ser humano reage de formas

distintas a RUV conforme a classificagéo do tipo de pele (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo dos tipos de pele humana quanto a resposta relativa da exposigéo solar

Figura 3: Classificacéo dos tipos de pele (I a VI).
Disponivel em: <http://www.beltina.org/health-dictionary/fitzpatrick-skin-type-classification.htm|>.

aguda e a longo-prazo. Adaptado de Nordlund et al. (2006).

Tipo Suscetibilidade Corda Habilidade Susce tibilidade
de ao eritema pele facultativa de ao cancer de
pele bronzeamento pele
I Alta Branca Muito fraca Alta
Il Alta Branca Fraca Alta
[l Moderada Branca Boa Moderada
A\ Baixa Parda Muito boa Baixa
Vv Muito baixa Marrom Muito boa Muito baixa
VI Muito baixa Preta Muito boa Muito baixa




31

2.1.1 indice Ultravioleta e cancer de pele

O sol é imprescindivel para a vida na Terra e sobrevivéncia de muitas
espécies. E uma fonte inestimavel de energia, bem-estar e saide. A luz solar
também proporciona efeitos benéficos, tanto fisiolégicos como psicologicos. Por
ISS0, torna-se importante aprender a conviver com o sol, conhecer tudo de bom que
ele oferece e saber evitar os riscos ocasionados pela exposi¢cao excessiva.

O indice ultravioleta (IUV) é um importante parametro capaz de aumentar o
nivel de informagé&o publica contra os riscos da exposi¢ao excessiva a radiacao UV e
alertar as pessoas sobre a necessidade de medidas preventivas e corretivas. O UV
€ uma medida da intensidade da radiacdo ultravioleta do sol incidente sobre a
superficie da Terra (EDLICH et al.,2004). Quanto mais alto for o UV, maior o risco
de danos a pele e de aparecimento de cancer. Este indice pode ser verificado
diariamente como parte integrante da previsdo do tempo.

Os elementos do indice ultravioleta sdo: a latitude e a estacdo do ano, a
camada de o0zbnio, a altitude (em geral, a cada quilometro de aumento na altitude, o
fluxo de RUV aumenta cerca de 6 %), as nuvens, a reflexdo da superficie (a neve e
a areia contribuem muito para a refletancia) e a poluicdo (EDLICH et al.,2004).

A crescente incidéncia de cancer de pele tornou-se um problema de saude
publica em escala mundial, inclusive no Brasil. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em colaboracédo com o Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente
(UNEP), a Organizacdo Meteorologica Internacional (WMO), a Comissao
Internacional de Protecdo as Radiacdes Nao-lonizantes (IC-NIRP), decidiram
desenvolver um projeto conjunto de protecdo da populacdo contra os efeitos
danosos da RUV (WHO, 2011). A proposta foi a de associar uma escala
denominada indice Ultravioleta (IUV) aos niveis de RUV relevantes aos efeitos
bioldgicos estabelecidos no ser humano, que pode ser usado e compreendido
facilmente e, dessa forma, adotado e divulgado diariamente em boletins
meteoroldgicos. De acordo com Okuno e Vilela (2005) esta decisdo baseou-se no
fato de que 90 % das ocorréncias de cancer de pele do tipo ndo-melanoma surgem
em peles tipos | e Il (Figura 3, Tabela 1). Além disso, ao proteger esses grupos, 0s

demais, com pele tipos I, 1V, V e VI, estariam automaticamente protegidos.
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2.2 Fotoprotecéo e filtros solares

No Brasil, os filtros solares s&o classificados como cosmeéticos. De acordo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — RDC n° 237 de agosto
de 2002, existem varias regras para quando tais substancias forem adicionadas a
formulag&o: no rétulo do produto devem conter informacgdes sobre o FPS, indicacéo
para qual tipo de pele, composicdo de sua formulacdo, especificacdo sobre a
resisténcia a agua e adverténcias quanto ao uso. Para a determinacéo do FPS sao
aceitos testes, segundo métodos do Food and Drug Administration (FDA) ou do
Comité das Associa¢Oes Européias das Industrias de Perfumaria, Cosméticos e
produtos de Toucador (COLIPA). Os métodos de avaliacdo da protecdo UVB sao
muito similares entre si em sua esséncia. As diferencas existentes entre os métodos
atém-se basicamente na dosagem necessaria para simular a exposi¢cao solar, nos
critérios de rotulagem e nos parametros para a avaliacdo de resisténcia a agua. A
quantificacdo da protecdo UVA deverd ser realizada através de metodologias
reconhecidas e validadas (BRASIL-ANVISA 2002). O método in vivo mais utilizado
baseia-se na resposta tardia ou persistente da pele frente a radiacdo UVA, também
conhecido pela sigla em inglés PPD (Persistent Pigment Darkening). Atualmente, a
Australia é o Unico pais que possui método oficial para a medi¢cao da protecdo UVA
(KHURY & NAKANO, 2007).

Os métodos de medida do FPS baseiam-se no aparecimento de eritema na
pele. Portanto, dose eritematdgena minima (DEM) é definida como a quantidade de
energia requerida para produzir a primeira reagdo eritematica perceptivel com
bordas claramente definidas, observadas entre 16-24 horas ap0s a exposicdo a
radiacdo ultravioleta (Figura 4). O FPS corresponde a quantas DEM uma pessoa
pode expor-se ao sol sem desenvolver o eritema, isto €, a relacdo entre a
quantidade de energia ultravioleta necessaria para produzir uma DEM na pele
protegida e a energia requerida para produzir uma DEM na pele nao protegida. Por
exemplo: uma pessoa para desenvolver eritema precisa ficar exposta ao sol por 10
minutos sem usar nenhum produto. Com um protetor FPS 15 terd este tempo
prolongado para 15 vezes, ou seja 10 minutos multiplicados por 15 igual a 150
minutos (2 horas e 30 minutos) (KUREBAYASHI et al., 2002).
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Figura 4: Pele sem fotoprotecdo: Eritema provocado por exposi¢do ao sol sem fotoprotetor (a);
Envelhecimento cutaneo devido a exposigdo excessiva a longo prazo (b).
Disponivel em: <http://stopthesun.com/blog/wp-content/uploads//ew.jpg>;
<http://no2tanning.info/premature>.

A determinacéo do FPS é feita em laboratorio, utilizando uma lampada de UV
para simular a radiagdo ultravioleta solar. Os testes externos utilizando realmente a
radiacao solar ndo sdo muitos comuns, devido a dificuldade em controlar as diversas
variaveis naturais, entre elas a intensidade de luz e a condicao atmosférica.

O filtro solar ideal que cumpre a sua funcdo com eficacia e seguranca deve
absorver a radiacao na faixa de 280-400 nm, apresentar alto coeficiente de extingéo,
manter o pico de absorcdo independente do solvente, ter caracteristicas lipofilicas,
ser atOxico, ndo causar irritacdo nem sensibilizacdo na pele, ser barato, ser
compativel com veiculos cosméticos, ter boa espalhabilidade e aderéncia na pele
(KUREBAYASHI et al., 2002).

Para complementar a acdo protetora e diminuir a concentracdo de
substancias sintéticas que possam causar efeitos indesejados no uso das
formulagOes antissolares, torna-se importante que os filtros atuais possuam na sua
composicdo propriedades antioxidantes oriundas de fontes naturais (BABY et al.,
2008; GONZALEZ et al., 2008).

A aceitacdo por parte dos consumidores de filtros solares contendo produtos
de origem vegetal € bem maior do que os constituidos apenas por sintéticos pois,
em geral, os extratos vegetais conferem um conjunto de ac¢des dentro do mesmo
produto, tais como: atividade antioxidante, antiinflamatdria, fotoprotetora, emoliente e

umectante ao invés de uma unica acdo (RAMOS et al., 2003).
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2.2.1 Caracteristicas dos filtros solares OMC, OCT e BZF-3

Os filtros solares podem ser de natureza fisica ou quimica. Os agentes fisicos
refletem ou dispersam a radiacdo solar. Durante algum tempo, os filtros solares
fisicos foram negligenciados devido a aparéncia antiestética que causavam nos seus
usuarios. Com o advento da nanotecnologia alguns desses problemas foram
resolvidos (JAIN & JAIN,2010). Ja os agentes quimicos sdo substancias que
absorvem a radiacao ultravioleta e podem ser de origem sintética ou natural.

A RDC n° 47 de 16 de margo de 2006 da ANVISA define a lista de filtros
ultravioletas permitidos para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes
que contempla 38 substancias (BRASIL, 2006). Além das substancias desta lista, as
formulac6es podem também conter outras substancias que atuam sinergisticamente
na pele, como é o caso de antioxidantes como a vitamina E. Esta, ao ser utilizada
em produtos para protecao solar e dependendo da sua formulagéo, pode aumentar o
fator de protecdo solar in vivo, através da diminuicdo da formacdo de eritema.
Outras substancias e a mistura delas, sintéticas ou de origem natural, vém sendo
amplamente estudadas, na busca da otimizacdo dos protetores solares, visando a
ampliacédo da lista de substancias fotoprotetoras (GUARATINI et al., 2009).

Os filtros quimicos sintéticos sdo substancias organicas que apresentam em
sua estrutura grupos cromoforos que absorvem a RUV simulando a acéo
fotoprotetora da melanina. E muito comum encontrar nas prepara¢des antissolares
atuais a combinacéao de dois ou mais filtros, com a finalidade de promover um maior
FPS (GASPAR et al., 2006).

Os filtros sintéticos organicos: 4- metoxicinamato de 2- etilexila ou
octilmetoxicinamato (OMC); 2-ciano-3,3-difenil-acrilato de 2-etilexila ou octocrileno
(OCT); e 2-hidroxi—-4—metoxibenzofenona ou benzofenona 3 (BZF-3) s&o os mais
utilizados mundialmente, pois abrangem ampla faixa dos espectros UVA e UVB,
além da comprovada seguranca das concentracdes recomendadas por formula pelo
FDA e pela legislacéo brasileira (Figura 5) (RANGEL & CORREA, 2002; EDLICH et
al., 2004; BRASIL, 2006).
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Nome Comercial

FILTROS SINONIMOS NOME QUIMICO ESPECTRO CONC. MAX.
PERMITIDA (%)

Uvinul M — 40
Eusolex 4360
Neo Heliopan BB 2-hidroxi—4— 10
Escalol 567 metoxibenzofenona UVA curto
Tinosorb B3
Oxibenzona

Tinosorb OMC
Escalol 557
Parsol MCX

NE AEterEEn A 4- metoxicinamato
Octilmetoxicinamato Uvinul MC-80 L uvB 10
de 2- etilexila
Eusolex 2292
Metoxicinamato de
octila
Cinoxate

Benzofenona - 3

Neo Heliopan 303 . I
Uvinul N-539 2-ciano-3, 3-difenil-

Octocrileno Escalol 597 acrilato uvB 10

Eusolex OCR de 2-etilexila
Figura 5: Esquema ilustrativo dos trés filtros, nomes comerciais, espectro de acao e concentracao
maxima permitida na formulacdo (BRASIL-ANVISA 2006).

O OMC é um derivado da classe dos cinamatos (Figura 6 a), de peso
molecular igual a 290,4 g mol™* que absorve na faixa do UVB, apresenta absorcdo
méaxima em 311 nm. E um dos filtros solares mais utilizados na prote¢éo da por¢éo
UVB do espectro eletromagnético (SHAATH, 1997; RIBEIRO, 2004; MONTEIRO,
2008). O OMC é um liquido oleoso, transparente, levemente amarelado, com odor
caracteristico bastante fraco, insolivel em agua, soluvel em etanol e 6leo mineral. A
concentracdo maxima permitida pelo FDA é de 7,5 %, porém a maioria dos paises
permite a concentracdo maxima de 10 %, incluindo o Brasil e a COLIPA
(MONTEIRO, 2008; SHAATH, 2007; RIBEIRO, 2004).
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Figura 6: Formula estrutural dos filtros sintéticos organicos: OMC (a), OCT (b) e BZF-3 (c)
(SHAATH, 2007).

O OCT é um derivado pertencente a classe dos cinamatos (Figura 6 b), de
formula molecular igual a Cy4H27NO,, e apresenta-se como um liquido viscoso
amarelo claro, com odor aromatico tipico, que absorve a radiacdo na faixa do UVB,
com absorgédo maxima em 303 nm. E comumente utilizado para estabilizar o OMC,
reduzindo sua isomerizagdo e consequentemente melhorando a eficacia da
formulacdo antissolar. E solivel em miristato de isopropila, etanol, &lcool
isopropilico, insoluvel em agua, propilenoglicol, e glicerina. A concentragdo maxima
permitida pelo FDA e pela maioria dos paises é de 10 % (SHAATH, 2007; RIBEIRO,
2004).

A BZF-3 é uma cetona aromatica (Figura 6 c), de formula molecular igual a
C14H1203, um composto importante na fotoquimica orgéanica e na cosmetologia.
Absorve a radiacdo nas faixas UVA e UVB, apresenta absor¢do maxima em 286 nm
e em 324 nm. E um p6 amarelo claro, inodoro, insolivel em agua e em 6leo mineral,
soluvel em propilenoglicol, etanol, alcool isopropilico, glicerina, miristato de
isopropila, em concentragcbes até 12 %. A BZF-3 age como filtro otico, pois ela &
capaz de utilizar a energia da radiagcdo UV para se excitar e na volta para o estado
fundamental ela dissipa essa energia em forma de calor para o ambiente ao invés de
emitir radiacéo lesiva a pele. Isso é possivel devido a BZF-3 possuir seus estados de
singleto e tripleto muito préoximos entre si em energia. A concentracdo maxima
permitida pela agéncia internacional reguladora de alimentos e medicamentos

(U.S.FDA/CDER, 1997) é de 6 %, porém a maioria dos paises permite a



37

concentragcdo méxima de 10 %, incluindo o Brasil e a COLIPA (SHAATH, 2007,
RIBEIRO, 2004).

Atualmente os filtros solares sao incorporados em produtos para uso diario,
como hidratantes, batons e produtos para cabelo. Segundo relatos, uma grande
guantidade de filtros solares como oxibenzona, OMC, octilsalicilato e homosalato
foram encontrados em camadas mais profundas do EC, 30 minutos apos aplicagdo
em voluntarios. A quantidade encontrada foi menor apds 4 horas da aplicacédo, o que
evidencia uma absorcédo para as camadas mais profundas da pele, e cerca de 1%
da dose aplicada de oxibenzona e seus metabdlitos foram encontrados na urina
apos uma Unica aplicacado (SARVEIYA et al., 2004).

As Ultimas pesquisas sobre fotoprotecdo da pele tem mostrado que
incorporacdo de antioxidantes topicos nas formulacdes antissolares constituem-se
numa estratégia importante para o aumento do efeito fotoprotetor suplementar dos
filtros solares sintéticos permitidos pela lei (GONZALEZ, 2008).

2.3 Antioxidantes naturais em formulagdes antissola res

Proserpio (1976) ressalta a importancia da utilizacdo de produtos sintéticos e
naturais juntos numa mesma formula. A exclusdo dos filtros sintéticos apenas para
obtencdo de “cosméticos vegetais” fotoprotetores ndo agregaria ao produto
qualidade indispensavel. Muitos filtros sintéticos possuem ac¢fes suplementares
interessantes a fungdo antissolar, como conferir aos produtos cosmeéticos
fotoprotetores uma maior resisténcia a contaminacdo microbiana. Por outro lado, a
adicdo de uma porcao apropriada de filtros naturais aos filtros sintéticos produz,
além de vantagens eudérmicas, uma excelente capacidade para absorver a radiacéo
UV curta e atuam como “curativos efetivos” protegendo os capilares periféricos.
Alguns também favorecem a producdo de melanina, estruturas pigmentares
endogenas, conferindo efeito emoliente e descongestionante. Em geral, os extratos
vegetais fornecem um complexo de substancias funcionais a pele, o que somente
um derivado natural é capaz de fazé-lo. Muito antes do surgimento dos filtros solares
sintéticos manufaturados para a protecdo da pele contra a radiacdo UV, os extratos
vegetais eram usados com esta finalidade. Proserpio (1976) cita a utilizacdo de
extratos de aloé, frangula, camomila e hipérico, entre outros, como filtros solares e

indica o possivel grupo quimico (poliglicosideos hidroxiantracénicos naturais)
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responsaveis pela absor¢cdo presente nestes extratos, comparando-os ao grupo
qguimico de filtros sintéticos utilizados no mercado.

Na década de 80, os estudos visavam a utilizacdo de produtos naturais como
filtros solares, ainda ndo disseminados nas formulagfes cosméticas para a protecao
da pele. Bader et al. (1981) ao pesquisarem substancias naturais como agentes
fotoprotetores incorporados nas formulagcbes de filtros solares, encontraram
aplicacdo de extratos secos em diversas concentracdes de aloé, frangula, sene e
cascara-sagrada com propriedades benéficas consistentes para este fim. Ramos et
al. (2003) objetivaram avaliar a acdo dos extratos de Aloe spp e Hamamelis
virginiana como filtros solares, assim como da associacdo desses extratos com o
filtro sintético OMC. As autoras encontraram resultados promissores dos extratos
secos, mais concentrados, absorvendo na faixa de comprimento de onda entre 260-
350 nm, além da associacdo dos extratos com o filtro sintético resultando num
aumento do FPS, sugerindo um efeito sinérgico. Rosa et al. (2008) avaliaram o FPS
de extratos vegetais aquosos de diversas plantas e viram que extratos, a partir da
concentracdo de 10% (massa da planta triturada/volume de agua) de Achillea
millefolium (FPS = 8), Sonchus oleraceus (FPS = 6) e Porophylum ruderale (FPS =
5) foram os mais eficazes como fotoprotetores contra eritematose, levando em
consideracdo as radiagbes UVA-UVB. Os autores concluiram que, devido a baixa
concentracdo, esses extratos podem ser empregados na producao de fitocosméticos
com aplicacdo fotoprotetora. Ao comparar filtros fisicos com os filtros quimicos de
origem vegetal, estes demostraram ser produtos mais suaves e com baixo perfil de
toxidez (JAIN & JAIN, 2010).

O emprego de extratos vegetais com intuito de proteger a pele contra o
fotoenvelhecimento vem crescendo muito nos ultimos anos, uma vez que alguns
destes extratos apresentam substancias com alto potencial antioxidante que
poderiam neutralizar os radicais livres produzidos na pele ap0s a exposicao
excessiva a radiacado UV (FFGUYER et al., 2003).
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2.4 Radicais livres, oxidagao, estresse oxidativo e antioxidantes
2.4.1 Radicais livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos, instaveis que
contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. Ora cedem o
elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro reduzindo-se.

Na verdade, radical livre ndo € o termo ideal para designar os agentes
reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados
em sua Ultima camada como, por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H,0;) e o
oxigénio singlete (*O,) (FERREIRA et al., 2007; BIANCHI & ANTUNES,1999). Em
sua maioria sdo derivados do metabolismo do oxigénio (O;), e denominados
espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como: radicais superéxido (O,”), alcoxila
(RO, hidroxila (HO"), 6xido nitrico (NO°), peroxila (ROQO"), entre varios outros (Figura
7). As EROs sdo formadas continuamente durante os processos metabdlicos —
normais ou patogénicos — ou sao provenientes de fontes exogenas fisicas e
quimicas (GOULART et al., 2009).

