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RESUMO

No Brasil, 0 nimero de casos de cancer de pele tem aumentado, representando um
consideravel problema de saude publica. Diversos produtos cosméticos tém sido
desenvolvidos com filtros solares e sob ponto de vista mercadolégico a adicdo de
produtos naturais, em particular contendo compostos fendlicos, tem sido alvo de
varios estudos. O objetivo desse trabalho foi determinar o Fator de Protecdo Solar
(FPS) do extrato hidroalcodlico de Lafoensia pacari e avaliar o seu potencial de
aditivacdo do FPS em uma formulacdo fotoprotetora contendo o filtro quimico
metoxicinamato de octila. Primeiramente procedeu-se a obtencdo do extrato
hidroalcodlico de L. pacari e monitorizacdo do processo extrativo por CCD. O FPS
do extrato de pacari, do filtro quimico metoxicinamato de octila (eusolex 2292°) e
das formulacbes foram determinados tanto através da técnica de Mansur e
colaboradores com adaptagfes, como por reflectancia difusa. O perfil cromatogréafico
do extrato e da formulacéo foram investigados por CLAE, bem como o doseamento
de fendis totais e flavondides totais. Além disso, foram realizados ensaios para
atividade antioxidante do extrato pelos meétodos de DPPH e FRAP. Por fim, foi
realizada a estabilidade acelerada em ciclo de 90 dias da formulacdo em trés
condicbes de temperatura diferentes. Em relacao ao perfil cromatografico por CCD
foram detectadas oito manchas, nas quatro condigcbes de extracdo empregadas,
sendo eluidas de maneira idéntica e apOs reveladas por NP, as quais foram
indicativas de polifenois e flavonoides. Selecionou-se a extracdo por banho de
ultrassom 30 min. O FPS alcancado para a formulacdo contendo somente o eusolex
2292° foi 5,37. A formulacéo contendo eusolex 2292° e extrato apresentou FPS de
7,3, 0 que indica a aditivacdo na fotoprotecdo. Empregando a técnica de reflectancia
os resultados alcancados foram de 9,7 para 11,11, o que confirma a aditivagdo por
uma técnica mais sensivel. Os perfis cromatograficos, por CLAE, do extrato e da
formulacdo apresentaram picos com tempos de retengdo e espectro de absor¢do no
UV idénticos, confirmando assim a presenca do extrato na formulacao final. O
doseamento de fendis totais resultou em 3,31% e de flavondides totais 0,31%. A
atividade antioxidante pelo método de DPPH apresentou ECsy = 53,73 ug / mL e
para FRAP o resultado mostrou que 1 g do extrato de pacari apresentou capacidade
de reducdo de 323,62 uM de sulfato ferroso. O teste de estabilidade preliminar
mostrou que houve uma estabilidade da formulacdo no FPS e na viscosidade apés
ciclo gela-degela. Verificou-se que o extrato obtido das folhas de pacari possui
absorbancia na regido UVC, UVB e UVA. Este extrato foi capaz de aditivar o FPS da
formulacdo desenvolvida neste trabalho, contendo filtro quimico eusolex 2292° e
apresentou atividade antioxidante.

Palavras chaves: FPS, extrato de pacari, formulacéo, eusolex 2292°.
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ABSTRACT

In Brazil, the number of cases of skin cancer has increased, representing a
significant public health problem. Various cosmetic products have been developed
with sunscreens and from marketing’s point of view the addition of natural products in
particular containing phenolic compounds, has been the subject of several studies.
The aim of this study was to determine the Sun Protection Factor (SPF) of
hydroalcoholic Lafoensia pacari extract and assess its potential for additive in SPF in
a sunscreen formulation containing the chemical filter metoxycinamate octyl. First it
was obtained hydroalcoholic L. pacari extract and the monitoring of extraction
process by CCD. The SPF from L. pacari extract, from the chemical filter
metoxycinamate octyl (eusolex 2292®) and both formulations were determined using
the technique of Mansur and colleagues with adaptations, such as diffuse
reflectance.The chromatographic profile of the extract or formulation were
investigated by CLAE as well as dosing of total phenols and flavonoids. In addition,
tests for antioxidant activity of the extract by DPPH and FRAP methods were carried
out. Lastly, it was performed the accelerated stability on a 90-day cycle formulation at
three different temperature conditions. Regarding the chromatographic profile by
CCD it was detected seven stains in the four extraction conditions employed, being
eluted identically and after revealed by NP, they were indicative of polyphenols and
flavonoids. It was selected the extraction by bath of 30 min ultrasound. The
formulation containing eusolex 2292® and extract achieved a 7.3 indicating activation
and photoprotection. Using a reflectance technique, the achieved results were from
9.7 to 11.11, confirming the additive by a more sensitive technique. The
chromatographic profiles, by CLAE, the extract or formulation showed peaks with
retention times and identical UV absorption spectrum, thereby confirming the
presence of the extract in the final formulation. Dosing of total phenols resulted in
3.31% and total flavonoids 0.31%. Antioxidant activity by DPPH assay showed ECsg
= 53,73 mg/L and FRAP results showed that 1 g of Pacari extract showed reduction
capability of 323.62 uM of ferrous sulfate. The preliminary stability test showed that
there was a formulation stability in the FPS and viscosity after freeze - defrost cycle.lIt
was found that the extract obtained from the leaves of L. pacari has absorbance in
UVC, UVB and UV. This extract was able to aditivar FPS formulation developed in
this work, containing eusolex 2292° chemical filter and showed antioxidant activity .

Key-words: SPF, L. pacari extract, formulation, eusolex 2292®
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos vegetais para fins de embelezamento tem referéncias
de 5000 anos atras (VAFRE, 1990). As primeiras farmacopéias e formularios de
produtos surgiram no Egito, destacando-se entre elas o Papirus Ebers, que continha
centenas de férmulas e remédios populares a base de plantas para cuidados de
saude, higiene e beleza (DE POLO, 1998). Embora tenha ocorrido um grande
empenho cientifico e tecnoldgico, para aumentar a credibilidade na utilizacdo de
produtos de origem vegetal, existem ainda muitas questdes a serem esclarecidas
referentes a comprovacgdo cientifica dos efeitos que tém sido atribuidos aos
diferentes extratos. Ainda assim, a obtencdo de matérias primas vegetais e
aplicacao destas em produtos cosmeéticos tem tido grande crescimento, em funcéo
do sucesso destas formulacdes junto ao mercado consumidor, que busca cada vez
mais produtos de forma a aproveitar os beneficios proporcionados pela natureza
(DAL’BELO, 2008).

O cerrado possui uma area de 2,04 milhdes de quildmetros quadrados, o
gue equivale a aproximadamente 22% do territorio nacional (Fig.1). O cerrado € o
segundo maior bioma brasileiro, somente superado pela Amazbnia. Este bioma
ocupa a area central do Brasil, englobando os Estados de Goias, Distrito Federal, e
parte dos Estados de Minas Gerais, Rondodnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Bahia, Tocantins, Maranhao, Piaui e Para (SANO et al., 2008; SANO & FERREIRA,
2005; KLINK & MACHADO, 2005; SHIKI, 1997). Na area do cerrado é encontrado
um terco da biodiversidade brasileira e cerca de 5% da flora e fauna mundiais.
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Figura 1- Area que compde o cerrado no Brasil.

| Regido do Cerrado
brasileiro.

Disponivel em: http://paporecicladocomricardoinez. blogspot.com.br/

Dentre as familias mais representativas da flora do cerrado,
correspondente a 51% do total, estdo as Fabaceae (Leguminosae), Asteraceae
(Compositae), Orchidaceae, Poaceae (Gramineae), Rubiaceae, Melastomataceae,
Myrtaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae e Lytraceae (RIBEIRO; DIAS, 2007). A
familia Lytraceae compreende 22 géneros distribuidos genericamente por todo o
mundo (JOLY, 2002), por sua vez, no Brasil ocorrem seis espécies do género
Lafoensia: Lafoensia pacari A. St. Hil.,Lafoensia densiflora  Pohl, Lafoensia
glyptocarpa Koehne, Lafoensia replicata Pohl, Lafoensia vandelliana Cham. &
Schltdl, Lafoensia nummularifolia A. St.Hil. (MEIRA, 2000; SANO; ALMEIDA;
RIBEIRO, 2008).

A demanda crescente, o intenso extrativismo das espécies medicinais e
as constantes queimadas do cerrado, vém paulatinamente inserindo a espécie L.
pacari na categoria de vulneravel, ou seja, aquela com probabilidade de passar a
categoria de espécie em perigo de extincdo (FACHIM & GUARIM, 1995). O seu uso,
com objetivos terapéuticos, tem reduzido o numero de individuos no ambiente
natural de sua ocorréncia, devido ao carater meramente extrativista dessa pratica. A
retirada da casca, para fins medicinais leva a planta a morte, causada pelo
anelamento do caule (TONELLO, 1997).
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Lafoensia pacari A. St. Hill (Fig.2) é uma planta de porte arboéreo,
pertencente a familia Lythraceae, a qual € representada por cerca de 600 espécies
distribuidas principalmente nos trépicos. Essa espécie é conhecida vulgarmente
como dedaleiro, dedal, mangava-brava e pacari, € encontra-se principalmente
disseminada em florestas de altitude, no cerrado e na arborizacdo de ruas. E
utilizada pela populacdo brasileira como febrifugo, cicatrizante e ténico (MUNDO;
DUARTE, 2007), cicatrizante (VILA VERDE et al., 2003), antidiarreico (COELHO et
al., 2005) e anitulcerogénico (JESUS et al., 2009).

Figura 2- Lafoensia pacari encontrada no cerrado. A) Aspecto geral, B) Detalhe da casca, C) Detalhe das partes
aéreas.

Fonte: CHAIBUB (2013)

Ensaios farmacolégicos, empregando extrato de folha e caule, tem
comprovado as atividades antifingica e antiinflamatoéria, bem como a presenca de
anti radicais livres (MUNDO; DUARTE, 2007). As cascas do caule e as folhas
apresentam diversas atividades biologicas tais como em processos alérgicos e asma
(ROGERIO et al., 2008), antinociceptivo e antinflamatério (GUIMARAES et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2011; CHAIBUB, 2013), antidepressivo (GALDINO et al., 2009)
e antiulcerogénico (TAMASHIRO FILHO et al., 2012; CHAIBUB, 2013), acao antiviral
contra herpes tipo 1(MULLER et al., 2007), atividade antibacteriana (ALVES et al.,
2000) e atividade antioxidante (SOLON et al. 2000).

Os principais constituintes quimicos descritos para L. pacari pertencem,
na sua maioria, a classe dos compostos fendlicos, tais como o0s taninos, 0s
flavonoides, acido élagico (SOLON et al., 2000; SAMPAIO et al., 2011), esteroides e
saponinas (VIOLANTE et al., 2009).
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1.1 ESPECTRO DE ENERGIA SOLAR

As radiacdes solares necessarias a fotossintese nos vegetais, saude e
bem estar no homem, também podem causar danos agudos ou cronicos a pele
humana, dependendo da duracdo e frequéncia de exposi¢cao, intensidade das
radiagOes e da sensibilidade do individuo. Os efeitos nocivos da radia¢do solar vao
alem do eritema, edema e calor iniciais, incluem distarbios imunoldgicos, danos ao
DNA, ativacdo de proteinas de estresse, aumento dos niveis das espécies reativas
de oxigénio (ERO) e reducédo da eficicia dos sistemas antioxidantes naturais (FLOR
et al., 2007), Juchem et al. (1998) sugerem que ha aproximadamente 40 tipos de
doencas que sdo causadas ou agravadas pela exposicdo solar, entre elas: doencas
genéticas (xeroderma pigmentoso, albinismo), desordens metabdlicas (porfirias),
doencas induzidas por drogas fototoxicas ou fotoalergénicas, doencas
fotoimunoldgicas, doencgas degenerativas, assim como diversos processos como a
urticaria solar e o lupus eritematoso discoide. Diversos estudos epidemioldgicos
realizados pela Organizacdo Mundial da Saude apontam que a exposi¢ao a radiacao
ultavioleta (UV) é o principal agente etiologico do cancer cutaneo, especialmente se
a exposicao excessiva a radiagdo solar ocorrer durante a infancia e a adolescéncia
(WHO, 2001).

E sabido que a radiagdo UV apresenta efeitos benéficos para a salde.
Esta estimula a producéo da Vitamina D3 (colicalciferol), envolvida no metabolismo
0sseo e no funcionamento do sistema imunolégico e é utilizada no tratamento de
doencas de pele como psorise e vitiligo. A exposi¢éo regular do paciente a radiacédo
UV caracteriza a fototerapia, que pode ser usada em conjunto com alguns
medicamentos que aumentam a sensibilidade do paciente a radiacdo, promovendo
melhora no quadro de determinadas doencas dermatologicas (WILKINSON;
MOORE, 1990; PATHAK, 1997; PALM, 2007; SGARBI et al., 2007; GONZALES et
al., 2008).

