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RESUMO

Extrato liquido padronizado em capsantina a partir de Capsicum chinense Jacq.
(Variedade Biquinho) e suas aplicacdes no desenvolvimento de um produto
cosmeético anti-aging.

Brito, L.S.:: Conceicdo, E.C.1

!Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo em Bioprodutos (PD&I), Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias.

Introdugdo: A pimenta Capsicum chinense Jacq., popularmente conhecida como
“‘pimenta biquinho”, tem se destacado no Brasil por apresentar baixa pungéncia e um forte
aroma. Seus frutos sdo compostos por diversos metabdlitos secundarios, destacando-se
0s carotenoides, com importantes propriedades antioxidantes. Objetivo: Desenvolver um
produto cosmético a partir do extrato liquido de Capsicum chinense Jacg. padronizado em
capsantina, avaliar sua eficacia anti-aging in vivo e atividade antioxidante. Metodologia:
Os frutos da “pimenta biquinho” foram higienizados, pesados, desidratados, triturados em
moinho de facas e martelos e acondicionado a temperatura ambiente. Realizou-se a
caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima vegetal pulverizada a partir dos métodos
de analise microscopica do pd, determinacdo do teor de volateis, cinzas totais,
distribuicdo granulométrica e indice de intumescéncia. Posteriormente a matéria-prima
caracterizada foi aplicada na preparacdo do extrato liquido, empregando as técnicas de
maceracao, percolacdo e concentracdo por ventilagdo forcada, utilizando o alcool etilico
96° GL como solvente extrator. O extrato liquido foi entdo caracterizado quanto ao teor de
sélidos, pH, densidade e viscosidade. A posteriori, realizou-se tanto na matéria-prima
vegetal quanto no extrato liquido concentrado, o doseamento de fendis totais pela técnica
de complexacdo dos compostos fendlicos com solucédo de cloreto férrico, e também, o
doseamento de flavonoides e carotenoides totais por métodos espectrofotométricos.
Complementarmente, um método analitico por CLAE foi validado para a quantificacao da
capsantina no extrato liquido concentrado. Duas formulacdes cosméticas foram
elaboradas para a realizacdo de testes comparativos de eficacia, sendo um fitocosmético
desenvolvido a partir do extrato liquido padronizado em capsantina, e outra formulacéo
placebo composto apenas pela base galénica do produto, sem a adicdo do extrato.
Seguidamente as formulagcbes cosméticas foram avaliadas em relacdo a suas
estabilidades aceleradas e eficacias clinicas anti-aging in vivo, avaliadas em humanos. A
atividade antioxidante foi determinada para a matéria-prima vegetal, extrato liquido
padronizado em capsantina e para a formulacdo cosmética, utilizando os ensaios de
captura do radical DPPH, sistema [(3-caroteno/acido linoleico e captura do radical ABTS.
Resultados e discussfes: Para a caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima vegetal
pulverizada, a analise microscopica do pé demonstrou a natureza intima da amostra
assim como seu grau de pureza, apresentou teor de volateis de 4,62 %(m/m), teor de
cinzas totais de 6,341 %, a determinacdo da distribuicdo granulométrica classificou a
amostra como po6 grosso e o indice de intumescéncia foi de 1,27 ml £ 0,12 utilizando
alcool 96° GL como agente intumescente. Na caracterizacao fisico-quimica do extrato
liquido o teor de solidos obtido foi de 19,16 %, apresentou pH 3,7 + 0,06, densidade 1,040
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10,0014 g/mL e viscosidade de 3,22 mPas. Os teores de fendis, flavonoides e
carotenoides totais para as amostras da matéria prima vegetal e extrato liquido
concentrado foram respectivamente: 18 mg/100g e 168 mg/100g de fendis, 10 mg/100 g e
90,7 mg/100g de flavonoides, 9,20mg/100g e 83,70 mg/100g de carotenoides. A validacao
do método analitico por CLAE empregado na quantificacdo da capsantina demonstrou ser
seletivo, linear (nas faixas compreendidas entre 0,48 a 7,2 pg/ml para o padrao de
capsantina e 26,93 a 404 mg/ml para o extrato liquido), preciso, exato, robusto. O teor de
capsantina encontrado no extrato liquido da C. chinense Jacq. foi de 1,126% (m/m). Tanto
0 extrato liquido padronizado quanto as formulacbes cosméticas, apresentaram-se
estaveis frente aos testes de estabilidade acelerada, com resultados de caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas dentro dos parametros estabelecidos para os testes. A
analise da eficacia clinica anti-aging in vivo para as formulacbes cosméticas,
demonstraram a potencializacdo da eficacia para a formulagdo cosmética constituida pelo
extrato liquido padronizado da Capsicum chinense Jacg., em comparacdo com O
cosmético placebo, mostrando melhoras nas rugas, linhas de expressédo e flacidez da
pele. A atividade antioxidante in vitro para a matéria-prima vegetal, extrato liquido
padronizado em capsantina e formulacdo cosmética foram respectivamente: 194,6ug/ml,
73,7ug/ml e 100 pg/ml para a captura do radical DPPH relativo ao ICsp, 33,03%, 42,08% e
19,35% para inibicdo da oxidagdo do B-caroteno, 22,87uM de Trolox/g, 51,81uM de
Trolox/g, 900 uM de Trolox/g para a captura do radical ABTS. Os valores obtidos para as
avaliacbes das atividades antioxidantes in vitro, indicaram que todas as amostras
apresentaram-se eficazes mediante a acdo antioxidante, ainda que os resultados tenham
sido inferiores se comparado aos seus respectivos controles positivos. Conclusdes: O
produto cosmético desenvolvido apresentou atividade antioxidante e eficacia anti-aging
pretendida, comprovando o potencial de uso do extrato liquido padronizado de pimenta
biguinho (Capsicum chinense Jacq.) em formulacdes fitocosméticas tecnoldgicas e
inovadoras.

Palavras-Chave: Carotenoides; pimenta biquinho; antioxidante; CLAE; antienvelhecimento.
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ABSTRACT

Standardized liquid extract in capsanthin from Capsicum chinense Jacq. (Variety
biquinho) and its applications in the development of a cosmetic anti-aging product.

Brito, L.S.:: Conceicdo, E.C.}

!Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo em Bioprodutos (PD&I), Faculdade de Farmaécia,
Universidade Federal de Goias.

Introduction: The pepper Capsicum chinense Jacq., popularly known as "biquinho
pepper"”, has been outstanding in Brazil for presenting low pungency and a strong aroma.
Its fruits are composed of several secondary metabolites, especially carotenoids, with
important antioxidant properties. Objective: Develop a cosmetic product from the liquid
extract of Capsicum chinense Jacg. standardized on capsanthin, evaluate its anti-aging
efficacy in vivo and antioxidant activity. Methodology: The fruits of the "biquinho pepper"”
were sanitized, weighed, dehydrated, ground in a knife mill and hammers and stored at
room temperature. The physico-chemical characterization of the pulverized vegetable raw
material was carried out using the methods of microscopic analysis of the powder,
determination of the volatile content, total ash, granulometric distribution and swelling
index. Afterwards, the raw material was applied in the preparation of the liquid extract,
using the techniques of maceration, percolation and concentration by forced ventilation,
using the ethyl alcohol 96° GL as solvent extractor. The liquid extract was then
characterized for solids content, pH, density and viscosity. Subsequently, total phenol
concentration was determined by the technique of complexation of the phenolic
compounds with ferric chloride solution, and also, the assay of total flavonoids and
carotenoids by spectrophotometric methods. In addition, an analytical method by HPLC
was validated for the quantification of the capsanthin in the concentrated liquid extract.
Two cosmetics formulations were developed to perform comparative efficacy tests, a
phytocosmistry developed from the liquid extract standardized on capsanthin, and another
placebo formulation composed only of the galenic base of the product, without the addition
of the extract. The cosmetics formulations were then evaluated for their accelerated
stabilities and clinical efficacy anti-aging in vivo, evaluated in humans. The antioxidant
activity was determined for the vegetable raw material, standardized liquid extract in
capsanthin and the cosmetic formulation, using the DPPH radical capture, -carotene /
linoleic acid capture and ABTS radical capture assays. Results and discussion: For the
physical-chemical characterization of the pulverized vegetable raw material, the
microscopic analysis of the powder demonstrated the intimate nature of the sample as well
as its purity, presented a volatile content of 4.62% (m / m), total ash content of 6.341%, the
determination of the granulometric distribution classified the sample as coarse powder and
the intumescence index was 1.27 ml + 0.12 using alcohol 96° GL as an intumescent agent.
In the physical-chemical characterization of the liquid extract the solids content was
19.16%, pH 3.7 = 0.06, density 1.040 + 0.0014 g / mL and viscosity of 3.22 mPas. The
total phenolics, flavonoids and carotenoids contents for the raw material and concentrated
liquid extract samples were respectively: 18 mg / 100 g and 168 mg / 100 g phenols, 10
mg / 100 g and 90.7 mg / 100 g flavonoids, 10mg / 100g and 83,70 mg / 100g of
carotenoids. The validation of the analytical method by HPLC used in the quantification of
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capsanthin proved to be selective, linear (in the range of 0.48 to 7.2 yg / ml for the
capsanthin standard and 26.93 to 404 mg / ml for the liquid extract), accurate, exact and
robust. The content of capsanthin found in the liquid extract of C. chinense Jacq. was
1.126% (m / m). Both the standardized liquid extract and the cosmetic formulations were
stable against accelerated stability tests, with results of organoleptic and physico-chemical
characteristics within the parameters established for the tests. The analysis of the clinical
anti-aging efficacy in vivo for cosmetic formulations has demonstrated the potentiation of
efficacy for the cosmetic formulation consisting of the standardized liquid extract of
Capsicum chinense Jacq., Compared with the placebo cosmetic, showing improvements
in wrinkles, expression lines and sagging skin. The antioxidant activity in vitro for the
vegetable raw material, standardized liquid extract in capsanthin and cosmetic formulation
were respectively: 194.6ug / ml, 73.7ug / ml and 100ug / ml for capturing the DPPH radical
relative to the ICsp, 33.03%, 42.08% and 19.35% for inhibition of -carotene oxidation,
22.87 uM Trolox / g, 51.81 uyM Trolox / g, 900 uM Trolox / g for the ABTS radical capture.
The values obtained for evaluations of antioxidant activities in vitro indicated that all the
samples showed to be effective by antioxidant action, although the results have been
lower if compared to their respective positive controls. Conclusions: The cosmetic
product developed showed antioxidant activity and intended anti-aging efficacy, proving of
potential use of the standardized liquid extract of biquinho pepper (Capsicum chinense
Jacq.) in technological and innovative phytocosmetic formulations.

Keywords: Carotenoids; biquinho pepper; antioxidant; HPLC; anti aging.
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1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida € um fendbmeno que tem ocorrido em escala global,
ao qual mesmo os paises desenvolvidos estdo ainda em fase de adaptagédo. O que era no
passado privilégio de alguns poucos, passou a ser uma experiéncia de um ndmero
crescente de pessoas em todo o mundo (OLIVEIRA, 2013). O envelhecimento da
populacdo € um dos maiores triunfos da humanidade, entretanto tornou-se um grande

desafio principalmente no que se refere a aparéncia do individuo (MIRANDA, et al.,2016).

7

O envelhecimento é um processo biolégico e natural, sendo a pele um dos
principais marcadores da idade cronolégica (ORTOLAN et al., 2013). Certamente
nenhuma das manifestacdes do envelhecimento seja tdo perceptivel quanto aquelas cuja
pele estad envolvida. Além dos mecanismos celulares e moleculares que estédo inseridos
no avanco do envelhecimento natural, fatores externos como poluicdo, exposicdo a
radiacdo UV, alcool, tabagismo e estresse podem acelerar este processo de desgaste
cutaneo, tendo por consequéncia o aparecimento de rugas, marcas de expressao,
aspereza, falta de pigmentacédo e flacidez da pele. Existem evidéncias cientificas que
apontam os radicais livres como o0s principais causadores destas alteragdes na estrutura
da pele (FRIES & FRASSON, 2010).

Vérios indicios tém demonstrado a atuacdo dos radicais livres e outros agentes
pro-oxidantes no processo de envelhecimento, e no acometimento de doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencgas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungbes cerebrais (ALMADA FILHO, 2002). Os
radicais livres sdo estruturas moleculares ou atdbmicas altamente reativas e instaveis,
produzidas em pequenas quantidades durante os processos metabalicos indispensaveis a
sobrevivéncia e, portanto, sdo inevitaveis e impossiveis de serem eliminados do
organismo (KUMAR et al., 2008). Os radicais livres podem ser produzidos no citoplasma,
nas mitocéndrias ou nas membranas e o seu alvo celular sdo as proteinas, os lipideos, o0s
carboidratos e o DNA gque constituem as células. Assim, a reacéo entre estas moléculas
com os radicais livres, podem resultar na formacdo de mais espécies reativas,

propagando a cadeia de danos nos tecidos (SOUZA et al.,2013).
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Quando a producao dos radicais livres aumenta de forma consideravel ou quando
os sistemas de defesa e remocao sdo ineficientes, a consequéncia € um excesso dessas
espécies reativas que levam a uma condicdo denominada estresse oxidativo (SOUZA et
al.,2013). Entretanto, o organismo possui mecanismos de defesa com capacidade de
proteger os tecidos contra 0s possiveis danos provocados pelas espécies reativas
produzidas durante os processos metabdlicos das células, estas defesas sdo chamadas
de agentes antioxidantes (ALMADA FILHO, 2002). Os antioxidantes, por conseguinte, sdo
substancias que, mesmo em pequenas concentracdes, tém a incumbéncia de inativar a
producdo dos radicais livres, diminuir seus efeitos e reparar o dano celular por eles
provocados (ALMADA FILHO, 2002; FONSECA et al., 2008).

Com o intuito de reforcar os mecanismos de defesa contra os radicais livres, é
possivel fornecer por via tépica, veiculados em formulacdes cosmeéticas, alguns destes
componentes antioxidantes, ou até mesmo, matrizes complexas com caracteristicas
antioxidantes. Admite-se que o0 uso de antioxidantes por via tOpica, pode neutralizar
alguns dos radicais livres existentes na pele e, portanto, reduzir ou prevenir 0os sinais de
envelhecimento no tecido cutaneo (BOGDAN & BAUMANN, 2008). Os antioxidantes
utilizados na elaboracdo dos cosméticos devem ser absorvidos adequadamente atingindo
o tecido alvo na forma ativa, e permanecer na pele por um tempo satisfatorio para exercer
os efeitos pretendidos (STEINER, 2008).

O desenvolvimento tecnoldgico proporcionou ao setor cosmético a descoberta de
varios compostos bioativos antioxidantes e, consequentemente, o comércio de produtos
antissinais, com a proposta de combater, controlar e postergar o envelhecimento da pele
(BAUMANN, 2004). Muitos destes produtos possuem como principio ativo extratos de
origem vegetal, que apresentam em sua composicdo metabdlitos secundarios com
atividade antioxidante, nos quais, os carotenoides merecem destaque. Os carotenoides,
por sua vez, sdo pigmentos cuja estrutura molecular apresenta um sistema de duplas
ligagcbes conjugadas responsaveis por sua cor e, também, por sua agdo antioxidante.
Carotenoides formados somente por atomos de carbono e hidrogénio sdo denominados
carotenos, equanto que as xantofilas apresentam grupos substituintes como oxigénio,
hidroxilas e os grupos ceto e epoxi (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

A capsantina é uma das xantofilas com maior potencial antioxidante se comparada
com o0s demais carotenoides. Isto ocorre devido a sua estrutura molecular,

particularmente a presenca de um amplo sistema de duplas liga¢cées conjugadas e de um
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grupo ceto que reduzem significativamente a possibilidade de auto-oxidacdo da molécula,
e consequentemente a sua capacidade antioxidante é aumentada (Figura 6) (PEREZ-
GALVEZ e MINGUEZ-MOSQUERA, 2002). Frequentemente encontrada em pimentas
vermelhas do género Capsicum, a capsantina pode contribuir com até 60% do total de
carotenoides presentes nos frutos (SHAH et al., 2014).

Das pimentas da espécie Capsicum chinense Jacq., a variedade conhecida
comercialmente como pimenta biquinho, tem ganhado notoriedade nos ultimos anos por
seu sabor e aroma peculiar, e também, pela auséncia da pungéncia caracteristica das
demais pimentas (CARVALHO et al., 2006). A pimenta biquinho, assim como todas as
outras variedades de pimentas do género Capsicum, apresenta em sua constituicao
vitaminas A, C, E, B1 e B2, além de ser fonte de compostos antioxidantes naturais como
os carotenoides, flavonoides e demais compostos fendlicos (REIFSCHNEIDER, 2000;
LUTZ; FREITAS, 2008; LUNN, 2007). Estes atributos fazem da pimenta biquinho uma
matéria-prima, cujo extrato padronizado, possui potencial aplicabilidade em fitocosméticos
inovadores, capazes de minimizar os danos oxidativos causados pela acédo dos radicais

livres.
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1.1 Aumento da expectativa de vida e o envelhecimento

O aumento na expectativa de vida tem se tornado um fenémeno a nivel mundial,
mesmo nos paises em desenvolvimento. Este fendmeno iniciou-se nos paises
desenvolvidos, mas atualmente, o envelhecimento da populacdo tem ocorrido de forma
mais proeminente nos paises em desenvolvimento. No Brasil, 0 numero de idosos (= 60
anos de idade) passou de 14 milhdes em 2002, para 25,4 milhdes em 2012 e 30,2
milhdes em 2017 (um aumento de 216 % em quinze anos) e estima-se que alcancara 57
milhdes em 2042 (IBGE, 2018).

Existem varios fatores que podem influenciar diretamente no aumento da
expectativa de vida de uma populacdo, a saber, as melhorias no saneamento béasico, a
alimentacdo, a reducdo nos indices de violéncia, avangos no controle de doencas,
implementacdo nas tecnologias de salde e educacdo. Logo, a longevidade esta
diretamente ligada as melhorias nas condi¢cdes de vida de uma populacédo. No entanto, o
prolongamento da vida, s6 pode ser reconhecido como uma conquista na medida em que
0s anos de vida adicionais sdo agregados a sua qualidade (LUIZ et al., 2018; OMS,
2015).

A longevidade tem por consequéncia o envelhecimento do individuo. O
envelhecimento € um processo bioldgico natural que todo ser vivo esta sujeito com o
decorrer dos anos, cujas alteracdes propiciam transformagdes estruturais no organismo,
modificando suas funcdes (AIRES, 2008). Envelhecer € um processo universal que todo
ser vivo esta sujeito, que ndo depende somente de fatores ambientais, sendo progressivo,
deletério, irreversivel, com carater pessoal e diferente para cada organismo. Deste modo,
todos os tecidos e 6rgdos do corpo sdo diretamente afetados pelo envelhecimento,
especialmente a pele (ROMERO et al., 2005).

1.2 A pele

A pele ou tegumento é um 0Orgao que reveste 0 COrpo e segrega 0S componentes
internos do organismo protegendo contra as agressfes do meio externo, impedindo a
entrada de substancias estranhas. Sendo o maior 6rgao que compde o organismo, a pele
possui uma extensdo correspondente a uma area de 1,5 a 2 metros quadrados,
representando mais de 15% do peso corporal, demonstrando diferentes variacdes
tornando-se ora mais rigida, ora mais flexivel (SAMPAIO & RIVITTI, 2007). A pele é
composta, basicamente, por duas camadas teciduais: A camada superior, denominada
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epiderme; uma camada intermediaria conhecida como derme ou corio (Figura 1).
Posteriormente e em continuidade com a derme, localiza-se a hipoderme que serve de
unido para os 6rgaos subjacentes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; GARTNER &
HIATT,2007).

Figura 1: A estrutura da pele.
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A estrutura superficial da pele, intitulada epiderme, é constituida por cinco camadas
epiteliais estratificadas e queratinizadas, unidas umas as outras, sendo subdivididas em
estrato corneo,lucido, granuloso, espinhoso e o basal. Possui espessura que varia entre
75 a 150 microns (um), podendo atingir cerca de 400 a 600 ym em certas regides do
corpo onde a pele é necessariamente mais espessa, como por exemplo, nas plantas dos
pés e nas palmas das médos (IRION, 2012; IOBST, SANTHANAM, WEINKAUF,2006). A
epiderme é avascular e impérvia, devido a presenca de compostos quimicos, tais como,
os lipideos, ésteres e ceramidas, que se encontram nos espacos entre as células. A
funcéo principal da epiderme é formar uma barreira protetora contra choques, controlar a
perda de agua e monitorar a entrada de substancias e microorganismos (HARRIS, 2016;
GUYTON; HALL, 2011).
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A derme é a segunda camada da pele situada logo abaixo da epiderme, sendo
formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado constituido por elastina, colageno,
nervos e fibras reticulares que tonificam, possibilitam a resisténcia a tenséo, e viabilizam a
capacidade de estiramento e encolhimento do tecido cutaneo. Ao contrario da epiderme, a
derme é mais profunda, vascularizada e grossa, com espessura que pode diversificar ao
longo do organismo, variando entre 0,6 mm nas pélpebras at¢é 3 mm nas palmas das
maos e nas plantas dos pés (HARRIS, 2009; LUCO, 2014; GARTNER & HIATT, 2007). A
derme subdivide-se em duas porcdes distintas, a primeira denominada regido papilar, que
consiste em uma camada menos espessa composta pelas papilas dérmicas que se
projetam em direcdo a epiderme, proporcionando resisténcia as pressfes e ao atrito
sofrido pelo tecido. A regido reticular, mais espessa, é a segunda por¢cdo da derme
formada por fibras de colageno tipo | e fibras elasticas ordenadas paralelamente a
superficie, que promovem a flexibilidade cutanea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004;

HARRIS, 2016).