Este é o paradoxo do metabolismo do O,, a0 mesmo tempo as EROs sao
toxicas a certas estruturas celulares, o O, € essencial para vida e producdo
energética celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

As EROs e os radicais livres estdo diretamente envolvidos numa infinidade de
doencas nos seres humanos. Eles reagem com uma ampla variedade de substratos
bioldgicos, tais como: lipideos, acido desoxirribonucléico (ADN) e proteinas,
resultando em danos a membrana celular. Esses danos incluem mutacdo do ADN,
oxidacdo das proteinas, peroxidacao lipidica, contribuindo para o desenvolvimento
do cancer, diabetes, ateroesclerose, inflamacbes e envelhecimento precoce
(FINKEL & HOLBROOK, 2000). Entretanto, os antioxidantes (enddgenos ou
exdgenos) podem prevenir os danos ou a morte celular (SILVA et al., 2005).
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Célula atacada
pelos radicais livres

_

Dano
causado

a membrana
celular

Figura 7: Esquema ilustrativo do ataque dos radicais livres a célula. Disponivel em:
<http://www.darwinstable.com/2010/07/21/free-radicals-why-they-matter/>.

2.4.2 Oxidacéo

A oxidagdo é um fenébmeno quimico muito complexo, envolvendo reagfes
radicalares capazes de auto-propagacao, e que dependem do tipo de acédo catalitica
(temperatura, ions metalicos, radicais livres e pH). No decurso da reacdo, ela é
classicamente dividida em trés fases: iniciagdo, propagacéo e terminacédo (BORGES
et al,, 1999). O que envolve o desaparecimento dos substratos da oxidac&o
(oxigénio, lipidio insaturado); o aparecimento dos produtos primarios de oxidacdo
(peroxidos e hidroperoxidos), e o aparecimento de produtos secundarios de
oxidacao (epdxidos, compostos volateis e ndo volateis).

Os antioxidantes neutralizam a oxidacdo de duas diferentes maneiras:
protegendo os alvos lipidicos a partir dos iniciadores da oxidacdo ou blogueando a
fase de propagacdo. No primeiro caso, os antioxidantes sdo chamados primarios,
isto €, retardam a formacg&o das EROs ou capturam as espécies responséaveis pela
iniciacdo da oxidacdo. No segundo caso, 0s antioxidantes sdo chamados

secundarios, eles interceptam os radicais responsaveis pela fase de propagacao da
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oxidacdo, ou indiretamente participam da quebra da propagacdo em cadeia
(LAGUERRE et. al., 2007). Porém, torna-se importante ter em mente que 0s
antioxidantes frequentemente agem por um conjunto de mecanismos quimicos que

combinam diferentes tipos de antioxidagao.

2.4.3 Estresse oxidativo e antioxidantes

As EROs desempenham varias fungdes in vivo, sendo algumas positivas e
relacionadas a producdo de energia, fagocitose, regulacdo de crescimento celular e
de sinalizacdo intercelular, além da sintese de compostos biologicamente
importantes (HALLIWELL, 1997). Em certos momentos, a presenca destes radicais
livres € maior do que as defesas do organismo em elimina-los, e por isso
comprometem a manutencdo de muitas fungdes fisioldgicas. Entdo, as EROs podem
ser extremamente danosas aos tecidos, uma vez que atacam os lipideos de
membranas celulares, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, causando
oxidacdo e alteracdo destas moléculas. Essas alteracbes envolvem o
desenvolvimento de diferentes patologias no organismo. Portanto, sdo consideradas
chave nos processos de resposta inflamatéria, envelhecimento e de doengas como o
cancer (PIETTA, 2000).

A pele possui um conjunto de mecanismos de defesa antioxidante: enzimatico
intrinseco e nado-enzimatico, que atuam protegendo 0s espacos intra e
extracelulares. As enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase neutralizam o
peréxido de hidrogénio e lipoperoxidos. A superéxido dismutase-Cu-Zn e a
superéxido dismutase-Mg protegem as células contra o radical superoxido.
Antioxidantes nao-enzimaticos incluem o acido ascoérbico, a vitamina E, e o
ubiquinol, presente nas mitocondrias, entre outros. Quando ha um desequilibrio nas
nossas reservas antioxidantes a favor das substancias oxidantes o resultado é
chamado estresse oxidativo (FERREIRA et al., 2007). Na pele humana, muitos
antioxidantes de baixo peso molecular estdo presentes e alguns detectaveis em
concentragbes relevantes mesmo no estrato corneo. Pode ocorrer queda na
concentracdo do antioxidantes endogenos devido a uma série de fatores, inclusive
externos, como serem consumidos pela radiacdo UV solar, consequentemente
associada a formacao de componentes celulares oxidados e morte celular. Além das

medidas fisicas ou quimicas para a protecdo contra a luz ultravioleta, o uso de
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antioxidantes de baixo peso molecular parece ser apropriado para a prevencao do
envelhecimento cutdneo prematuro. Isso pode ser fornecido a pele via dieta rica em
frutas e vegetais ou por meio de administragdo topica ou oral destes (PODDA et al.,
2001).

Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados em formas farmacéuticas
encontram-se o hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT).

Ha muita controvérsia nessa area de pesquisa, indicando a necessidade de
obtencéo de evidéncias a respeito da eficacia, seguranca e dosagem apropriada de
antioxidantes em relagdo as doengas cronicas. As caracteristicas que um bom
antioxidante deve apresentar: ser um composto biol6gico naturalmente presente em
tecidos animais; atividade na protecdo de moléculas de proteinas e lipidios; boa
disponibilidade apds administracdo oral e parenteral, meia-vida longa; atividade no
espaco intra e extracelular, capacidade de cruzar a membrana celular intacto. O que
nenhum antioxidante isoladamente € capaz de reunir (GOULART et al., 2009).

Quanto a solubilidade, os antioxidantes naturais podem ser denominados:
hidrofilicos, como por exemplo a vitamina C e a maioria das substancias fendlicas, e
antioxidantes lipofilicos, particularmente a vitamina E e os carotenodides. Ambos tem
um papel importante no espectro de processos bioquimicos e fisiolégicos (HUANG
et al., 2002).

Os antioxidantes podem agir por diferentes mecanismos nas etapas da
sequéncia oxidativa, capturando o oxigénio singlete, reduzindo radicais peroxidos,
desativando os radicais livres por reagdo de adicao covalente, ligando ions metélicos
que poderao gerar as EROs (LAGUERRE et al., 2007).

A capacidade antioxidante deve ser investigada exaustivamente por
diferentes metodologias, pois segundo alguns autores (FUCHS, 1998; NIKI, 2010)
uma substancia potencialmente antioxidante age como pro-oxidante sob condi¢cfes
especiais. Por exemplo, o alfa-tocoferol absorve a radiacdo UV na pele gerando
radicais tocoferoxilas. Pelo mecanismo préprio de estabilizacdo do tocoferol, este
atua como depletivo de outros antioxidantes presentes em nosso organismo, COmo 0

ascorbato, tiol e ubiquinol, demostrando desta forma atividade pro-oxidante.
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2.5 Plantas com atividade antioxidante

As plantas constituem-se numa fonte importante de produtos naturais que
desempenham papel relevante na medicina tradicional em diferentes paises.

Ao longo da evolugdo, os organismos vivos desenvolveram estratégias para
tornarem-se capazes de sobreviver sob intensa e direta exposicédo a radiacdo UV.
Cada organismo vivo exposto a radiacdo UV apresenta diferentes reacdes, e
particularmente producdo de substancias fotoprotetoras, tais como, os flavonoides
sintetizados pelos vegetais, e a melanina expressa pelas células animais e humanas
(HENRIQUES et al., 2009).

Muitos dos principios ativos em plantas medicinais sdo substancias fendlicas.
Existe um extenso numero de trabalhos publicados descrevendo a atividade
antioxidante de ervas, plantas medicinais, temperos e alimentos. No estudo da
determinacao do conteudo fendlico e avaliacdo da atividade antioxidante de Acacia
podalyriifolia A. Cunn. Ex G. Don, Leguminosae-mimosoideae, os autores avaliaram
a atividade captadora de radicais empregando o método DPPH e concluiram que,
dependendo da polaridade do solvente utilizado na extracdo, explica-se uma maior
atividade antioxidante obtida devido a classe das substancias extraidas (ANDRADE
et al., 2007). Estudos recentes tém relacionado plantas pertencentes ao mesmo
género como fontes de substancias fendlicas, as quais apresentam propriedades
biologicas diversas. Algumas plantas pertencentes a familia Leguminosae possuem
alto conteudo de polifendis totais (PT), e as substancias com nudcleo fendlico, como o
tocoferol, flavondides e acidos fendlicos apresentam destaque especial como
antioxidantes (SILVA et al., 2007).

Hostettmann et al. (2003) falam sobre a importancia da quimiotaxonomia, a
ciéncia da classificacdo das plantas em funcdo dos seus constituintes quimicos.
Algumas classes quimicas de substancias séo caracteristicas de uma familia, um
género ou mesmo de uma unica espécie. Significa dizer que é possivel encontrar
substancias analogas aquela natural que exerce funcéo terapéutica em espécies do
mesmo género ou da mesma familia. Neste contexto, os antioxidantes de origem
natural merecem atencao especial, pois as plantas sintetizam um grande namero de
metabdlitos secundarios capazes de captar os radicais livres (SOUZA et al., 2010).

Atualmente preconiza-se a padronizacao das culturas de plantas medicinais e

0 uso de marcadores que indicam a presenca de componentes quimicos especificos
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na planta. A obtencdo de extratos padronizados, com quantidades definidas de
substancias quimicas € fundamental para a preparacdo de formas farmacéuticas
seguras e de qualidade garantida. De acordo com a legislacdo vigente (BRASIL-
ANVISA, 2010) RDC n° 14 de 31 de marco de 2010, “marcadores sdo compostos ou
classe de compostos quimicos (ex: alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.)
presentes na matéria-prima vegetal, preferencialmente tendo correlacdo com o efeito
terapéutico, que sao utilizados como referéncia no controle da qualidade da matéria-
prima vegetal e do medicamento fitoterapico”.

A grande complexidade quimica existente num extrato vegetal torna muito
dificil atribuir, separar bem como quantificar em matrizes biolégicas esta ou aquela
classe especifica de substancias responsaveis por determinada propriedade
terapéutica. Assim, varios ensaios in vitro vem sendo desenvolvidos para avaliar a
atividade antioxidante total de diferentes amostras, especialmente vinhos, frutas, e
outros vegetais (GIADA & MANCINI-FILHO, 2004).

2.5.1 Gingko biloba Linné

Ginkgo biloba Linné, uUnica planta vivente da familia Ginkgoaceae, €
considerada um fdssil vivo (Figura 8). Curiosamente possui forte resisténcia a uma
grande variedade de pragas e fungos, o que contribui para sua longevidade. Apos a
Segunda Grande Guerra Mundial despertou o interesse de pesquisadores, quando
observaram que a “Arvore da Vida” havia sobrevivido a radiacdo nuclear em
Hiroshima (BELO, 2008). Varios estudos clinicos validaram o uso seguro e eficaz de
extratos desta planta indicados para deficiéncia de memoéria, distarbio de
concentracdo, condicdo emocional depressiva, vertigem, tinido auditivo e dor de
cabeca. Para que as acbes benéficas do Ginkgo biloba sejam obtidas torna-se
imprescindivel a utilizacdo de extratos padronizados contendo 24 % de flavonoides
simples e complexos (biflavondides), além de 6 % de derivados terpenoidicos
(gincolideos A, B, C, J e M e bilobalideo) (ROCHA, 2006).
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Figura 8: “Arvore da vida”: Gingko biloba Linné (a), folha (b) e capsulas de G. biloba (c).
Disponivel em: <http://www.natural-cures-for.com/herbs/gingko-biloba>
<http://www.plantsystematics.org/imgs>

2.5.2 O género Bauhinia: Ocorréncia e a variedade massambabensis

Pertencente a familia Leguminosae-Caesalpinioideae, atualmente chamada
familia Fabaceae (ARAUJO et al., 2009) Bauhinia € um género cosmopolita, com
espécies amplamente distribuidas em toda zona equatorial tropical, em ambos os
hemisférios (SALATINO, 1976). Bauhinia conta com aproximadamente 300
espécies, com pelo menos 100 destas ocorrendo em territorio brasileiro. Trabalhos
envolvendo fitoquimica, tem demonstrado que o género Bauhinia revela-se numa
riquissima fonte para o estudo de atividades farmacol6gicas (LEO, 2005).

Bauhinia microstachya var. massambabensis Vaz (Figura 9) sédo lianas de até
oito metros de altura, de ocorréncia restrita a regibes mais aridas, como restingas e
corddes arenosos, com registros de coletas apenas para o Estado do Rio de Janeiro
(VAZ,1979; VAZ & MARQUETE, 1991). Esta espécie é encontrada na Area de
Protecdo Ambiental (APA) de Massambaba, localizada na regido dos Lagos, a leste
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da cidade do Rio de Janeiro. Esta area encontra-se entre as “Areas Prioritarias para
a Conservacgdo, Utilizacado Sustentavel e Reparticdo de Beneficios da Biodiversidade
Brasileira” ou “Areas Prioritarias para a Biodiversidade”, e indicada nas classes de
importancia biolégica e prioridade de acdo como ‘“extremamente alta”. B.
microstachya var. massambabensis é encontrada em floresta classificada como néo
inundavel e possui habito de trepadeira (ARAUJO et al., 2009).

A escolha desta espécie em nosso estudo baseia-se na elevada capacidade
antioxidante do extrato de suas folhas detectada por meio dos ensaios com o radical
livre DPPH’ (MENEZES et al., 2004), como demonstrado por Leo (2005).

Figura 9: Vista panoramica de Bauhinia microstachya var. massambabensis, na reserva ecologica da
restinga de Jacarepia, Area de Protecdo Ambiental (APA) de Massambaba, municipio de Saquarema
no Estado do Rio de Janeiro. Fotos da autora.

O uso medicinal das plantas pertencentes ao género Bauhinia pela
populacdo de diferentes partes do mundo tem encontrado respaldo em estudos
cientificos recentes, por apresentarem atividade hipoglicemiante, fungicida, antiviral,
anticancerigena, antioxidante entre outras (SILVA & CECHINEL-FILHO, 2002;
FANG et al., 2010). Algumas destas espécies sdo conhecidas popularmente por
“pata-de-vaca”, “escada-de-macaco” ou “cipé-escada’ dentre outras denominacoes.

Ao avaliar a capacidade antioxidante de extratos de Bauhinia microstachya
(Raddi) Macbride, foi verificado por Hirata (2004) que o0s extratos preparados

mantiveram alta capacidade antioxidante de uma forma geral quando comparados
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com valores obtidos de outras espécies. Estudos fitoquimicos preliminares revelaram
que plantas pertencentes ao género Bauhinia sdo constituidas por glicosideos
esteroidicos, triterpenos, lactonas e flavonoides, cuja presenca comprova a eficacia
destas plantas em varios modelos experimentais. Desta forma, a incorporacédo dos
extratos testados e selecionados desta espécie em formas farmacéuticas de uso
topico para prevencdo dos danos causados a pele pela radiagdo UV torna-se ao
menos interessante. Similarmente, outros estudos utilizando extratos de cha verde e
Ginkgo biloba em formulagBes cosméticas com acao fotoprotetora mostraram ser

extremamente eficazes, como demonstrado por Belo (2008).

2.5.3 A formacéao dos flavondides nos vegetais e 0 e  feito antioxidante

A estrutura bésica dos flavondides consiste de dois anéis aromaticos
conectados por uma ponte de trés atomos de carbono (C6-C3-C6), resulta de rotas
biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e a do acetato, via acido maloénico.
A primeira origina fenilalanina, o precursor do acido cinamico que, por sua vez,
origina o acido cumarico, responsavel por um dos anéis aromaticos (anel B) e a
ponte de trés carbonos. A segunda, resulta no outro anel aromatico (anel A) da
estrutura basica dos flavondides (Figura 10 a). As varias classes de flavondides
diferem no nivel de oxidacdo e no padréo de substituicdo do anel C, enquanto que
substancias de uma mesma classe diferem entre si pelo padrao de substituicdo dos
anéis A e B (Figura 10 a) (PETROVICK et al., 2004).

Os flavondides geralmente ocorrem nos vegetais como derivados glicosilados,
e participam da fotossintese na fase dependente da luz (PIETTA, 2000). Eles
desempenham diferentes papéis na ecologia das plantas, tais como, cores atrativas
para polinizadores, defesa contra predadores por causa de sua propriedade
adstringente, e principalmente pela capacidade de absorver a radiacdo UV
protegendo as plantas deste tipo de radiacdo solar, além de capturar as espécies
reativas de oxigénio gerados pelos raios UV (PETROVICK et al., 2004). Neste
contexto, € possivel que a atividade antioxidante atribuida aos flavondides no
organismo humano seja a neutralizacdo de radicais livres, inibindo a peroxidacéo
lipidica que € a principal responséavel pelo fotoenvelhecimento e cancer de pele
(LAGUERRE et al., 2007).
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Os flavonoides figuram entre os produtos naturais mais importantes e
diversificados da ampla classe de substancias fendlicas distribuidas no reino

vegetal.

OH O 1

Figura 10: Estrutura basica dos flavonoides (a) e formula estrutural da quercetina (b)
(PETROVICK et al., 2004).

No estudo de plantas coreanas Cho et al. (2003) encontraram forte potencial
antioxidante pelo método do DPPH" promovidos por diversos compostos fendlicos,
tais como, acido galico, galato de metila, quercetina (Figura 10 b) e kaempferol entre
outros. Esses autores viram que os polifendis isolados podem ser agentes
promissores no tratamento de diversas doencas associadas ao estresse oxidativo.

Yokozawa et al. (1998) sustentam que um aumento do peso molecular e/ou a
presenca de grupos galoila e de estrutura orto-hidroxilica potencializam efeitos
antioxidantes, pois os radicais polifendlicos sdo conhecidos como espécies
altamente reativas, capazes de sofrerem uma variedade de reacbes, levando a
dimeros, que sado formas poliméricas, mais ativas do que seus respectivos
monomeros (YOSHIDA et al., 1989).



49

Um bom exemplo pode ser visto por Rouanet et al. (2010) que associaram a
prevencdo de ateroesclerose, em ensaios com hamsters com uma dieta rica em
flavondides, sendo varios destes derivados da quercetina e do kaempferol. Uma
recente revisdo sobre dieta rica em kaempferol e seus beneficios pode ser
encontrada em Calderon-Montano et al. (2011). As atividades descritas incluem
antioxidante, antiinflamatodria, antimicrobiana, anticancerigena, cardioprotetora,
neuroprotetora, antidiabética, antiosteoporose, estrogénica e antiestrogénica,

ansiolitica, analgésica e antialérgica.

2.6. Métodos in vitro para avaliacdo da capacidade antioxidante

Existem diversos métodos in vitro para avaliacdo da capacidade antioxidante
da substancia em andlise, tais como: DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), ABTS™
(2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), ORAC, sistema de co-oxidagéo do [3-
caroteno/acido linoléico, FRAP (poder antioxidante na reducdo do ferro), TBARS
(substancias reativas ao &acido tiobarbitarico), método Rancimat, entre outros
(KUSKOSKI et al., 2005; ANTOLOVICH et al., 2002).