A luz solar é composta por espectro continuo de radiacéo eletromagnética
que apresenta divisdo e denominacdo em concordancia com o intervalo de
comprimento de onda (A): radiacdo ultravioleta (UV) (100-400nm), visivel (400-
780nm) e infravermelho (> 780nm) (Fig.3). Tais intervalos de A, provenientes da

radiacdo solar, irradiam a superficie da terra e apresentam assim distribuidos: 56%
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de infravermelho, 39% de luz visivel e 5% de radiacdo ultravioleta. A radiacdo UV
contribui com regido restrita do espectro da radiacdo eletromagnética e €
subdividida, tradicionalmente em: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA
(320-400 nm). A radiacdo UVA, por sua vez, é classificada em UVA 1 (340-400 nm)
e UVA 2 (320-340 nm) (SVOBODOVA et al. 2006; PALM, 2007; GONZALES et al.,
2008).

Figura 3- Composigéo da luz solar, divisdo das regides UV, Visivel e Infravermelho.
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Disponivel em: http://aralruha.blogspot.com.br/2014_01_01_archive.html

1.2 RADIACAO ULTRAVIOLETA

A radiacdo UV é absorvida por diversos croméforos na pele, tais como:
melanina, DNA, RNA, proteinas, aminoacidos aromaticos, como a tirosina e o
triptofano, &cido urocénico, entre outro. A absor¢cdo da radiacdo UV pelos
cromoforos gera reacgdes fotoquimicas diferentes e interacdes secundérias,
envolvendo espécies reativas do oxigénio, que resulta em efeitos prejudiciais

quando da exposicdo em excesso (GONZALES et al., 2003)

» UVA (320 a 400 nm)

E mais abundante que a radiacdo UVB na superficie terrestre (UVA 95%,

UVB 5%). Quando comparada a radiacdo UVB, sua capacidade em induzir eritema
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na pele humana € aproximadamente mil vezes menor, porém, penetra mais
profundamente na derme. Induz pigmentacao da pele promovendo o bronzeamento
por meio do escurecimento da melanina pela fotoxidacdo da leucomelanina,
localizada nas células das camadas externas da epiderme (VELASCO; RIBEIRO
1988). Histologicamente causa danos ao sistema vascular periférico e induz o
cancer de pele, dependendo do tipo de pele e do tempo, freqiiéncia e intensidade de
exposicao (RUVOLO, 1997; STEINER, 1995). Associam-se a radiacdo UVA os
efeitos do envelhecimento precoce da pele. A radiacdo UVA também provoca
reducdo na quantidade de células de Langerhans e aumento na quantidade de
células inflamatdrias presentes na derme (PALM MD, O’ DONOGHUE MN. 2007).

Os dermatologistas ainda subdividem a radiacdo UVA em UVA-I (400-340 nm) e
UVA-II (340 — 320 nm). Essa divisdo decorreu da observacdo de que a radiacao
UVA-II é semelhante a UVB por seu efeito eritematogénico, Oe seja, o potencial de
causar queimadura de pele, bem como o de alterar o sistema imune e o0 de causar
cancer de pele. A UVA-I apresenta maior profundidade de penetracdodo que a UVA-
I, chega a atingir, além da epiderme e a derme meédia, estruturas vasculares.
Estudos prospectivos mostraram que mesmo em dose sub-eritematosa a UVA-I lesa
0 DNA podendo induzir ao cancer de pele (ANDRADE, 2008).

> UVB (280 a 320 nm)

A radiacdo UVB atinge toda a superficie terrestre apOs atravessar a
atmosfera. Possui alta energia e, com grande frequéncia, ocasiona queimaduras
solares. Também induz o bronzeamento da pele, sendo responsavel pela
transformacdo do ergosterol epidérmico em vitamina D, e causa o0 envelhecimento
precoce das células (RUVOLO, 1997; STEINER, 1995). A exposicdo freqliente e
intensa a radiacdo UVB pode causar lesbes no DNA, além de suprimir a resposta
imunologica da pele. Desta forma, além de aumentar o risco de mutacfes fatais,
manifestadas sob a forma de céancer de pele, sua atividade reduz a chance de uma

célula maligna ser reconhecida e destruida pelo organismo (STREILEIN et al., 1994).

> UVC (100 a 290nm)
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A radiacdo UVC é portadora de elevadas energias, caracteristica que a
torna extremamente lesiva aos seres vivos (STREILEIN et al, 1994,
STEINER,1995). Devido a absorcao pelo oxigénio e pelo 0z6nio na estratosfera,
nenhuma radiacdo UVC, e pequena fracdo de UVB, chega a superficie da terra. A
redugdo da camada de oz6nio tem levado a um aumento da radiagdo UVB
ocasionando maior incidéncia de queimaduras e, consequentemente, cancer de pele
(ROY; GIES; TOOMEY, 1995).

1.2.1 Penetragdo dos raios UVB na pele

Os raios UV sdo quase totalmente absorvidos pelas primeiras células
epidérmicas. A luz visivel é bem mais penetrante, atravessando integralmente 0,6
mm de pele. Os infravermelhos (IR) caldéricos sdo mais penetrantes, porém perdem
gradualmente esta propriedade a medida que aumenta a longitude de onda. A
radiacdo penetra na pele de maneira irregular, pois a mesma possui muitas camadas
que também sao dispostas irregularmente (Fig. 4). A penetracdo da radiagdo vai
depender também de fatores individuais de cada pessoa, como a raga, as regides do
corpo afetadas, a cor e outros. A espessura da camada cornea representa um fator
muito importante e explica o comportamento sensivel da pele da planta dos pés e da
palma das maos em relacdo a radiagédo solar (MARTINS, 2001).

Figura 4- Esquema da penetracdo dos raios solares nas camadas da pele alcangadas pelos raios UV, Luz
Visivel e Infravermelho.

uUv Luz Visivel IR
l 700-1000 nm 1.5-5

Salcl=rrii=

Disponivel em: http://www.ck.com.br/materias/2001_09_arquivos/0901.htm>
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Ao atingir a pele desprotegida, com acao cumulativa a radiagcdo UV
provoca um processo complexo associado a reacdes quimicas e morfologicas.

Pode ocorrer formacdo de espécies reativas de oxigénio, alteracdes
histoquimicas de diferentes gravidades, espessamento da camada espinhosa e
retificacdo da juncdo dermoepidérmica (WILKINSON, MOORE, 1990, PATHAK,
1997; PALM, 2007; SGARBI et al., 2007; GONZALES et al., 2008). A epiderme e a
derme sofrem alteracdes quimicas e histolégicas apds exposicao solar persistente o
que favorece o0 surgimento acelerado de rugas, aspereza, ressecamento,
teleangectasias, pigmentacéo irregular, imunossupresséao e lesées que podem ser
benignas, pré malignas ou malignas (NELSON, 2006; SGARBI et al.,, 2007,
GONZALES et al., 2008).

A incidéncia do cancer de pele vem crescendo rapidamente nas ultimas
décadas, superando até mesmo o cancer de mama, prostata e pulmao, tornando-se
um grave problema de saude publica, uma vez que interfere na qualidade de vida da
populacdo (WHO, 2001) 2010. Nos EUA a American Cancer Society relatam que
cerca de 76.100 novos casos de melanoma foram diagnosticados em 2014.

As taxas de melanoma tém aumentado nos ultimos 30 anos e este € mais
de 20 vezes mais comum em brancos do que em afro-americanos. Em geral, o risco
de contrair melanoma é de cerca de 2% (1 em 50) para os brancos, 0,1 % (1 em
1.000) para os negros, e 0,5 % (1 em 200) para hispanicos.

O melanoma cutaneo é um tipo de céancer de pele que tem origem nos
melandcitos (células produtoras de melanina substancia que da a cor da pele) e tem
predominancia em adultos brancos. Embora o cancer de pele seja o mais frequente
no Brasil e corresponda a 25% de todos os tumores malignos registrados no pais, o
melanoma representa apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgéo, apesar de ser
0 mais grave devido a sua alta possibilidade de metastase. O progndéstico desse tipo
de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos estagios iniciais. Nos ultimos
anos, houve uma grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma,
principalmente devido a detec¢do precoce do tumor. O niamero de mortes em 2010
foi 1.507, sendo 842 homens e 665 mulheres e em 2012 de 6.230, sendo
3.170 homens e 3060 mulheres (INCA, 2014), um aumento de mais de 400%.

Além do céancer outro dano importante acelerado pela exposicao as

radiacOes solares é o fotoenvelhecimento. A pele diferentemente de outros 6rgaos,



37

apresenta dois tipos de envelhecimento, o enddgeno (intrinseco) e aquele causado
pelo sol. O primeiro representa o envelhecimento inerente a todo organismo,
comandado por fatores genéticos e o segundo € causado pela radiacdo solar. A pele
nao atingida pelo sol sofre modificacdes mais lentas e sutis (STEINER, 1995). O
envelhecimento cutaneo ocorre de maneira cronolégica ou natural, mas a pele, por
se manter em contado direto com o ambiente, apresenta ainda danos decorrentes
da exposicdo ambiental (FISHER et al., 2002).

A protecdo solar, constante e diaria, € recomendada desde a infancia,
para prevenir o envelhecimento e evitar o cancer de pele. O verdadeiro cuidado
significa evitar danos precoces as células e, portanto, estancar o processo
cumulativo. O filtro solar deve ser incorporado definitivamente ao arsenal terapéutico
para a pele (STEINER, 1995).

Diversas sensibilidades de pele foram objeto de observagcdo em pessoas
expostas as radiagdes solares (FITZPATRICK & PATHAK, 1974).

Os resultados obtidos agrupam a pele humana em seis tipos diferentes
(Fig.5), de acordo com as sensibilidades demonstradas. Esta classificacdo tem sido
utilizada como guia pratico em tratamentos por radiagdes em fotoquimioterapia e em
fototerapia (FERRARI, 2002).

Figura 5 - Classificacdo dos tipos de pele, conseqiiéncias da exposicdo solar

ConseqUéncias da

Fototipos da pele exposicio solar

1 Pele clara, olhos Sempre se gueimanm € nunca se

azuis, sardentos bronzeiam

Pele clara, olhos azuis, -

verdes ou castanhos Sempre se queimam &, as

= clares, cabelos veres, se bronzeiam
L Ioiros ou ruivos
. nMedia da cor de pele CQueimam-se moderadameante,
branca normal bronzeiam-se moderadaments
| .
Meédia da cor de pele Queimam-se muito pouco,
branca normal bronzeiam-se bastante

Raramente se queimam

FPele morena ou parda ,
bronzeiam-se muito

Munca se queimam (profundidade de

Pele negra pigmentos)

e

Fonte: adaptado de TOVO (2004)
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1.3 FOTOPROTECAO

Segundo a RDC n° 30 de 1° de junho de 2012 (BRASIL, 2012), protetor
solar é qualquer preparacao cosmética destinada a entrar em contato com a pele e
labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiagdo UVB e
UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo. Desde que o primeiro
fotoprotetor solar foi desenvolvido, em 1928, o uso de filtros solares se expandiu em
todo o mundo. O quadro 1 destaca o desenvolvimento dos protetores solares
(JANSEN et al.,, 2013). A necessidade do uso de protetores solares, também
denominados fotoprotetores, € uma realidade indiscutivel e acompanhando esta
tendéncia o mercado oferece sua resposta (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Quadro 1- Histérico do desenvolvimento de Protetores Solares

Anos Desenvolvimento

1628 Primeiro protetor solar usado comercialmente nos EUA: emulsdo contendo
benzil salicilato e benzil cinamato.

1933 Uma pomada contendo Acido benzil sulfénico torna-se o primeiro fotoprotetor
comercial disponivel na Alemanha.

1936 O futuro fundador da L'Oreal, Eugéne Schuller, pds a venda o primeiro protetor

solar comercial disponivel na Franca, uma preparacao oleosa contendo
salicilato de benzila.

1938 Franz Greiter, o fundador da Piz Buin Company, desenvolveu um eficaz
protetor solar na Austria, creme Gletscher, mais tarde ele aperfeicoou e
popularizou o conceito de FPS (1974).

1943 Acido para amino benzéico foi patenteado.

1950s Aumento da renda e maiores op¢des de deslocamento estimula o surgimento
do mercado de protetor solar.

1956 Schulze inventa o FPS, permitindo a avaliagdo do desempenho do protetor
solar.

1970s Introducdo da oxibenzona com um filtro solar UVB/UVA de amplo espectro, a

extensa divulgacdo do FPS na embalagem de protetores solares revoluciona
mercado e os produtos agora sdo comparaveis com bases quantitativas.

1980s Avobenzona, um filtro UVA, é aprovada no FDA dos EUA (1988, aprovada na
Europa em 1978).