A camada mais profunda da pele, a hipoderme, é formada por tecido conjuntivo
frouxo composto por fibroblastos, macrofagos e tecido adiposo com células repletas de
gordura, que oferecem isolamento térmico, protegem o tecido contra colisbes e
armazenam energia (SAMPAIO & RIVITTI, 2007; BENSON & WATKINSON, 2012).

1.2.1 O envelhecimento da Pele

O processo de envelhecimento da pele, ocorre mediante a uma combinacao entre
os efeitos do tempo com fatores genéticos e ambientais, que atuam de forma
independente e simultaneamente a partir de fatores clinicos e bioldgicos, afetando a
estrutura da pele. Trata-se de um processo bioldgico ininterrupto e de alta complexidade,
caracterizado por alteragdes moleculares e celulares, com a perda gradual da capacidade
de homeostase do organismo e das células (UITTO & BERNSTEIN, 1998).

No envelhecimento cutaneo, as transformacfes ocorrem nas trés camadas que
compdem a pele, a saber, a epiderme, a derme e a hipoderme (Figura 2). Na epiderme a
camada cérnea sofre estreitamento em sua grande parte tornando-se mais fina, porém,
em certas regibes ocorrem hiperceratoses, ressecamento, descamacgdes, reducao na
producdo da secrecdo sebacea, fissuras, achatamento das papilas dérmicas e diminuicédo
das células de Langerhans. Na derme, o envelhecimento cutaneo ocorre mais
especificamente na matriz extracelular, sendo esta constituida por uma rede de fibras

proteicas complexas produzidas pelos fibroblastos (MORASTONI et al.,2004). Estes
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fibroblastos sdo comprometidos no decorrer do envelhecimento, contribuindo para a
reducdo da sintese e atividade da elastina e do coldgeno, que garantem a elasticidade,
hidratacédo e resisténcia da pele. Estas alteragbes possibilitam o aparecimento de rugas,
flacidez, reducdo da flexibilidade e firmeza cutéanea, perda do brilho e aumento da
fragilidade capilar. Na hipoderme, a reducdo do tecido adiposo contribui para o
enrugamento cutaneo, aumentando os riscos de lesfes e reducdo na manutencao da

temperatura corpoérea (VIEIRA et al.,2011).
Figura 2: Estrutura da pele:(A) Jovem, (B) Envelhecida.
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5900 0065500060000

Fonte:. Yidong & Taihao, 2016

O processo de envelhecimento de um individuo € lento, progressivo e irreversivel,
sendo influenciado por varios fatores. Entretanto, envelhecer com qualidade depende de
certos fatores, tais como estilo de vida, condigdes socio-econdmicas e doengas cronicas
(FECHINE & . TROMPIERI, 2012) O envelhecimento cutaneo se manifesta a partir dos 30
anos, porém, torna-se mais evidente apdés a terceira idade, e pode ser classificado
basicamente como envelhecimento intrinseco ou cronolégico, e envelhecimento
extrinseco (SOUZA et al., 2007).

Segundo RIBEIRO (2010), o envelhecimento intrinseco ou cronolégico é aquele
gue ocorre paulatinamente com o passar do tempo, sendo determinado por fatores
genéticos. Todos os individuos estdo susceptiveis a este fenbmeno natural, aparecendo
nas areas da pele protegidas ou ndo do sol, e se caracteriza pelo decaimento das funcdes
vitais do organismo, reducdo de renovacao celular, ineficiéncia das respostas
imunoldgicas, auséncia de manchas, secura suave, leve atrofiamento, perda da
elasticidade e formacao de rugas. E segundo BAUMANN (2004), em consequéncia a

essas alteracdes ocorridas em toda estrutura celular, o corpo se torna mais vulneravel,
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mudanc¢as ocorrem na transcricdo de inumeras proteinas, enzimas moléculas de DNA,
tornando-as deficientes em suas funcdes. As alteracbes que ocorrem durante o
envelhecimento cronoldgico, estdo diretamente ligadas ao tempo vivido e ndo causam

tantos danos quanto o envelhecimento extrinseco.

O envelhecimento extrinseco nédo € influenciado por fatores cronoldgicos, mas sim
por multiplas causas ambientais (BAUMANN, 2004). Por ser mais agressivo e nocivo do
gue o envelhecimento intrinseco, este processo de degeneracdo por fatores externos
pode causar inumeros efeitos prejudiciais a saude do individuo. Suas causas estao
relacionadas a exposicdes excessivas aos raios ultravioletas, que propiciam a formacéao
dos radicais livres provocando danos as estruturas celulares do tecido cutéaneo,
resultando no enrugamento e envelhecimento precoce da pele. Outros fatores
extrinsecos, bem como, alimentos gordurosos, poluicdo, tabagismo, estresse e o alcool,
podem estimular a formacdo de radicais livres que geram uma reacdo em cadeia
danificando as células, e por consequéncia, alteram a aparéncia da pele precocemente
(KEDE; SABATOVICH, 2004; REBELLO, 2004).

Na tentativa de esclarecer o fendbmeno do envelhecimento cuténeo, diversas
teorias foram propostas. Algumas destas teorias retratam o envelhecimento da pele como
uma sequéncia de eventos coordenados, controlados geneticamente, que fazem parte do
desenvolvimento dos organismos. Outra classe de teorias, trabalha com a hip6tese de
gue o processo de envelhecimento da pele depende, sobretudo, do acumulo de
agressdes externas. Entretanto, a teoria mais aceita e mais explorada € a dos radicais
livres, também chamado de teoria do estresse oxidativo. A descoberta da participacédo dos
radicais livres sobre o envelhecimento das células, motivou e estimulou as pesquisas

sobre este assunto, por isso é a teoria mais reconhecida e viavel (FARINATTI, 2002).
1.3 O envelhecimento cutaneo causado pela acdo dos radicais livres

A relagdo entre a acgdo dos radicais livres e o envelhecimento cutaneo, foi
teoricamente proposta pela primeira vez em 1956 por Denham Harmann. O autor sugeriu
gue o processo de envelhecimento é decorrente do acumulo de lesbes nos tecidos,
causados pela acdo dos radicais livres nos componentes das células no decorrer da vida.
Esta teoria contribuiu para o conhecimento atual acerca dos radicais livres, pois inspirou
varias pesquisas e ganhou notoriedade em diversas areas do conhecimento (MOTA,
2004).
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Os radicais livres, também denominados espécies reativas, sdo moléculas
organicas e inorganicas extremamente reativas, que possuem um ou mais elétrons livres
desemparelhados orbitando em torno do nucleo, mais precisamente na ultima camada
eletrénica (Figura 3). Os elétrons desemparelhados presentes nos radicais livres, sao
responsaveis pela alta reatividade destas moléculas ou ions, que para se tornarem
estaveis, reagem quimicamente com outras moléculas, doando ou recebendo elétrons.
Nos sistemas bioldgicos, os radicais livres sdo origindrios de moléculas de oxigénio,
nitrogénio e enxofre, fazendo parte de um grupo denominado espécies reativas de
oxigénio (ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas de enxofre
(ERE) (LU et al., 2010)

Figura 3: Estrutura de uma espécie reativa
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Fonte: (https://www.medicalnewstoday.com/articles/318652.php)

As espécies reativas, sao produzidas durante as atividades funcionais e 0s
processos metabdlicos das células, apresentando um papel significativo na sinalizacao
celular, apoptose, expressao génica e transporte idnico. Todavia, a producédo de grandes
guantidades de espécies reativas pode ter efeitos nocivos para muitas moléculas,
abrangendo as proteinas, os lipidios, 0 RNA e o DNA, visto que sao pequenos e reativos
excessivamente (CAROCHO & FERREIRA, 2012). Estas espécies reativas podem ser
geradas no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana plasmatica, e todos o0s
elementos que compdem as células estdo propensas a acdo dos radicais livres
(BARBOSA et al., 2010). No entanto, a membrana celular € um dos componentes mais
atingidos, como consequéncia da degradacdo oxidativa dos lipidios denominada
peroxidacdo lipidica. Esta ocorréncia promove alteracbes na estrutura e na

permeabilidade da membrana, provocando a perda da seletividade, interferindo na troca

36



ibnica e na producdo de elementos citotoxicos, culminando com a necrose celular
(FERREIRA; MATSUBARA,1997).

Os radicais livres estdo envolvidos em processos de degradacédo, tais como: a
ruptura das membranas celulares levando a alteracdes das bombas id6nicas, mutacdes
génicas, oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade, formacédo de residuos quimicos
como o malondialdeido (MDA) e o comprometimento de diferentes componentes da
matriz extracelular. Todos estes processos contribuem para a desordem da homeostase
corporal, tendo o envelhecimento do organismo como uma de suas principais
consequéncias (SALMON et al., 2010).

1.3.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Os radicais livres derivados do oxigénio, destacam-se como a classe mais
importante das espécies reativas produzidas pelo organismo, uma vez gue nos sistemas
aerdbios este elemento é metabolizado durante o funcionamento normal da célula, sendo
indispensavel para a producéo de energia (MILLER et al., 1990). Durante o metabolismo
celular, em condicbes fisiologicas aerdbias, o O, sofre uma reducdo tetravalente
recebendo quatro elétrons, obtendo moléculas de H,O como produto. Ao longo deste
processo, sao formados intermediarios radicalares (Tabela 1), tais como os radicais
superéxido (0,"), hidroperoxila (HO,"), hidroxila (OH) e oxigénio singlete (*O,); e os ndo
radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H,O,) (SILVA, 2007). As mitocondrias sdo as
principais fontes geradoras de espécies reativas do oxigénio, visto que cerca de 1 a 5%
do oxigénio consumido pelas células é convertido em radicais livres neste sitio produtor
(REID e DURHAM, 2002).

Tabela 1: Espécies reativas do oxigénio.

Espécies reativas do oxigénio (ERO) Nome da espécie reativa
0,” Radical superéxido
HO, Radical hidroperoxila
‘OH Radical hidroxila
‘o, Oxigénio singlete

H20- Perdxido de hidrogénio
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1.3.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

Ainda que as espécies reativas do oxigénio sejam consideradas a classe mais
importante dos radicais livres produzidos pelo organismo, é importante enfatizar que
existem radicais que contém nitrogénio em sua estrutura (Tabela 2). As espécies reativas
de nitrogénio também sdo geradas durante processos metabdlicos e fisiologicos, e atuam
em conjunto com os radicais livres derivados do oxigénio, degradando lipidios, proteinas,
DNA causando danos oxidativos nas células que se acumulam durante a vida do

individuo levando ao envelhecimento (NIKI, 2000).

Tabela 2: Espécies reativas do nitrogénio

Espécies reativas do Nitrogénio (ERN) Nome da espécie reativa
NO’ Oxido nitrico
NO,’ Diéxido de nitrogénio
ONOO Peroxinitrito

1.3.3 Espécies reativas do enxofre (ERE)

Assim como o oxigénio e 0 nitrogénio sdo capazes de gerar espécies reativas,
estruturas contendo atomos de enxofre em maior estado de oxidagdo, também podem
formar espécies moleculares reativas (ERE). As espécies reativas do enxofre, sao
moléculas contendo a&tomos de enxofre redox-ativo que sdo capazes, sob condicdes
fisiol6gicas, de oxidar proteinas e enzimas. Estes radicais, sdo frequentemente formados
pela oxidagéo dos tiois e dissulfetos ou pela reagdo de um tiol com ions de metais de
transicdo (Tabela 3). As espécies reativas de enxofre incluem dissulfeto-S-0xidos, acidos
sulfénicos, e radicais tiilla (GRUHLKE e SLUSARENKO, 2012).

Tabela 3: Espécies reativas do enxofre

Espécies reativas do Enxofre (ERE) Nome da espécie reativa
RS(O)SR / RS(0),SR Dissulfetos-S-6xidos
RSOH Acidos sulfénicos

RS Radical tiila
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1.3.4 Estresse oxidativo

A reacao de oxidacao é parte essencial do metabolismo celular e dos seres de vida
aerdbica, produzindo espécies reativas constantemente, de forma natural ou por
disfuncédo biolégica. No organismo, esses radicais livres fazem parte da producdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular, da
imunidade, defesa celular e sintese de substancias biolégicas. Entretanto, o excesso de
espécies reativas no organismo pode causar efeitos deletérios, como a peroxidacdo dos
lipidios das membranas e agressao as proteinas dos tecidos, as enzimas, carboidratos,
DNA e RNA (RODRIGUES, 2016b).

Para evitar os danos causados pelos radicais livres, a maior parte destas espécies
reativas produzidas pelo organismo, sdo removidas pelas defesas antioxidantes das
células que séo constituidas por moléculas enzimaticas e ndo enziméaticas. O equilibrio
entre a producao de radicais livres e as defesas antioxidantes é um requisito fundamental
para que o organismo funcione normalmente (VALKO et al., 2007). Contudo, existem
circunstancias onde este equilibrio é comprometido, pela producdo excessiva destas
espécies reativas ou por uma anormalidade existente nas defesas antioxidantes das
células. Este desequilibrio € chamado de estresse oxidativo, e tal processo conduz as
biomoléculas a oxidacdo levando a perda de suas func¢bes biologicas e desequilibrio
homeostatico, manifestando-se como dano oxidativo das células e dos tecidos
(FERREIRA & ABREU, 2007).

De acordo com a teoria do estresse oxidativo o acumulo de danos nas células e
tecidos, causados por espécies reativas do oxigénio, sdo um dos principais fatores para o
processo de envelhecimento. As mitocondrias desempenham um importante papel no
envelhecimento, pois sdo importantes fontes enddgenas geradoras das espécies reativas
do oxigénio (ERO), de modo que, o oxigénio produzido participa da cadeia de transporte
de elétrons da mitocéndria, na qual € reduzido pela citocromo oxidase em agua e o NADH
¢ oxidado a NAD", para que haja a producédo de ATP (SASTRE et al., 2003). Cerca de
95% de todo oxigénio que é aspirado por um individuo, sofre reducdo para produzir agua,
em reacao catalisada pelo citocromo oxidase do complexo IV na regido mitocondrial. E
para que ocorra a completa reducédo da molécula de oxigénio em agua, séao transportados
quatro elétrons dentro da membrana mitocondrial interna (O; + 4 + 4 H* —» 2H,0)
(Figura 4). No entanto, durante o transporte destes elétrons 1 a 2% sao perdidos, levando

a formacgéo de inUmeras espécies reativas do oxigénio, tais como o radical superéxido e

39



hidroxila, peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete. Essa geracdo mitocondrial de

radicais livres, pode causar danos aos componentes mitocondriais e celulares iniciando

um processo de degradacao (CADENAS & DAVIES, 2000).
Figura 4: Producéo de espécies reativas do oxigénio nas mitocdndrias.
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Fonte: Adaptado de MCCORD, 2000.

O estresse oxidativo ocorre em diferentes niveis variando de acordo com o tipo de

organismo, de tecidos ou de células, e pode ser ocasionado por razfes naturais como,

dieta pobre em antioxidantes ndo enzimaticos, a pratica extrema de exercicios fisicos,

infeccBes crbnicas e a privacao de sono; mas também pode ser motivado por causas nao

naturais como a presenca de substancias quimicas estranhas no organismo ou em

situacOes relacionadas com varias doencas (FERREIRA & ABREU, 2007). O dano

oxidativo é singularmente elevado para alguns alvos moleculares mais especificos, tais

como o DNA e a membrana mitocondrial, por serem um dos primeiros alvos de ataque

das espécies reativas do oxigénio, esta situacdo pode conduzir ao envelhecimento do

tecido através de apoptose e necrose das células (SASTRE et al., 2003).
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1.4 Antioxidantes e defesa antioxidante

Segundo HALLIWELL (2001), o termo antioxidante possui natureza multiconceitual
e pode ser definido como substéncias ou moléculas que quando presentes em baixas
concentracfes em comparacdo com o substrato oxidavel retardam ou previnem de forma
significativa, a extensdo do dano oxidativo provocado pela acdo das espécies reativas.
Esses agentes antioxidantes podem ser classificados como enziméticos e né&o

enzimaticos, conforme a sua estrutura.

Os antioxidantes enzimaticos séo sistemas de defesa presentes nas células dos
organismos eucariontes e sdo constituidas por diversas enzimas, destacando-se a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que
operam mediante mecanismos de prevencéao, impedindo e/ou controlando a producédo das
espécies reativas, envolvidas com o inicio das reacfes em cadeia que culminam com a
propagacdo e ampliacdo do processo, tendo por consequéncia, a ocorréncia de danos
oxidativos nas células (SIES, 1993; FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Os sistemas de defesa ndo enziméticos atuam interrompendo as reacfes em
cadeia induzidas pelos radicais livres nas membranas biolégicas e minimizam alguns
danos provocados por estas espécies reativas. Sao constituidos por antioxidantes, entre
0s quais se destacam: As vitaminas, 0s minerais, flavonoides e os carotenoides. Nesta
classificacdo, incluem-se os antioxidantes naturais e os sintéticos, tais como, BHA
(hidroxianisol de butila) e o BHT (hidroxitolueno de butila) (HEINONEN et al., 1998;
BIANCHI & ANTUNES,1999). Os mecanismos de defesa antioxidantes enzimatico e néo
enzimatico (Figura 5) atuam de forma cooperativa, de modo que a auséncia de uma
destas defesas pode acarretar um desequilibrio no estado redox da célula, levando a um

aumento na suscetibilidade as espécies reativas intra ou extracelulares (DROGE, 2002).
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Figura 5: Classificagdo dos antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos.
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Fonte: Adaptado de RATNAM et al., 2006.

As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes mecanismos de
protecdo agindo em diversas etapas do processo oxidativo, e sdo, portanto, classificadas
como primarias e secundarias (MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT, PONGSAWATMANIT,
2007). Os antioxidantes primarios sdo substancias com nucleo fendlico, que agem
interrompendo a reacdo de oxidacdo através da doacao de elétrons ou hidrogénios aos

radicais livres, impedindo a sua formacao convertendo-os em produtos estaveis. O radical
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livre formado a partir do antioxidante se estabiliza por ressonancia e, por isso, possui
baixa reatividade (REISCHE, LILLARD, EITENMILLER, 2008).

Ja os antioxidantes secundarios retardam ou reduzem as etapas de iniciacdo da
oxidacao, por diferentes mecanismos, que incluem complexacdo com metais, sequestro
de oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou
desativacdo de oxigénio singlete. Os antioxidantes secundarios ndo agem de modo direto
sobre as espécies reativas, no entanto reduzem a velocidade da oxidacdo
(MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT, PONGSAWATMANIT, 2007; REGITANO-D’ARCE, 2006).

Os antioxidantes utilizados por via tépica devem ser assimilados pela pele e
liberados no tecido de forma ativa. Muitos ativos antioxidantes se oxidam e se tornam
inativos antes de atingirem o alvo. A absor¢cdo também é um elemento importante e
depende de diversos fatores, tais como a féormula molecular do composto, seu pH, sua

solubilidade e o veiculo que contém o ativo (BAUMANN, 2004).

O desempenho dos agentes antioxidantes in vivo, depende dos seguintes fatores:
tipos dos radicais livres formados; onde e como sé&o gerados esses radicais; razao entre o
namero de radicais livres e o nimero e radicais sequestrados; destino dos radicais
derivados dos antioxidantes; concentracdo e mobilidade no organismo; biodisponibilidade
(BIANCHI & ANTUNES, 1999; RATNAM et al., 2006).

1.4.1 Antioxidantes ndo enziméticos de origem natural

Atualmente, a procura por antioxidantes de origem natural para a utilizacdo na
industria de alimentos e de produtos para a saude, tem aumentado de forma consideravel
em substituicdo aos antioxidantes sintéticos que estdo sendo restringidos por seus
potenciais carcinogénicos (RAMALHO & JORGE, 2006). Os antioxidantes naturais
extraidos dos vegetais, tem sido amplamente empregados na elaboracdo de
medicamentos, alimentos, aromas, bebidas, repelentes, fragrancias, cosméticos e demais
produtos industrializados (ZHENG & WANG, 2001).