As reacGes quimicas podem envolver a transferéncia de elétrons ou de H', e
quanto a classificacdo estes métodos podem ser baseados no sequestro de radicais
livres do meio e nos que empregam lipideos como substrato (GIADA, 2006). Alguns
meétodos determinam a capacidade dos antioxidantes na varredura de radicais livres
gerados no meio de reacdo, outros medem a varredura de espécies radicais
estaveis pelos antioxidantes, ou a eficiencia dos antioxidantes em remover radicais
de oxigénio gerados por sistema enzimatico ou, ainda, a inibicdo da peroxidacéo
lipidica pelos antioxidantes (PULIDO, BRAVO & SAURA-CALIXTO, 2000).

2.6.1 Método DPPH*

A descoloracdo do radical livre estavel DPPH’, também chamado método
DPPH, foi originalmente desenvolvido por Blois (1958), amplamente utilizado para
medir a capacidade de captura deste radical por supostas substancias antioxidantes
de interesse fitotecnologico, alimentar, farmacologico e toxicologico (MAMBRO &
FONSECA, 2005; RUFINO et al., 2007a). Dentre os métodos existentes baseados

no sequestro de radicais livres, o DPPH’ é frequentemente escolhido na investigacao
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da capacidade antioxidante de diferentes amostras, por ser um método
espectrofotocolorimétrico, rapido, de baixo custo e capaz de determinar o poder
redutor das substancias analisadas (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; MENEZES &
VICENTINO, 2007; RUFINO et al., 2010).

O radical livre estavel DPPH' possui coloragéo violeta e absorve luz a 518 nm.
Quando o radical € reduzido pelo antioxidante da amostra, a solugédo violeta sofre
descoloracdo para o amarelo claro (Figura 11). Quanto mais clara torna-se a
solucdo, mais forte o potencial antioxidante da amostra analisada. Deste modo,
torna-se possivel avaliar a captura dos radicais livres DPPH’ pelo suposto
antioxidante.

A maioria dos trabalhos publicados expressa o resultado das substancias
antioxidantes analisadas como a concentracdo necessaria para se obter 50% do
efeito antioxidante maximo estimado (CEsp) (MENSOR, 1999).
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Figura 11: Esquema da reduc&o do radical livre estavel DPPH’ por um antioxidante (AH)
Adaptado de Rufino et al., 2007a.

Num estudo recente, o método DPPH foi utilizado para avaliagdo da atividade
antioxidante do extrato das folhas de bardana (GOUVEA et al., 2006).

Na literatura sdo descritos inumeros trabalhos envolvendo o conteudo de
polifendis totais, flavondides e seu potencial antioxidante. Santos et al. (2009)
demostraram excelentes resultados da atividade de varredura dos radicais livres
DPPH’ com a isoquercitrina (CEso = 11,8 ug mL™).

Menezes et al. (2004) demostraram o0 potencial antioxidante do extrato
hidroalcéolico CEsp igual a 5,50 pg mL™* das folhas de B. microstachya Macbride

(escada-de-macaco) coletada no sudeste do Parana.
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Souza et al. (2010) verificaram, pelo método de varredura do radical DPPH’,
CEsp igual a 62,21 ug mL™ para a atividade antioxidante do extrato etandlico das
raizes de S. cayennensis (Rich.) Vahl, Verbenacea.

Santos et al. (2009) estudaram a propriedade antioxidante de diversos
extratos de plantas brasileiras. O melhor valor de CEs, encontrado foi de 28 ug mL™
obtido no extrato etandlico das folhas de I. juruensis. O resultado para CEsp da
quercetina foi igual a 17 pg mL™, um flavonoéide isolado utilizado como padréo para
andlise da capacidade antioxidante pelo método DPPH (SANTOS et al., 2009).

2.6.2 Método ABTS "

A descoloracéo do radical monocation ABTS™ é denominado método ABTS
(acido 2,2’- azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico), também denominado por
alguns autores método da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox®,
correspondente a sigla em inglés TEAC (Trolox® Equivalent Antioxidant Capacity)
(RE et al., 1999; KUSKOSKI et al., 2005; RUFINO et al., 2007b). Trolox® é o nome
comercial da Hoffman-La Roche para o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico, um analogo hidrossoluvel da vitamina E, uma substancia quimica de
referéncia largamente utilizada como padrédo para investigagcdo da capacidade
antioxidante em diferentes metodologias e em aplica¢cdes bioquimicas para reduzir o
estresse oxidativo. O radical monocation ABTS™ é gerado a partir da reacdo do
ABTS com o persulfato de potassio. Esta solucdo tem cor verde-azulada escura e
absorve luz a 734 nm. Durante a reacdo do radical ABTS™ com o suposto
antioxidante, o monocation € convertido e a solugcédo torna-se verde-azulada clara
voltando ao estado neutro (ABTS) (Figura 12). Essa descoloracdo é monitorada
espectrofotometricamente. A influéncia da concentracédo do antioxidante e a duracéo
da reacdo de inibicdo da absorcdo séo levados em conta quando se determina a
atividade antioxidante. Os resultados deste ensaio sdo expressos como capacidade

antioxidante em equivalentes ao Trolox® (Figura 13).
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Figura 12: Esquema da geracdo do ABTS™ através da reacdo com o persulfato de potéassio, e a sua
reducdo a ABTS na presenca de um antioxidante
Adaptado de Rufino et al. (2007b).

O método ABTS tem sido bastante empregado, por ser um método estavel e
sensivel para avaliagdo de amostras de frutas, hortalicas e vegetais (MANCINI et al.,
2005; OZGEN et al., 2006). Este método apresenta vantagens em relagdo a outros
métodos baseados no sequestro de radicais livres, tais como: aplicavel a ambos o0s
tipos de antioxidantes (tanto lipo quanto os hidrofilicos), o radical € gerado ao longo
de todo o tempo do ensaio, por isso exibe uma melhor “performance” nos resultados
(RE et al., 1999; RUFINO et al., 2007). Kuskoski et al. (2005) utilizaram o método
ABTS para determinar a atividade antioxidante de diferentes polpas de frutos
(amora, uva, acai, goiaba, morango, acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e
maracuja), esse é um dos mais utilizados métodos para medir a atividade

antioxidante em vegetais.
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Figura 13: Formula estrutural do Trolox®.
Disponivel em: <http://en.wikipedia.org/wiki/Trolox>.
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2.6.3 Método ORAC

O método ORAC, foi desenvolvido por Prior e Cao (1999), encontra-se entre
0s principais métodos utilizados baseados no sequestro de radicais livres. Este
método mensura a capacidade antioxidante de uma substancia frente a formacéo do
radical livre peroxila (ROO’) induzido pelo iniciador 2,2'-azo-bis(2-
metilpropionamidina) diidrocloridrico (AAPH) em tampdo a 37C. Este método
apresenta vantagens em relacdo a outros, tais como: a utilizacdo de um radical de
importancia biolégica (ROO’), que esta intimamente ligado aos eventos danosos
ocorridos na membrana celular, além da FL apresentar reducao de custos, excelente
fotoestabilidade e ndo reagir com as substéancias antioxidantes (GOMES, 2005).

Os radicais ROO" degradam a estrutura da sonda FL, com o consequente
decréscimo da emissdo de fluorescéncia, formando um produto nao-fluorescente
(Figura 14) (OU et al.,2001). O sinal da FL como prova de fluorescéncia dependera
da capacidade do antioxidante em analise. O efeito protetor da amostra estudada é
verificado calculando-se a area sob a curva de decaimento da fluorescéncia em
funcdo do tempo, quando comparada ao branco. Os resultados deste ensaio sao
expressos como valor ORAC relativo a equivalentes ao Trolox®.

ROO Produto final

(Mo fluorescente)

HO O

Fluoresceina

Aemiss3o= 215 nm

Figura 14: Esquema da oxidacao da FL pelo ROO’ e formacao de um produto final
néo fluorescente. Adaptado de Ou et al. (2001).
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Este método tem sido amplamente empregado para medir a capacidade
antioxidante de substancias puras, como a melatonina e flavondides; em fluidos
bioldgicos, como o soro, a urina e 0 plasma; em produtos naturais, como frutas e
demais vegetais; e em produtos industrializados, como vinhos e chas. O método
ORAC avalia tanto antioxidantes lipofilicos quanto os hidrofilicos (OU et al., 2001;
OU et al., 2002; GIADA & MANCINI-FILHO, 2009). E um método extremamente
sensivel e econdémico, pois utiliza minimas quantidades de reagentes.

Em recente investigacdo, sobre a capacidade antioxidante utilizando os trés
diferentes ensaios in vitro: DPPH’, ABTS™ e ORAC, os autores verificaram um forte
potencial antioxidante em quatro produtos fitoquimicos comerciais (extrato das
folnas da oliveira, luteina, sesamol e &acido elagico). Os diferentes métodos
permitiram um amplo conhecimento do perfil antioxidante dos produtos
selecionados, além de fornecerem sugestdes de quanto efetivo esses produtos
podem ser no desenvolvimento de aditivos alimentares e nutracéuticos para a
prevencdo de doencas relacionadas aos danos causados pelos radicais livres
(HAYES et al., 2011; RUFINO et al., 2010). Nestes métodos, diferentes substancias
quimicas puras sdo utilizadas como padrbes de comparacdo para capacidade
antioxidante da amostra em analise.

A capacidade fisiolégica dos compostos fendlicos deve ser mais bem
compreendida se considerarmos que, in vitro, sua capacidade antioxidante varia ndo
somente em fungéo da estrutura quimica destas substancias, mas também do tipo e
polaridade do solvente empregado em sua extracdo (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-
CALIXTO, 2006), dos procedimentos de isolamento e da pureza das substancias
estudadas, do substrato a ser protegido pelo antioxidante, bem como se 0 ensaio

sera desenvolvido em sistema aquoso ou lipidico (GIADA, 2006).
3. Eficicia e Seguranca das Formulacdes Antissolare s
3.1 Eficacia das formulacdes antissolares
A eficacia de uma formulacdo antissolar é a qualidade ou propriedade que
produz o efeito fotoprotetor maior ou menor em relacédo a formacao de eritema. Além

disso, a eficacia depende de sua incorporacao em veiculos apropriados, ja que suas

propriedades hidrofilicas, lipofilicas, emolientes, pH, estabilidade em temperaturas
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elevadas, influenciam o FPS. Existem diversos métodos padronizados para a
determinacdo de um produto cosmético frente aos raios UVB. O principio da
avaliacdo do FPS usa a resposta eritematosa da pele formada devido a exposicéao a
radiacdo UVB, cuja intensidade € proporcional a dose recebida (MARTINI &
SEILLER, 2006; KHURY & NAKANO, 2007).

No Brasil, a RDC 237 de 22 de agosto de 2002 define as normas aceitas para
avaliacdo do FPS, mas nado regulamenta um protocolo para a avaliagcdo de produtos
e elaboracdo de rotulagem especifica para a protecdo UVA (BRASIL, 2002). De
acordo com a ANVISA (2006), a eficacia das formulacdes antissolares deve ser
avaliada empregando metodologias in vivo, para a determinacdo do FPS a seco e
apos imersao em agua. Devido aos custos envolvidos nos ensaios com voluntérios,
0 emprego da metodologia in vitro é uma ferramenta normalmente utilizada para os
estudos preliminares da determinagcdo do FPS de novos filtros solares e na rotina do
controle de qualidade destas formulacdes (MANSUR et al., 1986; DIFFEY, 1997,
RIBEIRO et al., 2004).

Nos Estados Unidos da América, o FDA classifica filtros solares como
medicamento O.T.C. (over—the-counter) e estabelece normas para determinacdo do
FPS e resisténcia a 4gua. Lo¢des que tenham FPS 15 ou mais poderdo manter a
informacdo no rotulo (UVA + UVB = amplo espectro) de que reduzem o risco de
cancer e o envelhecimento precoce da pele. Qualquer produto que tiver o FPS 2 a
14 deve incluir o aviso de que o produto ndo ajuda a prevenir contra 0 cancer ou
envelhecimento da pele. O FPS maximo permitido no rétulo devera ser igual a 507
(FDA, 2011).

3.2 Seguranca das formulacfes antissolares

Os produtos cosméticos antes de chegarem ao consumidor, devem passar
por processo de avaliacdo de risco e por testes de seguranca, para assegurar o
direito do consumidor e a garantia da saude da populacdo, no sentido de n&do conter
substancias causticas ou irritantes (BRASIL, 2003).

Portanto, € mister avaliar os riscos envolvidos no desenvolvimento de
formulacbes cosméticas, para garantir aos usuarios 0 USO seguro dessas
formulacbes. Ensaios toxicologicos sao utilizados para que se possa desenvolver

com seguranca um produto cosmeético. No caso de formulacdes antissolares os
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testes de fototoxicidade das substancias presentes na formula torna-se
imprescindivel.

Existem testes in vitro e in vivo que podem ser realizados para avaliar o
potencial irritante das formulacdes cosméticas, como HET-CAM, CAM-TBS e RBC
que sdo meétodos in vitro alternativos ao teste in vivo de irritacdo ocular em coelhos,
chamado método Draize (WORTH & BALLS, 2001; LIEBSCH & SPIELMAN, 2002).

O método Hen's Egg Chorioallantoic Membrane Test (HET-CAM) é um
meétodo alternativo para avaliacdo do potencial irritante ocular que utiliza a
membrana cérion-alantéide (MCA) de ovo embrionado de galinha com a finalidade
de avaliar o grau de irritacdo de mucosas induzido por substancias quimicas aceito
pelas autoridades regulatérias como método usado no desenvolvimento de produtos
cosméticos (WORTH & BALLS, 2001; LIEBSCH & SPIELMAN, 2002).

O método HET-CAM possui boa correlagdo com os resultados obtidos nos
testes in vivo por permitir a avaliacdo imediata de fendbmenos vasculares, como
hiperemia, hemorragia e coagulacao, e os fenomenos avaliados nos testes in vivo de
irritacdo de mucosas estédo relacionados diretamente ao surgimento de alteracbes
vasculares. Seu uso como método alternativo ao teste de irritagéo ocular em coelhos
é estudado desde 1988 (WORTH & BALLS, 2001; LIEBSCH & SPIELMAN, 2002).

A avaliacdo da irritacdo ocular por HET-CAM apesar de ser rapida, barata e
efetiva, ainda possui a lacuna de uma investigacdo mais precisa, objetiva e
quantitativa do grau de irritacdo. Por isso o método foi modificado para o
Chorioallantoic Membrane — trypan blue staining Test (CAM-TBS), com a intencéo
de fornecer dados mais objetivos e quantitativos para a avaliagdo da MCA, com o
emprego da quantificacdo espectrofotométrica do corante azul de tripan (TBS) como
indicador de danos a MCA. Ambos os testes mostram boa correlagdo com o método
Draize (1944) para avaliacdo da irritabilidade ocular in vivo das formulacdes
cosmeéticas avaliadas (ALVES et al., 2008).

O método Red Blood Cell (RBC) investiga a lise em células vermelhas do
sangue e tem sido proposto com um dos métodos alternativos para avaliar a
irritabilidade ocular em formulagbes cosméticas como xampus, sabonetes, cremes
hidratantes e protetores solares (ALVES et al., 2008). Uma vez que este teste
demonstra os fenomenos de hemodlise, desnaturacdo de células e proteinas
liberadas durante o processo induzidos por substancias e produtos irritantes,

baseado em mudancas na absorbancia da oxi-hemoglobina, a qual funciona como
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indicador de ambos os fenomenos. RBC € um método in vitro desenvolvido para
fornecer uma indicacdo do dano possivelmente causado por formulagdes cosméticas
na membrana celular e em proteinas.

A possivel reacdo de irritacdo cutanea, caracterizada pela formacédo de
edema e eritema que podem ser ocasionados por componentes da formulacao
cosmética a ser avaliada, pode ser mensurada com o emprego do teste de Draize
modificado. (DRAIZE, 1944; INCQS/FIOCRUZ, 2008; SCOTT et al., 2010).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral:

Avaliar as atividades antioxidante e fotoprotetora dos extratos feitos a partir
das folhas de B. microstachya var. massambabensis e estudar a associacdo destes

extratos aos filtros sintéticos: OMC, OCT e BZF-3 numa formulac&o antissolar.

4.2 Objetivos especificos:

* Selecionar entre os extratos preparados: extrato etanolico bruto (EtOH bruto)
e fracBes hexanica (He), diclorometanica (DCM), acetato de etila (AcEt) e butandlica
(1-But); extrato etanolico clarificado (EtOH CA) e extrato hidroacetonico (WACc), os

mais adequados ao uso cosmeético;

« Avaliar a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH’, ABTS™ e ORAC

dos extratos selecionados das folhas de B. microstachya var. massambabensis;

e Formular fotoprotetores com os filtros sintéticos (OMC, OCT e BZF-3)
associados aos extratos da planta em estudo avaliando o FPS e a estabilidade

fotoquimica destas formulacgdes;

* Avaliar a seguranca toxicolégica destas formulagbes por meio de ensaios de

fototoxicidade in vitro e irritagdo dérmica primaria in vitro e in vivo;

* Avaliar a eficacia das formulacdes antissolares através da determinacédo do

FPS in vivo a seco.
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5. Material e métodos

5.1. Coleta do material botanico

Cerca de 2,7 kg de folhas (Figura 15 a) e caules de B. microstachya var.
massambabensis foram obtidos no Horto dos Departamentos de Botanica e
Farmacognosia do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, no dia 15 de janeiro de 2009. Um exemplar dessa variedade encontra-se
depositado no Herbario da UFRJ-IB sob o n° de registro RFA 30813 (RLeo 08 e
RBMoura 238) (Figura 15 b).

Figura 15: Aspecto da folha de B. microstachya var. massambabensis no Horto da UFRJ (a),
Excicata da planta sob o n° de registro RFA 30813 (RLeo 08 e RBMoura 238) (b). Fotos da autora.

5.2. Obtencgéo dos extratos

Extrato Etandlico bruto (EtOH bruto) - As folhas foram cuidadosamente
separadas dos caules. Apos secagem em estufa ventilada, a temperatura ambiente
por 15 dias, e moagem das folhas de B. microstachya var. massambabensis em
moinho de facas tipo Wiley Marconi, modelo MA 340, obteve-se uma massa de 451

g de p6. Foram extraidos com etanol comercial, em percolador de aco inox até a
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exaustdo. O extrato foi concentrado sob pressao reduzida, em evaporador rotatorio,

eliminando-se o solvente por completo.

Extracdo liquido-liquido — Num béquer pesou-se 100 g de EtOH bruto e
adicionou-se 250 mL de uma mistura de agua e etanol (8:2). Na capela sob
exaustdo este extrato foi dividido em 2 funis de separagdo em porgdes iguais e sob
agitacdo e decantacdo, foi particionado exaustivamente com hexano. A fracéo
hexéanica (He) foi filtrada em sulfato de sédio e posteriormente concentrada em
evaporador rotatério. A partir dai, os mesmos procedimentos foram efetuados
particionando sucessivamente o residuo com os solventes em ordem crescente de

polaridade: diclorometano (DCM), acetato de etila (AcEt) e 1-butanol (But).

Clarificagdo do extrato EtOH bruto com carvdo ativado (EtOH CA) — Pesou-
se 1 g de carvao ativado e adicionou-se uma solugéo do extrato EtOH bruto (1 g de
carvao ativado: 1 g EtOH bruto :100 mL EtOH) num béquer levado ao aguecimento
atée a ebulicdo da solugcdo. Filtrou-se e depois evaporou-se 0 solvente em
evaporador rotatorio, obtendo uma massa de 1 g. Uma pequena quantidade foi feita
para verificacdo da adequacdo do extrato ao uso cosmético e da permanéncia da
atividade antioxidante apds o tratamento.