1990s-2000s Atitude dos consumidores em relacdo a exposicdo solar muda e o publico
torna-se cada vez mais ciente do potencial dano da radiagdo solar.
2000s-2010s O papel dos protetores solares expandem de mera protecdo contra
gueimaduras solares e sao incluidos em profilaxias da saude.

Fonte: JANSEN et al., 2013.

A utilizacdo de fotoprotetores € a principal abordagem cosmética contra
os efeitos nocivos da radiagdo UV. Estudos diversos evidenciam que 0 uso

adequado e regular de fotoprotetores reduz o numero de casos de queratose
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actinica, carcinoma de células escamosas e atenua o desenvolvimento de novos
nevos em criangas. Adicionalmente, o uso regular de fotoprotetores evita o
envelhecimento precoce da pele (PALM, 2007; LAUTENSCHLAGER et al., 2007;
GONZALES et al., 2008; BARON et al., 2008)

Segundo Gonzales e colaboradores (2008) fotoprotecdo € um elemento
profilatico e terapéutico frente aos efeitos danosos da radiagdo UV. A aborgadem é
realizada por meio do uso de protetores solares, vestimentas protetoras e exposi¢cao
restrita & luz solar. A primeira linha de defesa contra estes efeitos nocivos € a
utilizacdo dos fotoprotetores. Eles podem ser compostos por varios filtros
inorganicos e organicos. Os filtros inorganicos sdo bloqueadores fisicos e os

organicos absorvedores quimicos.

1.3.1 Tipos de Filtros Solares

Os filtros inorganicos formam uma barreira sobre a pele, refletindo,
dispersando e absorvendo a luz UV (LOWE et al., 1997; MATHEUS; KUREBAYASH,
2002). Entretanto, o oOxido de zinco e dioxido de titAnio sdo materiais
semicondutores. Desta maneira, os elétrons das moléculas inorganicas, quando sob
acao da luz UV, sdo excitados. Portanto, estes compostos também sdo capazes de
absorver esta radiacdo. Na absorcao a luz é convertida em outra forma de energia,
como, por exemplo, o calor (LOWE et al., 1997).

O diéxido de titanio é capaz de absorver o UVB, mas ndo o UVA, que,
dependendo do tamanho da particula deste filtro inorgéanico, € refletido. Por outro
lado, o 6xido de zinco tem a capacidade de absorver radiacédo ultravioleta em toda
sua extensao (LOWE et al., 1997).

Na reflexdo/dispersdo a luz incidente nas particulas inorganicas é
redirecionada, refletindo de volta ou se espalhando por diferentes caminhos. Este
processo é responsavel pela translucidez e opacidade das particulas de filtros
inorganicos sobre a pele (RIBEIRO, 2006). Ambos, 6xido de zinco e dioxido de
titAnio, sdo comercialmente disponiveis como pigmentantes regulares e

micronizados (microfino, nanoparticula ou ultrafino).
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Os filtros orgéanicos atuam por absor¢do da radiagdo UV (KIRCHHOFF,
1995; WOLF et al., 2001). Porém, ha substancias organicas que tém a propriedade
de absorver, dispersar e refletir ao mesmo tempo o UV (OSTERWALDER et al.,
2000) Os filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados com um grupo
carbonila. Em muitos exemplos, ha um grupo doador de elétrons (grupo amino ou
metoxila) nas posi¢cdes orto ou para do anel do anel aromatico (WOLF et al., 2001;
RANGEL et al., 2002).

De acordo com sua estrutura quimica os filtros quimicos sintéticos,
apresentam a absorcdo maxima em regides diferentes. Sendo assim o0s que
absorvem no comprimento de ondas compreendido entre 290 a 320nm sao
considerados filtros solares UVB e os que tendem em absorver entre 320 a 400nm,
sdo denominados filtros solares UVA (SCHAUDER & IPPEN, 1997; AIKENS, 2006).
Vérios extratos e 6leos de plantas tem sido utilizados em produtos cosméticos como
filtros solares, devido a agéo fotoprotetora. Mas para isso, ha necessidade que 0s
mesmos apresentem, em sua composi¢ao, moléculas com estruturas semelhantes
as dos filtros quimicos sintéticos. A absor¢cdo maxima destes produtos ndo é muito
bem definida porque sdo misturas de diferentes moléculas mais ou menos ativas.
Porém, podem ser utilizados como potencializadores do FPS, um exemplo é o
extrato de café verde, (BOBIN, RAYMOND, MARTINI, 1995; VELASCO DE PAOLA,
2001; FERRARI, 2002; RANCAN et al., 2002; FERRARI et al., 2007). Esta mesma
relacdo tem sido feita para os filtros solares vegetais (GOOSSENS & LEPOITTEVIN,
2003). Portanto, as plantas que absorvem na regido UV apresentam em sua
composicdo, moléculas ativas semelhantes aos filtros quimicos sintéticos (BOBIN,
RAYMOND, MARTINI, 1995; RANCAN et al., 2002).

A resolucdo RDC 47/ 2006 lista os filtros UVs permitidos para produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumarias no Brasil, bem como a concentracdo
méaxima de uso permitida para cada um deles (BRASIL, 2006). O metoxicinamato de
octila (Eusolex 2292®) é um filtro solar organico com elevada capacidade de
absorcao da radiacdo UVB, especialmente na faixa de 300 a 310 nm, comprimentos
de onda mais eritematdégenos. A concentracdo maxima permitida € de 10% nas
formulacdes (BRASIL, 2006). E usado, geralmente, em concentraces de 2 a 7,5%
podendo ser incorporado a emulsées O/A e A/O. E prontamente dissolvido em 6leo,

fotoestével, praticamente inodoro e compativel com as bases cosméticas. Devido
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sua solubilidade limitada em agua este filtro é ideal para uso em formulacbes de
protetores solares hidro resistentes (MUNDSTOK; FRASSON, 2005).

1.3.2 Fator de Protecédo Solar (FPS)

A eficacia de um protetor solar € medida em funcdo de seu fator de
protecado solar (FPS), o qual indica quantas vezes o tempo de exposi¢ao ao sol, sem
o risco de eritema, pode ser aumentado com o uso do protetor (MANSUR et al.,
1986). Pode ser avaliado em testes in vivo ou in vitro. O valor do FPS para o teste in
vivo é calculado através da Equacéo 1. Quanto maior o FPS maior serd a protecéo,
ou seja, maior sera o tempo que a pele ficara protegida frente a radiacdo UVB.
Ressalta-se que o FPS é definido em funcdo da radiagdo UVB causadora de

eritemas.

5= DME (;}e’h‘a com protegao)

~ DME (;:rm’e sem ;m;rreq:ﬁr:}
Equacédo:1

Onde:
DME= dose minima eritematosa, ou seja, dose minima necessaria para ocorrer o

eritema.

Os testes in vitro sao realizados preliminarmente ao teste in vivo como
uma forma de selecionar o produto antes do mesmo passar pelo in vivo. Os
meétodos in vitro baseiam-se nas propriedades absortivas ou refletoras do filtro
apresentam vantagens como a rapidez de execucdo, O custo acessivel, a
reprodutibilidade, a facilidade no treinamento do operador, a ndo exposicao do
voluntario aos riscos entre outras (SAYRE, 2008; RAI & SRINIVAS, 2007).

Para a medida do FPS deve ser dada atencdo especial a necessidade da
aplicacdo correta do produto sobre a pele. Segundo Diffey (1996), o padréo
quantitativo de protetor solar por area de pele necessaria para medir o FPS em
humanos é 2 mg/cm?. Assim, a cada aplicacéo devera ser usada a quantidade de 30
a 40 g do produto por um individuo adulto, de tamanho e peso normais.
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Como os filtros solares absorvem apenas parte da regido do ultravioleta
(UVA ou UVB), para se ter uma protecao completa deve-se fazer uma combinacao
entre filtros, porém a combinacéo de diferentes tipos de filtros pode causar alto grau
de irritabilidade quando aplicados a pele (FLOR et al., 2007).

Analisando-se o mercado cosmético como um todo desde 2003, observa-
se um crescimento médio de 12% ao ano, enquanto que somente o mercado de
fotoprotetores cresce em média 35% ao ano (GUARATINI et al., 2009). Uma das
tendéncias do mercado cosmético € o desenvolvimento de produtos com maior
namero de componentes de origem natural, especialmente os de origem vegetal,

explorando de forma racional a biodiversidade brasileira).

1.4 FOTOPROTECAO X PRODUTOS NATURAIS

Atualmente, pesquisas tém sido extensivamente realizadas com o intuito
de desenvolver protetores solares que contenham produtos naturais em sua
formulagdo. Tais pesquisas tém focado a utilizacdo de espécies que possuam
constituintes quimicos que contenham croméforos, anéis aromaticos e demais
compostos com possivel atividade antioxidante (POLONINI et al., 2011). Dentre
estes destacam-se as substancias fendlicas, principalmente os flavonoides
(OLIVEIRA- JR et al., 2012; SANTANA et al., 2012; SOUZA et al., 2005).

A tendéncia, no mercado mundial, de se utilizarem produtos de origem natural
deve-se a grande aceitacdo pela populag¢édo a ao apoio da midia em retratd-los como
seguros e ecologica e politicamente corretos (AMER.; MAGED, 2009). Aliado a isso,
os filtros naturais apresentam reduzidos efeitos indesejaveis e menor agressividade
ao meio ambiente, em comparagdo com os filtros sintéticos (FERRARI et al., 2007).
Portanto, € de grande importancia a utilizacdo de menores quantidades de filtros- UV
espectro de protecdo (VELASCO DE PAOLA et al., 2008). Proserpio (1976) ressalta
a importancia da utilizacdo de produtos sintéticos e naturais juntos numa mesma
formula, a adicdo apropriada de filtros naturais aos filtros sintéticos produz além de
vantagens eudérmicas, uma excelente capacidade para absorver a radiacdo UV

curta. Em geral os extratos vegetais, fornecem um complexo de substancias
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funcionais a pele, o que somente um derivado natural é capaz de fazé-lo (MANSUR,
2011).

O estudo de ativos naturais que possam atuar sinergicamente com 0sS
filtros solares quimicos e fisicos para a ampliacdo do FPS tem se intensificado nos
ultimos anos (VELASCO DE PAOLA et al., 2008; RAMOS et al.,1996). Estes estudos
demonstraram boas expectativas com relacdo ao uso de substancias fendlicas como
filtros solares. Os polifendis do cha verde sdo exemplos de substancias naturais que
vem sendo avaliadas por suas atividades fotoprotetoras (KATIYAR, 2003; ELMETS
et al., 2001). Os extratos de plantas que contém flavonoides (como, por exemplo,
Achillea millfolium, Hamamelis virginiana, Matricaria chamomilla, Mentha piperita e
Salvia officinalis), além do prépolis, sdo capazes de absorver a luz ultravioleta,
sendo que o espectro de absorcdo ultravioleta de um flavonoide normalmente
determinados em etanol, metanol ou agua, mostra em geral, dois picos maximos de
absorcéo, um entre 240- 280 nm e outro a 300-550 nm, o que mostra a possibilidade
de uso destes extratos como filtros solares em preparacdes fotoprotetoras (BOBIN
RAYMOND, MARTINI., 1995).

Vérios extratos e O6leos de plantas tém sido utilizados em produtos
cosméticos como filtros solares, devido sua acdo fotoprotetora (VIOLANTE et al.,
2009), estes derivados vegetais absorvem a radiacdo UVA/UVB, tendo absorcéo
consideravelmente baixa (CABRAL, PEREIRA, PARTATA, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter uma formulacdo fotoprotetora contendo extrato hidroalcodlico de
uma planta do cerrado, Lafoensia pacari (Lytraceae) e avaliar sua capacidade de

potencializar a agéo com filtro quimico estabelecido em um cosmeético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar o FPS do extrato, do filtro quimico e verificar se houve ou ndo uma
aditivacao do FPS;

» Avaliar a capacidade antioxidante do extrato de pacari por testes de DPPH e
FRAP e dosar os teores de flavonoides e fenois totais do extrato de pacari;

» Manipular uma formulacdo contendo filtro quimico e o extrato de pacari e verificar
por comparacdes de varreduras e FPS determinados se houve aditivacdo da
mesma,;

» Realizar testes de estabilidade preliminar na formulagdo do fotoprotetor em
condi¢cdes extremas de temperatura e avaliar seus parametros organolépticos,
fisico-quimicos, estresse térmico e o FPS no tempo zero e o0s parametros

organolépticos, fisico-quimicos, e o FPS apés ciclo gela-degela.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material Vegetal

As folhas de Lafoensia pacari foram coletadas no municipio de
Caldazinha/GO (16° 39" 54,5 "Sul, 49° 00" 03,9”" Oeste, 1100 m de altitude) no més
de dezembro/2011. O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. José Realino de
Paula da Universidade Federal de Goias e uma exsicata foi depositada no herbario
desta instituicdo sob registro UFG / 47581.