Os vegetais sao ricas fontes de compostos com potencial antioxidante,
apresentando uma ampla variedade de fitoquimicos capazes de inativar os radicais livres.
Dentre as maiores classes de compostos antioxidantes ndo enzimaticos de origem
vegetal, destacam-se os polifendis (flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e estilbenos),
vitaminas (A, C e E), os carotenoides (carotenos e xantofilas), demonstrando eficaz
atividade antioxidante em sistemas modelos (SOOBRATTE et al., 2005).
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As moléculas com propriedades antioxidantes, oriundas das plantas, contribuem na
prevencdo e no tratamento de varias patologias, nas quais as espécies reativas estdo
envolvidas. Estudos epidemioldgicos tém mostrado que muitos dos compostos
antioxidantes exdégenos, encontrados nos vegetais sdo capazes de deter o
envelhecimento e possuem atividades anti-inflamatéria, antiaterosclerética, antitumoral,

antimutagénica, anticarcinogénica, antibacteriana e antiviral (CAl et al.,2004).
1.4.2 Os Carotenoides: Carotenos e Xantofilas

Os carotenoides constituem um grande grupo de pigmentos naturais, identificados
na natureza em organismos fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes. Esses compostos
sdo representados por aproximadamente 700 estruturas diferentes, sendo responsaveis
pelas cores do amarelo ao vermelho em frutas, vegetais, fungos e flores. A ocorréncia de
carotenoides na natureza é ampla, e também, podem ser encontrados em varios seres
vivos, desde microorganismos até animais (SIES & STAHL, 2004; FONTANA et al., 2000).

Os carotenoides séao tetraterpenoides de 40 carbonos unidos por unidades opostas
no centro da molécula. Sua cadeia poliénica pode ser constituida de 3 a 15 duplas
ligacdes conjugadas e o comprimento do croméforo determina o espectro de absorcédo e a
cor da molécula (FRASER e BRAMLEY, 2004). Os pigmentos compostos somente por
carbonos e hidrogénios sédo denominados carotenos, e os carotenoides oxigenados séo
as xantofilas, que apresentam grupos substituintes com oxigénio (RODRIGUES-AMAYA,
1999).

As xantofilas possuem em sua estrutura molecular pelo menos uma funcéo hidroxi,
ceto, epOxi, metoxi ou &cido carboxilico (QUIROS & COSTA, 2006). As fontes das
xantofilas podem ser naturais ou sintéticas (SANTOS et al., 2004), sendo encontradas nas
bactérias, fungos, algas, plantas e animais. A ampla distribuicdo das xantofilas entre os
diferentes reinos filogenéticos e sua grande variedade estrutural, provavelmente reflete as
multiplas atividades biologicas destas moléculas nos organismos vivos (RUBAN &
JOHNSON, 2010). Nas ultimas décadas as atividades biol6gicas das xantofilas tém
despertado grande atencdo, uma vez que apresentam notavel potencial antioxidante, anti-
inflamatoério e anticancerigeno. Exemplos de xantofilas incluem a luteina, zeaxantina,
cantaxantina, astaxantina, ecionina, criptoxantina, capsorubina e a capsantina (CHAN et
al., 2009).
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1.4.2.1 A Capsantina

A capsantina € um dos principais pigmentos de cor vermelha, encontrado no grupo
dos carotenoides. Pertencente a classe das xantofilas, a capsantina possui uma longa
cadeia constituida por onze ligaces duplas conjugadas, com um anel ciclopentano e um
grupamento ceto conjugado polar em uma de suas extremidades, que absorve de forma
eficiente a luz verde e reflete uma tonalidade vermelho-laranja (figura 6). Este pigmento
possui férmula molecular C4Hs6O3; seu peso molecular é 584.871g mol™; densidade
1,012 g mlI™; ponto de fusdo 177 a 178°C; é lipossollvel e, portanto, solivel em solventes
organicos tais como éter de petréleo, metanol, etanol, sulfeto de carbono e acetona; é
termolabil, sendo facilmente degradado se exposto a altas temperaturas (SHAH et al.,
2014).

Figura 6: Estrutura quimica da capsantina.

A capsantina € um produto final na via biossintética dos carotenoides, que se inicia
com o geranilgeranil pirofosfato (GGPP). O Fitoeno sintase (PSY) converte duas
moléculas de GGPP em fitoeno. O fitoeno sofre dessaturacdo (aumento do nimero de
insaturacdes) convertendo-se em licopeno que sofre uma reacao de ciclizacdo em ambas
as extremidades pela agao do licopeno B-ciclase (LCYB), produzindo o B-caroteno. O -
caroteno entdo converte-se em [-criptoxantina, zeaxantina e anteraxantina. Por fim, a
anteraxantina € catalisada pela capsantina-capsorubina sintase (CCS) gerando a
capsantina (Figura 7) (SHAH et al., 2014).
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Figura 7: Via biossintética da capsantina.
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Utilizada industrialmente como suplemento alimentar, aroma natural e corante, a
capsantina desempenha um importante papel na nutricdo, saude e reproducdo de
animais. Em humanos é considerada como um agente antioxidante, anticarcinogénico,
promotor antitumoral, controlador da obesidade e fortalecedor do sistema imunoldgico
(KIM et al.,2009). A capsantina € uma das xantofilas com maior potencial antioxidante se
comparada com os demais carotenoides, isto ocorre devido a sua estrutura molecular
particularmente a presenca de um amplo sistema de duplas ligagdes conjugadas e de um
grupo ceto, que reduzem significativamente a possibilidade de auto-oxidacédo da molécula,

e consequentemente a sua capacidade antioxidante é aumentada (PEREZ-GALVEZ e
MINGUEZ-MOSQUERA, 2002).

A capsantina como antioxidante biolégico, € capaz de inativar os radicais livres
produzidos na reacao de peroxidacao lipidica e / ou sequestrar oxigénio singlete na foto-
oxidacao de lipideos. A atividade antioxidante das xantofilas e carotenos esta relacionada
a suas estruturas moleculares, devido a presenca dos sistemas de duplas ligacdes
conjugadas e grupos croméforos. Sendo assim, xantofilas com 9 ou mais ligagbes duplas
fornecem protecdo maxima. A capsantina pode atuar como um sequestrante do oxigénio
singlete (*O,) na foto-oxidacado de lipideos. Neste processo o oxigénio singlete transfere a
energia de excitacdo para a molécula de capsantina, com posterior formacdo de um
oxigénio triplete ndo reativo e uma capsantina triplete (Eq 1). Em seguida a capsantina
triplete, retorna ao seu estado inicial pela dissipacdo de energia por meio de interacées
rotacionais e vibracionais que regeneram a molécula, conforme a equacdo 2
(NACHTIGALL, 2007).

'0,+ CAP — 30, +3CAP (Eq. 1)

3CAP —  CAP +calor (Eq. 2)

As reacbes em cadeia que dao origem a formacédo de hidroperéxidos durante a
peroxidacdo lipidica, podem ser interrompidas pelas xantofilas, particularmente a
capsantina, através de trés mecanismos possiveis: Pela transferéncia de elétrons (Eq 3),
por doacédo de hidrogénio (Eq 4) ou por adicdo de um radical (Eq 5), conforme descrito
abaixo (MESQUITA et al., 2017):
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CAP + ROO®* — CAP*+ROO™ (Eq. 3)
CAP + ROO* — CAP°*+ ROOH (Eq. 4)

CAP + ROO®* — ROO-CAP®  (Eq.5)

A capsantina € um biocomposto tipico das pimentas vermelhas do género
Capsicum, e encontra-se acumulada nas membranas tilacoides dos cromoplastos, sob a
forma de um pigmento esterificado. Em pimentas com estagio avancado de maturacao, a
capsantina pode contribuir com até 60% do total de carotenoides presentes no fruto.
Estruturas quimicas compostas por um ou mais anéis de acil-ciclopentanol, tal como a
capsantina, sdo raramente encontrados na natureza (SHAH et al., 2014). Além das
pimentas vermelhas Capsicum spp., a capsantina foi identificada apenas nas sépalas,
pétalas e tépalas do lirio hibrido asiatico vermelho (DELI et al., 2000; YAMAGISHI et al.,
2010), no fruto de Berberis spp. (BUBICZ, 1965), em Aspargos e nas flores de Aesculus
rubicunda (SHAH et al., 2014).

1.5. Pimentas Capsicum spp.: Espécie Capsicum chinense Jacq., variedade

biquinho

As pimentas do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae, assim como a
batata, o jil6, o tomate, e a berinjela. Apresentam frutos com grande diversidade genética
em termos de cor, tamanho, forma, composi¢do quimica, grau de pungéncia ou ardéncia
(CHUAH et al., 2008). O género Capsicum é representado por cerca de vinte e sete
espécies diferentes, onde cinco delas sdo domesticadas e largamente cultivadas, a saber:
Capsicum annuum; Capsicum baccatum; Capsicum chinense Jacg.; Capsicum frutescens
e Capsicum pubescens. Das espécies domesticadas deste género de pimenta, a
Capiscum chinense Jacq. é considerada a mais brasileira, pois acredita-se que tenha sido
domesticada pelos indigenas da Amazonia (CARVALHO et al., 2006).

A pimenta Capsicum chinense Jacq., foi a primeira espécie a ser encontrada no
continente americano pelos navegadores e desbravadores, apesar de ser hoje menos
difundida mundialmente se comparada com outras espécies do mesmo género. Esta
espécie pode ser encontrada na América desde a regido central até o extremo sul
brasileiro, entretanto, seu centro de diversidade esta localizado na Bacia Amazonica.
(CARVALHO et al., 2006).
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A espécie Capsicum chinense Jacg. € composta pelos morfotipos conhecidos
como: ‘cumari do Pard’, ‘pimenta-de-bode’, ‘habanero’, ‘murupi’, ‘pimenta-de-cheiro’ e
‘biquinho’ (Figura 8). Estas pimentas sao cultivadas em todos os estados da federacao,
entretanto os principais produtores sdo Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Rio Grande do
Sul, Ceara e Bahia. Além do mercado interno, parte da producéo brasileira de pimentas é
exportada para diversos paises, em diferentes formas, como péaprica, pasta, desidratada e
conservas (RIBEIRO et al., 2008). Dos diferentes tipos varietais que compdem a espécie
Capsicum chinense Jacq., a pimenta biquinho tem se destacado, entretanto, ndo tem sido
adequadamente explorada em sua totalidade, sendo destinada apenas ao uso em
conservas, geleias ou como decoragcdo em pratos, devido ao seu aroma marcante e
formato caracteristico (KAPPEL, 2007; REIFSCHNEIDER & RIBEIRO, 2004).

Figura 8: Variedades de pimenta da espécie Capsicum chinense Jacq.: (A) Cumari do Para, (B) Pimenta-

de-bode, (C) Habanero, (D) Murupi, (E) Pimenta-de-cheiro e (F) Pimenta biquinho.

Fonte: Adaptado de CARVALHO et al., 2006.

O tipo varietal da espécie Capsicum chinense Jacq., popularmente conhecida
como ‘pimenta-de-bico’, ‘pimenta-bico’ ou ‘pimenta-biquinho’, tem ganhado notoriedade
nos ultimos anos por seu sabor e aroma peculiar, e também, pela auséncia da pungéncia
caracteristica das demais pimentas. Existem algumas pimentas “biquinho” que possuem
picancia, devido ao cruzamento com outras variedades pungentes da mesma espécie,
embora sejam raras (CARVALHO et al., 2006).
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Apesar de ser brasileira e muito comum em Minas Gerais, a origem da pimenta
biguinho é incerta. Acredita-se que foi selecionada pelos proprios produtores da regido do
Tridngulo Mineiro, onde esta concentrada a maior producdo deste tipo varietal no Brasil.
Sua producdo em escala comercial € recente, iniciou-se em 2004 gracas a Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (Emater/MG)
(CARVALHO et al., 2006). Em 2009 a Embrapa Hortalicas lanca no mercado a Capsicum
chinense variedade BRS Moema, uma cultivar que foi selecionada e desenvolvida a partir
da populacdo CNPH 3870 (Pimenta biquinho doce). Andlises realizadas com marcadores
moleculares indicaram que a cultivar BRS Moema é distinta das demais popula¢cbes de
‘pimenta biquinho”. Atualmente, esta forma varietal de pimenta vem sendo cultivada
também no Estado de Goias, sendo muito produtiva, pois pode atingir uma quantia de até
dois mil frutos por cultivar. A colheita dos frutos, € um dos problemas no cultivo dessa
pimenta, que deve ser obrigatoriamente manual, pois a maturacdo de suas pimentas néao
ocorrem de forma homogénea (RIBEIRO & AMARO et al., 2012).

Os frutos da pimenta biquinho (Figura 9), assim como as demais pimentas da
espécie Capsicum chinense, apresentam em sua constituicdo quimica as vitaminas A, C,
E, B1 e B2 (REIFSCHNEIDER, 2000). O conteudo de acido ascorbico (Vitamina C)
encontrado na polpa da pimenta biquinho, € equivalente a 99 mg de &cido ascérbico/100
g de fruto fresco, sendo esta uma quantidade superior a necessidade diaria de um
individuo (LUTZ; FREITAS, 2008). Seu fruto é rica fonte de sais minerais, tais como sédio,
magneésio, fosforo, potassio, célcio e ferro, além de ser fonte de compostos antioxidantes
naturais como o0s carotenoides, flavonoides e compostos fendlicos. Estes compostos
ativos juntos, contribuem com as propriedades antioxidantes da pimenta biquinho e
também para salde humana, e por isso, pode ser considerada como um alimento
funcional. Devido ao seu potencial antioxidante, o uso frequente da pimenta biquinho in
natura e de seus extratos, podem reduzir os riscos de certas patologias cronicas tais
como o Parkinson, Alzheimer, catarata e diabetes (SILVA, 2017). A ingestdo desta
pimenta, ainda, confere protecdo contra a carcinogénese, impede a coagulagdo do
sangue e retarda o envelhecimento precoce do organismo. Pode ser utilizada por criancas
e idosos, devido aos seus efeitos benéficos para a saude e por sua baixa picancia (LUNN,
2007).
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Figura 9: Frutos da pimenta biquinho

Fonte: Préprio autor

Por ser considerada uma variedade nova da espécie Capsicum chinense, a
pimenta biquinho € uma planta até entdo pouco explorada. Sua producdo € ainda muito
incipiente em todos os estados brasileiros, sendo uma variedade com procura limitada e
pouca aceitacdo comercial, em virtude da baixa pungéncia de seus frutos. A principio, o
uso da pimenta biquinho era relacionada somente a pratica ornamental, atualmente tem
sido consumida principalmente na versédo in natura como aperitivo, na obtengc&do de
molhos, temperos secos, conservas e como geleia (SILVA, 2017). Contudo, sua
aplicabilidade limita-se a decoracdo e preparo de alimentos, ao passo que suas
propriedades benéficas ainda permanecem em segundo plano (DANTAS e ARAUJO,
2015).

Ainda que varios estudos tenham comprovado que as pimentas Capsicum
possuem uma grande variedade de compostos bioativos, poucas pesquisas foram
desenvolvidas na tentativa de identificar e quantificar as substancias bioativas que
compdem a pimenta biquinho. CARVALHO et al. (2014) determinou os teores de acido
ascorbico, compostos fendlicos, carotenoides totais e a atividade antioxidante, em frutos
imaturos e maduros de diferentes gendtipos de pimentas Capsicum spp., inclusive a
pimenta biquinho, que se destacou com grande potencial para ser utilizada em programa
de melhoramento genético, devido aos altos teores de carotenoides totais e &cido
ascorbico. BERNARDO et al. (2015) em busca de uma forma alternativa para a
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conservacdo da pimenta biquinho através da elaboracdo de um extrato, avaliaram a
variagdo do teor médio de vitamina C e carotenoides totais em intervalos de 15 dias, por
90 dias de armazenamento. Os autores verificaram que os teores de vitamina C e
carotenoides totais mostraram-se estaveis ao longo de 90 dias, ndo sendo observadas

variacdes relevantes.

Atualmente, existe um grande interesse por parte das inddstrias cosméticas em
substituir matérias primas sintéticas antioxidantes, por extratos padronizados com
principios ativos de acao anti-radicalar, para a producéo de cosmeéticos com apelos mais
naturais (SILVA et al., 2013). A pimenta biquinho constitui-se em rica fonte de
antioxidantes naturais, como a vitamina C e os carotenoides, que retardam e previnem o
envelhecimento precoce. Logo, uma forma de utilizacdo para esta variedade de pimenta
tdo pouco investigada, seria 0 emprego de seu extrato padronizado na elaboracdo de

formulacdes cosméticas com acao antioxidante.

1.6 Produtos cosméticos desenvolvidos a partir de matérias-primas de

origem natural

Por pelo menos duas décadas, os setores da industria que estdo envolvidos com a
area da beleza, em particular os segmentos de cosméticos e perfumaria, tem apresentado
uma expressiva expansao a nivel global, devido a maior participacéo e fidelizacdo por
parte dos consumidores (MIGUEL, 2012). Atualmente, o maior mercado de cosmeéticos e
produtos de higiene pessoal € 0 europeu, avaliado em € 77,6 bilhdes em vendas a varejo
somente no ano de 2017 (COLIPA, 2018). No cenario brasileiro o setor de higiene
pessoal, perfume e cosmético em 2017, apresentou um crescimento acima da economia,
com valor anual de 2,8% contra 1,0% do PIB total brasileiro. De acordo com dados do
EUROMONITOR/2017, o Brasil ocupa a quarta posicdo no ranking dos maiores
consumidores de produtos de beleza e higiene do mundo, ficando atras dos Estados
Unidos, China e Japao (ABHIPEC, 2018).

O setor de cosméticos e produtos de higiene pessoal é dindmico e encontra-se em
continua expansdo, exigindo inovacdo e investimentos constantes na elaboracdo e
aperfeicoamento de produtos que atendam a uma grande diversidade de consumidores
(MOTA, 2014). As empresas do setor tém observado que produtos inovadores para
publicos especificos, possuem uma melhor aceitacdo (FRITZ e SOUZA, 2006). Diante
desse contexto, o0s produtos cosméticos naturais baseados na utilizacdo da
biodiversidade de origem vegetal, tem ganhado forca nas ultimas décadas, com destaque
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para o uso de compostos bioativos com potencial antioxidante capazes de amenizar e
prevenir o envelhecimento prematuro da pele. Os produtos cosméticos desenvolvidos
com matérias-primas de origem natural tem sido uma tendéncia em varias partes do
mundo, principalmente, nos paises da Unido Europeia, Estados Unidos e Japéo. O Brasil
possui um importante papel nesse cenario, devido a producdo, consumo, e exportacao de
cosmeéticos elaborados a partir de matérias-primas provenientes de sua biodiversidade.
No ambito internacional, o Brasil € reconhecido pela grandeza de sua biodiversidade, uma
vez que possui as maiores reservas de recursos naturais, diversos biomas e a mais rica
biodiversidade tropical do mundo (MIGUEL, 2012). A maior fonte de diversidade da
natureza viva no planeta encontra-se na Amazonia, ocupando cerca de 5% da extensao
territorial da superficie da terra. Essa riqueza natural possui um valor incalculavel e ao
mesmo tempo representa um enorme potencial para inUmeras experiéncias de
aproveitamento desses recursos (BLOISE, 2003; MIGUEL, 2012).

Os fitocosméticos ou cosméticos naturais, podem ser definidos como preparacdes
compostas por substancias ativas extraidas dos vegetais, em proveito da higiene, da
estética, da correcdo e da manutencdo do estado normal e sadio da pele e cabelos. O
crescimento no consumo dos fitocosmeéticos, estdo diretamente associados com 0S NOVOS
valores da sociedade contemporanea, visto que os produtos deste segmento representam
a qualidade de vida em geral, a beleza, o bem-estar, o prazer, a salde, a estética, a
juventude e a boa aparéncia que podem ser obtidos por meio do uso de formula¢des com
ingredientes de origem natural (FREITAS DE ARAUJO et al., 2010). A procura pelos
fitocosméticos, esta também relacionado a crescente sofisticacdo dos mercados
consumidores, o0 interesse pelo que é saudavel e natural, ao aumento da preocupacao
com o0 meio ambiente, ao “marketing ecologicamente correto”, e ao crescente interesse
cientifico por produtos elaborados a partir de compostos bioativos extraidos da natureza

(MIGUEL, 2011).