Extrato Hidroaceténico (WAc) — O mesmo procedimento descrito para a
obtencdo do extrato etandlico foi realizado. Cerca de 145 g de p6 das folhas B.
microstachya var. massambabensis, foram extraidos numa mistura de acetona e
agua (7:3), em percolador de aco inox até a exaustdo. O extrato foi concentrado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatorio, para entdo ser liofilizado em liofilizador
Labconco (modelo 75223, Kansas City, Missouri, USA).

O fluxograma a seguir exibe resumidamente todos os procedimentos
realizados para obtencdo dos extratos das folhas de B. microstachya var.

massambabensis (Figura 16).
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Figura 16: Fluxograma dos procedimentos para obtencéo dos sete diferentes extratos das
folhas de B. microstachya var. massambabensis.
Extrato etandlico bruto (EtOH bruto); Extrato Clarificado com carvéo ativo (EtOH CA); Extrato
hexanico (He); Extrato diclorometanico (DCM); Extrato particionado com acetato de etila
(AcEt); Extrato butandlico (But) e extrato hidroaceténico (WAc).

5.3. Avaliagéo da atividade antioxidante

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua destilada foi
deionizada a menos de 1,0 puS e filtrada através de membrana com tamanho de
poros 0.22 ym num sistema purificador de agua anterior ao uso. Todos os tampdes

foram preparados no momento do uso.
5.3.1 Ensaio DPPH"*

A atividade antioxidante foi realizada através da metodologia de captacdo do
radical livre DPPH’ descrita Rufino et al. (2007), com modificacdes.

Foram preparadas solucbes metandlicas de todos os extratos na
concentracdo de 1 mg mL™ para posteriores diluicdes. Como controle positivo foi
utilizado o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761®, comercialmente
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Tebonin® (40 mg mL™ - solucéo oral), laboratério Nycomed. A 1 mL da solucéo
metandlica do DPPH" 0,3 mM foram adicionados 2,5 mL de cada solucdo do extrato
em andlise, diluidas em concentracées seriadas de 1; 5; 10; 25; 50 e 125 pug mL™. A
reacao transcorreu no escuro, a temperatura ambiente por uma hora e as
absorbéancias foram lidas a 518 nm. Deste modo, foi possivel avaliar a atividade
antioxidante dos extratos da Bauhinia, usando como comparagdo o padrao EGb
761® nas mesmas concentracbes descritas. Todas as leituras foram feitas em

triplicata.

Os percentuais da atividade antioxidante foram obtidos a seguinte formula:

Equacdo 1: Calculo da CEs, no ensaio de captacéo do DPPH’

AAT (%) =100 - (AbSAM— AbSBR) X 100) [ Abscn

Onde: Absay = absorbancia da amostra (extrato + DPPH’);
Absgr = absorbancia do branco (metanol);
Abscy = valor médio de absorbancia encontrado para o controle

negativo (DPPH’ + metanol).

A partir dos dados, foram tracados os graficos dos extratos e do padrédo EGb,
onde na abscissa encontra-se a concentracdo das amostras, em pg mL™? e, na
ordenada, o percentual de atividade antioxidante total (% ATT) por reducdo do
radical DPPH" calculado pelas médias das triplicatas.

A cinética da reacdo foi calculada por regressao linear, obtendo-se o
coeficiente de determinacao (R?), o coeficiente de correlacgéo (r) e a equacéo da reta
(y = ax + b). O valor encontrado para a CEsy representa a concentracdo necessaria
para se obter 50% do efeito antioxidante maximo estimado (MENSOR et al., 2001).

Este método foi utilizado como um screening para a sele¢cdo dos extratos a

serem testados nos outros dois métodos.
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5.3.2 Ensaio ABTS

A avaliacdo da atividade antioxidante, pelo método ABTS foi realizada
conforme a metodologia descrita por Re et al.(1999), com modificac¢des.

Neste ensaio foram testados os extratos: EtOH bruto, EtOH CA, AcEt e WAC
frente ao Trolox® e ao EGb 761°.

O radical ABTS™ foi gerado através da reacédo de 5,0 mL de solugdo aquosa
de ABTS (7 mM) e 88 ul de solucdo de persulfato de potassio a 140 mM. A mistura
permaneceu no escuro por 16 h e apds esse tempo diluida em etanol P.A., para
obtencado da absorbancia de 0,7 + 0,05 com leitura a 734 nm em espectrofotdbmetro
(UV mini 1240, UV-vis Spectrophotometers, Shimadzu do Brasil).

Para determinacdo da curva-analitica do Trolox® foram realizadas leituras de
cada solucdo a 200, 600, 1000 e 2000 puM equivalentes as concentracdes de 50,
150, 250 e 500 pg mL™ para a construcdo do grafico, célculo da equacdo da reta e
dos coeficientes de determinacéo (R?) e de correlac&o (r).

Uma aliquota de 30 ul dos extratos selecionados EtOH bruto, EtOHCA, AcEt e
WAC foram ressuspendidos em etanol nas concentragées de 125; 350 e 500 pg mL™
e do EGb 761® nas concentracdes de 125, 250 e 500 pg mL™*, comparando-os com
a substancia de referéncia Trolox® nas concentracées de 125, 250 e 375 pg mL™.
Estas aliquotas reagiram com 3 mL da solucado resultante do radical verde-azulada
escura ABTS™, sem a presenca da luz.

O decréscimo da absorbancia a 734 nm foi medido durante um periodo de
monitoramento de 6 minutos (0, 15, 30 a 360 segundos) nestes diferentes intervalos
de tempo para cada amostra. Todas as leituras foram feitas em triplicata.

Para cada extrato foram plotados graficos absorbancia em unidades
arbitrarias (U.A.) versus concentracdo do extrato em (ug mL™) onde determinou-se a

equacao da reta (equacéo 2) a seguir:

Equacéo 2: Calculo da massa do extrato correspondente a 1000 uM de Trolox®

Y=ax+Db

Onde:
Y = absorbancia correspondente a 1000 uM de Trolox®;
x = massa do extrato (ug mL™) equivalente a 1000 uM de Trolox®.
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A atividade antioxidante total (AAT) foi calculada substituindo-se o Y da
equacdo da reta acima pela absorbancia correspondente a 1000 uM de Trolox®.
O resultado final foi expresso em uM Trolox® per g de extrato, substituindo o x

encontrado na equacgéo 3, abaixo:

Equagcao 3: Calculo final da AAT equivalente a uM de Trolox® per g de extrato

Z(g) = 1000/x

Para exibir os graficos das curvas cinéticas dos extratos e padrdes analisados
neste método utilizou-se a concentracdo final encontrada na cubeta para cada
amostra: os extratos EtOH bruto, EtOHCA, AcEt e WAc nas concentracoes de 1,25;
3,50 e 5,00 ug mL™*: EGb 761® nas concentracées de 1,25; 2,50 e 5,00 pg mL™,
comparando-os com a substancia de referéncia Trolox® nas concentracdes de 1,25;
2,50 e 3,75 ygmL™.

5.3.3 Ensaio ORAC (Capacidade de absorbancia do rad ical oxigénio)

A analise da capacidade antioxidante, pelo método ORAC foi realizada
conforme a metodologia descrita por Ou et al.(2001), com modificacdes.

Para a realizagdo das analises, foram adicionados 20 uL de cada extrato, 100
ML de FL (1 nM), 180 pyL de AAPH (221 mM) e 700 uL de solucédo tampéo fosfato de
sédio monobasico (75mM; pH=7,4) na temperatura de 37° C numa cubeta de
quartzo de 1mL. As leituras foram realizadas imediatamente, num
espectrofluorimetro Cary Eclipse da marca Varian (Agilent Technologies, CA, USA).
A fluorescéncia das amostras (Aexcitacao: 480 NM € Aemisszo: 515 Nm) foi determinada a
cada 1 minuto, durante 30 minutos, até que caisse a zero ou a um valor inferior a 5%
do valor inicial. Como padrao, foi utilizado o Trolox® a uma concentragéo de 1 mM, e
como branco uma solugcdo tamp&o nas mesmas condi¢des descritas. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

O valor de ORAC relativo foi calculado através da seguinte equacéo 4:
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Equacao 4: Calculo final do valor ORAC relativo em equivalentes ao Trolox® per g de extrato

Valor ORAC relativo ( pM/g) = [(S extrato — S branco) /
(S Trolox® — S branco)] X [(M Trolox® /Cf extr)]

S = area sob a curva de decréscimo da fluorescéncia do extrato, do Trolox® e
do branco.
M Trolox® = molaridade do Trolox®.

Cf extr = concentracao final do extrato na cubeta.

A é&rea sob a curva calcula-se com a seguinte férmula:

S:(1+f1/fo+f2/fo+f3/fo+....+f30/f0)

f o: fluorescéncia inicial no tempo zero

fi: fluorescéncia medida no tempo i (minutos)

Os resultados finais foram expressos em puM de Trolox® per g de extrato.

5.4 Desenvolvimento das formulacfes antissolares

As formulagbes desenvolvidas e selecionadas para todos os testes de
seguranca e eficacia foram denominadas: LADEG LOCAO CREMOSA PURA (LC),
LADEG LOCAO CREMOSA FPS 15 (LC + FS), LADEG EtOH CA a 1% (LC + FPS
15 + EtOH CA a 1%) e LADEG WAc a 1% (LC + FPS 15 + WAc a 1%).

O creme base denominado LADEG LOCAO CREMOSA (LC), constitui-se
numa formulacdo branca, de odor caracteristico, com valor de pH entre 5,5 e 6,5,
oriunda de duas fases, uma aquosa e outra oleosa, com agentes emulsificantes que
permitem a interacdo destas. Esta formulacéo foi preparada para a verificacdo da
absorcédo no UV dos extratos em analise. Nesta formula foi feita uma associacéo dos
trés filtros solares: OMC, OCT e BZF-3. A LC com os filtros passou a ser
denominada: LADEG LOCAO CREMOSA FPS 15. O FPS esperado é cerca de 15,
ja que 5% de cada um destes filtros consta na formula. Essa formulacdo foi

preparada objetivando a comparacdo com as outras trés formulacdes: LC, LADEG
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EtOH CA a 1% e LADEG WAc a 1%. A composicdo e as concentragbes dos
componentes das quatro diferentes formulacdes estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Composicao das formulacdes antissolares desenvolvidas no LADEG.

LADEG LADEG LADEG LADEG
Composicio LOCAO LOCAO FPS 15 FPS 15
CREMOSA CREMOSA EtOH CA WAC
PURA FPS 15 al% al%
Fase Oleosa
BZF-3 - 59 59 59
OCT - 59 59 59
OMC - 5 59 59
Alcool
cetoestearilico 39 39 39 39
etoxilado
Acido estearico 8¢ 8¢ 8¢ 8¢
Estearato de
isoctila 9 9 9 9
Monoestearato de
glicerila 39 39 39 39
Propilparabeno 0,1¢g 0,1¢g 0,19 0,1¢g
Silicone DC 3225 959 9549 9,59 9549
Silicone DC 245 119 11g9 11g 11g9
Fase Aguosa
Aminometilpropanol 03¢ 03¢ 03g 03g
95%
Glicerina 59 59 59 59
Imidazolidinil uréia 0,29 0,29 0,29 0,29
Metilparabeno 0,19 0,19 0,19 0,1¢g
Structure XL® 1g 1g 1g 1g
Extrato EtOH CA 1g
Extrato WAc 1g

Agua purificada gsp 100 g gsp 100 g gsp100g qgsp1l00g
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Os componentes da fase oleosa e da fase aquosa foram acuradamente
pesados e aquecidos separadamente a 70 T em canecos de aco inox. A fase
oleosa foi vertida sobre a fase aquosa, sob lenta agitacdo até completa
homogeneizagdo. A esta emulsdo sem nenhuma adicdo de ativos denominou-se
LADEG LC. Esta emulsdo adicionada, na fase de resfriamento dos filtros OMC, OCT
e BZF-3 denominou-se LADEG LC FPS 15.

Os extratos das folhas de B. microstachya var. massambabensis EtOH CA e
WACc foram incorporados em trés diferentes concentracdes (0,5; 1 e 2 %), para
avaliacdo do aspecto visual e sensorial, e da escolha das formula¢cées produzidas.
As formulagbes selecionadas para os testes de eficacia e seguranca foram: LADEG
EtOH CAal % e LADEG WAc a 1 %.

5.4.1 Determinacao do FPS in vitro pelo método de Mansur (1986) no LADEG

Para determinar o FPS in vitro foi empregado o método Mansur (MANSUR,
1986), por ser eficaz e rapido, além de ter uma boa correlagdo com resultados
encontrados in vivo, além de estar amplamente descrito na literatura
(CHIAVEGATTO et al.,1990; GARCIA et al.,1992).

Foram preparadas solucées com concentracdo final de 0,2 ug mL™ de cada
formulagdo em etanol preconizadas pelo método Mansur. Essas solu¢des foram
entdo submetidas a leitura em espectrofotbmetro, para a determinacdo das
absorbancias na faixa de comprimento de onda de 290 a 320 nm, sendo a
absorbancia lida a cada 5 nm (Tabela 3). A seguir, foi utilizada a equacéo
matematica (Equacdo 5) que relaciona o efeito eritematogénico e a intensidade da
radiacdo (EE x I) descritos na Tabela 3 (MANSUR et al., 1986; SANTOS et al., 1999;
FREITAS et al., 2001; MONTEIRO, 2008).

Equacgéo 5: Calculo do FPS in vitro por espectrofotometria por absorbancia
no UV pelo método de Mansur (MANSUR et al., 1986).

320

FPS espectrofotométrico = FC . X EE (A) . I (%) . abs ()
290
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Onde:
FC é o fator de correcao (FC = 10);

EE () € o efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda (A);

| (\) é a intensidade da luz solar no comprimento de onda (A);

abs (A) é a leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugcéo no

comprimento de onda relacionado.

Tabela 3: Relacao entre intensidade da radiacdo e o efeito eritematogénico em
cada comprimento de onda (MANSUR et al., 1986).

A (nm) EE () x1(N)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

5.5 Analise fototoxica in vitro em culturas de Saccharomyces cerevisiae

Os testes de fototoxicidade sao realizados por exposicdo das diversas
amostras a radiacdo UVA e ao escuro, em cultura de leveduras Saccharomyces
cerevisiae. Este microorganismo apresenta bom crescimento a temperatura
ambiente apresentando uma camada bem espessa de células, ndo é patogénico
nem sensivel a radiacdo UVA entre 320 e 390 nm, além de ser indcuo. (RAMOS et
al. 2005; FREITAS et al.,2000).



69

7z

Neste teste, a resposta fototoxica é avaliada pela presenca de halo de
inibicdo frente a radiacdo UVA. O 8-metoxipsoraleno (8-MOP) em solucéo
cloroférmica a 0,1 % é responsavel por esta resposta.

O meio utilizado para o crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae
foi o YPD (FREITAS, 2000), constituido por:

Extrato de levedo 1%
Glicose 2%
Peptona 2%
Agar 2%
Agua Purificada g.s. 100%

Todo o material foi cuidadosamente autoclavado: placas de Petri, pingas,
ponteiras, discos de papel, pérolas de vidro. Em cada placa foram colocados
aproximadamente 30 mL do meio YPD. As placas de Petri com 10 cm de diametro
foram semeadas com as cepas de Saccharomyces cerevisiae ho meio YPD.

Os discos de papel Whatmann n® 1 com 6 mm de diametro ficaram
equidistantes na placa 2 cm da borda da placa, 3,2 cm de altura e 4,5 cm de

distancia no comprimento entre eles (Figura 17).

a

Figura 17: Esquema representativo do teste de fototoxicidade,
placas no escuro (a) e sob iluminagcao UVA (b) por 48 horas.
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Cada disco foi embebido em 10 pug das amostras seguintes:

- Loc&o cremosa pura (LC)

- Log&o cremosa + filtros (LC + FS)

- Locéo cremosa + filtros + WAc (LC + FS + WAc a 1%)

- Locéo cremosa + filtros + EtOH CA (LC + FS + EtOH CA a 1%)

- WAc a 1% em tampao fosfato de sédio (75mM; pH = 7,4) (WAc)

- EtOH CA a 1% em tampao fosfato de sédio (75mM; pH = 7,4) (EtOH CA)
- Os trés filtros: OMC, OCT e BZF-3 (FS)

- Controle negativo: cloroférmio (CHClI3)

- Controle positivo: 8-metoxipsoraleno (8-MOP) em solugéo cloroférmica a 1%

Em cada experimento foram preparadas doze placas com controle positivo,
controle negativo e diferentes extratos/formulagdes.

As doze placas correspondentes as letras de A a F foram semeadas
previamente. Seis foram submetidas a radiacdo UVA e as outras seis permaneceram
no escuro com as mesmas amostras, ambas por 48 horas a uma temperatura
ambiente de 28 °C (Figura 17). Apos este tempo, as placas foram observadas para
verificacdo da presencga ou ndo do halo de inibi¢ao.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.6 Seguranca das Formulacdes Antissolares — Avalia  ¢ao do potencial irritante

5.6.1 Testes de irritabilidade ocular in vitro — Teste em membrana corion-
alantéide de ovos de galinha (HET-CAM)

A metodologia utilizada foi baseada no método oficial de avaliacdo do
potencial irritante descrito no Journal Officiel de La Republique Francaise — Arreté du
29 Novembre 1996.

Aplicou-se a formulacdo sobre a membrana corion-alantéide (MCA) do ovo de
galinha, no décimo dia de incubacédo, e observou-se a presenca ou ndo de efeitos
irritantes como hiperemia, hemorragia e coagulagdo ou opacidade. Para cada

formulacdo foram utilizados 4 ovos fertilizados de galinha da raca Leghorn, com
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peso entre 50 e 60 gramas. Foram utilizados 4 ovos como controle, sobre os quais
nenhuma substancia foi adicionada.

Os ovos foram adquiridos na granja Resende e inspecionados visualmente,
descartando-se 0s que apresentaram alguma lesdo na casca, os demais ovos foram
pesados, identificados e incubados por 10 dias a 37C + 0,5 € com umidade
relativa de aproximadamente 70 % (Figura 18 a). ApOs esse procedimento, 0S 0V0S
foram colocados em posicao vertical, sobre um suporte, com a camara de ar voltada
para cima, a casca foi retirada com o auxilio de um disco de lixa num motor de baixa
rotacdo odontoldgico, 0 que expds a membrana da casca, a qual foi umidificada com
solucédo salina a 0,9 % a 37 °C (Figura 18 b, c, d). Com o auxilio de uma pinca, a
membrana da casca foi removida (Figura 18 e). Ao realizar esse procedimento,
expbs-se a MCA que foi observada quanto a quaisquer alteracdes, que implicariam o
descarte do ovo. Aplicou-se sobre a MCA 300 pL da formulagcdo, ndo diluida e
mantida a 37 °C, apos 20 segundos de contato lavou-se com 5 mL de solugéo salina
a 37 C, para a retirada da formulacédo (Figura 18 f, g). A analise visual da MCA foi
realizada com o auxilio de uma lupa (Figura 18 h). Apds analise visual foi injetada
solugao de tiopental nos ovos fertilizados (Figura 18 i). As etapas descritas estdo em
sequéncia na Figura 18 de (a) a (i).