As folhas foram secas em estufa de circulagcdo forcada de ar a 30 °C,
trituradas em moinho de facas e armazenadas em freezer (CHAIBUB, 2013).

3.1.2 Matérias primas

v' Polyacrylamide and C13-14 Isoparaffin and Laureth-7 (Focus gel 305 © -
Focus Quimica) Lote: A15 /1595 Validade: 01/2015

v' Metylparaben (Nipagin® Thaizhou Nuercheng Fine Chemical) Lote: M131219
Validade: 18/12/2016

v" Disodium EDTA (Changhzou) Lote: ALL 49755 Validade: 07/12/2015

v' Ethylhexyl Methoxycinnamate (Eusolex 2292® - Merck) Lote: 13072670A
Validade : 02/2016
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3.1.3 Equipamentos

NS N N N N N N RN

SR N N N N N N R N NN

Cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia Waters, com bomba
quaternaria, detector de arranjo diodos (DAD) 2998 e sistema de dados
Enpower 2.0.

Balanca Analitica Ohaus® Modelo Adventurer capac. méx.:210g

Balanca Analitica Tecnal Mark 160 Classe Il capac. max.: 160g

Analisador de umidade halégeno marca Ohaus® modelo MB35

Banho de ultrassom Lavadora Ultra s6nica Unique Ultra Cleaner

Banho Maria com termostato

Céamara climatica SL-206 Solab

Centrifuga PLC séries

Centrifuga 3-18K SIGMA

Condutivimetro TEC 4 MP Tecnal

Cromatoplacas de silica gel com indicador de fluorescéncia (Macherey-
Nagel)

Espectrofotdmetro (Cary 50, Varian)

Espectrofotdmetro Biospectro (modelo SP-220)

Geladeira vertical Consul com freezer

Lampada UVB fluorescente (modelo Philips TL/RS 40W Medical-Holand).
pHgametro Tec-3MP

pHgametro Digital PG 800 GEHAKA

Picnbémetros

Potenciémetro PHTEK 48 mv modelo PHS-3E

Revelador de Lampada UV 365nm

Rotaevaporador R3 Buchi

Viscosimetro de Brooksfield, modelo Visco Basic Plus- FUNGILAB AS
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparacéo do extrato hidroalcodlico da  Lafoensia pacari

Para obtencdo do extrato hidroalcoolico foram utilizados dois métodos
distintos, extracdo sob refluxo e banho de ultrassom. Em ambos os métodos
empregados foram pesados e triturados 30 g de folha seca e colocadas em 200 mL
de alcool a 70% e ao final procedeu-se a rotaevaporacao para os extratos obtidos
por refluxo em rotaevaporador 40 °C, 60 rpm, a fim de concentrar o extrato.

Para obtencédo do extrato hidroalcoodlico por refluxo foi utilizado baldo de
fundo redondo de 500 mL contendo pérolas de porcelana, adaptado a um
condensador de bola acoplado a mangueiras para resfriamento, imerso em banho
maria com termostato na temperatura de 90 °C por uma hora e outro por duas horas
(BRASIL, 2010). Apds extracdo, a quantidade de extrato obtida apds filtragem foi de
135 mL, foi realizada a rotaevaporacéo para que o extrato obtido aumentasse a sua
concentracéo. O volume final obtido foi de 90 mL.

Para obtencdo do extrato hidroalcodlico de L. pacari por banho de
ultrassom foi utilizado baldo de fundo redondo, haste e garra para adaptacdo ao
banho de ultrassom. Uma amostra foi submetida a trinta minutos de extracéo e outra

a quinze minutos. O volume final obtido apés filtragem foi de 115 mL.

3.2.2 Determinacdes fisico-quimicas do extrato hidr  oalcodlico de L.pacari

3.2.2.1 Determinacéo do pH

Foi realizada determinacdo potenciométrica do pH do extrato
hidroalcoolico  conforme preconizado pela Farmacopéia Brasileira (2010). Foi
utilizado um potenciémetro, previamente calibrado com solu¢des tampéao pH 4,0 e
7,0. Os ensaios foram realizados em triplicata. O resultado foi apresentado como
média e desvio padrao dos valores encontrados.
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3.2.2.2 Determinagéo da Densidade Relativa

A densidade relativa média do extrato liquido de Lafoensia pacari foi
determinada de acordo com a metodologia de picnometria descrita na Farmacopéia
Brasileira (2010). Foram utilizados picndmetros limpos e secos, com capacidade de
5 mL, previamente calibrados. A densidade relativa foi determinada pela razao entre
a massa da amostra e a massa da agua, conforme Equacédo 2. O valor final foi
obtido pela média de trés determinacbes em temperatura de 23 °C. Foram
realizados em triplicata. O resultado foi apresentado como média e desvio padrao

dos valores encontrados.

Densidade relativa = me - mp
ma — mp Equacéo 2

onde:

me= massa do picnémetro + extrato
ma= massa do picnémetro + 4gua

mp= massa do picnémetro vazio

3.2.2.3 Determinacéo do teor de solidos

Para a determinacéo do teor de solidos presente no extrato hidroalcodlico
de Lafoensia pacari usou-se um analisador de umidade de aquecimento halégeno,
1 mL de amostra foi colocada em balanca, e submetida a temperatura de 105 °C. A
amostra foi analisada em triplicata, o valor obtido em percentual, no dysplay da
balanca foi subtraido de 100%, resultando em teor de sélidos. O resultado foi

apresentado como média e desvio padrao dos valores encontrados.

3.2.3 Caracterizacao farmacogndstica do extrato hid  roalcodlico de L. pacari.
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3.2.3.1 Determinacdo do perfil cromatografico da matéria prima vegetal por
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

ApoOs a extracdo pelos dois métodos citados no item 3.2.1, foi realizada a
CCD em cromatoplacas de silica gel com indicador de fluorescéncia (Macherey-
Nagel) segundo metodologia descrita por Wagner & Bladt (2001), com auxilio de
capilar e cerca de 10 pL foi aplicado nas placas. Dentro de capela, em um vidro
proprio para CCD foi colocada a fase mével: acetato de etila: acido acético: acido
férmico: agua destilada (100:11:11:26) com papel filtro. Apos eluicdo dos extratos, a
placa foi seca em temperatura ambiente e revelada com NP (sigma) 1% em metanol

e colocada sob lampada UV 365 nm.

3.2.3.2 Determinagédo do teor de fendis totais (FT)

A determinacdo do teor de polifendis totais (PT) seguiu a metodologia
proposta por Hagerman e Butler (MOLE; WATERMAN, 1987 a, b) com modificagdes.
Este método baseia-se na reacdo de complexacdo dos compostos
fendlicos presentes na amostra com uma solucdo de Cloreto Feérrico (FeCls), que

pode ser medida em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 510 nm.

» Preparacdo da curva padréo de 4cido tanico

Pesou-se 100 mg de &acido tanico e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com 40 mL de metanol a 50%
(v/v) e o restante com &gua destilada. Foram retiradas aliquotas desta solucao
sendo estas transferidas para tubos de ensaio contendo 2 mL de solug&o de Lauril
Sulfato de Sodio (LSS) 1% (p/v) / AMP 2000 5% (v/v) / isopropanol 20% (v/v) e 1mL
de solucéo de cloreto férrico ( FeCls). Completou-se o volume para 4 mL com agua
destilada. ApOs agitacdo, foi deixada em repouso por 15 minutos e a leitura da
absorbancia foi realizada em 510 nm em espectrofotometro Biospectro modelo SP-
220.
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» Doseamento de fendis totais do extrato de pacari

Em tubo de ensaio, devidamente identificado, foram adicionados 10 pL do
extrato em 1 mL de agua, a 2 mL de solucdo de LSS/AMP 2000 e 1mL de solucéo
de cloreto férrico. Os tubos, em triplicata, foram agitados e deixados 15 minutos em
repouso. Em seguida fez-se a leitura das absorbancias em 510nm. Utilizou-se como
branco uma solucédo contendo 2 mL de solucdo aquosa de LSS /AMP 2000, 1mL de

FeCl; e 1mL de agua destilada.

Através da equacdo 3 o teor foi calculado.

% fen6is= x(mg) . 100. 103 10? Equacdo 3
m (9)

3.2.3.3 Determinacéo do teor de Flavonoides Totais (Fv)

O teor de flavondides totais (Fv) foi determinado, como equivalente de
rutina (3-O-rutinosideo-quercetina), um flavonol O-heterosideo, utilizando o método

proposto por Rolin et al. (2005), modificado.

» Preparacgéo da curva padrdo de rutina

Pesou-se 10 mg de rutina e transferiu-se para baldo volumétrico de 100
mL, completando-se o volume com metanol: acido acético 0,02 M (99:1). Retiraram-
se aliquotas em triplicata e transferiu-se para tubos de ensaio completando o volume
para 2 mL com solucdo de metanol:acido acético. Homogeneizou-se em agitador de
tubos e a leitura das absorbancias foi feita em 361 nm. Foi usada uma solugdo com
a mistura de metanol: acido acético 0,02 M como branco. Desta forma foi plotada
uma curva de absorbancia (u.a) em funcdo da concentracdo da rutina (pug.mL™).
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» Doseamento de flavonodides totais

Adicionou-se em tubo de ensaio 1400 pL da solucdo extrativa (metanol:
acido acetico) + 600 pL do extrato, em triplicata, fez-se as leituras das absorbancias
em 361nm. Como branco foi utilizada uma aliqguota de 2 mL de metanol:acido
acético 0,02 M (99:1) através da curva padrdo de rutina e das diluicbes das

amostras.
Através da equacdo 4 o teor foi calculado.
% flavonoides = x(mg) . 200. 103 . 102 Equacao 4

m (9)
onde: 200 = Fator de diluigdo.

3.2.3.4 Determinacdo do poder antioxidante do extrato pelo método da Captura do
Radical Livre DPPH

O método DPPH (BRASIL, 2007) é baseado na captura do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorbancia a 515 nm, a atividade anti radical é definida como a capacidade
antioxidante necessaria para reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50%
(Efficient Concentration =ECso (mg/L). O DPPH € um radical livre que pode ser

obtido diretamente por dissolugcéo do reagente em meio organico .
» Preparacao da solugéo do DPPH

Solucéo de DPPH 0,06 mM:

Pesou-se 12 mg de DPPH em alcool metilico e completou-se o volume
para 500 mL em um baldo volumétrico com alcool metilico, homogeneizou-se e

transferiu para um frasco ambar.

» Determinacédo da atividade antioxidante total (AAT)
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Pesou-se 3 baldes de 25 mL e em seguida pesou-se 0S mMesmos
contendo 90 pL do extrato. Em tubos de ensaio foram preparadas cinco
concentracdes diferentes (20 a 100 pg/mL) e em triplicata. Em ambiente escuro, foi
transferida uma aliquota de gsp 100 pL de cada diluicdo do extrato para os tubos de
ensaio contendo 3,9 mL da solucdo de DPPH e completou-se para 4 mL com uma
aliquota de solucéo branco (alcool metilico) foi homogeneizado, ficou em repouso
no escuro por aproximadamente 45 min. ApoOs este periodo foram realizadas as
leituras no espectrofotbmetro em 515 nm usando alcool metilico como branco. A
partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, foi plotada uma
curva com as absorbancias no eixo Y e diluicbes (mg /L) no eixo x, determinando

assim a equacéao da reta.

3.2.3.5 Determinagdo do poder antioxidante do extrato pelo método do FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) testa a forca
antioxidante do extrato, por meio da avaliacdo da reducdo do complexo
ferritripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina, C1gH12Ng, M.M 312,33
g/mol, a ferroso-tripidiltriazina ( Fe** -TPZ), por redutores, em baixo pH.

» Preparacao do Reagente FRAP

Combinou-se 25 mL de tampao acetato 0,3 M e 2,5 mL de uma solugéao

de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM.
» Preparagéo da Curva Padréo do Sulfato Ferroso

A partir da solucédo de sulfato ferroso (2000 pM), foram preparadas em
baldes volumétricos de 10 mL, solucdes variando a concentracdo de 500, 1000,
1500 e 2000 uM. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90uL de cada
solugdo de sulfato ferroso (500, 1000, 1500 e 2000 pM) para tubos de ensaio,
acrescentou-se 270 pL de agua destilada e misturou-se com 2,7 mL do reagente

FRAP, homogeneizou-se em agitador de tubos e manteve-se em banho maria a
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37 °C. Ap6s 30 minutos realizou-se a leitura no espectrofotometro em 595 nm
usando o reagente FRAP como branco.
Foi plotada uma curva com as concentracdes do sulfato ferroso no eixo x

e as respectivas absorbancias no eixo y e calculada a equacéo da reta.

» Determinacédo da Atividade Antioxidante Total (AAT)

Foram preparados tubos de ensaio em 5 concentracbes diferentes em
triplicata (20 a 50 uM). Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 uL de
cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 uL de &gua
destilada e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizou-se em
agitador de tubos e manteve-se em banho-maria a 37 °C. Ap6s 30 minutos
realizaram-se as leituras em 595 nm utilizando o reagente FRAP como branco. A
partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes do extrato foi plotada a
curva com a absorbancia no eixo y e as diluicdes no eixo x, e foi determinada a

equacao da reta.