A inovacédo, assim como o desenvolvimento tecnolégico e cientifico, proporcionou
ao setor de cosméticos a descoberta de varios compostos antioxidantes e, por
conseguinte, a comercializacdo de produtos antissinais ou anti-idade, cuja proposta
principal seria 0 combate, controle ou postergacdo do envelhecimento cutédneo, por meio
da acdo antioxidante contra os radicais livres (BAUMANN, 2004). Os radicais livres
também atuam sobre o tecido cutaneo, assim como em todo o0 organismo, causando
agressbes e alteragcbes nas estruturas das células acelerando o processo de
envelhecimento da pele (SCHARFETTER-KOCHANEK et al.,1997). Por este motivo, 0s
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cosmeéticos com atividade antioxidante tém sido cada vez mais estudados (FONTES,
2013). Os cosméticos antioxidantes, sédo produtos com a fungéo especifica de reproduzir
a protecdo antiradicalar natural do organismo e limitar as rea¢cdes quimicas oxidativas,
evitando o estresse oxidativo e consequentemente a senilidade da pele. Os compostos
antioxidantes de uso topico empregados nos cosméticos, devem ser absorvidos pela pele
e liberados para o tecido alvo na forma ativa. Sua absor¢do € um processo importante e
dependente de fatores como a estrutura molecular do composto ativo, suas propriedades
fisico- quimicas, a solubilidade, pH e a base cosmética utilizada (STEINER, 2008). Para o
desenvolvimento das formulacdes cosméticas com acdo antioxidante, séo utilizadas
substancias como vitaminas A, E e C; compostos bioativos tais como flavonoides,
carotenoides e polifendis; e o0s extratos de origem vegetal, padronizados ou nao
(BAUMANN, 2004).

Os extratos produzidos a partir de diferentes partes de plantas, sdo considerados
valiosos componentes para a elaboracdo dos cosméticos, principalmente por serem
constituidos por inUmeras moléculas fitoquimicas, a saber: os acuUcares, proteinas,
gorduras, glicosideos, flavonoides, carotenoides, alcal6ides, 6leos essenciais, taninos,
mucilagens, pectinas, minerais e vitaminas (CUNHA et al., 2008; MAJEED and
PRAKASH, 2002; XIAO XIAN, 1999). Em virtude da presenca destes compostos, 0s
extratos vegetais apresentam varias propriedades, tais como antioxidante, anti-
inflamatério, antimicrobiano, antialérgica, e de protecdo contra os raios UV. Cosméticos
produzidos a partir dos extratos vegetais, mesmo que em baixas concentracdes, tornam o
produto final mais atrativo devido ao apelo mercadolégico, que valoriza a busca pelo
produto natural na obtencdo do equilibrio biol6gico (THORNFELDT, 2005; BALANDRIN,
1985).

Tendo em vista 0 aumento na procura dos extratos obtidos a partir das plantas,
tem-se observado maior interesse por parte da comunidade cientifica e das industrias, no
sentido de compreender melhor a constituicdo quimica dessas plantas, e assegurar tanto
a eficacia, quanto a seguranca do seu uso (MIGLIATO et al.,, 2007; GOBBO-NETO &
LOPES, 2007). Dessa forma, fica evidente que o controle de qualidade dos extratos das
plantas, € uma etapa fundamental a ser efetuada antes mesmo de sua utilizagdo na
elaboracdo de um produto cosmético. Os diversos componentes ativos dos extratos
obtidos das plantas, devem ser preservados caracterizando-o como um fitocomplexo, e
esta manutencao procura garantir a acao farmacoldgica especifica da espécie vegetal. As

plantas produzem diferentes substancias quimicas, e algumas delas sédo caracteristicas
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de uma determinada espécie vegetal, servindo como parametros para a sua padronizacao
(KLEIN et al., 2009).

Os extratos padronizados sdo aqueles, cuja efichcia é garantida através da
constancia no teor de principios ativos, por meio da aplicacdo de métodos analiticos
adequados para a deteccdo e quantificacdo dos marcadores quimicos. A utilizacdo de
extratos padronizados no desenvolvimento de fitocosméticos, € uma maneira de conferir
qualidade e eficacia ao produto final e, ainda, a confiabilidade por parte dos
consumidores. A padronizacdo dos extratos, pode ser efetuada com base no teor de uma
substancia marcadora presente no extrato, mostrando que se a mesma estiver presente
em uma quantidade apropriada, provavelmente o0s demais componentes estarao
igualmente representados. Esta substancia ndo necessita obrigatoriamente, apresentar a
atividade farmacoldgica esperada ou para a qual o extrato € utilizado. Os diferentes
meétodos existentes para a padronizacdo do teor de substancia ou grupo de substancias
ativas, e do perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse dos extratos incluem,
testes espectrofotométricos, cromatogréficos, fisicos, fisico-quimicos ou quimicos, os
guais devem possuir no minimo especificidade, exatiddo, precisdo e tempo de rotina
analitica (BRASIL, 1988; CARVALHO et al., 2008; KLEIN et al., 2009).
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1.7 Justificativa

A crescente demanda por produtos naturais associados ao interesse por habitos
saudaveis tem direcionado varias pesquisas nesse seguimento, no qual as pimentas se
destacam por apresentar caracteristicas peculiares contribuindo para a saude de quem as
consome, além de proporcionar cor, sabor e picancia as preparacoes, dependendo da

variedade utilizada.

As pimentas tém sido classificadas como promotoras da saude, e um dos principais
atrativos desta especiaria € que seus frutos séo ricos em fibras, sais minerais, vitaminas,
flavonoides, carotenoides e outros metabdlitos secundarios com propriedades
antioxidantes, capazes de retardar ou prevenir de forma significativa o dano oxidativo

provocado pela acéo dos radicais livres (JUNIOR et al., 2015).

Entretanto, a maioria das pimentas do género Capsicum, com destaque para a
variedade biquinho, tem sido pouco explorada em sua plenitude, sendo utilizada
exclusivamente como ornamentacao ou condimento na alimentacdo, ao passo que suas
propriedades benéficas ainda permanecem em segundo plano (NEITZKE et al., 2015). A
pimenta biquinho constitui-se em rica fonte de antioxidantes naturais, como a vitamina C,
os flavonoides e os carotenoides, que retardam, previnem doencas degenerativas e 0

envelhecimento precoce do organismo (SILVA, 2017).

Apesar de o Triangulo Mineiro ser atualmente a regiéo brasileira de maior destaque
no cultivo da pimenta biquinho, recentemente esta variedade da espécie Capsicum
chinense vem sendo cultivada também no Estado de Goias, sendo muito produtiva, pois
pode atingir uma quantia de até dois mil frutos por cultivar. Esta pimenta destaca-se por
sua facil adaptacdo as condi¢des de clima equatorial e tropical sendo uma das espécies
mais produzidas no pais. Nas condi¢des de cultivo, a colheita ocorre com 90 dias ap0s o
transplantio das mudas para o campo e tende a apresentar alta produtividade,
uniformidade de plantas e frutos sem pungéncia (SILVA, 2017; CARVALHO et al., 2006).

Atualmente, existe um grande interesse por parte das industrias cosmeéticas em
substituir matérias primas sintéticas antioxidantes, por extratos vegetais padronizados
com principios ativos de acdo anti-radicalar, para a produgédo de cosméticos com apelos
mais naturais (SILVA et al., 2013). Estudos toxicoldgicos tém demonstrado, a
possibilidade dos antioxidantes sintéticos serem prejudiciais a saude, por isso, muitas

pesquisas tém sido direcionadas no sentido de encontrar produtos naturais com atividade
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antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos (RAMALHO & JORGE, 2006;
WURTZEN, 1990).

O mercado de cosméticos apresenta diversos produtos a disposicdo dos
consumidores, no entanto, existe uma grande escassez de formulacbes cosméticas
inovadoras e mais tecnolégicas, elaboradas a partir de extratos vegetais padronizados.
Parte dos produtos cosmeéticos possui um ou mais ingredientes vegetais apenas para
justificar o marketing ecoldgico, escondendo a presenca de componentes quimicos cuja
seguranca e eficacia propicia a satisfacdo do usuario. A adicdo do extrato vegetal
padronizado em uma formulacdo cosmética agrega valor e tecnologia ao produto, fugindo
dos cosméticos convencionais que contém apenas extratos ndo padronizados sendo
estes carentes de informacgdes, cuja eficacia clinica e seus beneficios sdo questionaveis
(HEINRICH et al., 2004). A padronizacdo de um extrato vegetal € um pré-requisito de
gualidade, que garante a constancia dos efeitos terapéuticos e a seguranca de seus
usuarios (KLEIN et al., 2009).

Considerando-se as propriedades e a eficicia das pimentas, alguns cosméticos
existentes no mercado mencionam o extrato liquido ndo padronizado desta especiaria em
suas composices. Entretanto os fitocosméticos a base de pimenta, ainda sdo pouco
explorados tecnologicamente e podem representar um investimento prospero para o
mercado brasileiro, sendo este um dos maiores produtores de pimentas Capsicum do
mundo (CARVALHO et al., 2006). Apesar de ja ser muito utilizada na alimentacdo, nao
foram encontrados documentos, relatos nas midias ou pesquisas cientificas discutindo a
acdo direta da pimenta biquinho em produtos cosméticos, sendo necessario mais estudos
para atingir outros segmentos ainda ndo explorados para a utilizacdo desta forma varietal

de pimenta ainda pouco pesquisada.

Em face ao exposto, e tendo em vista a importancia do uso de substancias de acao
antioxidante na inativacdo dos radicais livres que provocam o envelhecimento cutaneo, e
gue varias pesquisas cientificas tém apontado que as pimentas da espécie Capsicum
chinense sdo boas fontes de compostos bioativos com potencial antioxidante, e que a
variedade biquinho ndo apresenta pungéncia, o presente estudo procurou avaliar a
possibilidade de aplicacdo do extrato liquido padronizado em capsantina da pimenta
biquinho (Capsicum chinense Jacg.) no desenvolvimento de um produto cosmético com
acdo antioxidante e eficicia anti-aging, em substituicdo aos ativos sintéticos encontrados

no mercado, apresentando deste modo, uma matéria-prima de origem vegetal e
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sustentavel como uma opcéao alternativa na elaboracdo de cosméticos inovadores e mais

naturais.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um produto cosmético contendo o extrato liquido da Capsicum
chinense Jacq. (Variedade Biquinho) padronizado em capsantina, avaliar sua atividade

antioxidante in vitro e eficacia anti-aging in vivo.
2.2. Objetivos Especificos
*» Obter, processar e caracterizar a matéria-prima vegetal.
* Obter e caracterizar o extrato liquido a partir do p6 da Capsicum chinense Jacq.

» Avaliar a atividade antioxidante total e determinar o teor de flavonoides, fendis e

carotenoides da matéria-prima vegetal e do extrato liquido.

* Validar o método analitico utilizado para a quantificacdo da capsantina no extrato
liquido, por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE).

» Desenvolver e caracterizar o produto cosmético na forma de um sérum gel,

contendo o extrato padronizado da Capsicum chinense Jacq.

* Realizar o estudo de estabilidade acelerada do extrato liquido padronizado e da
formulacdo cosmética, por um periodo de 90 dias.

* Avaliar a atividade antioxidante in vitro e a eficacia anti-aging in vivo da

formulagc&o cosmética.
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3 MATERIAL E METODOS

Na figura 10 estédo descritas as etapas envolvidas na realizacao deste trabalho.

Figura 10: Fluxograma das etapas de trabalho
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Material vegetal —» | AquisicBo e preparo | —» Controle de qualidade
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3.1 Material vegetal

O material vegetal constituido por pimentas da espécie Capsicum chinense Jacq.,
popularmente conhecidas como “pimenta biquinho”, foram adquiridas na fazenda Quati,
localizada em Petrolina de Goias a 16°5’44” de latitude Sul, 49° 20’ 12” Oeste. O material
foi identificado pelo professor Dr. Edemilson Cardoso da Concei¢cdo, com base em
BERNARDO et al. (2015), e uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade
Federal de Goias, sob registro de n° 65904 (Apéndice 1).

As pimentas C. chinense Jacq. foram posteriormente pesadas, higienizadas e
desidratadas em estufa com circulacdo de ar forcada a uma temperatura de 45 °C por 10
dias. Apés a desidratacdo, o material vegetal seco foi pulverizado em moinho de facas e
martelos e acondicionado ao abrigo da umidade e luz para posterior utilizagao.

3.2 Caracterizacdo e Controle de Qualidade do p6é da Capsicum chinense

Jacq.

A caracterizacdo e o controle de qualidade da matéria-prima vegetal foram
realizados segundo os critérios da Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010) com

adaptacoes.
3.2.1 Andlise microscépica do po

A matéria-prima vegetal foi analisada utilizando uma lamina de vidro, onde duas
gotas do reagente Steinmetz foram adicionadas posteriormente. A lamina foi entéo
coberta com uma laminula para analise em um Fotomicroscépio (Zeizz Axiostar Plus),
acoplado a uma camera Canon Power shot G10. Através do sofware Axion Vision 4.8, as

imagens obtidas foram processadas.
3.2.2 Determinagéo do Teor de Volateis

Para a determinagdo do Teor de Volateis, foi utilizado um analisador de umidade
com lampada de halogénio 400 W modelo MB 35 (Olhaus®), onde 0,50 g da matéria-
prima vegetal foi pesada e submetida a uma temperatura de 105° C. A andlise foi

realizada em triplicata e o teor de volateis foi determinado em porcentagem conforme
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apresentados no display da balanca. Foi calculada a média e o desvio padrao dos valores

obtidos.
3.2.3 Determinacao do teor de cinzas totais

Utilizando uma balanca analitica, aliquotas de 3,00 g da matéria-prima vegetal
foram pesadas e transferidas para cadinhos de porcelana previamente calcinados, e
incinerados em mufla (EDG COM 1P 3000, Brasil), aumentando-se gradativamente a
temperatura seguindo um gradiente de 200°C por 30minutos, 400°C por 60 minutos e
600°C por 90 minutos. Apos a calcinacao, os cadinhos foram resfriados em dessecador e
pesados. O teor de cinzas totais (TCT) foi calculado como percentual pela média de trés

determinacdes independentes, segundo a Equacéao 6:

TCT (% m/m)=m1_ x 100

m2 (Eq.6),

em que: m1l = massa do cadinho mais amostra calcinada; m2 = massa do cadinho mais

amostra antes da calcinacao.
3.2.4 Determinacao da granulometria do pé

A granulometria do p6 foi realizada com auxilio de tamises de ago inox com tampa
e fundo coletor, de 710, 355, 250, 180 e 125 um que foram previamente pesados e
montados. Cerca de 25g de amostra foram pesadas em balanca semi-analitica, sendo o
po posteriormente distribuido de maneira uniforme no tamis superior de malha de 710 ym.
Empilhados, os tamises foram submetidos a vibragcdes com velocidade padronizada por
um periodo de 15 minutos em um tamisador vibratério (Bertel®) para anélises
granulométricas. Apos o periodo de tempo estabelecido, os tamises com porc¢des de po
retido foram pesados separadamente. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
valores utilizados nos calculos representam a média dos resultados obtidos nas analises.
O percentual de po retido em cada tamis foi calculado e o p6 foi classificado conforme os

parametros descritos na Farmacopeia Brasileira 52 Edigdo (BRASIL, 2010).
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3.2.5 Determinacao do indice de intumescéncia

Foram pesados 1g da matéria-prima vegetal e transferidos para uma proveta de 25
mL, com escala de 0,2 mL e tampa esmerilhada. Posteriormente foram adicionados, 25
mL de alcool 96° GL, com agitacdo em intervalos de 10 minutos durante a primeira hora e
apos repouso de trés horas em temperatura ambiente, o volume final ocupado pela
matéria-prima vegetal foi calculado, em mililitros, pela média das determinagdes, em

triplicata, de acordo com a Equacéao 7:

Il = Vf - Vi (Eq.7),

em que: II= Indice de intumescéncia; Vf = volume final ocupado pela amostra (mL); Vi =

volume inicial ocupado pela amostra (mL).

3.3 Obtencéao do extrato liquido a partir do pé da pimenta Capsicum chinense

Jacq.

O extrato liquido foi obtido por percolagdo, segundo metodologia descrita no

Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011) com adaptacdes.

by

Para tanto, 4 Kg da matéria-prima vegetal, foram submetidos a maceracéo
dindmica em recipiente fechado, por um periodo de 24 horas, a temperatura ambiente,
utilizando-se alcool etilico 96° GL como solvente extrator. Posteriormente, o material
macerado foi transferido para um percolador de aco inox 304 com capacidade de 20 litros.
O processo de percolagdo foi realizado com adigcdo constante do alcool etilico. O
gotejamento foi intenso até o esgotamento do solvente, tendo o cuidado para néo deixar o
p6 sem o solvente, evitando assim seu ressecamento. O extrato percolado foi
concentrado em equipamento de ventilagado forcada a temperatura ambiente por quatro
dias, sendo avaliado diariamente quanto ao seu teor de sélidos. Subsequentemente, o
extrato liquido concentrado foi acondicionado em frasco de polietiieno tampado, sob

refrigeracao a -20°C, para posterior caracterizacdo e uso nos ensaios experimentais.
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3.4 Caracterizacdo fisico-quimica do extrato liguido concentrado obtido a

partir do p6 da Capsicum chinense Jacq.

A caracterizagao fisico-quimica do extrato liquido concentrado obtido a partir do p6
da Capsicum chinense Jacq., foi realizada segundo critérios estabelecidos pela

Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010), com adaptacdes.
3.4.1 Determinacao do teor de solidos

Para a determinacao do teor de sélidos, foi utilizado uma balanca de precisdo semi-

analitica, acoplada a uma lampada de halogénio (marca OHAUS® e modelo MB35).

Uma amostra de 0,50 g do extrato liquido foi colocada na balanca, e submetida a
uma temperatura de 105° C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em percentual de umidade. O teor de sélidos no extrato foi obtido subtraindo o

percentual de umidade de 100%.
3.4.2 Determinacao do potencial hidrogenidnico (pH)

O potencial hidrogenidnico do extrato liquido foi determinado utilizando um
pHmetro (Tecnal® Tec — 3MP, Brasil), previamente calibrado com solu¢des tampéao pH

4,0 e 7,0. Os ensaios foram realizados em triplicata, com resultado expresso pela média.
3.4.3 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa do extrato liquido foi determinada pelo método picnométrico,
conforme descrito em Brasil (2010), a 25°C. Para tanto, foram determinadas as massas
do picnémetro vazio, com agua destilada, e finalmente com o extrato liquido concentrado.
Foram utilizados picndmetros limpos, secos e previamente calibrados. A densidade foi
calculada conforme a Equacéo 8:

DR= Ma-Mo

m4-Mm
1770 (Eq.8),

Onde: m; = massa do picnbmetro +massa da agua; m, = massa do picnémetro + massa

da amostra; mpy= massa do picndmetro vazio.
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3.4.4 Determinagédo da viscosidade

A viscosidade do extrato liguido da Capsicum chinense Jacq. foi determinada
utilizando o viscosimetro Brookfield - DV-IIl, acoplado ao spindle 1 com uma velocidade
de rotacédo de 200 RPM, torque 71,40% e temperatura de 21,5°C.

3.5 Doseamento de fendis, flavonoides e carotenoides no pé e no extrato
liguido concentrado da Capsicum chinense Jacq.

3.5.1 Doseamento de fendis totais

O teor de fendis totais presentes na matéria-prima vegetal e no extrato liquido
concentrado, foram determinados segundo metodologia proposta por MOLE;
WATERMAN (1987) com adaptacdes, baseado na complexacdo de compostos fendlicos
presentes na amostra com uma solucdo de cloreto férrico. Como padrdo utilizou-se o

acido tanico.
3.5.1.1 Preparo da curva analitica

A partir de uma solucdo metandlica de acido tanico de concentragdo 1 mg/mL,
foram retiradas aliquotas de 75 pL, 150 pL, 200 pL, 250 pL, 300 puL e 350 pL, e
transferidas para tubos de ensaio contendo 2mL da solucdo de Lauril sulfato de
sodio/Trietanolamina e 1 mL da solucdo de cloreto férrico, o volume foi completado para
4mL com agua destilada. Ap6s 15 minutos a leitura da absorbancia foi realizada em
510nm em espectrofotdbmetro, e cada concentracdo foi preparada em triplicata. Em
seguida uma curva analitica foi plotada relacionando a absorbancia com a concentragéo

de acido tanico (mg/mL).
3.5.1.2 Extracao de fendis da matéria-prima vegetal

Foram pesados 3,0 g da matéria-prima vegetal transferindo, em seguida, para um
erlenmeyer com capacidade de 250 mL. Adicionou-se 150 mL de 4gua destilada deixando
sob aquecimento até ebulicdo, posteriormente o conteudo foi transferido para um banho-
maria a uma temperatura entre 80°C a 90°C, por um periodo de 30 minutos. O erlenmeyer
foi resfriado em agua corrente, e seu contetdo foi transferido para um baldo volumétrico

de 250 mL, completando-se o volume com &gua destilada. Deixou-se decantar o
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sedimento e filtrou-se através de papel de filtro qualitativo desprezando os primeiros 50

mL do filtrado. Cada amostra foi preparada em triplicata.