A graduacéo foi determinada no periodo de 5 minutos, conforme a escala
descrita na Tabela 4. Os fen6bmenos irritantes observados foram graduados em

valores numéricos (1, 3, 5, 7 e 9) dependentes do tempo.

Tabela 4: Graduacdo dos fenbmenos irritantes determinados por tempo.

Graduacao numeérica (1, 3, 5, 7 e 9) dos fenbmenos

em funcao do tempo decorrido (segundos) para sua oc orréncia

Menos de Entre Entre
Fendmeno
30 segundos 30 e 60 segundos 60 e 300 segundos
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3

Coagulacao/Opacidade 9 7 5
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g h
Figura 18: Ensaio de irritabilidade ocular in vitro HET-CAM (a) a (i). Fotos da autora.

A classificacdo de cada formulacdo foi obtida com a média dos valores de
graduacéao dos 4 ovos, o grau de irritacao foi dividido em quatro categorias, descritas

na Tabela 5. Os ensaios foram realizados em triplicata, para cada formulagéo.
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Tabela 5: Média da graduacao dos fendmenos irritantes e a classificagdo final do grau de
irritac@o das formulacfes avaliadas.

Média dos valores de graduacao dos Classificacdo Final do grau de irritagao
fendbmenos irritantes das formulagbes avaliadas
0,0 a 0,99 Na&o irritante (NI)
1,0 a 4,99 Irritante leve (IL)
50 a 8,99 Irritante moderado (IM)
90 a 21 Irritante severo (IS)

5.6.2 Testes de irritabilidade ocular in vitro — Teste em membrana corion-

alantéide (MCA) de ovos de galinha com o corante az  ul de tripan (CAM-TBS)

A metodologia utilizada foi baseada no método de avaliacdo do potencial
irritante descrito no Protocolo nimero 108 de INVITOX (INVITOX, 1996; LAGARTO
et al., 2006).

O procedimento descrito no item 5.6.1 foi seguido até a etapa de retirada da
membrana da casca, Figura 18 (e). ApOs essa etapa, houve a adi¢cdo de um anel de
silicone, que permitiu a formacdo de uma area exposta de 18 mm de didmetro para
evitar variabilidade na avaliacdo (Figura 19 a). Posteriormente aplicou-se sobre a
area exposta da MCA, 300 pL da formulacdo a ser avaliada, esperou-se 20
segundos, retirou-se a formulacdo com agua purificada, em seguida foi aplicado o
volume de 500 pL de uma solugéo aquosa de tampao fosfato salino pH 7,4 (TF),
com 0,1% de TBS sobre a mesma MCA (Figura 19 b, c, d, e). Apés 1 minuto, retirou-
se 0 excesso de TBS com agua purificada (Figura 19 f, g, h). A parte exposta da
MCA foi entdo extraida com o uso de uma tesoura e armazenada em 5 mL de
formamida e agitada (Figura 19 i, j, I, m, n). As etapas descritas estdo em sequéncia
na Figura 19 de (a) a (n).

Essa solucédo foi entdo centrifugada a 12096 x g (10000 rpm) durante 1
minuto, para sedimentar o material particulado, o sobrenadante foi entdo
quantificado em espectrofotdmetro, indicando a concentragcdo de corante absorvida
no comprimento de onda determinado (595 nm), que corresponde ao dano a MCA,

podendo correlacionar esse dado com o grau de irritagcdo ocular in vitro da
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formulacdo em teste. A concentracdo de TBS absorvido foi determinada por curva
de calibragcdo de trés concentracdes em triplicata do TBS em formamida. A
classificacao de cada formulacéo foi obtida com a média dos valores de absorbancia
do TBS dos 4 ovos.

m

J
Figura 19: Ensaio de irritabilidade ocular in vitro CAM-TBS (@) a (n). Fotos da autora.
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Os ensaios foram realizados em triplicata, para cada formulacdo e
comparados com os valores do material controle com o auxilio da equacdo 6
(LAGARTO et al., 2006).

Equacéo 6: Calculo da concentracdo de TBS absorvida (LAGARTO et al., 1986)

TBS absorvida = d 5  x%6mol

100(¢

5.6.3 Testes de hemodlise e desnaturacdo in vitro (RBC)

Amostras de sangue de carneiro, obtidas diretamente do abatedouro, foram
centrifugadas a 15000 x g (11136 rpm) por 15 minutos a temperatura ambiente.
Aspirou-se o sobrenadante (plasma), o restante foi lavado por quatro vezes com
solucéo isotonica pH 7,4 (TF) a fim de remover células sanguineas brancas que
possam ter restado e quaisquer vestigios de plasma, restando assim apenas as
células vermelhas do sangue (Red Blood Cell).

Suspensées de RBC foram produzidas contendo cerca de 8 x 10° células/mL,
as quais correspondem a concentracao final de oxi-hemoglobina de 0,125 mmol/L,
das quais aliquotou-se 25 pL em frascos (Eppendorfs) com capacidade de volume
de 1,5 mL, aos quais foram adicionados as formulagcdes antissolares em diferentes
concentracdes. O controle negativo foi composto por 25 pL da suspensdo de RBC,
adicionado a 975 pL de TF, o que implica que ndo ha hemdlise, enquanto que o
controle positivo foi composto por 25 pL de suspensao de RBC adicionado a 975 L
de agua purificada, que gera um valor de 100 % de hemdlise (Tabela 6).
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Tabela 6: Diferentes concentracdes para a analise de hemolise e desnaturacgéo.

. Suspensao
, Solugao
Formulacgédo antissolar . de RBC
Amostra isotbnica °
0,1% (8x10
pH 7,4 (TF) .
células/mL)
Controle
. - 975 pL 25 pL
negativo
Amostra 1 10 pL 965 uL 25 pL
Amostra 2 20 pL 955 uL 25 pL
Amostra 3 30 pL 945 uL 25 pL
Amostra 4 40 pL 935 uL 25 pL
Amostra 5 50 pL 925 uL 25 pL
Amostra 6 60 pL 915 uL 25 pL
Amostra 7 70 pL 905 pL 25 pL
Amostra 8 80 pL 895 uL 25 pL
Controle i N
N 975 uL (Agua purificada) - 25 uL
positivo
Desnaturacdo 975 pL (SDS a 3,47 mmol/L) - 25 L

As solugdes resultantes foram incubadas por 10 minutos sob agitacdo, em
agitador orbital, & temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada centrifugacao
durante 1 minuto, a qual removeu células intactas e resquicios do meio. O
sobrenadante foi analisado por espectrofotometria de absorbancia em 540 e 575 nm
em espectrofotdmetro de duplo feixe UV/VIS, comparado a um branco de TF puro.
As etapas descritas estdo em sequéncia na Figura 20 de (a) a (f).
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MO PLATE ADAFTER WETHD

Figura 20: Testes de hemdlise e desnaturacéo in vitro (RBC) (a) a (f). Fotos da autora.

Assim, obteve-se a razdo das absorbancias medidas em cada comprimento
de onda (R1). Essa razao foi usada posteriormente para caracterizar o indice de
desnaturacdo das hemoglobinas (ID), o qual é calculado por porcentagem. Um
padrdo para 100 % de desnaturacdo é obtido com o emprego de dodecil sulfato de

sédio (SDS) a uma concentracdo de 3,47 mmol L™ (razdo R2). Compara-se com a
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razdo obtida com a amostra em estudo (Ri). O potencial de desnaturagédo é obtido
com o emprego da Equacao 7.

Equacéo 7: Calculo do potencial de desnaturacao de hemoglobinas

ID (%) = 100x (R1L-Ri)
(R1-R2)

O ID obtido foi entdo analisado, e o resultado obtido correlacionou-se com o
possivel efeito in vivo (Tabela 7).

Tabela 7: Correlagao do ID com o possivel efeito de irritagcdo ocular in vivo.

indice de Grau de irritacéo ocular
Desnaturacéo in vivo
> 100 N&o irritante
>10 Levemente irritante
>1 Irritante moderado
>0,1 [rritante
<0,1 Irritante severo

5.6.4 Testes de irritacdo cutanea priméria  in vivo (DRAIZE)

A avaliacdo do potencial irritante dos produtos desenvolvidos foi realizada
mediante a observacdo e quantificacdo das reacdes cutdneas apoOs a aplicacao
destes sobre a pele de seis coelhos da raca Nova Zelandia, machos e fémeas,
higidos e de peso corporeo acima de 2,0 kg, para cada formulacdo antissolar
desenvolvida.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura constante (20 + 2 °C) e umidade relativa entre 30 e 70 %. Foi realizada
tricotomia de duas areas de 6,25 cm?2 na regido dorsal 24 horas antes do inicio do



79

ensaio, uma das areas serviu de controle, na qual ndo se aplicou nenhum tipo de
solucéo, a qual facilitou a comparagdo com a area-teste. As peles da area-teste e da
area-controle foram medidas com o auxilio de um paquimetro, por dobradura
longitudinal (leitura inicial — Li), 3000 pL de cada formulac&o antissolar foram entdo
aplicados sobre as areas-teste (Figura 21 a, b, c, d). Apds a aplicacdo, as areas-
teste foram cobertas com gazes, e o produto foi deixado em contato por 4 horas
(Figura 21 f, g, h, i, J). Apos esse periodo, retirou-se a gaze, e 0s possiveis residuos
das formulacbes foram removidos com algoddo embebido em agua purificada
(Figura 21 1). Foram efetuadas leituras 24 e 72 horas ap0s a retirada do produto (L4
e Ly2) nas areas-teste com o paquimetro (Figura 21 m).

j
Figura 21: Ensaio de irritacdo cutanea primaria in vivo (DRAIZE) (a) a (m). Fotos da autora.
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Avaliou-se a possivel formacdo de edema (Ed(mm)) com o emprego da
Equacédo 8, e o resultado obtido correlacionou-se com o possivel efeito in vivo
(Tabela 8).

Equacao 8: Célculo do edema na pele dos animais testados

Ed(mm)=_Lys—Lie Ly —Li
2 2

Onde Ed (mm) é a medida do aumento da espessura da pele obtido em
milimetros (mm), Li é a leitura inicial realizada com paquimetro, e L24 e L72 as

leituras realizadas apos 24 e 72 horas, respectivamente.

Tabela 8: Gradua¢&o do edema na pele dos animais testados.

Medida do aumento da Grau
Graduacao do edema

espessura da pele (mm) considerado
0 a 024 Nenhum 0
025 a 049 Muito leve 1
050 a 0,74 Leve 2
0,75 a 1,00 Moderado 3
> 1,00 Severo 4

Avaliou-se a possivel formacgéo de eritema baseando-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Graduac¢édo do eritema na pele dos animais testados.

Graduacao Grau

Descricdo da pele
do eritema Considerado

Coloracao branca a résea Nenhum 0
Ligeiramente avermelhada, diferente da area
Leve 1
controle
Vermelha, geralmente em toda a area Bem definido 2
Vermelhid&o intensa e difusa Moderado 3
Vermelha escura, com leve formacao de escara Severo 4

E obteve-se a média aritmética das leituras efetuadas nos periodos de 24 e
72 horas. O indice de irritacdo cutanea primaria (ICP) € igual a metade do somatorio

das médias obtidas. A classificacdo do ICP é dada na Tabela 10.

Tabela 10: Classificagcdo do indice de irritacdo cutanea primaria (ICP) dos animais testados.

ICP Classificacao
0 a 09 N&o irritante
1 a 19 Ligeiramente irritante
2 a 49 Moderadamente irritante
5 a 80 Irritante severo

A formulacdo em analise é considerada satisfatdria caso os resultados figuem
compreendidos entre 0 e 1,9 (ndo irritante ou ligeiramente irritante) (DRAIZE, 1944;
INCQS/FIOCRUZ, 2008).

Para realizacdo destes testes foi emitido o protocolo de n® 79/09-1 pela

Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundac&o Oswaldo Cruz.
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5.7 Eficacia das Formulacdes Antissolares

A eficacia de formulacdes antissolares foi determinada avaliando a protecéo
gerada pelas formulagdes antissolares frente a queimadura em pele humana. Nesse
caso, avalia-se o FPS, o qual é definido pela razdo de tempo de exposicdo a
radiacdo ultravioleta necessério para produzir dose minima eritematosa (DME) em
pele humana protegida com aplicacdo de 2 mg/cm? de cada formulacdo antissolar
pelo tempo necessario para o aparecimento do mesmo eritema em pele humana
desprotegida. A metodologia é empregada a seco, em voluntarios sadios com
diferentes tipos de pele, de ambos o0s sexos com sensibilidade mediana a radiacao
ultravioleta (ANVISA, 2006; MONTEIRO, 2008). Testes de FPS in vitro sao
empregados preliminarmente para se avaliar um resultado estimado de FPS in vivo.

Avaliou-se a eficacia das formulagfes frente a danos causados pela radiacdo
UVA, com a avaliacdo do fator de protecéo frente a radiacdo UVA (UVA-FP) in vitro,
o qual foi obtido relacionando-se ao método de avaliacdo do potencial de

pigmentacao persistente (PPD), previamente validado in vivo.

5.7.1 Eficéacia das formulagfes: Ensaios para determ  inacdo do FPS (Allergisa)

5.7.1.1 Espectroscopia de transmitancia com esfera de integracdo e

determinacdo do Fator de Protecdo UVA (FP-UVA) in vitro Labsphere ®

Os testes de FPS in vitro por espectroscopia de transmitancia com esfera de
integracdo foram desenvolvidos com o uso de suportes de 25 cm? de polimetil-
metacrilato (PMMA) sobre os quais as formulagdes antissolares foram depositadas e
uniformemente espalhadas, com a aplicagdo de 0,75 mg/cm?. A aplicacdo foi
realizada com o uso de micropipeta, sobre balanca analitica, e o espalhamento foi
realizado com dedeira de latex, em movimentos sutis de forma a obter camadas
uniformes. Apds 15 minutos sob protecdo de luz, as amostras foram diretamente
levadas ao simulador ultravioleta e foram realizadas medi¢gbes dos valores de FPS.
Inicialmente foi obtido um espectro do suporte tratado previamente com glicerina,
para ser utilizado como referéncia de 100 % de transmitancia. O valor do FPS in
vitro foi obtido a partir da medida da absorbancia e da transmitancia difusa, com o

emprego da Equacéo 9. O experimento foi realizado em triplicata.
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Equacéo 9: Calculo do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro por espectroscopia
de transmitancia com esfera de integracéo Labsphere®

A=400

> E(A)XI(A)
FPS _ A=290

invitro™ =400

> E(A)xI(A)x10 ™M

A=290

Onde E(A\) é o espectro de acdo eritematosa, I(A) é a irradiancia espectral
simulada na faixa UV e Ag(A) é absorbancia monocromética média de cada
formulacéo, antes da exposicdo a RUV; obtidos no comprimento de onda A (DIFFEY,
1997; OLIVEIRA et al., 2008).

Em seguida determinou-se o coeficiente de ajuste (C) para igualar o valor de
FPS in vitro ao valor obtido no teste in vivo. O coeficiente (C) foi calculado para

satisfazer a condicéo descrita na Equacéo 10.

Equacao 10: Calculo do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro e in vivo

A=400

> E(A)XI(A)

I'PS = =IPS

invirro,aj. . A=400

Z E (A)X I()\)X 10<40(‘\‘,)><(i'

A=290

invivo

O valor do FP-UVA in vitro foi obtido com o emprego da Equacgéo 11.

Equacao 11: Célculo do Fator de Protecao UVA (FP-UVA) in vitro

FPUVA,= A=

A=400
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Onde P(A) é o espectro de acdo de pigmentacdo persistente, I(A) irradiancia
espectral simulada na faixa UVA, e Ag(A\) a absorbancia monocromatica média de

cada formulacéo antes da exposicdo a RUV; obtidos no comprimento de onda A.
5.7.1.1.1 Irradiagdo UV da amostra

As placas de PMMA com as amostras foram expostas a uma dose controlada
de RUV em irradiador UV equipado com filtro UV Special Glass®, de modo a
submeter o produto a condi¢cdes proximas as do uso real e em temperaturas
inferiores a 40 °C. A amostra foi exposta a radiacdo nas faixas das radiacées UVA,
UVB e VIS, sendo a dose calculada de modo a fornecer uma quantidade de energia

(D) na faixa UVA calculada com o emprego da Equacao 12.

Equacéo 12: Calculo da Quantidade de Energia na Faixa UVA

D= FPUVA,X D,

Onde Dg é a dose de 1,2 J/cm2 de UVA.

5.7.1.1.2 Determinacao do FP-UVA in vitro apds a exposicdo a RUV

Apbs a irradiacdo das formulagdes, os valores de FPS in vitro e FP-UVA in
vitro foram obtidos com o mesmo procedimento descrito no item 5.7.1.1.1, porém

com o emprego da Equacao 13 para o célculo do valor de FPS in vitro.

Equacéo 13: Célculo do FP-UVA in vitro apés exposicao a RUV

A=400

D> P(A)XI(A)
FPUVA= g

A=400 ]
D P(A)XI(A)x10 V7€

A=320

Onde A (A\) é a absorbancia monocromatica média do produto apds a

irradiacéo UV.
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5.7.1.1.3 Determinacdo do Comprimento de onda criti  co (Ac)

O comprimento de onda critico (Ac) foi determinado a partir dos espectros
apos a irradiacdo UV. O Ac é outra medida da capacidade de protecdo UVA do
produto, definido como o menor comprimento de onda em que a absor¢cdo do
produto € igual a 90% da absorcao total, de acordo com a Equacéo 14.

Equacao 14: Calculo do Comprimento de Onda Critico (A)

A=A,
D A(A)
A=290 — 09

A =400 ’

>, AA)

5.7.1.1.4 Determinacao da Raz&do FPS/FP-UVA

Calculou-se a razdo FPS/FP-UVA a partir do valor de FPS in vivo.

5.7.1.1.5 Determinacao do FPS in vivo a seco

Os ensaios para a determinacéo do FPS in vivo a seco das trés formulacdes
desenvolvidas (LADEG LC + FS, LADEG + FPS 15 + EtOH CA 1% e LADEG + FPS
15 + WAc 1%) foram realizados com base no protocolo da associacao européia The
European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association (COLIPA, 2007). Utilizou-se
um simulador ultravioleta “multiport” para avaliar 10 voluntarios sadios do sexo
feminino com tipos de pele I, 1l, lll,(Tabela 1 item 2.1) e idades entre 18 e 59 anos.
Uma area de 0,3 m x 0,3 m foi demarcada nas costas de cada voluntario (Figura 22).
Essa area foi dividida em areas menores quadriculadas, uma delas foi utilizada para
a determinacdo da dose minima eritematosa (DME) na pele nédo tratada. Apos 16 a
24 horas, aplicou-se em um quadrado, de maneira uniforme e com o auxilio de uma
dedeira, 0,05 g (2 mg/cm?) de uma formulacéo padréo (controle) contendo os filtros
solares descritos na Tabela 11 e no quadrado adjacente aplicou-se uma das

formulacbes a serem testadas; este foi subdividido em sub-areas de
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aproximadamente 1 cm? para definir a exposicdo em série & radiacdo ultravioleta.

Apds 20 minutos da aplicagdo do produto, iniciou-se a irradiacdo com uma lampada

UV de 300 watts.