3.2.3.6 Perfil cromatogréfico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do

extrato

O extrato de pacari (0,01 mg/mL) foi submetido a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, em aparelho Waters, com bomba quaternaria, detector de arranjo
diodos (DAD) 2998 e sistema de dados Enpower 2.0. Foi utilizada coluna C18, 250 x
4,6 mm, vazado de 1 mL por minuto, volume de injecdo de 10 uL, temperatura a 25 °C
deteccdo maxima a 254 nm e fase mével composta por metanol e agua (15:85) em
modo isocratico (OLIVEIRA, 2014).

3.2.4 Obtencéo das formulagfes cosméticas

Tanto a base como as formulagdes contendo extrato e eusolex foram

manipulados de acordo com o Manual de Boas Praticas em Manipulacdo segundo
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RDC 67/2007 (BRASIL, 2007). Para preparo do gel-creme base, foram utilizados 5%
de Focus gel 305®, 0,15% de Metilparabeno, 0,1% de EDTA e &gua destilada
guantidade suficiente para 100%. A agua destilada foi aquecida a 70°C, o
metilparabeno e o EDTA foram dissolvidos. Acrescentou-se aos poucos o Focus gel
305® a frio, até obtencéo de um gel-creme branco, opaco, viscoso e brilhante.

O extrato e o filtro quimico utilizados foram pesados e incorporados no gel
base até perfeita homogeneizacdo. As proporcbes utilizadas estdo descritas na

figura 6:

Figura 6- Esquema das formula¢des em gel-creme manipuladas nesse estudo

GEL-CREME BASE

QPS 100% +

1 F2 F3

(eusolex 2292° 6%) (ext. pacari 5%) (eusolex 2292 © 6%+

ext. pacari 5%) 5%)

3.2.4.1 Determinacéo da viscosidade do gel-creme e  das formulacbes F1,F2 e
F3

A viscosidade foi determinada pelo Viscosimetro de Brooksfield, foi usado
spindle R-7 (CASTELI et al., 2008). As viscosidades do gel, e das formulacdes F1,
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F2, F3 foram determinadas nas velocidades de rotagdo progressivamente mais
baixas (60, 50, 30, 20 e 12 rpm) adotando-se como valor de viscosidade aquele

verificado apds 1 minuto de permanéncia na velocidade em questéo, em triplicata.

3.2.4.2 Cromatografia em fase liquida de alta efici éncia (CLAE) da F3 para

monitoramento do perfil quimico do extrato de pacar [

Foi realizado a fim de confirmar a presenca do extrato de pacari na
formulacdo F3. Pesou-se 6 g da formulacao, solubilizou-se inicialmente em 20 mL de
alcool butilico, levou-se para o banho de ultrassom por 5 minutos, retirou-se o
sobrenadante. Novamente foi colocado 20 mL por 5 minutos, repetiu-se por mais 2
vezes, completando o volume para 80 mL de alcool butilico, até total dispersédo do
extrato no solvente

Colocou-se o liquido extraido em funil de separacédo e lavou-se com 10
mL de agua. Apos a separacao da fase aguosa contendo o extrato foi realizada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em aparelno Waters, com bomba
quaternaria, detector de arranjo diodos (DAD) 2998 e sistema de dados Enpower
2.0. Foi utilizada coluna C18, 250 x 4,6 mm, vazdo de 1 mL por minuto, volume de
injecdo de 10 pL, temperatura a 25 °C deteccdo maxima a 254 nm e fase movel

composta por metanol e agua (15:85) em modo isocratico (OLIVEIRA, 2014).

3.2.7 Determinacédo Espectrofotométrica do Fator de Protecado Solar (FPS)

3.2.7.1 Determinagéo das varreduras do extrato de pacari e eusolex 2292°

Inicialmente foram determinadas as varreduras do extrato de pacari, do
eusolex 2292®, da mistura de ambos, do gel-creme e formulacdes. Os scans foram
realizados no espectrofotbmetro Cary 50, modelo Varian, no intervalo de
comprimentos de ondas de 250 a 500 nm, contemplando a faixa de UVB (290-320
nm) pesquisada, foi utilizado alcool absoluto como branco.
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3.2.7.2 Determinacéo do FPS do extrato de pacari e eusolex 2292° pelo método in
vitro de Mansur (1986)

Segundo essa técnica foram preparadas, em triplicatas, concentracdes do
extrato de pacari e do eusolex 2292® em &cool absoluto, que foi também utilizado
como branco, estas foram analisadas em espectrofotbmetro Cary 50, nos
comprimentos de onda de 290 a 320 nm, em intervalos de 5 em 5nm. Utilizou-se a
equacao 5 para determinacdo do FPS e os valores de ponderacdes do quadro 2

foram empregados nos calculos.

320
FPS =FC Z EE(A). I(A) . Abs(A)
290 Equacéo 5.

Onde:
FC= Fator de Correcao (= 10);

EE(M\)= Efeito eritematdgeno da radiacdo solar a cada comprimento de onda (A);
I (\)= Intensidade da radiagéo solar a cada comprimento de onda (A);
Abs (A= Leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugcdo da amostra a cada

comprimento de onda (A)

Quadro 2 . Ponderagédo empregada no calculo do FPS segundo Método de Mansur.

Comprimento de onda EE x | (normalizado)

(nm)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
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3.2.7.3 Construgéo das curvas de Concentragdes X Absorbancias

Para o extrato de pacari foram utilizadas as concentragfes: 0,01; 0,015;
0,02; 0,025 e 0,03 mg/mL, para o eusolex 2292® as concentracdes utilizadas foram
0,002; 0,004; 0,006; 0,008; 0,01 mg/mL, ambas em triplicata. ApOs a construcao das
curvas foi determinado o FPS da mistura do extrato de pacari e do eusolex 2292°
com as concentracdes de 0,025 e 0,006 mg/mL, em triplicata, respectivamente. A
mistura foi realizada dobrando-se as concentracdes do filtro quimico e do extrato de
Pacari, a amostra analisada continha 50% de cada uma diluida em etanol absoluto,
foi determinado de acordo com item 3.2.7.2 e foi usado &lcool absoluto como

branco.

3.2.7.4 Determinacédo do FPS in vitro do gel-creme e formulacfes F1, F2 e F3

Para a determinacéo do FPS do gel base e das formula¢des (gel-creme,
F1, F2, F3) foi pesado 0,5 g de cada amostra e diluido para 50 mL em &lcool
absoluto (solugcdo mée), levando-se para banho de ultrassom por 15 min,. e em
seguida esta foi filtrada, foram realizads diluicdes até que se permitissem as leituras.
O FPS foi determinado, em triplicata, segundo item 3.2.7.2, usando alcool absoluto

como branco.

3.2.7.5 Determinacdo do FPS in vitro do gel-creme F3, apd6s 90 dias, em trés

temperaturas de armazenamento (5°, 25° e 40°)

Foi determinado FPS das formulagcbes armazenadas em condi¢cdes de
temperaturas de 5 °C, 25 °C e 40 °C * 2, ap06s 90 dias, em triplicata segundo item
3.2.7.2.
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3.2.8 Determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS in vitro) por
Espectroscopia por Reflectancia Difusa

Estas andlises foram realizadas pelo laboratério de Cosmetologia do
departamento de Farmacos e Medicamentos da UNESP (LACOS) sob supervisédo da
Professora Vera Lucia Isaac Rangel.

Para a determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) foi utilizado o
equipamento Optometrics SPF-290S, seguindo-se as instrucdes do fabricante. Para
isto, 110 mg de cada formulacdo foram aplicados sobre a fita Transpore® a fim de
se obter um filme da amostra de 2 puL/cm? Em seguida, a amostra foi exposta a
lampada de Xendnio, em uma faixa de comprimento de onda de 290 a 400 nm,
possibilitando a determinacéo do fator de protecao solar pelo software (KALE et al.,

2010). As leituras foram repetidas por doze vezes.

3.2.9 Testes de Estabilidade

Apds manipulacdo de uma nova formulacdo a mesma foi submetida a
diferentes condi¢des de estabilidade a fim de avaliar a qualidade da mesma, em
tempo zero, 24h apO0s a manipulacdo e apos doze dias do ciclo gela-degela em
temperaturas de 45 °C e -5 °C, totalizando seis ciclos em cada temperatura, foram
realizadas em triplicata (BRASIL, 2004). Todos os testes foram realizados para a

amostra de gel-creme utilizada como branco.

3.2.9.1 Testes preliminares de estabilidade

ApoOs 24h, tempo zero, da manipulacdo da formulagéo, classificada como
estavel macroscopicamente, amostras foram submetidas aos testes de estabilidade:
centrifugacdo parametros fisico-quimicos (valor de pH, centrifugacéo,
viscosidade,condutividade elétrica), parametros organolépticos (aspecto, cor, odor) ,
estresse térmico e ciclo gela-degela (BRASIL, 2004). Foi realizada a determinacéo
do FPS segundo item 3.2.7.2.
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3.2.9.1.1 Teste de Centrifugacao

Com auxilio da centrifuga, 10g de amostras contidas dentro de tubos

falcon, em triplicata, foram submetidas a velocidade de 3000 rpm por trinta minutos

(BRASIL,2004).

3.2.9.1.2 Avaliacéo de pH

Foi verificado pH de cada amostra em solugdao aquosa 10% p/v, em

pHgametro Digital PG 800, previamente calibrado com solu¢bes tampéo de pH 4 e

pH 7. Este experimento foi realizado em triplicata (BRASIL, 2010).

3.2.9.1.3 Viscosidade

Foram verificadas as viscosidades das amostras em triplicata, utilizou-se

viscosimetro de Brooksfield nas velocidades crescentes (12,20,30,50,60 rpm) e

decrescente (60,50,30,20,12 rpm).

3.2.9.1.4 Avaliacao das caracteristicas organolépticas

Foram avaliados aspecto, cor e odor pelo método visual (caracteristicas
macroscopicas) (BRASIL, 2004).

3.2.9.1.5 Estresse térmico

Foi realizado segundo método proposto por Branconi et al. (1995). As
amostras foram feitas em triplicata sendo submetidas ao aquecimento em banho

termostatizado na faixa de temperatura 40 £ 2 °C a 80 £ 2 °C, sendo o intervalo de
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aumento da temperatura de 5 em 5 °C. As amostras foram mantidas em cada quanto

a separacao de fases e suas caracteristicas organolépticas (BRASIL, 2004).

3.2.9.1.6 Condutividade elétrica

Foram pesados 4g de cada amostra e solubilizados em 40 mL de agua
recém destilada. As amostras foram solubizadas em banho de ultrassom por 15
minutos. Foi realizada a leitura da condutividade elétrica em condutivimetro,realizado

em triplicata.

3.2.9.2 Ciclo Gela — Degela

Cerca de 60g de cada amostra foi acondicionado em bisnaga de
polietileno leitosa.

Iniciou-se o ciclo em camara climatica com temperatura de 45 °C sendo
apos 24h transferida para freezer a -5 °C, sendo repetido por seis dias em cada
temperatura. Apos o término do periodo de doze dias foram realizados os testes de
pH, viscosidade, condutividadade elétrica, caracteristicas organolépticas e

determinacao do FPS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MATERIAL VEGETAL

Lafoensia pacari A. St.-Hil. foi encontrada na regido do Cerrado de Goias .
Apresentou-se como arvore variando de 1 a 3 metros de altura. Suas folhas séo
opostas cruzadas, de coloracdo verde-escuro e mais brilhantes na face adaxial,
simples, coriaceas, eliptica, glabra e lisas, apice e base obtusos, peciolo curto e
nervuras peninérveas (Fig.7). Uma caracteristica util na identificacdo da espécie

L.pacari é o aspecto rugoso e escamativo da casca do caule (CHAIBUB, 2013).

Figura 7 - Detalhe da folha de Lafoensia pacari (face adaxial)

Fonte: CHAIBUB, 2013

4.1.1 Preparo e caracterizacdo do extrato hidroalco  6lico do L. pacari

O teor do solvente escolhido para realizar as extracdes pode interferir na
guantidade esperada do componente a ser extraido. Para a extracdo do Lafoensia
pacari, foi usado o acool a 70% pois favorece a extracdo de polifendis. A extracao
por solventes é frequentemente utilizado para o isolamento de antioxidantes e tanto
o rendimento de extracdo e atividade antioxidante de extratos sdo fortemente
dependentes do solvente, devido aos diferentes potenciais antioxidantes dos
compostos com polaridade diferente (JULKUNEN-TIITO,1985; MARINOVA et al.,
1997).
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Dutra et al. (2008) demonstraram que para sementes de Pterodon
emarginatus, a extracao feita sob refluxo com etanol / agua (70:30, v / v) apresentou
o maior teor de polifendis e foi considerado o método otimizado para a extracéo
desse constituinte.