3.5.1.3 Teor de fendis totais da matéria-prima vegetal e do extrato liquido

concentrado

Em tubos de ensaio, foram adicionados 1mL da solucdo extrativa obtida a partir da
matéria-prima vegetal, 2mL da solugéo de Lauril sulfato de sodio/Trietanolamina e 1mL da
solucao de cloreto férrico. Separadamente, foram transferidos 50 puL do extrato liquido
concentrado para tubos de ensaio, contendo 2 mL da solucdo de lauril sulfato de
sodio/trietanolamina e 1 mL da solucdo de cloreto férrico. Os tubos de ensaio foram
agitados e mantidos em repouso por 15 minutos, e a absorbancia das amostras foram
lidas em comprimento de onda de 510 nm em espectrofotbmetro. As analises foram
realizadas em triplicata. Através da curva padrdo de acido tanico e das diluicbes das
amostras a concentracdo de fendis totais foi calculada, como média de trés replicatas,

segundo a equacgao 9:

%FT (m/im)= Ca (ma/ml) x FD x 1[]'3;{ 100
Teor de sdlidos (g) (Eq.9),

em que: Fr = Concentracdo de fendis totais; CA = concentracdo da amostra utilizando a
equacdo da curva padrdo de &cido tanico; FD = Fator de diluicdo da amostra; 107 =

conversdo de mg para g; 100 = porcentagem.
3.5.2 Doseamento de flavonoides totais

O teor de flavonoides presentes na matéria-prima vegetal e no extrato liquido
concentrado, foram determinados segundo a metodologia proposta por ROLIM et al.
(2005) com adaptacdes. O método baseia-se na propriedade que os flavonoides possuem
em absorver radiagcdo no comprimento de onda da luz ultravioleta (UV) proporcionalmente

a sua concentracao.
3.5.2.1 Preparo da curva analitica

Foi preparada uma solugédo padrao de rutina 0,1 mg/mL, utilizando metanol: acido
acético 0,02M (99:1). Posteriormente, aliquotas de 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500
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pL, 600 pL foram retiradas da solucéao padrdo, e o volume foi completado para 2 mL com
a solucdo de metanol: 4cido acético 0,02 M (99:1). As solugbes foram homogeneizadas
em agitador mecénico e a leitura da absorbéancia foi realizada em 361 nm. Cada ponto foi
preparado em triplicata, e uma curva analitica foi plotada relacionando a absorbancia com

a concentracao de rutina (mg/mL).
3.5.2.2 Extracéo de flavonoides totais da matéria-prima vegetal

Para a extracdo dos flavonoides, foram pesados 1,0 g da matéria-prima vegetal
transferindo-a para um baldo esmerilhado de 125 mL. Posteriormente, foram adicionados
50 mL de uma solucdo de metanol: acido acético 0,02 M (99:1), aquecendo-se em banho-
maria sob refluxo a uma temperatura entre 80 a 90°C, por cerca de 40 minutos. A solucao
foi resfriada em &gua corrente e filtrada através de um papel de filtro. As amostras foram

preparadas em triplicata.

3.5.2.3 Teor de flavonoides totais da matéria-prima vegetal e do extrato liquido

concentrado

As amostras extrativas da matéria-prima vegetal e do extrato liquido concentrado
foram preparadas, separadamente, em solucdo de metanol: acido acético 0,02M (99:1).
Em seguida, efetuou-se a leitura da absorbancia em um comprimento de onda de 361 nm.
A partir da equacao da reta obtida na curva do grafico do padrao, realizou-se o célculo do
teor de flavonoides totais na solucdo extrativa. Todos os pontos foram analisados em
triplicata. Através da curva padréo de rutina e das diluicbes das amostras a concentracao

de flavonoides totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a equacéo 10:

% Flr (m/m) = Ca (mg/ml) x FD x 107 100
Teor de sdlidos (g) (Eq.10)

Em que: Flr = Concentracdo de flavonoides totais; CA = concentracdo da amostra
utilizando a equacao da curva padrdo de rutina; FD = Fator de diluicdo da amostra; 107 =

conversao de mg para g; 100 = porcentagem.
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3.5.3 Doseamento de carotenoides totais

O teor de carotenoides totais na matéria-prima vegetal e no extrato liquido
concentrado foi determinado segundo metodologia proposta por RODRIGUEZ-AMAYA
(2001) com adaptacodes.

Uma amostra de 10g da matéria-prima vegetal e 1 g do extrato liquido concentrado
da Capsicum chinense jacq., foram pesadas separadamente, e transferidas para
Erlenmeyers de 50 mL adicionando 20 mL de acetona refrigerada (£ 4 °C).
Posteriormente, as amostras foram filtradas a vacuo e transferidas para funis de
separacao, acrescentando-se 30 mL de éter de petréleo e 20 mL de agua destilada. Em
seguida, as fases inferiores foram descartadas e os residuos foram lavados por mais duas
vezes com 20 mL de agua destilada, para remocdo total da acetona. Os extratos
restantes foram transferidos para bal6es volumétricos de 50 mL e completados com éter
de petrdleo. A leitura da absorbancia para as amostras foi realizada em espectrofotémetro
no comprimento de onda de 450 nm, utilizando o éter de petr6leo como branco para
calibracdo. O conteudo de carotenoides totais foi expresso em ug de B-caroteno/g da

amostra avaliada, utilizando as Equacgfes 11 e 12:

Axy (ml) x10% x10 X (ug)

X(ug) = X (ug/g) =

Al%4cm x100 (Eq.11) Teor de soélidos (g)

(Eq.12),

Onde X é o0 peso ou a concentracdo do carotenoide, y é o volume do baldo, A é
absorbancia em comprimento de onda especificado, A1, é o coeficiente de absorcao
do carotenoide no solvente utilizado (Para o B-caroteno em éter de petréleo, a
absorbancia (A) a 450 nm o valor de A, que devera ser utilizado é de 2592).0 valor
10° é para a conversdo de g para g, e o valor 100 é para converter o valor percentual de

A, para um valor centesimal, e 10 é o fator de diluicdo da soluc&o.
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3.6 Validacdo do método analitico por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia para a quantificacdo do marcador capsantina no extrato liquido
concentrado de Capsicum chinense Jacq.

O meétodo analitico utilizado para a quantificacdo do marcador capsantina no
extrato liquido da Capsicum chinense Jacq., foi desenvolvido por MINGGUEZ-
MOSQUERA e HORNERO-MENDEZ (1993), com adaptacdes.

As analises foram realizadas em um cromatografo a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) modelo e2695 (Waters®), equipado com bomba quaternaria, e detector de arranjo
de diodos PDA (Waters®). A anélise de dados foi realizada utilizando o software Empower
2.0. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna Promosil C18(4,6 mm de
didametro interno x 250 mm de comprimento, tamanho de particula de 5 ym, 100 A), e pré
coluna C18 (4 x 3,0 mm) Allcrom. A fase mével foi constituida por acetona grau HPLC e
agua ultrapura, com fluxo gradiente de 1,5 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a
29°C, sendo o volume de amostra injetado de 20uL. A deteccéo foi realizada em 450 nm,
e o tempo de corrida foi de 30 minutos. Os solventes da fase mdvel foram previamente
fitrados em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45 um (Millipore) e

desgaseificados em banho de ultrassom.

As amostras do padrdo de capsantina (Sigma Audrich®) foram preparadas com
metanol grau HPLC, e foram filtradas em membrana de 0,45 um (Millipore), antes de sua

analise no cromatografo.
3.6.1 Adequabilidade do sistema cromatografico (System suitability)

A eficiéncia do sistema cromatografico utilizado nas andlises foi avaliada quanto a
sua capacidade em fornecer resultados de exatiddo e precisdo aceitaveis. Os
experimentos foram realizados antes da validacdo do método analitico desenvolvido, e
conduzidos segundo as recomendacfes descritas no guia de validacdo de métodos
analiticos e procedimentos para a industria US-FDA (United States Food and Drug
Administration, 2000). Os parametros de adequabilidade do sistema avaliados foram: fator

de retencdo (k); resolugéo (Rs); numero de pratos tedricos (N); e fator de cauda (TF).
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3.6.2 Validacdo do método analitico

A validacdo da metodologia analitica foi conduzida segundo os critérios
estabelecidos na RDC 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017) e na Instrucéo
Normativa n° 4, de 18 de junho de 2014 (BRASIL, 2014). Os parametros avaliados para a
validacdo do método proposto foram: Seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,

robustez e limites de detecc¢édo (LD) e quantificacao (LQ).
3.6.2.1 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar, de forma inequivoca, o analito de interesse na
presenca de componentes que possam interferir com a sua determinacdo em uma
amostra (BRASIL, 2014).

A seletividade do método foi determinada pela identificacdo do marcador
capsantina, baseado na analise dos perfis cromatogréaficos, nos tempos de retencéo e nos
espectros de absorcao na regido do ultravioleta dos picos obtidos, tanto para o padrao de
referéncia (0,007 mg/mL) quanto para a amostra do extrato liquido concentrado, nos quais
10,10 g do extrato liquido concentrado foram transferidos para um baldo de 25 mL, sendo

completado com acetona grau HPLC (404 mg/mL).
3.6.2.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método € determinada por meio de sua capacidade
em obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo do marcador na
amostra analisada (BRASIL, 2014).

A linearidade do método para o marcador capsantina foi avaliada mediante a
construgdo de uma curva analitica, relacionando a area média obtida por meio de trés
curvas diferentes, com a concentracdo de cada nivel. Para tanto, uma solu¢cdo mae do
padrao capsantina foi preparada, em triplicata, na concentracéo de 7,0 ug/mL, de maneira
independente e em dias consecutivos. A partir da solucdo méae obtida e por sucessivas
diluicbes em metanol, a curva analitica foi construida, utlizando sete niveis de
concentragOes diferentes: 0,48; 1,2; 2,4; 3,6; 4,8; 6,0; 7,2 yg/mL. Os resultados obtidos
foram submetidos a regresséo linear pelo método dos minimos quadrados para obtengéo

da equacao da reta, e a linearidade foi estimada por meio do coeficiente de correlacao (r).
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Para a determinacdo da linearidade da curva da capsantina presente no extrato
liquido da pimenta Capsicum chinense Jacq., preparou-se em triplicata, uma solucdo mae
em concentracao de 404 mg/mL. A partir de cada solugédo méae e por sucessivas diluicoes
em acetona, foi preparada uma curva analitica, utilizando as seguintes concentragdes:
26,93; 67,33; 134,66; 269,33; 404 mg/mL. Os resultados obtidos foram submetidos a
regressao linear pelo método dos minimos quadrados para obtencdo da equacao da reta,
e a linearidade foi estimada por meio do coeficiente de correlacéo (r).

3.6.2.3 Precisao

A precisdo foi avaliada nos niveis de repetibilidade (precisdo intracorrida) e
precisdo intermediéria (precisdo inter-corridas), sendo expresso pelo desvio padréo
relativo DPR (%). Para a avaliagdo da repetibilidade, foram preparadas seis solu¢cdes do
extrato liquido de Capsicum chinense Jacqg. a 100% da concentracdo do teste, isto é, na
concentracdo de 270 mg/mL, utilizando acetona como solvente na diluicdo. As analises
foram efetuadas em um mesmo dia, por um Unico analista. Na precisdo intermediaria, o
procedimento de preparo e leitura das amostras foi realizado conforme descrito para a

repetibilidade, entretanto efetuadas em dias diferentes e por analistas distintos.

Os resultados foram expressos através do desvio padrao relativo entre as amostras
(DPR%), calculado de acordo com a equagéo 13:

op

DPR (%) = (cwp) X 100 (Eq. 13),

Onde: DPR: Desvio padrédo relativo entre as amostras; DP: Desvio padrdo; CMD:

Concentracdo média determinada.
3.6.2.4 Exatidao

O ensaio da exatidao foi avaliado em termos de recuperacéao do padréo, através do
meétodo de adicdo do padrao de referéncia, onde uma quantidade conhecida do padréo
capsantina foi adicionada a uma quantidade também conhecida do extrato liquido de
Capsicum chinense Jacq., em triplicata, utilizando trés niveis de concentracdo: baixo

(135mg/mL), médio (270 mg/mL) e alto (404 mg/mL), resultando em 9 determinacdes. A

71



exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, conforme a equacgéo 14:

o Concentracdo media experimental
Exatidédo = ¢ - ¥ 100

Concentracao tedrica

(Eq. 14),

3.6.2.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir de pequenas e deliberadas modificacbes
nas condi¢bes cromatogréficas, em relacdo ao meétodo original. Para tanto, os fatores
testados foram: Temperatura do forno da coluna (28°C e 30°C) e taxa de fluxo da fase
movel (1,4 mL/min e 1,6 mL/min). Os resultados obtidos foram comparados com os
resultados de solu¢Bes analisadas nas condi¢cdes usuais descritas no método, por meio

do coeficiente de variagdo (DPR%).
3.6.2.6 Limite de detecgéo (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

Partindo da equacao da reta obtida pelo ensaio de linearidade para o padrdo de
referéncia, o LD e LQ da capsantina foram obtidos utilizando o calculo da inclinacao da

curva analitica (IC), e do desvio padrdo (o), conforme as seguintes equagdes:

LD=3,3. o/IC (Eq. 15),

LQ=10.0/IC (Eq. 16),

3.7 Quantificacdo da capsantina no extrato liquido concentrado de Capsicum

chinense Jacq. por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

Para a quantificacdo do teor de capsantina no extrato liquido de Capsicum
chinense Jacqg., 1,35 mg da amostra foram dissolvidas em 5 mL de acetona grau HPLC.
Deixou-se em banho de ultrassom por 30 min. As amostras foram analisadas em CLAE
de acordo com as condi¢cdes cromatograficas descritas no item 3.6. Todas as analises

foram realizadas em sextuplicatas independentes.
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3.8 Identificacdo da capsantina no p6é da Capsicum chinense Jacq. por

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

As amostras foram preparadas em triplicata, com uma concentracao de 200 mg/mL
utilizando a matéria-prima vegetal pulverizada e acetona grau HPLC como diluente. Antes
de serem injetadas no cromatografo, as amostras foram filtradas, e passadas em
membrana de 0,45 um (Millex®), sendo colocadas em vials e submetidas a analise por
CLAE, utilizando as condi¢cfes cromatogréaficas descritas no item 3.6.

3.9 Elaboracéo das férmulacdes fitocosméticas
3.9.1 Delineamento de formulacfes

Foram preparadas sete formulacdes cosméticas com diferentes bases galénicas,
sendo 2 emulsbes (P1 e P7), 3 géis-cremes (P2, P3, P5) e 2 géis (P4 e P6), utilizadas
como excipiente na preparacdo do sérum, todas compostas pelo extrato liquido
padronizado da pimenta Capsicum chinense Jacg., € por ingredientes previamente
selecionados e avaliados, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas e os atributos
desejados para o produto final. A cuidadosa selecdo dos ingredientes assim como suas
concentracfes foram fundamentais para definir a seguranca e eficacia dos cosméticos.
Dentre as sete formulacdes preparadas, apenas uma foi escolhida considerando-se o0s
seguintes fatores:

v Fisicos: Onde foram observadas as propriedades fisicas tais como aspecto, cor,

uniformidade, dentre outras;

v' Quimicos: Onde foram avaliadas a integridade da estrutura quimica, tendo as

caracteristicas fisico-quimicas (pH e densidade) como parametro;

v' Sensoriais: A preferéncia dos consumidores por produtos cosméticos depende de
varias propriedades das formulagées, incluindo, odor, textura, espalhabilidade,

aderéncia e oleosidade residual apos a aplicagao.
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3.9.2 Preparacgao das formulacdes

Para o presente trabalho, preparou-se duas formulacdes cosméticas de sérum em
forma de gel, a partir do SIMULGEL ™ EG (Acrilato de Sdédio / Copolimero de
Acrilonildimetil Taurato de Sédio / Isohexadecano / Polissorbato 80), um polimero liquido
pré-neutralizado que pode ser utilizado em processos quentes ou frios. Dentre as duas
formulacdes elaboradas, em uma foi incorporado o extrato liquido padronizado da C.
chinense Jacq., na outra formulacdo denominada Controle manteve-se apenas a base
cosmeética sem a adicdo do extrato liquido padronizado. Na Tabela 4, estdo descritos os
componentes utilizados para a producdo do teste piloto do cosmético, bem como suas
respectivas concentragcoes percentuais e fungdes (BRASIL, 2007; European Commission
Health and Consumers, 2018).
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Tabela 4: Composicédo quimica das formulag8es cosméticas Sérum gel pimenta Biquinho e Controle.

COMPONENTES CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Sérum gel Pimenta
Biquinho Controle
FASE A
Isononanoato de etil-hexilo 5,000 5,000% Emoliente
Acrilato de Sédio / Copolimero de 4,500 4,500% Estabilizante de textura
Acrilonildimetil Taurato de Sdédio /
Isohexadecano / Polissorbato 80
Ciclopentasiloxano / 30,000 30,000% Formador de filme de
Dimethicone Crosspolimero togue seco
FASE B
Agua 14,370 19,870% Solvente
Propilenoglicol 13,500% 13,500% Umectante
Hidroxiacetofenona 0,500% 0,500% Calmante
Triglicerides do Acido Caprico 2,500% 2,500% Condicionante
Caprilico
Pentaeritritilo Tetra-di-t- 0,100% 0,100% Antioxidante da formula
butilhidroxihidrocinamato
Alcool 0,200% 0,200% Solvente
FASE C
Extrato liquido de Capsicum 5,500% (0,062% ------mme-- Antioxidante para a
chinense Jacq. de capsantina) pele
Caprilato de propilheptil 2,000% 2,000% Emoliente
Hialuronato de Sddio / Fenoxietanol 3,000% 3,000% Formador de filme
/ Metilparabeno / Propilparabeno
Glicereth-7 Triacetato 2,500% 2,500% Emoliente
Acetato Cetilico / Alcool de lanolina 2,000% 2,000% Emoliente
acetilado
Esqualano 1,000% 1,000% Emoliente
FASE D
Agua / Hexapeptideo Acetilico-8 / 5,000% 5,000% Condicionante
Fenoxietanol / Metilparabeno /
Etilparabeno / Butilparabeno /
Propilparabeno
Pentapeptideo-18 / Caprililglicol / 4,000% 4,000% Condicionante
Glicerina
PCA sadico 1,500% 1,500% Hidratante
Carbonato de Dipropil Heptil 2,000% 2,000% Emoliente
Esséncia 0,750% 0,750% Perfume/Fragrancia
Metilcloroisotiazolinona / 0,080% 0,080% Conservante

Metilisotiazolinona

Legenda: Controle: Cosmético sem o extrato padronizado; (-----)- Matéria-prima que néo foi incorporada ao

cosmeético.




Os cosmeticos foram preparados seguindo o método descrito a seguir:

- Os componentes da fase A foram adicionados em um béquer, e agitados com

agitador mecanico até completa homogeneizagéo, a temperatura ambiente.

- Em outro béquer, foram adicionadas as seguintes matérias primas da fase B:
Agua, Propilenoglicol, Hidroxiacetofenona e Alcool. Em seguida esta mistura foi aquecida
a 50 °C, com agitacdo manual até completa solubilizagdo. Posteriormente resfriou-se a
mistura até uma temperatura de 25°C.

- Em um terceiro béquer, foram adicionadas as seguintes matérias primas da fase
B: Triglicerides do acido Caprico Caprilico e Pentaeritritio Tetra-di-t-
butilhidroxihidrocinamato. Em seguida esta mistura foi aquecida a 100 °C, com agitacao
mecanica até completa solubilizacdo. Posteriormente resfriou-se a mistura até uma

temperatura de 25°C.

-Misturou-se os componentes da fase B com a fase A, sob agitacdo com agitador

mecanico, até total homogeneizacao.

-Por fim, adicionou-se as fases C e D sobre a mistura fase A + B, sob agitagdo com

agitador mecanico, até total homogeneizacdo a temperatura ambiente.

- O pH das formula¢gbes cosméticas foi aferido, e os valores encontravam-se na
faixa entre 5,5 e 6,5. Os cosméticos foram mantidos em repouso por 24 horas, a
temperatura ambiente, e posteriormente foram avaliadas suas caracteristicas

organolépticas e fisico-quimicas.

A elaboracdo das duas formulacdes cosméticas, teve como propdésito principal,
avaliar in vivo a eficacia anti-aging e a apreciabilidade do cosmético desenvolvido a partir
do extrato liquido padronizado da C. chinense Jacq., mediante a um teste comparativo
com o respectivo cosmético controle (placebo), cujo extrato liquido padronizado nao foi

incorporado a sua formulagéo.
3.9.3 Teste de centrifugacéo

O teste de centrifugacédo produz um estresse na amostra simulando um aumento

na mobilidade das particulas antecipando possiveis instabilidades (BRASIL, 2004).
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Antes de iniciar os estudos de estabilidade, o fitocosmético Sérum gel pimenta
biquinho desenvolvido a partir do extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. e o
cosmeético controle, foram submetidos ao teste de centrifugacéo, onde, cerca de 5 g das
amostras foram centrifugadas em centrifuga Daiki®, com um ciclo de 3.000 rpm durante
um periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
analisadas visualmente, a fim de serem observadas possiveis precipitacdes, separacdes
de fases, formagOes de “cakings”, coalescéncias entre outras alteragcbes. A né&o
ocorréncia de alteracbes nos produtos centrifugados indicou que 0os mesmos poderiam
ser submetidos aos testes de estabilidade acelerada, sem necessidade de reformulacao.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.10 Estudo de estabilidade acelerada do extrato liquido padronizado de

Capsicum chinense Jacq. e das formulagcfes cosméticas

Tanto o extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. quanto as formulacdes
cosméticas desenvolvidas, foram submetidas a testes para a comprovacdo de suas
respectivas estabilidades. O estudo da estabilidade fornece informacfes que indicam o
grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condi¢cdes a que possa estar
sujeito, desde sua fabricacdo até o término de sua validade. Essa estabilidade é relativa,
pois varia com o tempo e em funcdo de fatores que aceleram ou retardam alteracdes nos
parametros do produto (BRASIL, 2004).