Figura 22: Esquema da area demarcada nas costas dos voluntarios para os ensaios de FPS in vivo

(SHAATH, 1997; MONTEIRO, 2008)

Cada local tratado possuiu um tempo de exposi¢cdo, baseado na DME de

cada individuo e nos valores de FPS previstos da formulacdo padrdo e da

formulac@o a ser testada. A pele testada foi avaliada entre 16 e 24 horas apoés a

exposicdo, para determinar a resposta eritematosa minima. As amostras utilizadas,

neste ensaio, foram as mesmas utilizadas para a determinagéo do FPS in vitro. Os

ensaios foram realizados para cada uma das trés formulacbes desenvolvidas,

separadamente.
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Tabela 11: Descricao dos componentes da formulacdo padréo utilizadas nos ensaios de FPS in vivo.

Composicao Concentracao (g)

FASE |

Lanolina 4,5

Manteiga de cacau 2,0

Monoestearato de Glicerila SE 3,0

Acido estearico 2,0

Octil dimetil PABA 7,0

Benzofenona-3 3,0
FASE Il

Agua 71,6

Sorbitol 50

Trietanolamina 1,0

Metilparabeno 0,3

Proprilparabeno 0,1
FASE Il

Alcool benzilico 0,5

5.8 Ensaios de Fotoestabilidade em simulador solar

Os estudos de fotoestabilidade foram desenvolvidos com as formulaces
LADEG LOQAO CREMOSA FPS 15, LADEG EtOH CA a 1% e LADEG WAc a 1%.
Utilizou-se de meétodo espectrofotométrico para a determinacdo do FPS in vitro
(Mansur et al.,, 1986) inicial e apdés a exposicdo a radiacdo em simulador solar.
Filtros foram acoplados ao simulador solar para impedir a passagem de radiacdes
com comprimentos de onda menores que 290 nm.

As amostras foram preparadas pesando-se 250 mg de cada formulagcdo em
placa de Petri com area de 8,5 cm? (equivalentes a aproximadamente 30 mg/cm?), o
ensaio foi realizado em triplicata, ou seja, foram utilizadas 3 placas de Petri para
cada formulagcdo. Em seguida adicionou-se 1 mL de etanol em cada placa, para
solubilizar as amostras e alcancar distribuicbes homogéneas em todas as

superficies. As amostras ficaram em repouso protegidas da luz, por 60 minutos, a
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fim de evaporar o solvente adicionado, e estarem prontas para serem irradiadas em
simulador solar. Em seguida foram levadas ao simulador solar, por 90 minutos, a
uma irradiacdo de 315 J/m?%s (UVA) e 3,35 J/m?/s (UVB) (Figura 23).

a 3 F - -
Figura 23: Ensaios de fotoestabilidade em simulador solar, placas sem irradiacao (a)
e placas sob irradiacéo (b). Fotos da autora.

ApoOs esse intervalo as placas foram removidas do simulador solar, seus
contetdos foram quantitativamente transferidos para baldes volumétricos de
cinquenta mililitros, diluidos com etanol para completar o volume. Diluicdes
subsequentes foram realizadas para alcancar solu¢cdes com concentracdes finais de
2 ug mL™. As amostras foram entdo analisadas em espectrofotémetro seguindo o
meétodo de Mansur (1986) para o calculo do FPS in vitro (item 5.4.1), e os valores
encontrados foram comparados a amostras com quantidades equivalentes de
preparacdes nao irradiadas, para mensurar o valor de fotodegradacdo. Todas as
amostras foram protegidas da luz antes e depois da radiacdo (PERUGINI et al.,
2005; JIMENEZ et al., 2004a; JIMENEZ et al., 2004b; PERUGINI et al., 2002).

6. Analise estatistica

Os dados experimentais foram expressos como resultado da média + desvio
padrdo, submetidos & analise estatistica por meio do software Origin® Versdo 8.5.1
para Windows (ANOVA, um fator, a = 0,05), em pelo menos n = 3 determinacfes

para experimentos independentes.
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7. Resultados e discussao

7.1 Obtencéo dos extratos, seus rendimentos e cores

A obtencgé&o de diferentes extratos foi realizada de maneira simples visando a
escolha adequada para incorporacado destes nas formulagbes antissolares. Para
seleciona-los, o critério inicial foi a coloracdo de cada um e a aparéncia final da
formulacdo, de modo a manter um aspecto agradavel aos olhos dos consumidores,
isto € uma coloragdo clara e homogénea, imprescindiveis para uma preparacao
cosmética. Os resultados para cor e rendimento de todos os extratos obtidos podem

ser verificados na Tabela 12.

Tabela 12: Tipos de extratos das folhas de B. microstachya var. massambabensis
seus rendimentos e cores.

%Rendimento
Extrato Cor

(g/g planta)

Verde-escuro

intenso
AcEt* 19,28 Amarelo-escuro
WAC* 21,95 Amarelo-esverdeado

*EtOH bruto- extrato etandlico bruto, *He- extrato hexanico, *DCM- extrato diclorometéanico,
*AcEt- extrato acetato de etila, *1-But- extrato butandlico, *WAc- extrato hidroaceténico.

A extragao inicial foi feita com etanol comercial, um solvente de baixa
toxicidade e baixo custo, onde obteve-se o extrato EtOH bruto (146,3 g) contendo
um amplo espectro de substancias polares e apolares, provavelmente a maioria de
compostos fendlicos.

A partir dai iniciou-se a extracdo liquido-liquido utilizando solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e 1-butanol). Essas

particbes posteriores permitiram uma divisdo mais minuciosa das substancias
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extraidas em distintas polaridades. O hexano, um solvente apolar, possibiltou a
extracdo de Oleos, gorduras e pigmentos produzindo o extrato He com rendimento
igual a 19,68 g, mas extremamente viscoso e insollvel. Com solventes um pouco
mais polares, como o diclorometano e o acetato de etila, obteve-se os extratos DCM
e AcEt, estes permitiram recuperar as substancias pouco polares, provavelmente
agliconas. O rendimento mais baixo foi do extrato DCM (4,52 g) de cor verde
intensamente escura inadequada a incorporacdo nas formulagcdes em estudo. O
extrato AcEt apresentou rendimento igual a 14,62 g e coloracdo amarela tipica da
classe dos flavonoides. Por ultimo, com o solvente 1- butanol foi obtido o extrato 1-
But (5,36 g) de coloracao castanha.

Para a melhoria da cor verde escuro do EtOH bruto (Tabela 12) foi realizada a
filtracdo em carvdo ativado conforme descrito no item 5.2 da metodologia. O
procedimento de clarificagcéo foi satisfatorio em relacéo a originar o extrato EtOH CA,
de coloragcédo amarelo-claro, propicia para incorporacéo na formulacdo antissolar.

O extrato hidroacetonico foi obtido separadamente com a finalidade de
extracdo de substancias mais hidrofilicas. O rendimento deste extrato foi de 31,84 g,

além de seu facil manuseio e coloragdo amarelo-esverdeado (Tabela 12).
7.2 Atividade antioxidante

Foram realizados trés diferentes métodos in vitro baseados no sequestro de
radicais livres: DPPH’, ABTS™ e ORAC para investigacdo da capacidade
antioxidante dos extratos.

O método de captacdo do radical livre DPPH’ foi utilizado como um screening
para a escolha dos extratos com maior capacidade antioxidante, a serem utilizados
nos outros dois ensaios.

Deve-se observar que os outros dois métodos utilizados (ABTS™ e ORAC)
nao restringiram-se a um determinado momento da oxidagdo, mas representaram ao
longo do tempo de cada ensaio o comportamento antioxidante das amostras
estudadas através da representacdo das curvas cinéticas referentes a distintas
concentracdes dos extratos em comparacdo aos padrdes utilizados (EGb 761° e

Trolox®).
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7.2.1 DPPH’

Os resultados foram expressos em CEsy (quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir a concentragdo inicial do DPPH" em 50 %). Quanto mais
baixo o valor para a CEsp, mais eficiente a capacidade antioxidante da substancia em
andlise.

Neste ensaio, todos 0s extratos testados apresentaram resultados altamente
eficientes em comparacéo ao extrato padronizado de Ginkgo biloba, EGb 761°. O
extrato DCM exibiu uma CEsp igual a 3,26 + 0,04 nug ml™* seguido bem de perto do
AcEt (3,37 + 0,01 pg ml™). O extrato He (23,16 + 0,41 ug ml™) ndo demonstrou um
valor tdo expressivo para atividade antioxidante mas ainda assim, melhor do que o
padrdo EGb 761° (31,16 + 1,14 ug ml™). Apés a clarificacdo do EtOH bruto (6,06 +
0,48 pg ml') a atividade antioxidante se manteve, pois o extrato EtOH CA
apresentou uma CEsy igual a 6,95 + 0,54 pg mlt, ndo exibindo diferenca
estatisticamente significativa (pos-teste de Dunn, p<0,05).

Somente os extratos He e DCM exibiram diferenca estatisticamente
significativa. Todos os extratos foram significativamente diferentes do EGb 761°
(Tabela 13).

Foram excluidos pela inviabilidade na realizagédo dos testes ABTS™ e ORAC,
0s extratos: He devido ao material extremamente viscoso e insolivel nos solventes
utilizados nos métodos citados, DCM e 1-But devido ao baixo rendimento em relacao
aos extratos selecionados conforme demonstrado no item 7.1.

Os resultados expressos em valores de CEsp na tabela 13 mostraram-se
promissores quando comparados aos resultados demonstrados por Bianco & Santos
(2010) das propriedades antioxidantes de extratos e fracbes obtidos de folhas e
caules de B. microstachya (Raddi) J. F. Macbr. pelo método do DPPH’. O extrato
das folhas particionado com acetato de etila apresentou CEs de 2,75 pug mi?, e o
extrato dos caules com o mesmo solvente apresentou uma CEsy de 2,86 pg mi™.
Ambos quando comparados aos padrfes utilizados naquele estudo, o &cido
ascorbico (vitamina C) com CEsg igual a 36 pg ml™, e a rutina com CEs igual a 8,13
ng mi™, mostraram-se muito eficientes (BIANCO & SANTOS, 2010). Ao comparar 0s
valores dos extratos mencionados com o valor encontrado neste estudo, para o
extrato das folhas de B. microstachya var. massambabensis particionado com AcEt

(CEsp de 3,37 pg mi?h) foi verificado que estdo bem proximos. A presenca de
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diversos flavondides e outras substancias polifendlicas isolados no género Bauhinia
encontrados nos estudos fitoquimicos realizados por Silva & Cechinel (2002) sugere
a possibilidade destes componentes estarem envolvidos diretamente no mecanismo
antioxidante desta espécie, assim como de outras espécies pertencentes a este
género.

O resultado das CEsp para todos os extratos investigados neste ensaio em
comparacdo ao EGb 761® e o tratamento estatistico para os dados obtidos

encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13. CEx de todos os extratos testados no ensaio de captagdo dos radicais livres DPPH'.

Poés-teste de

Extrato CEso S
DCM* 3,26 +0,04 A
AcEt* 3,37 +0,01 B

EtOH bruto* 6,06 + 0,48 B
EtOH CA 6,95 + 0,54 B

1-But* 4,38 £ 0,14 B

WAC* 5,38 + 2,26 B
He* 23,16 + 0,41 C
EGb 761° 31,16 + 1,14 D

OExtratos com mesma letra ndo tiveram diferenca estatisticamente significativa (Dunn, p < 0,05).

Silva et al. (2005) investigaram a CEso (DPPH’) de sete extratos etandlicos de
diferentes espécies de Bauhinia. O melhor resultado encontrado foi para B. forficata,
gue apresentou capacidade antioxidante seis vezes inferior a B. microstachya var.
massambabensis. Esta atividade deve-se provavelmente a um complexo de
substancias contendo estruturas flavonoidicas presentes em suas folhas sugeridas
nos cromatogramas mostrados por estes autores. O perfil fitoquimico dos extratos
aguoso e etandlico das folhas de B. microstachya exibiram resultados distintos o que
evidencia a presenca de diferentes substancias. A atividade antioxidante por

diferentes metodologias foi correlacionada ao alto conteddo de fendis totais
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apresentados pelo extrato etandlico em relagdo ao aquoso. Em geral, o extrato
etandlico mostrou-se mais eficaz do que o aquoso, em reparar 0os danos causados
pelas EROs. Quando comparados aos padrdes utilizados naquele estudo: acido
ascorbico, Trolox® e rutina, ambos os extratos exibiram potente atividade
antioxidante (SILVA et al., 2005).

BIANCO & SANTOS (2003) isolaram e identificaram a presenca de galato de
metila nas folhas de B. microstachya crescidas no Parana. Essa substancia possui
elevada atividade antioxidante (MENSOR, 1999) e quando associada com
flavondides, potencializam a acdo desses, como observado por YOKOZAWA et al.
(1998) em que o flavonéide miricitrina, com CEsp = 12,74 uM teve sua capacidade
antioxidante aumentada quando o grupamento galoila foi introduzido na posicao 2
da rhamnose, passando a CEsp para 3,83 pM. Segundo esses autores, o radical
galoila formado leva a estruturas mais estaveis, possibilitando interromper reacdes
radicalares em cadeia.

Baseado no mecanismo de reducdo do radical DPPH’ extensivamente
descrito na literatura correlacionado com a presenca de grupos de hidroxilas na
molécula antioxidante (BONDET et al., 1997; FAUCONNEAU et al., 1997,
KOROUNAKIS et al., 1997) pode-se, neste trabalho, inferir que a 6tima atividade dos
extratos polares € provavelmente devido a presenca de substancias com um grupo
hidroxila disponivel (fendlico ou n&o). Esse requerimento estrutural pode estar
relacionado com a presenca de flavondides ou taninos condensados que sao
sabidos de existirem em espécies da Familia Leguminosae-Caesalpinioideae
(HARBORNE & MABRY, 1982). Como os testes foram feitos com extratos brutos,
varios fatores podem estar competindo para tornar um mais antioxidante do que
outro. A complexidade da composicdo quimica desses extratos pode influenciar na
capacidade que cada constituinte tem de acessar o centro radicalar do DPPH’ para
doar um radical hidrogénio (SANTOS, 2001). Existe também a tese de que a
interacdo com a molécula de DPPH’ depende ndo somente da estrutura do
antioxidante, mas também da cinética de reacdo dessas substancias com o DPPH’
(MENSOR, 1999). Certas substancias com cinética rapida de reacdo reduzem um
nimero de moléculas de DPPH" que varia conforme o nimero de grupamentos
hidroxila disponiveis.

Com relagédo a composicao quimica do extrato AcEt das folhas da variedade

massambabensis pode-se inferir que é rica em flavondides e que séo principalmente
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derivados do Kaempferol, ocorrendo na forma de glicosideos. Uma vez que foram
isolados e identificados os seguintes flavonoides: Kaempferol-3-O-rhamnosideo
(Figura 24 a) e 2", 6"-di-O-galoil-astragalina (Figura 24 b), sendo este dltimo um
derivado do acido galico, pela primeira vez isolado no extrato AcEt das suas folhas,
em trabalho recente (LEO, 2005).

HO OH

OH

OH

a b
r (2)R=H 27, 6"di-O-galoil-astragalina
(1) Kampferol-3-O-rhamnosideo (3) R = OH quetcetng--02", 6"-Oiglil B> ghcopiramasideo

Figura 24: Flavonéides isolados da planta B. microstachya var. massambabensis.
Kaempferol-3-O-rhamnosideo (a); 2", 6"-di-O-galoil-astragalina (b). Adaptado de LEO, 2005.

Em relacdo ao ensaio com o DPPH’, o extrato WAc apresentou a CEsg
inferior ao EtOH bruto e ao EtOH CA (Tabela 15), isto € uma maior atividade
antioxidante total em relacdo a ambos. A porcentagem de AAT é dependente da
concentracdo de 1 a 10 yg mL™?, e apés este intervalo foi atingido um platd = 90 %
de AAT (Figura 25). A inibicdo do radical livre DPPH’ foi utilizada como um screening
para selecionar os extratos e a faixa 6tima de atividade antioxidante das diversas
concentracdes de todos os extratos obtidos (Figuras 25 e 26).

Pode-se observar nas Figuras 25 e 26, que o extrato utilizado como padréo
(EGb 761°), exibe uma porcentagem de atividade antioxidante total (% AAT) muito
inferior quando nas mesmas concentracdes dos extratos obtidos das folhas da
planta em estudo. Por outro lado, os extratos escolhidos nas concentra¢gfes = 10 pg
mL™ atingem o platd de cerca de 90 % da AAT. Isto significa que ao aumentarmos
as concentracdes das amostras a % AAT permanece constante. Em relagdo ao EGb

761°, o platoé acima de 90% da AAT foi atingido na concentracéo = 125 pg mL™.
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Figura 25: Screening da %AAT pelo DPPH dos extratos selecionados.

MédiatDesvio-Padréo de n = 3 determinacdes.
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Figura 26: Screening da %AAT pelo DPPH dos extratos excluidos.

7.2.2 ABTS™

MédiatDesvio-Padréo de n = 3 determinacdes.
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Este método foi escolhido para a confirmacao dos resultados encontrados no

método DPPH’, e para a observagdo do comportamento cinético ao longo do tempo

de reacdo dos extratos potencialmente antioxidantes a serem incorporados nas
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formulacées antissolares. Os resultados foram expressos em pM de Trolox® per g de
extrato.

Neste ensaio todos o0s extratos testados exibiram um forte potencial
antioxidante em relacdo ao EGb 761® (262,47 + 0,10). A ordem crescente de
potencial antioxidante dos extratos foi EtOH CA (775,19 = 1,60) < EtOH bruto
(886,96 + 0,45) < WAc (2173,91 +0,09) < AcEt (2439,02 + 1,95) (Tabela 14).

Tabela 14: Extratos testados no ensaio ABTS™ e dados estatisticos.

Ensaio ABTS Equacéao da reta

Extrato  (umol L *de Trolox ® R?
per g de Extrato) r
y = -0,2128x + 0,7667
EtOH bruto 884,96 £ 0,45 R2=0,9803
r=0,9901
y = -0,223x + 0,8127
EtOH CA 775,19 £+ 1,60 R2=0,9992
r=0,9996
y = -0,1998x + 0,607
AcEt 2439,02+1,94 R2=0,9983
r=0,9991
y = -0,1618x + 0,6002
WAC 2173,91 £ 0,10 R2=0,9958
r=0,9979
y = -0,049x + 0,712
EGb 761° 262,47 +0,10 R2=0,9804
r=0,9901

OTodos os extratos exibiram diferenca estatisticamente significativa (Dunn, p < 0,05).

A linearidade referente a cada extrato e ao padrdo EGb® foi representada pelo
coeficiente de correlagdo (r) entre as absorbéncias lidas a 734 nm e as
concentracgOes utilizadas. Todos os valores encontram-se na Tabela 14.

A linearidade da curva analitica do Trolox® foi representada pelo coeficiente de
correlacdo (r) = 0,9962; esta curva foi utilizada nos calculos do ensaio ABTS, onde
1000 pM de Trolox® correspondem a absorbancia 0,525 ou seja a 250 pg mL™

(Figura 27). Os pontos encontrados nos diversos solventes utilizados foram lineares
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em todas as amostras com valores de coeficientes de correlagdo adequados. A
precisdo foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos nos experimentos
repetidos, expressa pelos desvios padréo (DP) (BRASIL, 2003). Foram obtidos todos
os valores satisfatorios (menores que 5%) para os niveis de concentracdo, de todas

as curvas analiticas realizadas.

y = -0,0008x +0,7178
2=0,9925
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Figura 27: Curva analitica do Trolox® utilizada nos calculos do ensaio ABTS.