O extrato foi analisado quanto as caracteristicas fisico-quimicas, o0s
resultados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato de pacari

TESTES RESULTADOS

pH 5,056 + 0,006

Densidade relativa (g/mL) 0,9205 +0,01
Percentual de teor de soélidos (% p/v) 4,7 £0.017

Valores representados como média + desvio padréo.

[N

A pele possui pH levemente acido (4,6- 5,8), portanto, o pH do extrato
compativel com a mesma.

A obtencdo do extrato por meio de banho em ultrassom nao é
considerado um meio convencional, mas tem sido muito empregada atualmente.
Baseia-se nos ciclos de expansdo e compressao que as ondas de som causam no
meio. O processo de expansao cria bolhas no meio, que atingem sua imensao critica
na outra fase de expansédo. Na fase de compressao, por diferenca de pressao
interna e externa das bolhas ocorre sua implosao. Esse processo é conhecido como
cavitacdo. Esse fenbmeno proximo a parede celular do vegetal leva a sua ruptura,
ocorrendo penetracdo do solvente e liberacdo de substancias (KORN BORGES,
2003 apud CHAIBUB, 2013; LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003). Entre suas
vantagens estao o reduzido tempo de extracdo, técnica simples, baixo custo, maior
eficiéncia em relacdo &s técnicas de extracdo convencionais. (LUQUE-GARCIA;
CASTRO, 2003; apud CHAIBUB, 2013, SILVA; ARAGAO, 2009).
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4.1.2 Perfil cromatografico em Camada Delgada Compa rativa (CCDC)

Aliguotas de aproximadamente 10 pL de cada extrato obtido (refluxo e
BUS) foram analisadas por CCDC. Foi utilizado o NP 1% em metanol como
revelador e a placa foi colocada sob lampada de UV 365nm tendo como resultado
uma eluicdo praticamente idénticas entre os dois processos extrativos, com bandas
de cor amarela como indicativo da presenca de flavonoides e azuladas indicartivas
de fendis (Fig.8).

Figura 8- Perfil em CCDC das 4 amostras de L.pacari obtidas por refluxo (1 e 2h) e por banho de
ultrassom ( 15 e 30 min)

R-1h R2h BUS15 BUS 30’

4.1.3 Determinacéo de Fendis Totais (FT)

Para a determinacdo de fenodis totais foi determinada a curva
Absorbancias X Concentracdo do padrdo de &cido tanico (Fig.9).Para a
determinacdo do teor para o extrato de pacari foi utilizado como média das
absorbéancias o ponto de leitura de 0,3 mg/mL em comprimento de onda de 510 nm
em triplicata (apéndice A) resultando a média em 0,724. A concentracdo do extrato

foi de 10 pL em 990 uL de agua, totalizando 1 mL. Utilizando a equacéo da curva
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para o0 padrdao de &cido ténico: y= 2,728 x — 0,179, em que y = média das

absorbancias da amostra.

Figura 9- Curva padréo do acido tanico para célculo de fendis totais no extrato de pacari obtido por
ultrassom
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concentragdo mg/mL

O resultado obtido para fendis totais foi de 3,31%, as absorbéancias do
extrato estdo descritas no apéndice B. Rabelo; Paula; Bara (2013), encontraram
valor médio de 7,96% de fendis totais na casca da catuaba, sendo que este foi
avaliado em extrato seco. Oliveira et al. (2012) quantificaram o teor de fenois, em
trés diferentes amostras de extratos de propolis, identificados como amostras A, B e
C os seguintes teores: 3,71% , 4,81% e 3,36%, respectivamente.

Os compostos fenodlicos das plantas enquadram-se em diversas categorias,
como fenois simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides e outros (NACZ;
SHAHIDI, 2004). Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de
ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita aten¢do nos ultimos
anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica (HASLAM, 1996; SOARES,
2002). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrututura quimica. Os intermediarios formados pela
acdo de antioxidantes fendlicos séo relativamente estéveis, devido a ressonéncia do
anel aromético presente na estrutura destas substancias (HASLAM, 1996; SOARES,
2002; CHUN et al., 2005).
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4.1.4 Determinacéo do teor de Flavonoides Totais (F V)

Para a determinacdo de flavonoides totais foi construida a curva
Absobancias X Concentracdo do padrao de rutina (Fig.10). Para a determinacao de
flavondides totais no extrato de Pacari foi utilizado como média das absorbancias o
ponto de leitura de 600 pL (0,03 mg/ml) em triplicata, a concentracao foi de 10 pL
em 1990 pL da mistura de metanol + acido acético completando o volume para 2
mL, resultando a média em 0,786 ( apéndice C). Utilizando a equacéo da curva para

0 padrao de rutina: y= 55,295 x — 0,0849 onde y= médias das absorbancias.

Figura 10- Curva de calibracdo do padrao de rutina para céalculo do teor de flavondéides totais no
extrato de pacari
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O resultado obtido para flavonodides totais foi de 0,315%, cujas
absorbéancias sdo demonstradas no apéndice D. Oliveira et al. (2012), quantificaram
o teor de flavonoides, em trés diferentes amostras de extratos de propolis,
identificados como amostras A, B e C os seguintes teores: 1,22% , 1,72% e
0,81%, respectivamente.

O resultado para flavonoides e fenois do extrato de pacari aproxima-se do
resultado obtido por Oliveira e colaboradores (2012), para a amostra C.

Segundo Zuanazzi et al. (2007), diversas funcbes sdo atribuidas aos
flavonoides nas plantas, entre elas a protecdo dos vegetais contra incidéncia de

raios ultravioleta e visivel, devido aos grupos aromaticos (Fig.11).
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Figura 11- Estrutura quimica do nicleo central dos flavonoides e sua numeracao.

Fonte: Zuanazzi et al., 2007

Estudos in vivo e in vitro tem demonstrado que os flavonoides inibem
enzimas que estdo envolvidas na producdo de EROs, atuam como agentes
guelantes contra metais envolvidos no metabolismo do oxigénio que aumenta a
producdo de EROs e sao capazes de reduzir radicais gerados por meio da doacao
de elétrons a estes radicais. Segundo Velasco et al. (2008) os flavonoides néo
apresentam tendéncia a absorcdo cutanea, assim interpreta-se que a atividade
seria exercida nas camadas superficiais da pele, acdo desejada pelos filtros solares.
Segundo Damiani et al. (2006) apud D’al Belo, (2008) muitas formula¢gbes contendo
filtros quimicos n&o proporcionam protecdo, principalmente quando sé&o
considerados efeitos crénicos como: fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese. Assim
extratos vegetais ricos em constituintes fendlicos, como flavonoides, vem sendo
empregados em formulacdes fotoprotetoras associadas aos filtros UV, uma vez que,
comprovada sua capacidade de absorver a radiagdo solar e antioxidante podem
intensificar a protecao final do produto e ou neutralizar os radicais livres produzidos
na pele apds exposicao ao sol (NASCIMENTO et al., 2009; CHIU& KIMBALL, 2003
apud D’AL BELO; FGUYER et al., 2003; KIM, 2002; BONINA et al., 2000).

4.1.5 Determinacédo do poder antioxidante do extrato pelo método da Captura
do Radical Livre DPPH

O método do DPPH baseia-se na captura do radical DPPH por
antioxidantes promovendo um decréscimo da absorbancia a 515 nm (BRASIL,

2007). A solucao, inicialmente lilas, & medida que o radical vai sendo capturado pelo
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antioxidante, perde a coloragdo até tornar-se amarela quando o mesmo foi

totalmente consumido.

Figura 12- Estabilizacao do radical livre DPPH demonstrada pela mudanca de coloracéo de violeta
escura para amarela

O.N O,N
R
N— NO, + R —= N—N NO,
O,N O,N
cor: violeta-escura cor: amarela

Fonte : BRASIL (Embrapa-Comunicado Técnico on line n°® 127, modificado)

O resultado é dado pelo ECso que corresponde a quantidade necessaria
para reduzir em 50% a concentragao inicial do radical DPPH na amostra. Os valores
das leituras para construcao da curva (Fig. 13) se encontram no apéndice E.

Figura 13- Curva do extrato de Pacari para teste de DPPH para calculo do ECs
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Para célculo do ECs foi utilizada a equacdo da curva da amostra, onde y=
absorbancia inicial do controle/2. O resultado encontrado foi de ECso = 53,73 pg/mL.

Foi feito o teste de DPPH do acido ascorbico a fim de verificar o potencial
antioxidante do mesmo, feito em triplicata o resultado obtido foi de ECsy = 2,140
ug/mL e R?= 0,998.
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A quantidade necessaria para reduzir 50% do radical DPPH na amostra
do extrato de Pacari é de 53,3 ug/mL. Garcia et al. (2011), determinaram a atividade
sequestrante do radical DPPH do extrato de Propolis verde ECso 80,64 pg/mL, para
o extrato de Propolis vermelho ECsp 86,10 mg/L e extrato de Pereskia aculeata ECsg
56,64 pg/mL. Segundo Ross e Kasum (2002), a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos é determinada pela sua estrutura, especialmente pela facilidade
com que um atomo de hidrogénio, a partir de uma hidroxila do anel aromatico, pode
ser doado a um radical livre, concluiu-se que o extrato de Pacari apresentou um

resultado antioxidante superior aos testados no estudo de Garcia et al.
4.1.6 Determinacédo do poder antioxidante do extrato pelo método do FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Baseia-se no fato
de que a habilidade de um composto em produzir Fe (ll) a partir de Fe (lll) define sua

forca antioxidante (BRASIL, 2006) produzindo uma mudanca na coloracao (Fig.14).

Figura 14- Reduc&o do complexo TPTZ ( 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*+

Qm o5

i -._'_, * a.rrllnmdame ""_,- v
[J/L *U T )\T
[Fellll)(TPTZ) I* [Fe(llNTPTZ)I**
cor: azul-clara cor: azul-escura

Fonte: BRASIL (Embrapa-Comunicado Técnico on line n° 125)

As leituras das absorbancias para construcdo da curva padrédo de sulfato

ferroso estado no apéndice F (Fig. 15).
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Figura 15- Curva padrao de sulfato ferroso( pM) para calculo da atividade antioxidante pelo método de
FRAP.
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Apols a construcdo da curva padrao foram realizadas as absorbancias
para o teste com a amostra do extrato de Pacari, nas concentracfes de 20, 30,40 e
50 uM (apéndice G). Em seguida foi construida a curva da amostra do extrato de
pacari (Fig. 16).

Figura 16- Curva do extrato de Pacari para determinagéo da atividade antioxidante pelo método FRAP
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Utilizando a equacao da curva do padrao de sulfato ferroso y= 0,0007x —
0,026 onde x= 1000 pM de sulfato ferroso foi encontrado um valor de y= 0,674 e R*=
0, 9988. Utilizando o valor de y da equacao anterior foi utilizada a equacgao da curva
para amostra y= 0,226x - 0,024 onde o valor encontrado foi de 3,09 mg/ mL. Para

valor de x (g) dividiu-se o valor encontrado por 1000, para encontrar o valor final que
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€ expresso em UM sulfato ferroso dividiu-se 1000 pelo valor anterior resultando em
323,62 uM de sulfato ferroso por g de extrato de Pacari.

O resultado mostra que 1 g do extrato de Pacari apresenta capacidade de
reducdo de 323,62 uM de sulfato ferroso. Sucupira et al. (2012), demonstraram para
o fruto da acerola o resultado pelo método de FRAP de 148 + 16 uM de sulfato
ferroso g™, porém foi demonstrado que o extrato de pacari reduz cerca de 50% mais
de sulfato ferroso que a mesma, corroborando seu poder antioxidante determinado
anteriormente.

Segundo Damiani et al. (2006) a fotoestabilidade dos filtros solares sob a
radiacdo UVB normalmente € alta, porém € menor na regido do espectro de UVA.
A fotodecomposicdo das moléculas dos filtros solares pela radiacdo UVA provoca o
aumento da formacédo de radicais livres e outros intermediarios reativos toxicos e,
consequetemente, o aumento dos danos induzidos diretamente pela UVA a pele.
Por outro lado, a combinagdo dos filtros com substancias antioxidantes, parece
reduzir o efeito fotoxidativo. Assim, a utilizacdo de extratos com atividade
antioxidante, adicionados em formulacdes fotoprotetoras contendo filtros solares
organicos pode possibilitar a reducdo de fotodanos como por exemplo o
envelhecimento cutaneo. Extrato de pacari pode contribuir com a prevencédo do
envelhecimento celular. Novos estudos devem ser realizados de modo a estabelecer
sua seguranca de uso para prevenir e/ou tratar os danos induzidos pela RUV na
pele (FORTE, 2012).