O estudo de estabilidade foi conduzido segundo critérios propostos no Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004), com adaptacdes.

3.10.1 Determinagédo das caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas

Para a avaliagdo das caracteristicas organolépticas das amostras submetidas ao
teste de estabilidade, foram analisados os seguintes parametros: aspecto, cor e odor.
Também foram observadas alteragbes como: precipitacdo, separacdo de fases e
formacao de caking. O aspecto e a cor das amostras foram analisados visualmente sob
condi¢Bes de luz branca natural e artificial. O odor foi avaliado diretamente no produto,
através do olfato. Os resultados foram obtidos por comparacdo com as amostras padrdo
de referéncia, sendo estas os primeiros protétipos produzidos para o Sérum gel pimenta

biquinho (protétipo P6) e para o cosmético Controle.
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O pH foi analisado por potenciometria, utilizando um equipamento digital portatil
microprocessado modelo MPA-210 (Adamo), previamente calibrado com solucgdes tampéo
7,0 e 4,0. A densidade foi determinada pelo método picnométrico, utilizando um

picndmetro em aco inox 304, de 25 mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
3.10.2 Ciclos de Congelamento e Descongelamento

Em frasco de vidro neutro, transparente, e com tampa vedada, cerca de 50g das
amostras foram intercaladas em estufa a 50 + 2°C e freezer a -5 = 2°C, a cada 24 horas
por um periodo de 12 dias, totalizando seis ciclos. As avaliagbes das amostras em estudo
foram realizadas diariamente, segundo suas caracteristicas fisico-quimicas e
organoléptidas. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram

expressos como media e desvio padréo.
3.10.3 Estudo de estabilidade acelerada

Em frasco de vidro neutro, transparente, e com tampa vedada, cerca de 50g das
amostras, foram acondicionadas em condi¢cdes diferentes de temperatura, tais como,
ambiente (25 + 2 'C), Estufa (50 + 2°C) e geladeira (5 + 2 °C), durante um periodo de 90
dias sendo monitoradas periodicamente. Todas as amostras, em triplicata, foram
avaliadas durante os intervalos de 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias para verificar possiveis
alteracdes nas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e fisico-quimicas (pH e
densidade).

3.10.4 Critérios utilizados para aprovacao das amostras submetidas ao estudo de
estabilidade

As interpretacbes dos resultados obtidos durante o estudo da estabilidade das
amostras obedeceram aos critérios estabelecidos pelo formulador. As amostras foram
analisadas em comparagdo aos padrbes de referéncia, sendo estes o0s primeiros
protétipos produzidos para o Sérum gel pimenta biquinho (protétipo P6) e para o
cosmeético Controle. Os critérios adotados para a avaliacdo dos resultados obtidos ao
longo do estudo de estabilidade foram (BRASIL, 2004):

v Aspecto: as amostras aprovadas mantiveram-se integras durante todo o

teste em relagdo aos seus aspectos iniciais, em todas as condicbes a que foram
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submetidas, mesmo em temperaturas elevadas, freezer ou ciclos em que pequenas

alteracbes sao aceitaveis;

v Cor e odor: pequenas alteracbes na cor e no odor das amostras foram

aceitas em temperaturas elevadas ou muito baixas;

v Valor de pH: Amostras com leves modificacdes no pH, com variacdes de até
+ 10 %;

v Densidade: amostras com leves modificagbes, que ndo comprometeram a

percepcao visual das amostras e o volume ocupado por elas.

3.11 Anélise cromatogréafica da capsantina no fitocosmético desenvolvido a
partir do extrato liquido padronizado de Capsicum chinense Jacq. por

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

As amostras foram preparadas a partir do fitocosmético Sérum gel pimenta
biguinho, em triplicata, com uma concentracdo de 400 mg/mL utilizando acetona como
diluente. Antes de serem analisadas no cromatégrafo, as amostras foram filtradas em
membrana de 0,45 um (Millex®), sendo colocadas em vials e submetidas a analise por

CLAE, utilizando as mesmas condi¢cdes cromatogréaficas descritas no item 3.6.

3.12 Determinacdo da atividade antioxidante total in vitro da matéria-prima
vegetal, do extrato liguido padronizado e do fitocosmético obtidos a partir da

Capsicum chinense Jacq.

3.12.1 Obtencédo das solugcbes extrativas a partir da matéria-prima vegetal, do

extrato liquido padronizado e do fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho

Solugbes extrativas foram preparadas na concentracdo de 200 mg/mL para a
matéria-prima vegetal, 100 mg/mL para o extrato liquido padronizado e 600 mg/mL para o
fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho, utilizando alcool etilico 96°GL como solvente
extrator. Em seguida, os baldes contendo as misturas foram deixados em banho de
ultrassom por 30 minutos, e seus conteudos foram filtrados em funil de polietileno,

utilizando papel de filtro qualitativo.
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3.12.2 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1- picril-hidrazil), foi conduzida conforme metodologia descrita por BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) com adaptacdes. O método baseia-se na captura do radical livre
DPPH por agentes antioxidantes existentes na amostra, produzindo um decréscimo da
absorbéancia a 515 nm (BRASIL, 2007a).

A partir das solugbes extrativas obtidas, foram preparadas em tubos de ensaio
cinco diluicdes diferentes, em triplicata, para cada solucdo. Em ambiente escuro, foram
transferidas aliquotas de 20 pL;40 pL;60 pL;80 pL e 100 pyL de cada solugdo extrativa
para tubos de ensaio contendo 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM), preparado no dia da
analise, completando o volume final para 4,0mL com alcool metilico. Posteriormente, os
tubos de ensaio com o conteudo foram homogeneizados em vortex e deixados em
repouso por um periodo de 30 minutos. Apos repouso de 30 minutos, fez-se a leitura da
absorbancia em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 515nm para efetuar o
célculo do ICsp. Foram utilizados 100 pL da solugcdo de alcool métilico com 3,9 mL da

solucédo de DPPH como o controle final, e utilizou-se o alcool metilico como branco.

Para a construcdo das curvas analiticas, em ambiente escuro, foram transferidas
aliquotas de aproximadamente, 4 mL de cada solu¢do de DPPH (nas concentracdes de
20, 40, 60, 80 e 100 mg/mL) para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 515 nm. Utilizou-se alcool metilico, como branco, para zerar o
espectrofotometro. Posteriormente foram plotadas as concentracdes de DPPH no eixo X e
as respectivas absorbancias no eixo Y, onde a equacgéo da reta foi entédo calculada.

O Célculo da atividade antioxidante foi feita, com base nas curvas analiticas de
captura do DPPH pelas solugdes extrativas, onde a partir das equagdes das retas obtidas
pode-se estimar as quantidades de amostras necessarias para reduzir em 50% a
concentragéo inicial do radical DPPH. Todas as determinagfes foram realizadas em
triplicata, e para a avaliacdo dos resultados obtidos na construgdo da curva analitica, foi
realizada analise de regressao linear, calculada a equacdo da reta e o coeficiente de

correlacgéo linear (r).
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3.12.3 Determinag¢ao da atividade antioxidante total no Sistema [3-caroteno/ acido

linoléico

A determinagdo da atividade antioxidante total no sistema [3-caroteno/acido
linoléico, foi conduzida conforme metodologia descrita por MILLER (1971), com
adaptacées. E um método colorimétrico, realizado em comprimento de onda de 470 nm,
baseado na leitura referente & oxidagdo do B-caroteno, induzida pelos produtos da
degradacdao oxidativa do &cido linoleico (BRASIL, 2006).

A partir das solucbes extrativas descritas no item 3.13.1, obtidas utilizando a
matéria-prima vegetal e o extrato liquido padronizado, foram preparadas trés diluicbes em
concentracbes de 0,10 mg/mL; 0,20 mg/mL e 0,30 mg/mL, empregando o &lcool etilico
96°GL como diluente. Para a avaliacdo da atividade antioxidante do fitocosmético néao foi

necessario realizar a diluicdo de sua solucdo extrativa.

Para a determinacdo da atividade antioxidante, preparou-se a solugao sistema [3-
caroteno/4cido linoleico em erlenmeyer, revestido com papel aluminio, através da adicao
de 40 pL de acido linoléico, 530 uL de Tween 40 e 50 pL da solugédo B-caroteno em 1 mL
de cloroférmio. A solucéo obtida foi homogeneizada e o cloroférmio foi, entdo, evaporado
com auxilio de um aparelho oxigenador. Posteriormente adicionou-se agua destilada, pré-
tratada com oxigénio, até que fosse obtida uma absorbéancia entre 0,6 nm e 0,7 nm a 470
nm. Foram transferidas aliquotas de 5 mL da solucéo sistema B-caroteno/acido linoléico,
para diferentes tubos de ensaio contendo 0,4 mL das amostras diluidas e soluctes
extrativas, anteriormente preparadas. Para controle negativo foram utilizados 5 mL da
solugao sistema B-caroteno/acido linoleico, e para controle positivo utilizou-se 0,4 mL da
solucao de trolox (200 mg/L). Em seguida, os tubos de ensaio foram agitados em vortex e
mantidos em banho-maria a 40°C. As leituras de absorbéncia foram realizadas em
espectrofotometro, em comprimento de onda de 470 nm, onde a primeira leitura foi
efetuada apd6s 2 minutos de preparada a mistura, e posteriormente em intervalos de
guinze minutos até o tempo final 120 minutos. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, e para zerar o espectrofotobmetro utilizou-se agua destilada como branco. Os

resultados foram expressos em percentagem de inibicao da oxidagéao.
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3.12.4 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
ABTS®":

A atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS®** (2,2"- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), foi conduzida segundo metodologia descrita por RE
(1999) e modificado por KUSKOSKI et al. (2004). O método basea-se na habilidade que
os antioxidantes possuem em capturar o céation ABTS®*, promovendo a perda da

coloragéo do meio reacional.

A partir das solucbes extrativas descritas no item 3.13.1, obtidas utilizando a
matéria-prima vegetal e o extrato liquido padronizado, foram preparadas cinco diluicdes
em concentra¢des de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 mg/mL, empregando o alcool etilico
96°GL como diluente. Para a avaliacao da atividade antioxidante do fitocosmético néo foi

necessario realizar a diluicdo de sua solucéo extrativa.

Para a determinacéo da atividade antioxidante, o radical ABTS®" foi gerado a partir
da reacdo de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS (7 mM) e 88 pL de solugdo aquosa de
persulfato de potassio a 140 mM. A mistura permaneceu no escuro, a temperatura
ambiente, por 16 horas e posteriormente foi diluida em 1 mL de etanol, a fim de que fosse
obtida uma absorbancia de 0,7 nm (£ 0,05) a 734 nm em espectrofotometro. Foi utilizado
0 alcool etilico como branco.

A solucédo padréo de trolox (2 mM) foi preparada dissolvendo-se 25 mg de Trolox
em alcool etilico até completar o volume para 50 mL, em baldo volumétrico. A partir da
solugéo padrao de trolox (2 mM), foram preparadas solugdes de 100, 500, 1.000, 1.500 e
2.000 uM. Aliquotas de 30 pL, das cinco concentracfes das solucbes de trolox, das
amostras diluidas e solu¢cdes extrativas, separadamente, foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 3,0 mL da solugdo resultante do radical ABTS-*. Posteriormente, as
amostras contidas nos tubos foram homogeneizadas em vortex, e a leitura da
absorbéancia foi realizada 6 minutos apds a adicdo do radical, a um comprimento de onda
de 734 nm, utilizando alcool etilico como branco para zerar o espectrofotdbmetro. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata.

A partir das concentracdes de trolox e as respectivas absorbancias, a equacao da
reta foi obtida e utilizada para calcular a absorbancia referente a 1.000 uM de trolox. A
partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicbes das amostras, plotou-se uma

curva analitica das concentracdes em funcédo das absorbancias. Determinou-se, entéo, a
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equacao da reta que foi utilizada para calcular a atividade antioxidante, substituindo a

absorbancia equivalente a 1000 uM do padrao.

3.13 Avaliacdo subjetiva da eficacia clinica anti-aging, com apreciabilidade
cosmética e aceitabilidade dermatoldgica

A eficcia clinica anti-aging das formulagbes cosméticas foram determinadas por
avaliacdo médica subjetiva dos participantes voluntarios, para comparacdo da condicao
antes e apoés tratamento, baseada em escalas relatadas na literatura (BAZIN; DOUBLET
(2007); TSUKAHARA et al., 2000). Os estudos foram realizados pelo laboratério 1Pclin
Instituto de Pesquisa Integrada Ltda, de acordo com protocolos aprovados por Comisséo
de Etica Médica, seguindo os preceitos da Declaracdo de Helsinque e da Resolucéo
466/12 (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 2012), com nUmero de parecer
substanciado do CEP 2.841.563 (Anexos 1 e 2).

3.13.1 Selec¢éo de voluntarios

Durante as pesquisas de eficacia clinica subjetiva para avaliacdo do efeito anti-
aging com apreciabilidade cosmética do Sérum gel pimenta biguinho e do cosmético
controle, foram selecionadas 66 voluntarias com idades entre 35 a 65 anos, sendo 33
participantes por produto avaliado, fototipos | a IV (FITZPATRICK), sexo feminino, com

pele da face integra e com presenca de rugas no momento do exame inicial.
3.13.2 Critérios de incluséo de voluntarios

No processo seletivo dos voluntarios para este estudo, foram utilizados os

seguintes critérios de inclusao:

v Idade de 35 a 65 anos;
v Presenca de rugas na face;
v Estar em condi¢cbes saudaveis, correspondentes aos requisitos pré-definidos

pelo médico responsavel;

v Pele integra na regido do teste (face);
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v Usuario ocasional de produtos da categoria;

v Fototipo de | a IV segundo a classificacédo de Fitzpatrick;

v Inexisténcia de historicos de irritacdo e/ou alergia ao material utilizado em
estudo;

v Concordéancia em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido;

v Pessoas que queiram participar da pesquisa por livre e espontanea vontade,

sem lucro financeiro, sendo somente ressarcidos 0s custos de transporte e alimentagao.
3.13.3 Critérios de ndo inclusédo / excluséo de voluntarios

Os critérios de nao inclusdo / exclusdo de voluntarios, indica o subgrupo de
individuos que, embora preencha os critérios de inclusdo, também apresenta
caracteristicas ou manifestacdes que podem interferir na qualidade dos dados, assim
como na interpretacdo dos resultados. No processo seletivo de voluntarios, foram

utilizados os seguintes critérios de ndo inclusao / exclusao:
v Doencas de pele: vitiligo, psoriase, lUpus, dermatite atopica;

v Marcas cutaneas na area experimental que interfiram na avaliagcdo de
possiveis reacfes cutaneas (distirbios da pigmentacdo, malformacdes vasculares,
cicatrizes, aumento de pilosidade, efélides e nevus em grande quantidade, queimaduras

solares);

v Dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos

resultados do estudo;
v Gestantes ou lactantes;

v Antecedentes de reacOes alérgicas, irritacdo ou sensacdes de desconforto

intensas a categoria de produto testada;
v Participantes com historico de alergia ao material utilizado no estudo;
v Antecedentes de atopia;

v Portadores de imunodeficiéncias;
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v Transplantados renais, cardiacos ou hepaticos;

v Exposicéo solar intensa ou a sessdo de bronzeamento até 15 dias antes da

avaliacao inicial;

v Uso dos seguintes medicamentos de uso topico sistémico:
Imunossupressores, anti-histaminicos, anti-inflamatérios ndo hormonais, e corticoides até

duas semanas antes da selecéo;

v Tratamento com vitamina A acida e/ou seus derivados via oral ou topica até

01 més antes do inicio do estudo;
v Vacinacdo até 03 semanas antes do estudo;
v Estar participando de outro estudo;

v Qualqguer condicdo ndo mencionada acima que, na opinido do investigador,

possa comprometer a avaliacdo do estudo;

v Histérico de auséncia de aderéncia ou de indisposicdo em aderir ao

protocolo de estudo;

v Profissionais diretamente envolvidos na realizacdo do presente protocolo e

seus familiares.
3.13.4 Produtos avaliados

Os produtos cosméticos avaliados foram um sérum em forma de gel constituido por
extrato padronizado da Capsicum chinense Jacq. sendo denominado Sérum gel pimenta
biquinho, e outro sérum em forma de gel constituido somente pela base galénica do
cosmético, sendo este denominado Controle. Uma amostra de cada produto foi
armazenada e mantida no labortério IPclin® por um periodo de 1 més, ap6s o tempo de
estudo. Os participantes utilizados na avaliacdo de cada um dos produtos foram
escolhidos de forma aleatdria obedecendo somente aos critérios de nao inclusdo /

exclusao de voluntérios.
3.13.5 Aplicagéo do produto

Para as avaliacdes de aceitabilidade dermatologica, apreciablidade cosmética e

eficacia clinica anti-aging, o produto foi aplicado pelos préprios participantes, em sua
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residéncia e segundo o modo de uso informado pelo Patrocinador. O produto foi utilizado
pelos participantes da pesquisa durante 30 £ 2 dias. O objetivo e a metodologia da
pesquisa foram esclarecidos para os voluntirios e estes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Os participantes utilizados nos experimentos foram

escolhidos de forma aleatoria.
3.13.6 Avaliacbes
3.13.6.1 Avaliacao da Eficacia Clinica Subjetiva Anti-aging

Para a avaliacdo da eficacia clinica dos produtos cosméticos, foram avaliados no

inicio e apés os 30 + 2 dias de uso do produto em domicilio, 0s seguintes parametros:

v Rugas tipo pé-de-galinha - Classificado de acordo com o atlas BAZIN;
DOUBLET (2007).

v Sulcos nasolabiais (Skin aging ATLAS, volume 1)
v Rugas na testa - Classificado de acordo com: TSUKAHARA et al., 2000.

v Elasticidade, firmeza e hidratacdo - Classificado como: 1 = muito
hidratada/firme/elastica; 2 = hidratada/firme/elastica; 3 = pouco hidratada/firme/elastica; 4

= muito pouco hidratada/firme/elastica.

3.13.6.2 Avaliacdo da Apreciabilidade Cosmética (Opinido dos participantes da

pesquisa)

Para a avaliacdo da apreciabilidade cosmética, as voluntarias responderam a um
guestionario apo6s os 30 * 2 dias de uso do produto em domicilio, referente aos seguintes

parametros:
v Com o0 uso do produto, vocé percebeu sua pele mais hidratada?
Classificacao: S = Sim; N = Nao.

v Com o uso do produto, vocé percebeu sua pele menos flacida?

Classificacao: S = Sim; N = Nao.

v Com o uso do produto, vocé percebeu que as rugas e linhas de expressao

da face diminuiram? Classificacdo: S = Sim; N = Nao.
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v Com o uso do produto, vocé sentiu a pele mais forte e firme? Classificacéo:
S = Sim; N = Néo.

v Com o uso do produto, vocé sentiu melhora nos sinais de envelhecimento?

Classificacao: S = Sim; N = Nao.

v Com o uso do produto, vocé sentiu que ocorreu a prevencao de novas rugas

e linhas de expressao? Classificacdo: S = Sim; N = N&ao.

v Vocé compraria esse produto? Classificacdo: S = Sim; N = Nao.

3.14 Analise Estatistica

Os testes de estabilidade acelerada, os testes de ciclos de congelamento/
descongelamento e a avaliacdo subjetiva da eficdcia clinica anti-aging com
apreciabilidade cosmética, foram avaliados estatisticamente através do software RStudio
versao 3.4.0 (2017-04-21), utilizando a analise de variancia ANOVA com avaliacdo de
dados pelo Teste de Tukey (p<0,05) com um intervalo de confianca de 95%, e o teste U
de Mann-Whitney (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aquisicao e preparo da matéria-prima vegetal

A principio foram adquiridos 35,235 kg dos frutos da pimenta biquinho, apds o
processo de desidratacdo em estufa a 45 °C por um periodo de 10 dias, o peso foi
reduzido para 5,280 kg, ocorrendo uma perda de 85% em relacdo a sua massa inicial.
Posteriormente, os frutos desidratados foram pulverizados em moinho de facas e
martelos, e seu peso final foi reduzido para 4,480 kg. Deste modo o rendimento total para
0 preparo da matéria-prima vegetal, a partir dos frutos frescos, foi de 12,71% sobre o

peso da matéria-prima vegetal na forma de p6 (Figura 11).