Na reagdo com o ABTS™, os extratos demonstraram eficientes resultados
para a capacidade antioxidante frente ao EGb 761® (Tabela 15). Neste método o
monocation € formado antes da adicdo dos extratos com suposto potencial
antioxidante. O ABTS™ é continuamente gerado ao longo do ensaio proporcionando
resultados em tempo real ao longo dos 6 minutos. As curvas cinéticas do potencial
antioxidante dos extratos AcEt, WAc, EtOH bruto e EtOH CA testados frente ao EGb
761° e ao Trolox® foram tracadas em funcdo do tempo (Figuras 28, 29, 30 e 31).

O perfil cinético para todos os extratos testados, nas diversas concentragoes,
apresentou “performance” superior frente ao padrdo (EGb 761®). Em relacdo ao

Trolox®, as curvas cinéticas da capacidade antioxidante dos extratos AcEt, WAc,



98

EtOH bruto e EtOH CA ao longo do tempo do experimento foram similares e em
alguns casos superiores (Figuras 28, 29, 30 e 31).

Absorbancia (U.A.)

D T T T T T T T T T T

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (segundos)

=—=Controle =i=Trolox 1,25 ug mL™"

==Trolox 2,50 ygmL™" ==Trolox 3,75ugmL™"
AcEt1,25pg mL™" —AcEt3,50 g mL™
AcEt5,00pg mL™? =6=EGb 1,25 pgmL™"
EGb 2,50 pg mL™ EGb 5.00 pg mL™

Figura 28: Curva cinética do potencial antioxidante do AcEt frente ao EGb e ao Trolox®
no ensaio ABTS.

O AcEt foi investigado em trés concentracées diferentes frente ao Trolox® e
ao EGb 761® (Figura 28). A curva cinética da Figura 28 demonstrou o
comportamento do extrato AcEt ao longo dos 6 minutos de ensaio, em comparacéo
ao extrato padronizado EGb 761® a 5,00 pg mL' pode-se observar que a
concentracdo de 1,25 pg mL™ do extrato AcEt apresentou maior descoramento da
solucdo no mesmo tempo, e comportamento similar a substancia de referéncia
(Trolox®) a 2,50 ug mL™. As concentracdes de 1,25 e 2,50 pg mL* do EGb®
apresentaram perfil cinético similar para o potencial antioxidante, ou seja,
praticamente ndo houve descoloracdo do monocation durante o ensaio. O Trolox® a
1,25 pg mL* exibiu um perfil semelhante ao do EGb a 5,00 pg mL™. O AcEt a 1,25
ng mL* apresentou um comportamento cinético similar ao Trolox® a 2,50 pg mL™, o
gue sugere uma excelente atividade antioxidante para este extrato obtido das folhas
de B. microstachya var. massambabensis. O AcEt a 3,50 pg mL™* apresentou um

potencial antioxidante maior do que o Trolox® a 3,75 pg mL™.



99

Absorbancia (U.A)
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Figura 29: Curva cinética do potencial antioxidante do WAc frente ao EGb e ao Trolox®
no ensaio ABTS.

A curva cinética da Figura 29 exibiu o comportamento do extrato WAc ao
longo dos 6 minutos de ensaio, em comparacdo ao extrato padronizado EGb 761° a
5,00 ug mL™ observa-se que a concentracdo de 1,25 pg mL™ do extrato WAC
apresentou descoramento semelhante da solucdo no mesmo tempo, e
comportamento similar & substancia de referéncia (Trolox®) a 1,25 yg mL™. A curva
do WAc a 1,25 ug mL™ apresentou um perfil cinético semelhante ao Trolox® na
mesma concentracdo e ao EGb a 5,00 ug mL™. Isto mostrou uma excelente
atividade antioxidante para este extrato frente ao Trolox® e ao extrato padronizado
de Gingko biloba, EGb 761®. A concentracdo de 5,00 yg mL™ do extrato WAc nos
guinze segundos iniciais levou a absorbancia quase a zero, o que evidenciou forte

potencial antioxidante.



100
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Figura 30: Curva cinética do potencial antioxidante do EtOH bruto frente ao EGb e ao Trolox®
no ensaio ABTS.

A curva cinética da Figura 30 exibiu o comportamento do extrato EtOH bruto
ao longo dos 6 minutos de ensaio, em comparagcdo ao extrato padronizado EGb
761® a 5,00 pg mL™* pode-se observar que a concentracdo de 1,25 pg mL™ do
extrato EtOH bruto apresentou maior descoramento da solucdo no mesmo tempo,
inclusive para a substancia de referéncia (Trolox®) na mesma concentracdo do
extrato em andlise.

O perfil cinético do extrato EtOH bruto a 1,25 pg mL™ exibiu um potencial
antioxidante semelhante ao Trolox® a 1,25 pg mL™* e ao EGb a 5,00 pg mL™. Na
concentracdo igual a 3,50 pg mL™* este extrato exibiu um perfil cinético semelhante
ao Trolox® a 3,75 pg mL™, o que evidenciou forte capacidade antioxidante frente &
substancia quimica de referéncia. O extrato EtOH bruto (5 pg mL™) reduziu a
absorbancia a zero nos quinze segundos iniciais do ensaio, mostrando um forte

potencial antioxidante frente ao EGb 761°.
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Figura 31: Curva cinética do potencial antioxidante do EtOH CA frente ao EGb e ao Trolox®
no ensaio ABTS.

A curva do extrato EtOH CA a 1,25 pg mL™ apresentou uma cinética
antioxidante eficiente frente ao Trolox® a 1,25 ug mL™ e ao EGb® a 5,00 ug mL™, e a
partir dos 180 segundos aproximou-se da curva do Trolox® a 2,50 pg mL™
(Figura 31). A curva do EtOH CA a 3,50 pg mL™ exibiu um perfil cinético melhor do
que o Trolox® na concentracdo de 3,75 pg mL™. O extrato EtOH CA a 5,00 ug mL™
semelhante ao ocorrido com o extrato EtOH bruto reduziu a absorbancia quase a

zero em quinze segundos exibindo também alto potencial antioxidante em relacéo
ao EGb 761° (5,00 pg mL™).
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7.2.3 ORAC

No ensaio ORAC, inicialmente, observou-se o0 espectro da FL nos parametros

de fluorescéncia utilizados Aexcitagzo: 480 NM € Aemissao: 515 nm (Figura 32).

500 ~

400 -

300 A

200 A

100 A

Intensidade relativa de fluorescéncia da FL (U.A.)

480 500 520 540 560 580 600 620

Comprimento de onda (nm)

Espectro FL

Figura 32: Espectro da FL utilizado para o ensaio ORAC.

No ensaio ORAC, observou-se a protecédo da estrutura da FL pelas diferentes
concentracdes de Trolox® em comparacéo ao controle (FL + AAPH) e a fluoresceina
livre em tampé&o fosfato (FL livre). As curvas de decaimento da fluorescéncia da FL,
para investigacdo do efeito das concentracdes de 1 e 10 mmol L™* de Trolox®,
tiveram efeito protetor semelhante frente ao ataque dos radicais peroxila. Em relagéo
ao Trolox® a 20 mmol L™ foi visto que durante os seis minutos iniciais o perfil cinético
foi semelhante & concentracdo de 10 mmol L. Entretanto, no periodo de 6 a 30
minutos foi verificada uma maior atividade antioxidante para o Trolox® a 20 mmol L™
(Figura 33).
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Figura 33: Efeito da concentracédo do Trolox® na curva de decaimento da fluorescéncia da FL.

Na Figura 34, observa-se que o extrato EtOH CA a 0,005 pg mL™ exibiu efeito

protetor semelhante ao Trolox® a 5 pg mL™ frente ao ataque dos radicais peroxila.

Enquanto que a 0,25 pg mL™ foi similar ao EGb a 5 ug mL™.

—+— Controle
—+— E{OH CA 0,25 ug mL™"!
—+— EtOHCA 0,1 yg mL!
EtOH CA 0,005 pg mL”
—+— Trolox 100 pg mL""
~* Trolox 50 ug mL'1
Trolox 5 ug mL'1
EGb 5 g mL !
—+— EGb2,5ugmL

—+— Egb1pgmL’
—+— FL livre

1

30

< 400 -

=

.g 4

C

‘% 300

[]

o

@]

=

T

8 200 -

@®

=

©

e

o 100 -

e}

(]

il

[2]

&

IS 0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Tempo (minutos)

1

Figura 34: Efeito da concentragdo do extrato EtOH CA frente ao Trolox® e ao EGD na curva de

decaimento da fluorescéncia da FL.
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Na Figura 35, o extrato WAc a 0,12 ug mL™ exibiu efeito protetor & FL
semelhante ao Trolox® a 100 pg mL™ frente ao ataque dos radicais peroxila.

Enquanto que WAc a 0,25 pg mL™ foi superior ao EGb a 5 ug mL™.
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. —* WAc2,5ug mL"
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Figura 35: Efeito da concentracédo do extrato WAc frente ao Trolox® e ao EGDb na curva de
decaimento da fluorescéncia da FL.

Os extratos analisados pelo método ORAC exibiram atividade antioxidante
consideravelmente eficiente em baixissimas concentracdes, o extrato EtOH CA
(0,005 pg mL™?) demonstrou alto valor ORAC relativo (Tabela 15).

Os resultados dos ensaios ABTS™ e DPPH’ estdo em conformidade, e a
ordem decrescente de potencial antioxidante foi: AcCEt > WAc > EtOH bruto > EtOH
CA > EGb 761°® (Tabela 15).

Quanto menor o valor da CEsp de uma substancia mais eficiente sera o seu
potencial antioxidante pelo método de captura dos radicais DPPH". As CEsy dos
extratos estudados preliminarmente foram bem inferiores ao EGb 761° o que
significa uma maior atividade antioxidante dos extratos de B. microstachya var.
massambabensis frente ao padrdo de extrato vegetal utilizado. O melhor extrato
neste ensaio foi o AcEt, e a sua capacidade antioxidante cerca de dez vezes maior
do que o EGb 761° (Tabela 15).
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Os resultados dos ensaios in vitro, DPPH, ABTS™ e ORAC da capacidade
antioxidante dos diferentes extratos encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15: Resultados da capacidade antioxidante dos extratos das folhas de B. microstachya var.
massambabensis, através de trés diferentes métodos in vitro.

Ensaio DPPH Ensaio ABTS Ensaio ORAC
Extrato CEso (umol L *de  Concentracdo Valor ORAC relativo
(Mg mL™ Trolox ®perg  (ugmL™) (umol L ™ de Trolox ©
de Extrato) per g de Extrato)

2,00 1,1940,72

EtOH bruto 6,06+0,48 884,96+0,45 0,25 7,43+0,82
0,05 32,06+0,83

0,25 10,30+40,77

EtOH CA 6,95+0,54 775,19+1,60 0,10 22,3940,76
0,005 181,09+0,75

2,50 1,19+ 0,85

AcEt 3,37+0,01 2439,02+1,94 0,50 4,46+0,69
0,10 21,24+1,05

2,50 1,33+1,18

WAC 5,38+2,26 2173,91+0,10 0,25 12,55+1,09
0,12 13,68+0,78

5,00 0,52+0,67

EGb 761° 31,16+1,14 262,47+0,10 2,50 0,81+0,47
1,00 1,29+0,11

Média + DP (desvio-padrao) de n = 3 determinacdes.

Os métodos de varredura dos radicais livres DPPH" e ABTS™, que
investigaram radicais organicos mostraram uma “performance” semelhante na
capacidade antioxidante dos extratos estudados. Embora no método ABTS™, quanto
maior o valor expresso em equivalentes g de Trolox® per g de extrato, maior o
potencial antioxidante do extrato analisado. No ensaio do ABTS™, o melhor extrato
foi o AcEt exibindo uma capacidade antioxidante cerca de dez vezes maior do que o
EGb 761®, enquanto que WAc, EtOH bruto, EtOH CA foram cerca de oito, quatro e

trés vezes superiores, respectivamente (Tabela 15).
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7.3 Desenvolvimento das formulacfes antissolares e determinacao do FPS in

vitro pelo Método Mansur

Foi escolhida como creme-base (LC), uma lo¢cdo anibnica de composicao
simples, para incorporacdo dos filtros solares e dos extratos vegetais. As
formulagbes apresentaram aspecto visual e textura adequados a um produto
cosmetico. As trés formulacdes antissolares locdo cremosa com os filtros solares
(LADEG LC FPS 15); locdo cremosa com os filtros solares e o extrato etandlico
clarificado a 1% (LADEG LC FPS 15 EtOH CA 1%) e locao cremosa com os filtros
solares e o extrato WAc a 1% (LADEG LC FPS 15 WAc 1%) foram as preparacdes
selecionadas para a realizacdo dos testes de eficacia e seguranca (Figura 36).
Aparentemente ndo houve nenhum efeito dos excipientes utilizados na eficacia do
produto final. Como foi observado pelo método de Mansur, 0s extratos incorporados
no creme base sem os filtros apresentaram um FPS < 1 (Tabela 16). O efeito de
protecdo foi obtido apds a incorporacao dos filtros solares juntos com os extratos

vegetais.

Ladeg
BASE DC

Figura 36: Aspecto visual final das formula¢@es antissolares LADEG LC FPS 15 WAc 1%
LADEG LC FPS 15 EtOH CA 1% e LADEG LC FPS 15. Fotos da autora.
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Tabela 16: Resultados dos FPS das formulagBes LADEG LC FPS 15, LADEG LC FPS 15 + extratos e
LC + extratos.

Formulacgéo Filtros FPS in vitro
LC FPS 15 sim 17,0+0,25
LCFPS 15+ EtOH CA 1 % sim 17,8 £0,77
LCFPS 15+WAC 1% sim 16,9 + 0,62
LCFPS 15 +WAcaz2% sim 16,7 £ 0,22
LC+EtOHCA 1% - 0,70 £ 0,06
LC+WAc1% - 0,68 + 0,02
LC+WAc2% - 0,84 +£0,01
LC + EtOH bruto 1 % - 0,76 £ 0,05
LC + ACEt1 % - 0,66 + 0,01

Média + DP (desvio-padrao) de n = 3 determinacdes.

O aspecto visual foi primordial para a escolha das formulacbes a serem
analisadas. Foram avaliadas trés concentracfes distintas dos extratos. A Figura 37
exibe a formulagdo contendo o extrato WAc a 2, a 1 e a 0,5 % incorporados no
creme base. Destas trés formulacdes, LADEG WAc a 1 % foi a escolhida.

Figura 37: Aspecto visual das formulacdes antissolares LADEG WAc a 2 %; 1 % e a 0,5 %.
Fotos da autora.
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7.4 Analise Fototoxica em culturas de S. cerevisiae das formulacdes

desenvolvidas e respectivos extratos

Para a analise fototéxica foram escolhidos os extratos EtOH CA e WAc devido
a eficiente capacidade antioxidante in vitro e a coloracao adequada a aplicacdo em
formulagBes cosméticas. No teste de fototoxicidade foi observado a auséncia de
halo de inibicdo do crescimento do microorganismo ap6s 48 horas sob irradiacédo
com lampada UVA, e no escuro indicando que a amostra nao é fototdxica. Quando
submetido a RUV-A o controle positivo 8-MOP, substancia amplamente utilizada em
testes de fototoxicidade, exibiu a presenca de halo de inibicdo no crescimento do
microorganismo com cerca de 2 cm de didmetro em torno do disco (Figura 38 b).

Nenhuma das formulagcbes nem seus respectivos extratos apresentaram

fototoxicidade frente a radiacao ultravioleta A.

Figura 38: Placa no escuro apés 48h, sem formacéo de halo (a)
Placa sob iluminagdo UVA apoés 48h, com formagéo de halo no disco 4 (b)
Nos discos 1 a 3: LC + FS; e no disco 4: 8-MOP. Fotos da autora.

A disposicéo dos discos nas placas esta descrita no item 5.5 (Figura 17).

S. cerevisiae poderia ser proposto como um modelo celular para fornecer um
rapido e inicial screening de capacidade antioxidante de extratos vegetais (SILVA et
al., 2005). Além disso, esta metodologia ex vivo efetivamente complementa os
resultados dos ensaios in vitro produzindo uma analise mais completa do potencial

antioxidante e fototdxico dos extratos vegetais testados.
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7.5 Seguranca das formulacbes desenvolvidas e respe  ctivos extratos

7.5.1 HET-CAM

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 17. A formulacdo LADEG
LOCAO CREMOSA FPS 15 (LC FPS 15) apresentou o valor médio de graduac&o
dos fendmenos irritantes de 1,92; a formulacdo contendo o extrato EtOH CA a 1%
incorporado e os filtros solares (LADEG LC FPS 15 + EtOH CA 1%) apresentou o
valor de 1,50 e a formulagdo contendo o extrato WAc a 1% com filtros solares
(LADEG LC FPS 15 + WAc 1%) incorporados apresentou o valor de 1,33. O extrato
EtOH CA a 1% em TF salino pH 7,4 apresentou o valor médio de graduacéo dos
fendmenos irritantes de 1,50 enquanto que o extrato WAc a 1% apresentou o valor
zero, significando irritante leve e né&o irritante, respectivamente. Esses valores foram
obtidos comparando os fen6menos observados com a graduacao contida na Tabela
4 do item 5.6.1, na qual estdo descritos os niveis de avaliacdo para cada um dos

fendbmenos observados.

Tabela 17: Graduac&o dos fendbmenos irritantes por meio do ensaio HET-CAM e a classificacéo final
do grau de irritacdo das formulacdes e respectivos extratos.

Produto o L
1° exp. 2° exp. 3° exp. Média Classificacéo
LADEG
LC FPS 15 1,50 2,25 2,00 1,92 Irritante Leve
EtOH CA )
0,00 3,00 1,50 1,50 Irritante Leve
al%
LC FPS 15
+ EtOH CA
2,75 1,50 0,00 1,42 Irritante Leve
al%
WAC )
0,00 0,00 0,00 0,00 Nao Irritante
al%
LC FPS 15
+ WAC
2,50 0,00 1,50 1,33 Irritante Leve

al%
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Ao comparar os valores de graduagéo dos fendmenos irritantes obtidos em
funcdo do tempo decorrido para sua ocorréncia com a tabela de classificagdo do
grau de irritacdo das formulacbes avaliadas (Tabela 5 do item 5.6.1), obtém-se a
classificacao final como “irritante leve” para as trés formulacdes analisadas.

Essa classificagdo sugere que as formulagbes desenvolvidas ndo possuem
potencial irritante, porém esse resultado precisa ser associado aos demais
resultados dessa secdo (CAM-TBS e RBC), para que seja possivel uma avaliacao
final do grau de irritacdo ocular in vitro das formulacdes e extratos em analise.

De acordo com o protocolo estabelecido no setor de
Farmacologia/Toxicologia do INCQS/FIOCRUZ, onde foram feitos os testes, a
classificacéo obtida para um produto com valor médio classificado como irritante leve
tem o mesmo efeito que um produto nao irritante.

Os resultados apresentados neste ensaio foram baseados em mudangas
macroscopicas ocorridas na MCA. Os testes foram feitos em triplicata por trés

analistas diferentes.