4.2 DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO FATOR DE PROTECAO
SOLAR (FPS)

As determinacbes dos FPS foram realizadas segundo a técnica de
Mansur et al. (1986), segundo item: 3.2.7.2
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4.2.1 Determinacéo da curva de FPS do extrato de pa  cari e do eusolex 2292 ©

A fim de estabelecer a concentracdo a ser utilizada na formulacéo foram
construidas as curvas de FPS X Concentracdo do extrato de pacari e do eusolex
2292® Foram determinados os valores de 0,01; 0,015; 0,02; 0,025; 0,03 e 0,035
mg/mL do extrato de pacari, utilizando alcool absoluto como solvente e branco. Os
FPSs foram determinados segundo Mansur et al. (1986) em triplicata. Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 2 e a curva construida na Fig. 17

Tabela 2- Determinagdo do FPS para construgdo da Curva e determinacdo da concentragdo do extrato de
pacari.

0,01 1,789 1,956 1,695 1,813 0,108

0,02 3,594 3,576 3,640 3,603 0,027

0,03 5,322 5,263 5,458 5,348 0,082

Figura 17- Curva para determinacéo da concentracdo do extrato de pacari
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Seguiu-se 0 mesmo procedimento para o eusolex, as concentracdes
determinadas foram 0,002; 0004; 0,006; 0,008 e 0,01 mg/mL. Os resultados obtidos

encontram-se na tabela 3 e a curva construida na Fig.18
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Tabela 3- Determinacdo do FPS para construcdo da Curva e determinacdo da concentracdo do
eusolex 2292°

0,002 1,9244 1,5517 2,3483 1,9415 0,2635
0,006 5,1359 5,2627 5,3003 5,2330 0,0897
0,01 8,0779 8,4326 8,5019 8,3375 0,2508

Figura 18- Curva para determinacéo da concentracdo do eusolex 2292°
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4.2.2 Determinacgdo dos espectros de absorcdo maxima do extrato de pacari e
do eusolex 2292 ©

Apés a construcdo das curvas, as concentracdes selecionadas
inicialmente para serem utilizadas na formulagdo foram de 0,025 mg/mL para o
extrato e 0,006 mg/mL para o eusolex 2292°, baseando- se no melhor ponto de
leitura dos FPS e da manutencdo da linearidade da curva. Foram realizados os
scans nessas concentracdes a fim de confirmar se haveria absorcao na faixa de UV
determinadas entre 250 a 500 nm, contemplando o intervalo de absor¢éo entre 0,2 a

1,0 nm. Os resultados encontram-se nas Figs. 19 e 20.
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Figura 19- Espectro de absorcdo do extrato de Figura 20- Espectro de absorcéo do eusolex 2292®
pacari®
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Os valores para comprimentos de onda maxima de absorcao, 290 e 320

nm encontram-se na tabela 4.

Tabelg 4- Espectro de absorcdo maxima e em A de 290 e 320 nm do extrato de pacari e eusolex
2292

Absorbancia A (nm) Extrato de Pacari (A max.= 260) Eusolex 2292 (A max.= 310)

Maxima 1,28 0,94
290 0,65 0,50
320 0,26 0,49

Bobin et al. (1994) descreveram que o0 espectro de absorcdo dos
flavonoides quando dispersos em etanol apresenta-se tipicamente com dois
picos, sendo um entre 240 a 280nm e o outro nos comprimentos de 300 a 550 nm.
Esses resultados sdo semelhantes ao demonstrado na figura 20.

Pinto et al. (2013) determinaram o FPS pelo método espectrofotométrico
de Mansur et al. (1986) dos extratos de Ginkgo biloba, Hamamelis virginiana,
Matricaria chamomilla, Pereskia aculeata e propolis. Os extratos dos vegetais foram
preparados a partir das folhas, na concentracdo de 0,2 pL/mL foi utilizado o alcool
96% como branco e utilizando um filtro quimico organico (Metoxicinamato de octila)
como controle positivo. Os resultados de FPS obtidos foram: para G.biloba 0,82, H.
virginiana 0,68, M. chamomila 0,56, prépolis 0,64 e P. aculeata 0,69.

O resultado encontrado para o extrato de pacari foi de 4,41, na
concentracdo de 0,025 mg/mL, bem superior a usada ao estudo de Pinto et al.
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(2013), que manteve a concentracdo usada para o filtro quimico. Ressalta-se que
uma molécula sintética e purificada apresenta um comportamento bem diferente da
composicao de extratos vegetais que possui inUmeros compostos associados e que
atuam por sinergismo (Zuanazzi et al., 2007).

Violante et al. (2009) determinaram o comprimento de onda méaximo (A
max.) de 356 nm para as entrecascas do Lafoensia pacari, o que indica absorcao
na regido UVA. Segundo Zuanazzi et al. (2007), os flavonoides encontrados nas
folnas podem ser diferentes daqueles presentes nas cascas, flores, nos galhos,
raizes ou frutos. O mesmo composto ainda pode apresentar diferentes
concentragbes dependendo do Orgdo vegetal em que se encontra. Isso pode
justificar o resultado diferente encontrado para pacari.

O extrato de pacari contém um fitocomplexo com indmeros outros
componentes, 0 que torna seu comportamento diferente do eusolex 2292° um
composto sintetizado e puro. A absor¢do maxima para o extrato, no A de 260 nm
mostra ser na faixa de UVC, porém contempla um intervalo de absorcdo dentro da
faixa de UVB o que pode ser demonstrado no scan de sobreposicdo de ambos na
Fig. 21

Figura 21- Sobreposicdo dos espectros de absorcdo do extrato de Pacari 0,025 mg/ mL e eusolex
2292° 0,006 mg/ mL.
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A concentracdo do eusolex 2292° é 10 vezes menor que a concentracao
do extrato de pacari, isto se deve ao fato do eusolex 2292° ser uma molécula

guimica sintetizada e pura enquanto o extrato é formado por fitocomplexos.
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4.2.3 Determinacdo das Varreduras e do Espectro de  Absor¢do Maxima do
Focus Gel 305 e das formulacdes F1, F2 e F3

Apos as manipulacbes das formulagbes com as concentracdes
determinadas de 0,025 mg/ mL do extrato de Pacari e 0,006 mg/mL do eusolex
2292° procedeu-se a determinacdo das varreduras e espectro de absor¢do méxima
do gel e das formulacoes.

A base escolhida para as manipulacdes foi o Polyacrylamide & C13-14
Isoparaffin & Laureth-7 (Focus gel 305 ®), uma base autoemulsionéavel que permite a
formulacéo de emulsdes O/A altamente estaveis, independente das caracteristicas
da fase oleosa. Usada nas concentracdes de 0,5 a 5%, dependendo do resultado
final desejado. Apresenta como vantagens ser solivel em agua, de facil
incorporacao, promove texturas de gel-creme ndo oleosas, manipulacdo a frio, ndo
necessita de agitacdo mecanica para pequenas quantidades, apresenta ampla faixa
de pH de estabilidade de 2 a 11 (MATERIAL DO FABRICANTE FOCUS QUIMICA
BRASIL, 2014). A estrutura do poliacrilamida é apresentada na figura 23.

Figura 22- Estrutura quimica do poliacrilamida
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Disponivel em: http://biomodel.uah.es/lab/sds-page/electro_def.html

Para verificar se a base ndo absorvia na regiao em estudo foi realizada a
varredura nas mesmas condicdes padronizadas para 0s extratos das plantas
garantindo assim que a absorbancia resultante da leitura no teste in vitro seria

exclusivamente do extrato em estudo (VIOLANTE et al, 2009). A varredura
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apresentou resultado em A maxima de absorbancia em 257 nm de 0,47, em 290 nm

de 0,2798 e em 320 nm de 0,2616, 0 scan encontra-se na Fig. 23

Figura 23- Espectro de absorcéo do Gel-creme
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A concentragcdo de 0,25% para o extrato de Pacari, primeiramente
testada, ndo apresentou sensibilidade para a determinacdo espectrofotométrica o
que foi confirmado pelo perfil cromatografico por CLAE. A concentracdo foi
aumentada em 200 x ficando em 5%, a concentracdo do eusolex foi determinada em
6%, baseada em faixas usuais descritas.

Os scans foram realizados para determinacao dos intervalos de absorcéao,

os resultados encontram nas Figs. 24, 25 e 26

Figura 24- Espectro de absorcéo da F2
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Observa-se na Fig. 25 um deslocamento da banda de absorgéo (PAVIA,
2010) para comprimento de onda préximo a 300 nm, o que pode ser devido a uma

intercalacéo de fenois na malha do focus gel.

Figura 25- Espectro de absorcéo da F1
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Figura 26- Espectro de absorcéo da F3
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Os valores das absor¢fes maximas e nos A de 290 e 320 nm das

formulacdes F1, F2 e F3 encontram-se na tabela 5.



Tabela 5- Espectro de absorgdo maxima e nos A de 290 e 320 nm das formulagfes F1, F2 E F3

Méaxima 0,53 0,52 0,73

320 0,43 0,26 0,61

4.2.4 Determinagao dos FPS das formulacdes F1, F2e F3
Os resultados de FPS encontrados para o gel, F1, F2, F3 estao
apresentados na Tabela 6, confirmam a aditivacdo do FPS pelo extrato de pacari na

formulacdo com o eusolex 2292°.

Tabela 6- Valores encontrados de FPS do gel e das formulagdes F1, F2 e F3

Gel 1,22 1,27 1,26 1,26 0,0178

F2 2,36 2,14 2,21 2,23 0,1123

Pinto et al. (2013) determinaram o FPS de um creme base (néo ibnico) e
um gel-creme (autoemulsionavel - poliacrilamida) ambos contendo 2,5% de extrato
de Gingko biloba e 2,5% do filtro quimico metoxicinamato de octila. O resultado
obtido foi de FPS= 1,25 para o creme e 1,08 para o gel-creme, e comparando —se 0s
resultados obtidos para o extrato de pacari a 5% com o filtro quimico eusolex 2292°
de 7,3 ha de se considerar que as concentracfes dos extratos usados sao as
principais responsaveis pelos valores obtidos.

Apesar do A max. do extrato de pacari absorver no UVC é possivel
observar que h4 uma faixa de absorbancia na regido UVB e também UVA, a faixa de
absorcéo no intervalo de A 290 a 320 nm promoveu uma aditivagdo do FPS de gel +
eusolex 2292® o que pode ser comprovado pelos FPS e pelo grafico da

sobreposicao das formulacdes e matérias primas (Fig.27).
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Figura 27- Sobreposicdo dos scans do extrato de pacari, eusolex 2292°, F1, F2, F3, suas bandas
maximas de absorcdo, destacando a area em que o extrato de pacari absorve na faixa da radiacao
uv
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4.3. VERIFICACAO DO FPS DAS FORMULACOES PELO TESTE DE
ABSORBANCIA DIFUSA JUNTO AO LACOS

4.3.1 Determinacgdo do FPS pelo método de Reflectanc ia Difusa

Outro método in vitro descrito na literatura para a avaliacdo de FPS de
protetores solares envolve a técnica de reflectancia difusa. A intensidade da luz
incidida sobre os fotoprotetores como sistemas opacos se da conforme uma
distribuicdo hemisférica. A intensidade da radiacdo é maior na proximidade da
incidéncia para a direcdo regular emitida. As leituras para adeterminacdo do FPS
pelo método de reflectancia foram realizadas em tres formulagfes e repetidas por 12
vezes. Os resultados estédo demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7- Determinacgdo do FPS do gel e das formulacdes F1 e F3 pelo método de Reflectancia
Difusa.

12 93 12,80

1,2 11 9,2

11 8,8 9,8

1.2 8,6 115

1,2 8,6 11,5
1,2 8,3 9,7
MEDIA 1,183333 9,075 11,1166
DESVIO PADRAO 0,038924 1,083030 1,89968

Fonte: RANGEL, 2014

O resultado de FPS para o gel com extrato de foi 1,25, para o gel-creme
com eusolex 9,07 e o gel-creme com extrato de pacari e eusolex 2292® de 11,11. O
método de reflectancia apresenta uma maior sensibilidade que método de Mansur et
al., deve-se a isto o fato dos resultados apresentarem-se maior, porém demonstrou-
se que a adicdo do extrato elevou o FPS da amostra de gel-creme com eusolex

2292® em ambos os métodos.

4.4 DETERMINACAO DO FPS DA FORMULACAO F3 ARMAZENADAS EM
DIFERENTES TEMPERATURAS APOS 90 DIAS.

As amostras da formulacdo F3 foram submetidas a trés temperaturas
50°C, 25 °C e 40°C £ 2, por 90 dias, apés fim do periodo, foram determinados o
FPS e scan das formulagcfes armazenadas nas 3 condigBes de temperatura a fim de
confirmar a estabilidade do FPS (Tabela 8). Através da analise dos scans,

apresentados nas figuras 28 a 30 podemos demonstrar que houve um pequeno
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decréscimo na absorbéancia da formulacao final frente as diferentes condi¢cdes de

armazenagem.