Figura 11: (A) Frutos da pimenta C. chinense Jacq. desidratados; (B) Frutos desidratados pulverizados.

Fonte: O autor.

Ainda que tenha ocorrido perda de matéria-prima vegetal, a secagem da pimenta é
um processo necessario visto que auxilia na conservagcdo dos frutos, proporciona
estabilidade dos compostos quimicos e dos componentes aromaticos, protege contra a
degradacdo enzimatica e oxidativa, permitindo a reducdo do peso e a economia de

energia para manter a matriz vegetal conservada (PARK; YADO; BROD, 2001).
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4.2 Caracterizacdo e Controle de Qualidade do p6 da Capsicum chinense

Jacq.
4.2.1 Analise microscopica da matéria-prima vegetal pulverizada

Na analise microscépica da matéria-prima vegetal pulverizada notou-se a presenca
de estomatos (Fig. A); fragmento de epiderme (Fig. B); fragmento vascular (Fig. C)
material lipidico (Fig. D).

Figura 12: Fotomicrografia do p6 do fruto seco da pimenta C. chinense jag. evidenciadas pelo reagente de

Steinmetz.

; A
100

2 ¥ L™
Nota: Estruturas presentes na matéria-prima pulverizada de C. chinense jacq: Estdmatos (Fig. A); fragmento

de epiderme (Fig. B); fragmento vascular (Fig. C); material lipidico (Fig. D).

Fonte: O autor

A técnica de analise microscopica permite o estudo da natureza intima dos
vegetais, ou seja, de suas células, tecidos, 6érgaos e microestruturas em geral. O controle
de qualidade da droga vegetal deve ser realizado precedendo ao seu uso, e envolve
analise macro e microscopica como primeira etapa para estabelecer a autenticidade, a

identidade e avaliar o grau de pureza da amostra analisada (CHOI et al., 2002).
4.2.2 Determinacgdo da perda por dessecacgao

O teor de perda por dessecacdo encontrado na matéria-prima vegetal obtida a
partir da pimenta C. chinense Jacq. foi de 4,62%. O método consiste na determinacao de

substancias volateis de qualquer natureza, eliminados em condi¢des especificas para o

89



ensaio (BRASIL, 2010). Mesmo ap0s o0 processo de desidratacdo as matérias primas
vegetais demonstram uma tendéncia em manter retida certa quantidade de agua,
podendo acarretar na degradacdo de constituintes quimicos, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias. Portanto, faz se necessario adotar o ensaio de
determinacdo da perda por dessecacdo como um indice de qualidade e conservacéo,
uma vez que o baixo contetudo de umidade na droga vegetal indica que houve eficiéncia
durante o processo de secagem e que o material é estavel (BRASIL, 2014; COUTO et al.,
20009).

A Famacopeia Brasileira 5% ed. (2010) estabelece que o teor de perda por
dessecacdo para drogas vegetais deve apresentar um valor maximo na faixa entre 6 a
15%. Segundo SILVA (2017) o teor de umidade encontrado foi de 5,50%, porém seu
estudo foi realizado com o farelo da pimenta biquinho, desidratada em estufa de
circulacao de ar forcada a uma temperatura de 65 °C por 48 horas. No presente estudo o
teor de perda por dessecacao encontra-se dentro do limite especificado, indicando que o
processo de secagem foi eficiente e que a matéria-prima vegetal ndo estava propensa ao

desenvolvimento de microorganismos e instabilidades quimicas (WHO, 1998).
4.2.3 Determinagao do teor de cinzas totais

A determinagdo do teor de cinzas totais € um método aplicado para quantificar
substancias inorganicas nao volateis e pode ser utilizada, como parametro de controle de
gualidade, evidenciando falsificacbes ou adulteracdes. Deste modo, a droga vegetal
carbonizada a altas temperaturas converte toda a sua matéria organica em dioxido de
carbono, restando apenas compostos minerais na forma de cinzas (FARIAS, 2010;
BRASIL, 2014).

O resultado obtido para o teor de cinzas totais neste trabalho foi de 6,34%. A
Farmacopeia Brasileira 5% ed. (BRASIL, 2010) estabelece que o teor maximo de cinzas
totais aceitaveis para drogas vegetais, encontra-se na faixa entre 2 e 20%, conforme
descrito nas monografias. SILVA (2017), obteve teor de cinzas de 6,62% para o farelo
obtido a partir da pimenta biquinho. REIS (2015), avaliando as caracteristicas fisico-
guimicas dos frutos da pimenta biquinho, encontrou um teor de cinzas igual a 1,17% para
os frutos in natura. Deste modo, o resultado obtido no presente trabalho encontra-se
dentro da faixa estabelecida nos compéndios, estando abaixo do valor determinado por

SILVA (2017) demonstrando que a matéria-prima vegetal analisada, apresentou uma
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pureza maior do que o encontrado na pesquisa citada, uma vez que quanto menor for o
valor encontrado para o teor de cinzas totais, menor sera o indicativo de substancias

inorganicas néo volateis na amostra analisada.
4.2.4 Determinacgdo da granulometria do po

A granulometria € um método que esta diretamente relacionado com a eficiéncia do
processo extrativo, uma vez que particulas muito finas impedem a absorgdo do liquido
extrator e diminuem a eficiéncia da extracdo, ja particulas de alta granulometria ndo
apresentam grande superficie de contato, também diminuindo a eficiéncia (PERTILE,
2007).

A distribuicdo granulométrica do p6 obtido a partir dos frutos desidratados de
Capsicum. chinense Jacq. (pimenta biquinho), permitiu classifica-lo como p6 grosso, uma
vez que a maioria de suas particulas passou pelo tamis com abertura nominal de malha
de 710 um e menos de 40% passaram pelo tamis com abertura nominal de malha de 355
pm (BRASIL, 2010) (Figura 13).

Figura 13: Distribuicao granulométrica das particulas do p6 obtido a partir da Capsicum chinense Jacq.
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Fonte: Préprio autor.

A distribuicdo granulométrica do p6 obtido a partir dos frutos desidratados de

Capsicum chinense Jacq., mostrou-se adequado para o0 processo de extragdo, tendo as

caracteristicas necessarias para evitar a formagdo de canais preferenciais ou
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empacotamento da amostra durante o processo de percolacao, visto que matérias-primas
vegetais com particulas muito finas ndo sdo consideradas as mais adequadas para o
processo de extragcdo, devido a formacdo de canais preferenciais, dificultando a difuséo
do solvente no material vegetal (MARQUES; VIGO, 2009).

4.2.5 Determinacao do indice de intumescéncia

O indice de intumescéncia informa sobre o comportamento de um material vegetal
ao ser misturado com um agente intumescente, e este ensaio permite definir o volume de
solvente que sera utilizado durante o processo de percolacdo (WHO, 1998; COUTO et al.,
20009).

O indice de intumescéncia encontrado para o po de C. chinense Jacq. utilizando
etanol 96°GL como agente intumescedor, foi de 1,27 £ 0,12 mL por grama de amostra.
Este resultado sugere que a matéria-prima vegetal analisada apresenta em sua
composicdo polissacarideos como, por exemplo, mucilagens, que se caracteriza pelo

aumento do volume ocupado pela amostra quando o solvente é adicionado (WHO, 1998).

4.3 Obtencédo do extrato liquido a partir do p6 da pimenta Capsicum chinense

Jacq.

O extrato liquido obtido a partir do pé da Capsicum chinense Jacq., foi elaborado
por processo extrativo denominado percolacdo. No processo de extragao por percolagao
o0 solvente passa através da camada porosa do material vegetal em leito fixo, extraindo as
substancias soluveis. Em geral, uma passagem apenas pela amostra ndo € suficiente
para obter um bom rendimento, por isso faz se necessario reciclar o solvente por mais
vezes para enriquecer ao maximo a solugdo extrativa nos compostos que se deseja
extrair (NAVIGLIO et al., 2007). A percolacdo € um método simples realizado a
temperatura ambiente, por isso, utilizd-lo como método extrativo € vantajoso se
comparado a outros processos de extracdo, por apresentar menor risco de reacdes
guimicas, com consequente formacéo de artefatos resultantes da acdo combinada entre
solventes e altas temperaturas (NAVARRO, 2005).

O solvente utilizado no processo de extracdo por percolacao foi o etanol 96°GL, e

sua escolha fundamentou-se na polaridade e solubilidade do marcador capsantina, visto
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que as diferentes classes de compostos existentes nas plantas apresentam diferentes
polaridades, fato que possibilita selecionar e extrair a substancia ou classe de substancias
de interesse dependendo do solvente extrator escolhido (MACIEL et al., 2002). As
xantofilas tais como a capsantina possuem carater mais polar que os carotenos, ja que
suas moléculas sdo constituidas por atomos de oxigénio, por isso sao soluveis em
solventes mais polares, como os alcoois (etanol, metanol) (KOPEC et al., 2012; BROWN,
1935).

O etanol é um solvente amplamente utilizado na obtencéo de extratos liquidos para
a aplicacdo na industria farmacéutica e cosmética. A presenca do etanol favorece a
extracdo de substancias de polaridade intermediaria devido a sua baixa constante
dielétrica e por sua estrutura molecular com propriedade anfifilica, sendo constituida por
uma parte hidrofilica (hidroxila) e uma parte hidrofébica (cadeia carbbnica) (DE
MEDEIROS e KANIS, 2010; MORESCO, 2013)

O solvente extrator escolhido foi considerado adequado para a extracdo da
capsantina, uma vez que a literatura estabelece a sua solubilidade em solventes
organicos, tais como etanol, metanol, acetona e cloroférmio (GANGOLLI, 2005; HIRASA e
TAKEMASA, 1998).

Apds a maceracdo dinamica por 24 horas, o extrato liquido obtido a partir do p6 da
Capsicum chinense Jacg., foi submetido ao processo de percolacdo sendo posteriormente
concentrado em equipamento de ventilacdo forcada. O rendimento do extrato liquido
concentrado obtido foi de 10 %, onde 20 L do extrato liquido percolado e macerado foram

reduzidos a 2 L apds sua concentracdo por ventilagdo forgada (Figura 14).
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Figura 14: Extrato liquido concentrado de C. chinense Jacq.

Fonte: Préprio autor.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica do extrato liquido concentrado obtido a

partir do p6 da Capsicum chinense Jacq.

A caracterizacao fisico-quimica do extrato liquido da pimenta Capsicum chinense
Jacqg. foi realizada segundo parametros estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira 52

edicao (BRASIL, 2010), e os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5:

Tabela 5: Caracterizacao fisico-quimica do extrato de C. chinense Jacq.

Parametro Resultados Desvio padréo CV (%)
Teor de sélidos (%) 19,16 1,03 5,35
pH 3,70 0,058 1,56
Densidade relativa (g/mL) 1,040 0,0014 0,13
Viscosidade (cP) 3,25 0,025 0,78

Legenda: pH: Potencial hidrogenibnico; cP: Centipoise; CV: Coeficiente de variagéo.

A avaliacdo das propriedades fisico-quimicas do extrato liquido concentrado se faz
necessaria, uma vez que estes dados podem fornecer informacdes Uteis sobre a
padronizacdo da amostra, garantindo a qualidade bem como suas condi¢cdes de

seguranca e reprodutibilidade dos efeitos terapéuticos (KLEIN et al., 2009).
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4.5 Doseamento de fendis, flavonoides e carotenoides totais no po e no

extrato liquido concentrado da Capsicum chinense Jacq.
4.5.1 Doseamento de fenais totais

A determinacdo da concentragdo de fendis totais na matéria-prima vegetal e no
extrato liquido concentrado, obtidos a partir da Capsicum chinense Jacqg., foram feitas
com base na equacdo da reta originada a partir da curva padrdo de acido tanico
construida correlacionando a concentracdo da amostra (mg/mL) com as absorbancias

analisadas em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 510 nm (Figuras 15 e 16).

Figura 15: Curva padrdo de &cido tanico para determinacdo do teor de fendis totais na matéria-
prima vegetal de C. chinense Jacq.
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Figura 16: Curva padréo de &cido tanico para determinagéo do teor de compostos fendlicos totais no

extrato liquido concentrado de C. chinense Jacq.
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A concentragdo de fendis totais encontrados na matéria-prima vegetal e no extrato

liquido concentrado da C. chinense Jacq., estdo descritos na Tabela 6:

Tabela 6: Contelido de fendis totais presentes na matéria-prima vegetal e no extrato liquido concentrado.

Amostra Concentracédo de fendis totais Desvio padréao CV (%)
(mg/100g)
Matéria-prima vegetal 18 0,007 1,90
Extrato liquido concentrado 168 0,012 1,80

Legenda: CV: Coeficiente de variagéo.

A concentracdo de fendis totais encontrado no extrato liquido concentrado da C.
chinense Jacq., foi maior se comparado ao valor obtido para a matéria-prima vegetal.
Verificou-se que o solvente e a técnica de extracdo utilizada no preparo do extrato liquido
concentrado foram capazes de extrair compostos fendlicos em maior propor¢cdo que a
determinada na avaliacdo da matéria-prima vegetal. Os resultados obtidos demonstram a
relevancia de se promover a extracao dos compostos fitoquimicos presentes em matrizes
vegetais, isto porgue a extracdo visa identificar, isolar, purificar e retirar os metabdlitos

secundarios por meio da adicao de solventes especificos (RODRIGUES et al., 2016).

Os compostos fendlicos sdo substancias originadas do metabolismo secundario
das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Suas estruturas
moleculares sdo constituidas por anéis aromaticos, com um ou mais substituintes
hidroxilicos incluindo seus grupos funcionais. Esses compostos sdo amplamente
encontrados nos vegetais, apresentando estruturas variaveis e por isso, sdo considerados
multifuncionais. Estes compostos englobam varias substancias diferentes, a saber: fendis
simples, acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, taninos condensados e hidrolisados e
ligninas (ANGELO e JORGE, 2007).

Na maioria das pimentas, o conteddo de compostos fendlicos aumenta a medida
gue seus frutos atingem um avancado grau de maturagéo. Provavelmente, esse aumento

nos teores de fendlicos em frutos maduros ocorra pelo fato de que esses compostos sao,
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também, responsaveis pela coloracéo e sabor da grande maioria dos vegetais (HOWARD
et al. 2000; KAYS, 1991).

Os compostos fendlicos nas pimentas do género Capsicum demonstram boa
capacidade antioxidante, interagindo preferencialmente com o radical peroxil impedindo
sua autoxidacao e a oxidacao lipidica em tecidos vegetais e animais (DECKER, 1998).
Deste modo justifica-se a necessidade de investigacdo do teor de fendis tanto na matéria-

prima vegetal quanto no extrato liquido da C. chinense Jacq., realizados neste trabalho.

OLIVEIRA (2011) avaliou o teor de fendis totais em extratos alcodlicos das
pimentas dedo-de-moca e de cheiro ardida, pelo método de Folin-Denis, obtendo como

resultado valores de 24,35 mg/100g e 24,09 mg/100g de amostra, respectivamente.

LIMA et al. (2012) determinou o teor de fendis totais, pelo método de Folin-
Ciocalteau, na pimenta dedo-de-moca comercializada na cidade de Imperatriz do
Maranhdo, utilizando extrato aquoso, hidroetandlico e etandlico da pimenta, e
encontraram valores de fenodis totais de 0,51; 0,43 e 1,50mg/100g de amostra,
respectivamente. Os pesquisadores comprovaram, ainda, que o alcool etilico apresentou
melhor poder extrator para compostos fendlicos na pimenta, se comparado com as

demais solu¢cdes mencionadas no trabalho citado.

PEDO et al. (2014) verificou pelo método de Folin-Ciocalteau, diferentes teores de
polifendis em pimenta doce submetida a variadas formas de adubacado, cujos valores

foram de 6,37 a 6,96 mg/100g de amostra.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que as pimentas do género
Capsicum, particularmente a C. chinense Jacq. da variedade biquinho, séo ricas fontes de

compostos fendlicos totais.
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4 5.2 Doseamento de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais foi calculado utilizando a equacéo linear baseada
na curva de calibragcédo y = 28,324x - 0,015 para a matéria-prima vegetal, e y = 34,267x -
0,0254 para o extrato liquido concentrado, onde y é a absorbancia e x € o conteudo de
flavonoides totais. O flavonoide rutina foi utilizado como padréo para a construcao das

curvas analiticas demonstradas abaixo:

Figura 17: Curva analitica de rutina para determinacéo do teor de flavonoides totais na matéria-prima

vegetal de C. chinense Jacq.
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Figura 18: Curva analitica de rutina para determinagdo do teor de flavonoides totais no extrato liquido

concentrado de C. chinense Jacq.
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A concentragdo de flavonoides totais encontrados na matéria-prima vegetal e no
extrato liquido concentrado da C. chinense Jacq., estdo representados na tabela 7:

Tabela 7: Conteldo de flavonoides totais presentes na matéria-prima vegetal e no extrato liquido

concentrado
Amostra Concentracéao de flavonoides Desvio padréao CV (%)
totais (mg/100g)
Matéria-prima vegetal 10 0,030 5,53
Extrato liquido concentrado 90,7 0,017 2,27

Legenda: CV: Coeficiente de variacio

Mediante aos resultados obtidos, observou-se que o extrato liquido concentrado
apresentou maior concentracdo de flavonoides se comparado aos resultados alcancados,
para o mesmo fitocomposto, na matéria-prima vegetal. Este ocorrido sugere que a
guantidade de flavonoides pode variar conforme a procedéncia das amostras, 0s
solventes utilizados no processo extrativo e a técnica de extracdo (PAPAGEORGIOU et
al., 2008).

Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios fendlicos, largamente
distribuidos no reino vegetal, tendo, como caracteristica marcante a capacidade de atuar
como antioxidantes sequestradores de radicais livres, mais especificamente os radicais
superoéxido e peroxil (WILMSEN; SPADA; SALVADOR, 2005). De forma geral, a atividade
antioxidante dos flavonoides esta relacionada com sua estrutura molecular, dependendo
assim do numero de substituintes hidroxil que apresenta na sua constituicdo. Deste modo,
guanto maior o numero de substituintes hidroxil, maior sera o potencial antioxidante do
composto flavonoide (HAVSTEEN, 2002).

MENICHINI et al., (2009) avaliando os teores de flavonoides totais em extrato
etanolico dos frutos maduros da pimenta C. chinense Jacq.(variedade habanero), pelo
método de complexacdo com cloreto de aluminio, encontraram um valor correspondente

a 45 mg/100 g dos frutos in natura.
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LIMA et al., (2012) obtiveram um teor de flavonoides equivalente a 47 mg/100g em
extrato alcodlico de pimentas dedo de moc¢a comercializadas em Imperatriz-MA. LOIZZO
et al., (2013), detectaram valores maximos de 44 e 37 mg /100 g de extrato seco para
duas diferentes cultivares da espécie C. annuum. SHOTORBANI et al.,, (2013),
demonstraram um teor maximo de 7,5 mg/100g de fruto fresco em pimentas vermelhas
doces da espécie C. annuum L. Todas as determinacdes do teor de flavonoides citadas,

foram realizadas pelo método de complexagdo com cloreto de aluminio.

Os valores determinados neste trabalho indicam que a C. chinense Jacq. (pimenta
biquinho) possui niveis satisfatérios de flavonoides em sua composi¢do, sendo
comprovado por SEVERO (2015) que obteve uma concentracdo de flavonoides totais
referentes a 8,14 mg/100g para o farelo da pimenta biquinho, e SILVA (2017) que
determinou um teor de flavonoides igual a 219,04 mg/100g para o extrato liquido da

mesma variedade de pimenta, ambos utilizando o método descrito por FRANCIS (1982).

Neste sentido, os dados anteriomente apresentados fundamentam a importancia
do estudo do teor de flavonoides realizado neste trabalho, uma vez que este fitocomposto
também possui potencial de uso na fabricacdo de produtos industrializados devido as

suas propriedades antioxidantes.
4.5.3 Doseamento de carotenoides totais

A matéria-prima vegetal e o extrato liquido concentrado, obtidos a partir da pimenta
biguinho (C. chinense Jacq.), foram submetidos ao teste de doseamento de carotenoides

totais, cujos resultados encontram-se descritos na Tabela 8:

Tabela 8: Conteudo de carotenoides totais presentes na matéria-prima vegetal e no extrato liquido

concentrado
Amostra Concentracdo de carotenoides Desvio padréo CV (%)
totais (mg/100g)
Matéria-prima vegetal 9.10 0,022 9,46
Extrato liquido concentrado 83,7 0,016 1,96

Legenda: CV: Coeficiente de variacao.
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Os resultados obtidos demonstraram uma concentracdo de carotenoides maior
para o extrato liquido da Capsicum chinense Jacq., em comparacdo aos valores
observados, durante a analise do mesmo metabdlito secundario, na matéria-prima
vegetal. Segundo RODRIGUEZ-AMAYA et al., (2008), existem varios fatores que tornam
dificil a andlise de carotenoides dentro de uma matriz vegetal: a variabilidade qualitativa e
guantitativa da composicdo na amostra, a ampla variagdo nas quantidades dos
carotenoides dentro de uma mesma amostra. Além disso, o contelido de carotenoides em
fontes vegetais depende da quantidade e do tipo da amostra analisada, forma de
extracdo, perdas fisicas ocorridas durante o procedimento, degradacéo oxidativa durante
a andlise ou estocagem da amostra, entre outros (RODRIGUEZ-AMAYA e AMAYA-
FARFAN, 1992).