7.5.2 CAM-TBS

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 18. A formulagdo LADEG LC
FPS 15 apresentou o valor médio de graduacao dos fendmenos irritantes de 2,86; a
formulacdo LADEG LC FPS 15 + EtOH CA 1% apresentou o valor de 2,80 e a
formulagdo LADEG LC FPS 15 + WAc 1% apresentou o valor de 5,48. O extrato
EtOH CA a 1% em TF salino pH 7,4 apresentou o valor médio de graduacdo dos
fendmenos irritantes de 2,51 enquanto que o extrato WAc a 1% apresentou o valor
de 1,07. Esses valores foram obtidos com a quantificacdo do corante absorvido, que
é correspondente ao dano causado na MCA, estabelecendo uma correlacdo ao grau
de irritacdo ocular in vitro das formulacdes e dos extratos em teste. A classificacédo
de cada formulacéo foi obtida com a média dos valores de absorbancia do TBS dos
4 ovos nos 3 dias e comparada com os valores do material controle. Obteve-se a
classificagcao final como “néo irritante” para as trés formulacbes e para os dois
extratos analisados.

Quando comparados ao HET-CAM, estes resultados encontrados no CAM-

TBS corroboram a classificagdo de produto “ndo-irritante” ou “irritante leve” tanto
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para as formulagdes desenvolvidas no LADEG quanto para os respectivos extratos,

sugerindo a seguranca de uso dos mesmos.

Tabela 18: Graduacédo dos fendbmenos irritantes por meio do ensaio CAM-TBS e a classificacao final
do grau de irritacao das formulacdes e dos respectivos extratos.

Produto o L
1°exp. 2%exp. 3°exp. Meédia Classificacao
LADEG
LC FPS 15 -0,60 5,04 4.14 2,86 N&ao Irritante
EtOH CA .
1,34 2,82 3,36 2,51 Nao Irritante
al%
LC FPS 15
+ EtOH CA 6,24 2,82 -0,67 2,80 N&ao Irritante
al%
WAC
0,40 1,68 1,14 1,07 Nao Irritante
al%
LC FPS 15 )
6,85 5,84 3,76 5,48 Nao Irritante
+ WAC a 1%

7.5.3 RBC

Os resultados obtidos estédo descritos na Tabela 19. Todas as formulagbes
obtiveram o grau de irritacdo avaliado como “n&o irritante” com o emprego do
método RBC.

Como observado no método de correlagcdo do indice de desnaturacéo e
hemolise com o possivel efeito de irritacdo ocular in vitro (RBC) néo foi possivel
mensurar com precisao o potencial irritante das formulacdes, uma vez que os filtros
solares interferiram na leitura espectrofotométrica por gerar sobrenadante leitoso, o
que impediu a leitura exata dos dados. Obteve-se o grau “nao irritante” para todas as
formulacdes e respectivos extratos analisados. Este método € comumente utilizado
para analise de formas farmacéuticas contendo ativos hidrossollveis, portanto
sugere-se que seja realizada, em estudos posteriores, a adequagdo na metodologia

para aplicacdo em formulacdes cosméticas contendo ativos antissolares.



112

Tabela 19: Graduagédo dos fendmenos irritantes (ICsp) € a correlagao do indice de desnaturagéo (ID)
com o possivel efeito de irritacdo ocular in vivo (RBC) das formulac6es e respectivos extratos.

indice de o
Produto . Indice de L
Desnaturacéo o Classificacéo
LADEG [rritacao
(ICs0)
LC FPS 15 >10 % > 100 N&o Irritante
EtOH CA .
>10 % > 100 N&o Irritante
al%
LC FPS 15
+ EtOH CA >10 % > 100 N&o Irritante
al%
WAC :
>10 % > 100 N&o Irritante
al%
LC FPS 15
+ WAC >10% > 100 N&o Irritante
al%
7.5.4 DRAIZE

A graduacéo dos fenbmenos de formacao de edema e eritema avaliados para
as formulagdes desenvolvidas: LADEG LC FPS 15; LADEG LC FPS 15 + EtOH CA a
1% e LADEG LC FPS 15 + WAc a 1% e respectivos extratos: EtOH CA a 1% e WAc
a 1% em TF salino pH 7,4 e classificacdo final do grau de irritacdo de cada
formulacdo encontram-se descritos na Tabela 20.

De acordo com o Manual da Qualidade (INCQS/FIOCRUZ) n° 65.3330.003
item 8, para o ensaio de irritacdo cutdnea priméaria (ICP), um produto seri
considerado satisfatorio quando for classificado com baixo potencial irritante (n&o

irritante ou irritante leve — ICP compreendido entre 0 e 1,9).
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Tabela 20: Graduacédo dos fendmenos irritantes e a classificacao final do grau de irritacéo das
formulagbes avaliadas nos ensaios de irritacdo cutanea in vivo (DRAIZE).

indice de
Irritacdo Cutanea
Produto o N
Primaria Classificacao
LADEG
(ICP)
LC FPS 15 1,49 Irritante Leve
EtOH CA
1,59 Irritante Leve
al%
LC FPS 15
+ EtOH CA _
1,89 Irritante Leve
al%
WAC .
1,5 Irritante Leve
al%
LC FPS 15
+ WAC .
1,58 Irritante Leve
al%

As formulagbes desenvolvidas: LADEG LC FPS 15, LADEG LC FPS 15 +
EtOH CA a 1% e LADEG LC FPS 15 + WAc a 1% e respectivos extratos: EtOH CA
a 1% e WAc a 1% em TF salino pH 7,4 foram considerados satisfatorios, pois os
resultados ficaram compreendidos entre 1 e 1,9 (baixo potencial irritante), valores
que estdo em acordo com o perfil esperado para a segurangca de uso das

formulagbes antissolares.
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7.6 Eficicia das Formulacfes Antissolares

7.6.1 Determinacdo do FPS in vitro por espectrofotometria pelo Método de

Mansur e fotoestabilidade em simulador solar

Os resultados do FPS pelo método de Mansur (1986) e da fotoestabilidade
em simulador solar das formulacbes desenvolvidas encontram-se descritos na
Tabela 21. A locédo cremosa base (LADEG LC FPS 15) contendo somente os filtros
solares apresentou o valor de FPS in vitro de 17,0 + 0,25; a formulagéo contendo o
extrato EtOH CA a 1 % e os filtros solares incorporados (LADEG LC FPS 15 + EtOH
CA a 1 %) apresentou o valor de FPS in vitro de 17,8 + 0,77 e a formulagao
contendo o extrato WAc a 1 % com filtros solares incorporados (LADEG LC FPS 15
+ WAC a 1 %) apresentou o valor de FPS in vitro de 16,9 + 0,62.

ApoOs a determinacdo do FPS in vitro das formulacdes foi verificada a
fotoestabilidade (conforme descrito no item 5.8 da metodologia). As preparacdes
foram submetidas a radiacdo em simulador solar, e novamente verificado o FPS.
Essa metodologia pode ser utilizada de maneira complementar a determinacdo do
FPS de uma preparagéo, pois garante a presenca dos filtros solares na mesma. O
uso do filme de pvc e placa de Petri indicam que esse método é simples, barato, de

facil aquisicéo e execucao.

Tabela 21: Determinacéo do FPS das formulacdes pelo método Mansur antes e apos irradiagdo em
simulador solar.

Formulacéo
_ FPS FPS
antissolar . ; .
sem radiacao apos radiacéo
LADEG
LC FPS 15 17,0+ 0,25 16,6 £ 0,22
LC FPS 15
+ EtOH CAa 1% 17,8 £0,77 16,4 £ 0,01
LC FPS 15
+ WAc a 1% 16,9 £ 0,62 16,6 £ 0,13

[As formulacdes ndo exibiram diferenca estatisticamente significativa (Dunn, p < 0,05).
Média + DP (desvio-padréo) de n = 3 determinacdes.
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Foi possivel observar que o material utilizado como suporte (pvc e vidro), e 0
solvente utilizado na extracdo, ndo interferiram no resultado do ensaio. Apos a
radiacdo houve um decaimento no FPS da formulacdo, desmonstrando o efeito da
radiacdo solar sobre a estabilidade dos filtros solares. O efeito da adicdo dos
extratos EtOH CA e WAc a 1 % na estabilidade dos filtros OMC, OCT e BZF-3 foi
positivo, mantendo assim, o FPS constante, ao comparar antes e depois da radicao.

A eficiéncia da fotoprotecao € maior quando os filtros solares possuem estabilidade.

7.6.2 Determinacéo do Fator de Protecdo UVA in vitro antes (FP-UVA ) e apés a
Irradiacao (FP-UVA) e Comprimento de Onda Critico ( Ac)

A Figura 39 mostra os espectros de absorbancia no UV obtidos nas trés

placas analisadas da formulagéo base LADEG LC FPS 15.
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Figura 39: Espectros médios de absorbancia no UV para as placas com a formulagcao LADEG LC
FPS 15 aplicada, antes da irradiacdo (a) e ap0s a irradiacao (b).
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A Figura 40 mostra os espectros de absorbancia obtidos nas trés placas
analisadas da formulacdo LADEG LC FPS 15 + EtOH CA a 1 %.
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Figura 40: Espectros médios de absorbancia no UV para as placas com a formulacdo LADEG LC
FPS 15 + EtOH CA a 1 % aplicada, antes da irradiacéo (a) e apos a irradiacao (b).

A Figura 41 mostra os espectros de absorbancia obtidos nas trés placas

analisadas da formulacdo LADEG LC FPS 15 + WAc a 1 %.
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Figura 41: Espectros médios de absorbancia no UV para as placas com a formulagcao LADEG LC
FPS 15 + WAc a 1 % aplicada, antes da irradiagdo (a) e ap6s a irradiagéo (b).

Na Tabela 22, estdo descritos os valores de irradiacdo aplicados nas trés
placas de cada formulacdo, assim como os valores de comprimento de onda critico

(Ac) encontrados para cada formulacéo apos a irradiacao.

Tabela 22: Valores irradiacdo UVA (J/cm?) aplicados nas placas de cada formulag&o e os valores de
comprimento de onda critico (Ac) apés a irradiacéo.

Formulacéo Dose UVA Comprimento de onda
antissolar (J/lcm?) critico ( Ac)
LC FPS 15 3,15+0,04 352 nm
LC FPS 15
+ EtOH CA a 1% 2,99 £ 0,02 352 nm
LC FPS 15
+ WAcC a 1% 2,93+0,03 352 nm

Os valores de comprimento de onda critico (Ac) devem ser maiores que 370
nm para que, conjugado a outros parametros de avaliacdo, as formulagbes
analisadas sejam consideradas eficazes frente a exposicdo a radiacdo UVA. Nos
resultados obtidos de Ac, observa-se que os valores estdo abaixo do que se
esperava de uma formulacdo que abrangesse o0 espectro de radiacdo UVA. O Ac é
um dos parametros utilizados para avaliar a capacidade de protecdo UVA do
produto, definido como o menor comprimento de onda em que a absor¢cdo do
produto € igual a 90% da absorcao total. Deve-se avaliar outros parametros sobre o

potencial anti-UVA das formula¢cdes para conjugar com esse dado (COLIPA, 2009).
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Os valores do FP-UVA das trés formulacdes estdo descritos na Tabela 23.

Tabela 23: Valores de FP-UVA in vitro obtidos antes e ap0s a irradiagéo.

FP-UVA, FP-UVA
Formulagéo )
_ antes da apos a
antissolar L L
irradiagcao irradiacao
LC FPS 15 2,63 +0,03 2,50+0,16
LC FPS 15
+ EtOH CAa 1% 2,50 +0,01 2,40 £ 0,20
LC FPS 15
+ WAc a 1% 2,45 +0,01 2,40 £ 0,20

A formulacdo LC FPS 15 obteve FP-UVA apos a irradiacdo de 2,50 £ 0,16,
enquanto que as formulagbes LADEG LC FPS 15 + EtOH CA a 1% e LADEG LC
FPS 15 + WAc a 1% obtiveram o mesmo valor de 2,40 + 0,20. A reducdo nos
valores de FP-UVA apés a irradiacdo foi maior para a formulagcdo LADEG LC FPS
15, os extratos provavelmente auxiliaram na manutencdo dos valores de FP-UVA
apos a irradiacdo, uma vez que a reducgdo desse valor foi menos significativa quando
comparada a formulacdo sem adicdo de extratos vegetais (p<0,05). Acredita-se que
essa manutencdo possa ter sido gerada pela protecdo dos ativos frente a
fotodegradacdo, ja que esta provavelmente seja uma das caracteristicas dos
antioxidantes incorporados em formulacdes antissolares (JAIN & JAIN, 2010).

Foi possivel observar valores de FP-UVA em torno de 2, esses valores
deveriam corresponder a um terco (1/3) do valor do FPS obtido em cada formulacéo,
para que fossem consideradas eficazes frente a exposicdo a radiacdo UVA. Porém
os valores obtidos podem ser considerados satisfatérios, uma vez que encontram-se
em concordancia com a legislacdo vigente que exige o valor de FP-UVA de no
minimo 2, para assegurar a protecdo dos usuarios frente a exposicado a radiacao
UVA. Portanto as formulacbes podem ser consideradas também protetoras frente a
radiacdo UVA (COLIPA, 2009).
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7.6.3 Determinagédo do FPS in vivo — Método COLIPA

Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios da Declaracao
de Helsinki, e de acordo com as regulamentacdes aplicaveis, incluindo o ICH EG:
Good Clinical Practice. Antes do inicio da pesquisa, 0s voluntarios na faixa etaria de
35 a 55 anos (idade média: 47 anos), fototipo de Il a lll, foram informados do objetivo
do estudo, sua metodologia e duracao, e dos beneficios possivelmente esperados e
restricbes ligadas ao estudo. Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
elaborado de acordo a Declaracdo de Helsinki e aprovado por um Comité de Etica
em Pesquisa independente, foi assinado pelos voluntarios. Os resultados foram
anotados em fichas apropriadas. A documentacédo técnica da pesquisa encontra-se
nos arquivos da Allergisa, onde sera mantida por um periodo de 5 anos.

Os valores de FPS in vivo a seco para cada voluntario encontram-se descritos
na Tabela 24.

Tabela 24: Valores de FPS in vivo das formula¢6es desenvolvidas: LADEG LC FPS 15,
LADEG FPS 15 EtOH CA a1 % e LADEG FPS 15 WAc a 1%.

Voluntarios LADEG LC LADEG FPS 15 + LADEG FPS 15 +
FPS 15 EtOH CAal% WAc a 1%

1 12 15 15

2 17 21,3 17

3 18 16 14,4

4 22,6 12,8 14,4

5 14,4 20 18

6 14,4 20 22,6

7 18 13,6 22,6

8 11,5 20 22,6

9 18 24,9 18

10 11,6 20 14,4
FPS in vivo 15,7 +3,6 18,4 +3,84 17,9 + 3,53

A formulacdo LADEG LC FPS 15 apresentou o valor de FPS in vivo de 15,7
3,6; a formulagédo LADEG FPS 15 EtOH CA a 1 % apresentou o valor de FPS in vivo
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de 18,4 + 3,8 e a formulagdo LADEG FPS 15 WAc a 1 % apresentou o valor de FPS
in vivo de 17,9 £ 3,5. A formulacdo LADEG LC FPS 15 o intervalo de confianca
(95%) foi de 13,2 a 18,3; para a formulacdo LADEG FPS 15 EtOH CAa 1l % o
intervalo foi de 15,6 a 21,1; para a formulacdo LADEG FPS 15 WAc a 1 % o
intervalo foi de 15,4 a 20,4.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no valor do FPS in vivo
obtido nas trés formulacbes desenvolvidas (p<0,05). Os valores de desvio padrdo
foram elevados provavelmente devido a fatores biologicos, que possuem
usualmente grande variabilidade. Acredita-se que esse resultado seja subestimado,
pois o atual procedimento de avaliacdo do FPS in vivo especifica a taxa de aplicacao
em unidade de massa (2 mg/cm?), o que pode resultar em resultados incorretos
qguando se trata de formulacdes contendo ingredientes solidos, os quais alteram a
densidade da formulagéo, consequentemente o volume e a espessura aplicados
serdo subestimados. Herzog (2002) demonstrou o emprego de um método de ajuste
para calcular valores reais de FPS in vitro e in vivo baseado na espessura da
pelicula, o qual prevé um aumento no valor de FPS de 50 % quando medido numa
pelicula de 20 mm em comparacédo ao uso da medida de massa (2,0 mg/cm?).

Estes extratos colaboraram no aumento do FPS in vivo provavelmente pelo
seu efeito antioxidante, na captacdo dos radicais livres reponsaveis pelo
aparecimento do eritema. Como foi visto, os extratos das folhas de B. microstachya
var. massambabensis nao influenciaram no aumento do FPS in vitro, pelo aumento
da absorcdo no UV das preparacdes, no entanto as formulagbes contendo os
extratos apresentaram-se satisfatorias quanto a fotoestabilidade apés irradiacao.
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8. Conclusao:

¢ O procedimento para obtencdo dos extratos forneceu sete diferentes extratos das
folnas de Bauhinia microstachya var. massambabensis Vaz que demonstraram
eficiente atividade antioxidante frente ao extrato padronizado de Gingko biloba (EGb
761°).

¢ Pelo método de captacdo do radical livre DPPH’, os extratos selecionados foram
0S seguintes: o etanolico bruto (EtOH bruto), o etandlico clarificado (EtOH CA), o
extrato particionado com acetato de etila (AcEt) e o hidroacetdonico (WAc). Nos
métodos ABTS e ORAC os extratos selecionados também demonstraram eficiente
atividade antioxidante frente aos padrdes utilizados, tanto em relagédo ao EGb 761®
quanto ao Trolox®. A utilizacdo de trés diferentes métodos in vitro permitiu uma
avaliagdo da capacidade antioxidante minuciosa e do comportamento cinético dos
extratos obtidos em diversos solventes.

¢ Os extratos selecionados extrato etandlico clarificado (EtOH CA) e o
hidroaceténico (WAc) foram incorporados na locdo cremosa antissolar gerando
formulagdes consideradas satisfatorias nos testes de eficacia e segurancga.

¢ As formulacdes exibiram estabilidade frente a radiacéo, e os resultados foram
considerados satisfatorios em todos os testes realizados.

¢ A melhor preparacédo, com relacdo ao aspecto visual, foi a formulacéo contendo os
filtros sintéticos e o extrato EtOH CA a 1 %.

¢ Foi possivel concluir que as formula¢des contendo os extratos foram tdo seguras e
eficazes em relacdo a formulagdo base, pois mantiveram a fotoestabilidade dos
ativos além ndo desencadearem toxicidade.

¢ O aumento do FPS nao esta relacionado a concentracdo dos extratos, mas a
presenca deles na formulacdo. O que foi devidamente comprovado pelo FPS in vivo
a seco, onde os resultados exibiram maiores valores para as formula¢des contendo
0s extratos, sugerindo que a atividade captadora de radicais livres ocorreu na pele

humana, devido a presenca das substancias antioxidantes contidas nos extratos.
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9. Perspectivas:

¢ Desenvolvimento de uma formulacéo contendo o extrato particionado com AcEt.

¢ Estudos da atividade antioxidante das formulagdes contendo os extratos através

da quimioluminescéncia detectada na pele humana,;

¢ Eficacia e seguranca dos extratos nanoencapsulados incorporados em nova

formulacao;

¢ Verificacdo do possivel efeito sinérgico dos extratos adicionados de outros

antioxidantes.

¢ Adequar novos procedimentos de avaliacdo da eficacia de formulacdes
antissolares mundialmente empregados, para que sejam avaliadas as densidades
das formulacfes e assim seja garantida a espessura ideal das camadas aplicadas,

tanto nos ensaios de FPS in vivo quanto nos ensaios in vitro.
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