Figura 28- Espectro de absorcao da formulacdo F3 ap6s 90 diasa 5°C + 2
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Figura 29 - Espectro de absorcao da formulacdo F3 ap6s 90 dias a 25 °C + 2
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Figura 30- Espectro de absorgao da formulagao F3 ap6s 90 dias em 40 °C + 2
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Tabela 8- Leituras de FPS da formulacao F3 apés 90 dias de armazenamento em trés condi¢des de
temperatura.

25 4,93 4,89 4,93 4,92 0,0231 0,47%

Foi possivel verificar que na temperatura de 5 °C + 2 houve uma melhor
estabilidade do valor de FPS em relacdo as outras temperaturas, o valor do FPS no
tempo zero foi de 7,29, segundo BRASIL (2004) o limite de desvio padrédo aceitavel
€ abaixo de 10%.

Apos verificagdo da queda do valor de FPS nas temperaturas de 25 e
40 °C sugeriu-se que o0 mesmo pudesse ser devido a uma instabilidade do extrato
frente a essas temperaturas. Realizou-se novas leituras de FPS acrescentando no
extrato de pacari 0,5% de vitamina E oleosa .As leituras foram realizadas no tempo
0, ap6s 17 dias e 37 dias, permanecendo em temperatura ambiente, os valores
encontram-se na tabela 9.
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Tabela 9- Leituras de FPS do extrato de Pacari puro e adicionado com Vit. E 0,5% em trés tempos
diferentes em temperatura ambiente.

Extrato de Pacari

4.5 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO DE PACARI E DA FORMULACAO
POR CLAE

Foram determinados os cromatogramas do extrato de pacari e da
formulacéo F3, o perfil quimico por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE) estéo descritos nas figuras 31 a 37

Figura 31 - Cromatograma do extrato de pacari (0,01 mg/mL)
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Figura 32 - Cromatograma da formulagéo F3 (0,1 mg/mL)
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Figura 33 - Sobreposicao dos cromatogramas do extrato de pacari e F3
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Foi possivel verificar através da sobreposicdo que houve a manutencdo

da estrutura quimica do extrato de Pacari apds adicdo do mesmo na formulacao.

Figura 34 - Varredura do primeiro pico do extrato de pacari

Imgn 2@ W00 200 ZEDO0 MO0 22000 MO0 Aol Imog 40nn
mn

Figura 35 - Varredura do segundo pico do extrato de pacari
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Figura 36 - Varredura do primeiro pico da F3
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Os cromatogramas do extrato de pacari e da formulacédo F3 apresentaram
dois picos, praticamente nos mesmos tempos de retencdo. As varreduras no
ultravioleta, entre 400 e 200 nm, também apresentaram padrdo de maximos de
absorbancia semelhantes. Foi demonstrado que as substancias presentes no

extrato permaneceram presentes na formulacao final.

4.6 VISCOSIDADE DAS FORMULACOES

Viscosidade € a expressado da resisténcia de liquidos ao escoamento, ou
seja, ao deslocamento de parte de suas moléculas sobre moléculas vizinhas
(BRASIL, 2010). Foi verificada a viscosidade do gel puro e das formulacdes F1, F2
e F3 as leituras estdo descritas nos apéndices H-K. Os resultados estédo

apresentados nas figuras 38 a 42.



Figura 38- Leituras das viscosidades do gel-creme
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Figura 39- Leituras das viscosidades da formulacao F1
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Figura 40- Leituras das viscosidades da formulacdo Figura 41- Leituras das viscosidades da formulagéo F2
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Figura 42- Sobreposicéo dos graficos correspondentes as viscosidades do gel-creme, F1, F2 e F3
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Conforme demonstrado na figura 42 o gel apresentou comportamento
reoldgico ndo newtoniano, ou seja, pseudoplasticidade. Apesar de ter ocorrido uma
pequena queda na viscosidade do gel ao adicionar o extrato, devido a presenca de
alcool no mesmo, a adicéo tanto do filtro quimico quanto do extrato ndo alterou o
comportamento reoldgico inicial do gel, tendo a formulacdo retornado
instantaneamente ao seu aspecto inicial.

Corilli et al. (2007) em estudo da viscosidade em gel de carbopol 940® a 1
e 1,5% com extrato de cafeina a 5%, apresentou resultados para ambos um
comportamento reoldégico ndo newtoniano, porém, comprovou-se que 0 aumento da
viscosidade, em fungcdo do aumento da concentracdo de Carbopol 940° diminuiu a

velocidade de liberacao da cafeina.

4.7 ESTUDOS DA ESTABILIDADE

Antes de iniciar os Estudos de Estabilidade recomenda-se submeter o
produto ao teste de estabilidade preliminar. O produto deve-se manter estavel e
qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de reformulacdo. Se aprovado
neste teste o produto pode ser submetido aos testes de estabilidade acelerada.
(BRASIL, 2004).

4.7.1 Estabilidade preliminar

Este teste também é conhecido como Teste de Triagem, Estabilidade
Acelerada ou de Curto Prazo (BRASIL, 2004).

As amostras das formulages contendo o gel+ Eusolex 2292° + ext. de
Pacari, em triplicata foram submetidas aos testes de centrifugacéo, estresse térmico
e ciclo gela-degela, assim como o branco.

Os resultados para o tempo zero encontram-se nas tabelas 10 e 11. A
seguinte nomenclatura foi empregada para classifica-las (RIBEIRO; KHURY;
GOTTARDI, 1996):
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N= normal
LM= levemente modificada
M= modificada

IM= intensamente modificada

Tabela 10- Resultados da centrifugacéo da formulagcdo F3 e branco em 30 minutos.

3000 N

Tabela 11- Resultados do estresse térmico da formulagdo F3 e branco.

40 N

50 N

60 N

70 N

80 LM

4.7.1.1 Resutados para caracteristicas fisisco-quimicas no tempo zero e poés ciclo
gela-degela

» As caracteristicas organolépticas foram determinadas pelo aspecto
macroscopico, a formulacdo F3 no tempo zero e poés ciclo gela-degela,
apresentou-se com cor amarela, odor caracteristico e aspecto turvo brilhante,
0 gel-creme apresentou-se com cor branca, odor caracteristico e aspecto

brilhante.



» Os resultados para os testes de pH estdo mostrados na tabela 12 e 13

Tabela 12- Resultados para os testes de pH da formulacéo e branco no tempo 0.

pH F3 4,69 % 0,01

Valores representados como média + desvio padrao para F3

Tabela 13- Resultados para os testes de pH da formulagéo e branco pos ciclo gela-degela

pH F3 4,92 + 0,036

Valores representados como média + desvio padrao para F3

O resultado do teste T-(p>0,05) sendo p=95% demonstrou que houve

uma alteracao no pH das formulacdes apos a realizacao do ciclo.

» Os resultados para os testes de viscosidades séo apresentados na tabela 14
al7

Tabela 14- Resultados da viscosidade em velocidades descrescentes da formulagéo F3 em triplicata e
do branco em cp no tempo O

60 19525 20153 20235 1,94 24643

30 36028 36057 35120 1,49 42750

12 72470 72436 73025 0,46 81556
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Tabela 15- Resultados da viscosidade em velocidades crescentes da formulagdo F3 em triplicata e
do branco em cp no tempo 0

12 72876 71650 72247 0,91 79347

30 36072 35215 35558 1,21 40045

60 19450 19271 18990 121 23799

Tabela 16- Resultados da viscosidade em velocidades descrescentes da formulagcdo F3 em triplicata
e do branco em cp apos ciclo gela-degela

60 19134 18990 19155 0,47 21245

30 34910 34870 35041 0,25 39984

12 69090 69085 68995 0,077 78893

Tabela 17- Resultados da viscosidade em velocidades crescentes da formulagdo F3 em triplicata e
do branco em  cp apés ciclo gela-degela

12 69716 70077 69950 0,26 77451

30 34278 33978 34198 0,45 39755

60 18890 19045 18941 0,41 20861

Através dos resultados foi possivel verificar que praticamente ndo houve
mudancas na viscosidade no tempo 0 e apds ciclo gela-degela

» Os resultados da condutividade elétrica se encontram na tabela 18 e 19.
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Tabela 18- Resultados da condutividade elétrica da formulacdo F3 em triplicata e do branco no
tempo 0

Amostra 1 346

Amostra 3 349,5

Tabela 19- Resultados da condutividade elétrica da formulagdo F3 em triplicata e do branco apo6s
ciclo gela-degela

Amostra 1 283,4

Amostra 3 284,8

O resultado do teste T-(p>0,05) sendo p=95% demonstrou que houve
uma alteracao na condutividade elétrica das formulacdes apos a realizacao do ciclo.

» Os resultados para o FPS se encontram na tabela 20 e 21

Tabela 20- Resultados para o FPS da formulacdo F3 em triplicata e do branco no tempo O.

10,47 10,82 10,85 10,7 0,21 1,97 1,05

Tabela 21- Resultados para o FPS da formulagdo F3 em triplicata e do branco ap06s ciclo gela-degela

10,35 10,60 10,75 10,6 0,2 191 0,96
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O resultado do teste T-(p<0,05) sendo p=95% demonstrou que nao houve
alteracdo nos valores de FPS das formulac¢des apos a realizacao do ciclo.

Os valores maiores para o FPS neste estudo de estabilidade deve-se ao
fato de que o extrato a ser incorporado nas formulacfes foi recém extraido, visto

que, o seu teor de fotoptotecdo diminui a medida que fica armazenado.
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CONCLUSOES

O extrato de Pacari obtido das folhas secas trituradas possui absorbancia mais

intensa na regido UVC, porém também absorve nas regides UVB e UVA,;

O FPS encontrado para a formulacdo F3, segundo técnica de Mansur,
aumentou de 5,37 na formulagéo s6 com o filtro quimico para 7,3 com a adicao
do extrato de pacari, representando um aumento de 35%. Segundo a técnica
de Refletancia Difusa aumentou de 9,07 para 11,11 representando um

aumento de 22,5%;

Os ensaios de DPPH e FRAP confirmaram a atividade antioxidante do extrato
de Pacari e também foi confirmada a presenca de fenois e flavonoides através

de técnicas de doseamento;

Nos testes de estabilidade preliminar, a formulacdo obtida (F3) apresentou-se
estavel quanto ao FPS, viscosidade e caracteristicas organolépticos. Porém
para os resultados de pH e condutividade elétrica, apos o ciclo de gela-degela,

foi constatado uma diferenca significativa (p > 0,05).
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ANEXO C- Laudo do Ditribuidor All Chemistry para o EDTA Dissédico
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Apéndice A. Absorbancias do padrdo do acido tanico para o célculo de Fenois
Totais do extrato obtido por ultrassom

0,2 0,369 0,36 0,379 0,369

0,3 0,633 0,638 0,634 0,635

0,4 0,895 0,942 0,886 0,908

Apéndice B. Absorbancias da amostra do ext. de pacari para Fenois Totais

Amostra + Solugédo 4mL 0,72 0,717 0,735 0,724 0,331

Apéndice C. Absorbancias da curva padrao de rutina para Flavonoides Totais.

0,005 0,244 0,247 0,251 0,2473

0,02 0,941 0,963 0,968 0,9573

0,04 2,221 2,221 2,221 2,2210




11

©

Apéndice D. Absorbancias da amostra do ext. de Pacari para Flavonoides Totais

Amostra +solucéo

0,783 0,789 0,787 0,786 0,03
qsp 2mL

Apéndice E. Absorbéancias do extrato de Pacari para teste de DPPH

20 0,580 0,570 0,581 0,577 0,0061 1,0592

60 0,340 0,358 0,322 0,340 0,0180 5,2941

100 0,144 0,147 0,154 0,148 0,0041 3,4595

Apéndice F. Absorbéancias para construcao da curva-padréao do sulfato ferroso

500 0,294 0,291 0,297 0,294 0,003 1,02
1500 0,981 0,979 0,983 0,981 0,002 0,20

Apéndice G. Absorbancias do extrato de Pacari para o teste de FRAP

20 0,221 0,219 0,217 0,219 0,002 0,913

40 0,62 0,623 0,619 0,621 0,002 0,335
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Apéndice H. Leituras das viscosidades das amostras de gel-creme

60 28384 29558 28518 28518 2,25

30 49020 48992 48972 48994 0,05

12 94975 93494 94971 94480 0,9

Apéndice |. Leituras das viscosidades das amostras de F1

60 30792 30567 30863 30741 0,50

30 53890 53301 53426 53539 0,43

12 114496 113293 113150 113646 0,65

Apéndice J. Leituras das viscosidades das amostras de F2

60 26345 26744 25380 26156 2,68

30 44754 44604 43606 44321 1,40

12 89327 88517 87997 88614 0,75




Apéndice K. Leituras das viscosidades das amostras de F3

60 28214 27114 27145

30 48496 48558 48302

12 101994 102290 101129

27491

48452

10804

2,27

0,27

0,6
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