Os carotenoides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos
naturais devido a sua ampla distribuicdo no reino vegetal, sua grande diversidade
estrutural e por sua multifuncionalidade, sendo definidos quimicamente como
tetraterpenoides. Por serem compostos bioativos multifuncionais, alguns destes
carotenoides sao pro-vitaminas A, ou seja, transformam-se em vitamina A no organismo.
Outros ndo sdo precursores de vitamina A, mas agem como agentes antioxidantes, na
eliminacdo de radicais livres. Os carotenoides em geral apresentam propriedades
antioxidantes, sendo conhecidos por reagirem com o oxigénio singleto, que constitui uma
forma altamente reativa do oxigénio molecular, o qual apresenta dois elétrons de spins
opostos ocupando orbitais diferentes ou ndo (RODRIGUES-AMAYA, 1999).

Um dos atributos mais caracteristicos nos frutos das pimentas do género Capsicum
€ sua diversidade de cores, que ocorre devido a um contetdo notavel de diferentes tipos
de carotenoides (BURRUEZO et al., 2010). A sua coloracéo vai de amarelo a vermelho,
sendo que estes pigmentos, essénciais para 0 uso como corantes alimenticios, também
conferem a esses frutos um notavel valor nutricional. Deste modo, muitos carotenoides
encontrados em pimentas apresentam excelentes propriedades antioxidantes. O potencial
antioxidante dos carotenoides se deve a presenca de um sistema de duplas ligacbes
conjugadas, que confere a estes a capacidade de desativar as espécies reativas
(MATSUFUJI et al., 1998). Estes pigmentos podem atuar tanto na protecdo de células
contra radicais livres, como sequestrar espécies reativas de oxigénio (YOUNG e LOWE,
2007).
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OLIVEIRA (2011), estudando o teor de carotenoides em quatro espécies de
pimentas do género Capsicum observou uma variacdo de 57 mg/100 g para pimenta de

cheiro ardida e 40mg/100 g para pimenta de cheiro.

NEITZKE et al., (2015), analisaram o teor de carotenoides em variedades de
pimentas do género Capsicum baccatum utilizando o mesmo método deste trabalho, e
encontraram valores de 71,55 mg/100 g para a pimenta Cambuci e 39,75 mg/100g para a
pimenta dedo-de mocga.

SILVA (2017), avaliando a potencialidade das pimentas biquinho como alimento
natural, relatou uma quantidade de carotenoides totais igual a 10,84 mg/100 g.
CARVALHO et al., (2013) determinou por cromatografia a liquido de alta eficiéncia os
teores de carotenoides na pimenta biquinho, revelando um contetudo de 71,33 mg/100 g

do fruto.

CARVALHO et al., (2014) ao determinar o teor de carotenoides para a pimenta
biqguinho em avangado grau de maturacgéo, verificaram um valor de 10,42 mg/100 g de
extrato. BERNARDO et al. (2015) avaliaram o extrato de pimenta-biquinho como forma de
conservacao desta hortalica, e verificaram um teor de carotenoides maximo de 76 mg/100

g da amostra.

Em estudo sobre a caracterizagdo e quantificacéo de constituintes antioxidantes de
pimenta C. annuum L., os autores verificaram 45,59 mg/100 g de carotenoides totais, para
as pimentas maduras in natura (MARIN et al., 2004). COLLERA-ZUNIGA et al., (2005),
realizando um estudo comparativo da composicao de carotenoides em trés variedades de
pimentas mexicanas do género C. annuum L., identificaram, para carotenoides totais,
valores de 6,76 a 7,52 mg/100g.

De um modo geral, os resultados determinados neste trabalho sugerem que as
amostras da matéria-prima vegetal e do extrato liquido concentrado, obtidos a partir da C.
chinense Jacq. variedade biquinho, apresentam bons niveis de carotenoides totais,
tornando estas matrizes vegetais excelentes fontes de carotenoides, com potencial
aplicabilidade na elaboracdo de produtos farmacéuticos e cosmeéticos com atividade

antioxidante.
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4.6 Validacdo de método analitico por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia para a quantificagdo do marcador capsantina no extrato liquido
concentrado de Capsicum chinense Jacq.

Métodos analiticos que ndo estejam descritos na Farmacopeia, empregados para
analise qualitativa e quantitativa do ativo vegetal e do produto acabado, devem ser
validados segundo parametros preconizados pela RDC 166/2017. A validagcao tem como
principal objetivo, demonstrar que o método analitico desenvolvido é apropriado para a
finalidade almejada, quer seja uma determinacdo qualitativa, semiquantitativa e/ou
guantitativa do analito de interesse (BRASIL, 2014).

Os parametros avaliados para a validacdo do método analitico, utilizado na
guantificacdo da capsantina no extrato liquido da C. chinense Jacq., foram: seletividade,

linearidade, preciséo, exatidao, robustez, limites de deteccao (LD) e quantificacédo (LQ).
4.6.1 Adequabilidade do sistema cromatogréfico (System suitability)

Os testes de adequacdo do sistema séo parte integrante do método analitico por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia, sendo utilizados para verificar se tanto a
resolucdo quanto a reprodutibilidade do sistema cromatografico estdo adequados para a
realizacdo das analises (BRASIL, 2010). Os parametros a serem avaliados e seus limites

foram recomendados, de acordo com a US-FDA (2000).

Para tanto, antes de iniciar os experimentos de validacéo, as condicbes do sistema
cromatografico utilizado foram avaliadas através da realizacdo de um conjunto de testes,
com o intuito de garantir que os resultados de exatiddo e precisdo gerados fossem
aceitaveis. Os parametros avaliados para verificar a adequabilidade do sistema foram:
fator de retencéo (k); resolucao (Rs); numero de pratos tedricos (N), e fator de cauda (TF).
Nestes testes, cada um dos parametros foi avaliado quanto a sua adequabilidade para as
analises do padrdo e das demais amostras, realizando-se 0s testes no comprimento de
onda adequado para a avaliacdo da capsantina (RIBANI et al., 2004; US-FDA, 2000;
DOLAN, 2004)

Os resultados dos parametros de adequabilidade do sistema cromatografico estao
expostos na Tabela 9, atestando que o sistema esté apto a gerar resultados de exatidao e

precisdo adequados para a quantificacdo do marcador quimico capsantina.
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Tabela 9: Resultados dos parédmetros de adequabilidade do sistema (system suitability) para o marcador

guimico capsantina.

Parametros Especificacao (FDA)* Resultado
Fator de retencdo (k) >2 7,05
Resolucéo (Rs) >2 12,9
Fator de cauda (T) <2 1,26
Numero de pratos tedricos (N) > 2000 11.500

*Fonte: US-FDA (2000)

4.6.2 Validacado do método analitico proposto
4.6.2.1 Seletividade

O ensaio de seletividade verifica a capacidade que o método possui de medir
exatamente uma substancia em presenca de outros componentes, tais como impurezas,
produtos de degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2014). A andlise foi feita por
meio de comparacdo entre os tempos de retencdo e espectros de absorcéo ultravioleta

dos picos do marcador capsantina no padrdo (Sigma-Aldrich®, Brasil Ltda) e na amostra.

A seletividade foi comprovada para o método analitico proposto neste trabalho,
uma vez que o pico da capsantina foi separado, de forma inequivoca, dos demais
componentes interferentes presentes na amostra (Figura 19). Os espectros de absorcao
na regido UV-visivel mostram a pureza do pico da capsantina tanto na amostra do padréo
guanto no extrato liquido, demonstrando se tratar apenas do composto capsantina, nao

havendo a presenca de interferentes (Figura 20).
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Figura 19: Cromatogramas HPLC-PDA do padrao (A) Capsantina; (B) No extrato liquido de C. chinense
Jacq. Pimenta biquinho; (C) Sobreposicao de A e B. Condi¢c8es cromatograficas: Coluna Promosil C18, 250
X 4.6 mm, 5 ym, 29°C / Acetona: H,O, gradiente / 1,5 mL/min.
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Fonte: Software Enpower 2.0.

Os espectros de absorcdo na regido UV-visivel sdo a primeira ferramenta de
pesquisa para a identificagdo dos carotenoides. O comprimento de onda de absorcao
maxima (Amax) e a forma do espectro sdo especificos do sistema de duplas ligacdes
conjugadas denominado cromoforos, que proporcionam aos carotenoides sua cor
aparente e fornecem o espectro de absorcao visivel, servindo como base para a sua
identificacdo e quantificacdo (Figura 20). A maioria dos carotenoides podem absorver no

maximo trés comprimentos de onda, resultando em trés picos de espectros, e quanto
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maior o numero de duplas conjugadas, maiores serdo os valores Amax (BRITTON et al.,

1995).

Figura 20: Espectros de absorcdo na regido UV-visivel do marcador capsantina: (A) No padréo; (B) No

extrato liquido da C. chinense Jacq. (Pimenta biquinho).
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Fonte: Software Enpower 2.0.

4.6.2.2 Linearidade

A linearidade consiste na capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que

seus resultados sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,

dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2014). A linearidade da curva analitica foi

determinada por regresséao linear pelo método dos minimos quadrados em um intervalo
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de concentracfes determinadas tanto para o padrdo quanto para o extrato liquido de C.
chinense Jacq. Este parametro foi avaliado mediante a andlise do coeficiente de
correlacao (r), obtido pelo método de regressao linear da curva analitica construida para o
padréo e para o extrato liquido de C. chinense jacq. (pimenta biquinho). Brasil (2014),
preconiza que quando a curva analitica for elaborada com o padréo o valor do coeficiente
de correlacdo deve ser maior ou igual a 0,99, e quando for elaborada para amostras

podera ser aceito um valor de “r’ maior ou igual a 0,98.

O estudo de linearidade para a quantificacdo da capsantina no padréo e no extrato
liquido da C. chinense Jacq., exibiram resultados satisfatorios, ja que as curvas analiticas
obtidas apresentaram valores de coeficiente de correlacdo (r) maiores do que 0,99
(BRASIL, 2014). Desta forma, a metodologia analitica desenvolvida neste trabalho
mostrou linearidade, uma vez que foi capaz de apresentar valores de area do pico
diretamente proporcionais as concentracdes de capsantina presente nas amostras do

padréo e do extrato liquido (Figuras 21 e 22).

Figura 21: Curva analitica média do padrdo capsantina.
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Figura 22: Curva analitica média do extrato liquido de C. chinense Jacq.
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4.6.2.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos nas
analises de seis determinacdes a 100% da concentracao do teste. Os ensaios realizados
para andlise de repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram coeficientes de

variacdo de 3,52% e 3,02%, respectivamente (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10: Repetibilidade do método analitico para quantificacdo de capsantina.

Analise Concentragao de Teor i (0 . 5 (0 Cv
Capsantina (ug/mL) (%) Teor Médio (%) Desvio Padréo (%) (%)

1 3,05 1,12

2 3,06 1,13

3,23

8 1,19 1,13 0,04 3,52

4 3,11 1,15

5 2,89 1,07

6 2,95 1,09

Legenda: CV:Coeficiente de variacao.
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Tabela 11: Precisao intermediaria do método analitico para quantificacdo de capsantina.

Analise Cg;ggﬁ{:;r:‘ésg/%‘i) Ieo/‘z)f Teor Médio (%) Desvio Padrio (%) g}o’)
1 3,05 1,12
2 3,06 1,13
3 3,23 1,19
4 311 1,15
5 2,89 1,07
° 2% o 1,12 0,03 3,02
7 3,02 1,11 ' : :
8 2,98 1,09
9 2,95 1,09
10 3,08 1,13
11 3,14 1,16
12 3,06 1,12

Legenda:Coeficiente de variag&o.

Os valores obtidos indicam a precisdo do método desenvolvido para a

guantificacdo da capsantina, tanto em nivel de repetibilidade quanto em nivel de precisédo

intermediaria, uma vez que o desvio padrdo relativo entre os resultados das replicatas

realizadas foram menores que 5%, conforme especificacdo da ANVISA (BRASIL, 2017).

4.6.2.4 Exatidao

A exatiddao de um método analitico é a conformidade entre os resultados obtidos

em um ensaio e o valor de referéncia reconhecido como verdadeiro (BRASIL, 2014). A

exatiddo foi avaliada em termos de recuperacdo do padrdo de referéncia, através do

método de adicdo de padrdo nas amostras do extrato liquido de C. chinense Jacq.,

utilizando trés niveis de concentracdo: baixo (135mg/mL), médio (270 mg/mL) e alto (404

mg/mL). Os resultados obtidos para a determinacdo da exatiddo pelo teste de

recuperacgéao estdo representados na Tabela 12.
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Tabela 12: Determinagdo da exatiddo do método analitico pelo teste de recuperagdo do padrao realizado

no extrato liquido de C. chinense Jacq.

Nivel Concentracdo Concentracdo Média Desvio CV Padréo Médiada Desvio CV
Tedrica do padréo (%) padrdo (%) recuperado recuperacdo padrdo geral
(mg/mL) recuperado (%) do padréo (%)
(Hg/mL) (%)
135 3,18 105,72
BAIXA 135 3,12 3,14 0,03 0,95 103,92
135 3,13 104,09
270 2,99 99,66
MEDIA 270 2,97 3,04 010 3,32 98,95 102,91 2,30 2,24
270 3,16 105,11
404 3,12 103,95
ALTA 404 3,09 3,10 0,02 0,62 102,76
404 3,09 102,95

Legenda: CV: Coeficiente de variacao.

Conforme exposto na Tabela 12, o percentual de recuperacdo do padrdo variou de
98,95 a 105,72%, com média de 102,91% e coeficiente de variacdo geral de 2,24%,
sugerindo a exatiddo do método desenvolvido para a quantificacdo de capsantina no
extrato liquido de C. chinense Jacq. Segundo RIBANI et al., (2004), os intervalos de
recuperacdo aceitdveis dependem da complexidade analitica da amostra, e admitem
valores que variam de 50% a 120% para a exatiddo, com um coeficiente de variacéo

maximo de 15%.
4.6.2.5 Robustez

O teste de robustez mede a capacidade que o método analitico apresenta em
resistir a pequenas e deliberadas variagdes nos parametros analiticos iniciais (BRASIL,
2014). Para tanto, a robustez do método foi avaliada a partir de pequenas e deliberadas
modificacdes nas condi¢des cromatograficas em relacdo ao método original, tais como
temperatura da coluna (28°C e 30°C) e taxa de fluxo da fase movel (1,4 mL/min e 1,6
mL/min). Os resultados obtidos para a robustez avaliada neste trabalho estéo descritos na
Tabela 13.
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Tabela 13: Robustez do método analitico para quantificagcdo de capsantina no extrato liquido de C.

Chinense Jacq.

Condicédo Analitica Média da area do Pico Média do tempo de Desvio Padréo Ccv
(uv*S) retengéo (%) (%)
(Min.)

Método original 353343,667 6,46 0,0286628 0,443857
Temperatura 30°C 372065 6,13 0,163 2,587
Temperatura 28°C 372241,667 6,23 0,1158333 1,826

Fluxo 1,6 mL/min 348642,667 5,92 0,192812 3,115314
Fluxo 1,4 mL/min 397440 6,66 0,256472 4,084599

Legenda: CV: Coeficiente de variacao.

Os ensaios de robustez mostraram que as pequenas e deliberadas modificacdes
nas condicdes cromatograficas em relacdo ao método original, ndo resultaram em
problemas na quantificacdo da capsantina, sendo que os valores de coeficiente de
variacdo obtidos com estas alteracdes foram inferiores a 5% (BRASIL, 2017). Portanto, os
resultados obtidos evidenciaram a robustez do método analitico utilizado para a

guantificacdo da capsantina no extrato liquido de C. chinense Jacg.
4.6.2.6 Limite de deteccgao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

De acordo com BRASIL (2017), o limite de deteccédo (LD) € a menor concentracédo
do analito que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado, nas condi¢des
experimentais estabelecidas para a andlise, e o limite de quantificacdo (LQ) é a menor
concentracéo do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo

aceitaveis, nas condi¢cdes experimentais adotadas para a analise.

O limite de deteccao (LD) do método analitico avaliado foi de 0,48 pug/mL, e o limite
de quantificacdo (LQ) correspondeu a 1,46 pg/mL. Os resultados obtidos demostraram a
capacidade do método proposto neste trabalho, em detectar e quantificar concentracées
do marcador quimico capsantina, compativeis com as quantidades presentes na amostra

do extrato liquido concentrado da Capsicum chinense Jacq.
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4.7 Quantificacdo da capsantina no extrato liquido concentrado de Capsicum

chinense Jacq. por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

O teor total da capsantina quantificada mostrou que o extrato liquido obtido a partir
da pimenta biquinho, possui teor de 1,13% de capsantina com concentracdo média de
3,05 pg/mL e coeficiente de variacdo de 3,52%. Os resultados obtidos sugerem que o
extrato liquido de C. chinense Jacq. pode ser uma alternativa como principio ativo
antioxidante para industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, com potencial
aplicabilidade no desenvolvimento dos mais diversos tipos de formulacdes. O método
analitico para a quantificacdo da capsantina, validado neste trabalho, pode ser uma
ferramenta importante no controle de qualidade de extratos liquidos produzidos a partir

dos frutos das pimentas Capsicum.

4.8 ldentificacdo de capsantina no p6é da Capsicum chinense Jacq. por

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

A identificacdo do marcador capsantina a partir da matéria-prima vegetal da
Capsicum chinense Jacq. variedade biquinho, foi realizada por Cromatografia a Liquido
de Alta Eficiéncia, utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas descritas no item 3.6
deste trabalho. O pico da capsantina na matéria-prima vegetal foi identificado pelo seu
tempo de retencdo (6,485 minutos), em comparacdo com o tempo de retencéo (6,710
minutos) observado para o padrdo da capsantina (Figura 23). A deteccdo da capsantina

nas amostras foi feita no comprimento de onda de absor¢cdo maxima de 450nm.
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Figura 23: Cromatogramas HPLC-PDA do padrdo (A) Capsantina; (B) No p6 de C. chinense Jacq.
Pimenta biquinho; (C) Sobreposicao de A e B. Condi¢des cromatograficas: Coluna Promosil C18, 250 x 4.6

mm, 5 uym, 29°C / Acetona: H,O, gradiente / 1,5 mL/min.
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Fonte: Software Enpower 2.0

A quantificacdo da capsantina na matéria-prima vegetal por método cromatografico,
no entanto, ndo foi possivel uma vez que a quantidade deste marcador quimico na
amostra encontra-se abaixo do limite de quantificagédo, inviabilizando sua determinacao
com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas. O
limite de quantificagéo (LQ) equivale a concentragcdo mais baixa da curva de calibragéo, e
uma vez estabelecida, deve ser utilizado como limite operacional. Um resultado obtido

abaixo do LQ pode indicar a presenca do analito de interesse, porém ndo quantifica a
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concentracdo real na amostra. Em outras palavras, extrapolacdes para valores abaixo da

curva de calibragdo nao séo recomendadas (BRASIL, 2014).

Entretanto, a técnica de identificacdo dos compostos fitoquimicos presentes nas
drogas vegetais, por cromatografia a liquido de alta eficiéncia, pode ser utilizada como
forma de avaliar a qualidade da matéria-prima com finalidade terapéutica. O teor dos
constituintes na matéria-prima vegetal pode variar consideravelmente com a época, local
da coleta, formas de cultivo, condi¢des climaticas, idade do material vegetal, periodo e
condi¢Bes de armazenamento (KLEIN et al., 2009). Muitos fatores afetam a proporcéo de
capsantina na pimenta, além do grau de maturacdo, variedade e diversidade genética,
estudos anteriores apontam que 0S processos de secagem e moagem das pimentas,

podem favorecer a perda de capsantina nas amostras analisadas (SHAH et al., 2014).

Os resultados apresentados indicam a presenca da capsantina na matéria-prima
vegetal, obtida a partir da C. chinense Jacq. (pimenta biquinho), tornando-a uma fonte

natural de obtencéo para este carotenoide.

4.9 Elaboracédo das férmulacdes fitocosméticas
4.9.1 Delineamento de fomulacdes

A elaboracdo das formulacdes cosméticas foram realizadas conforme diretrizes
descritas no Manual de Boas Préaticas em Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos para
a Industria de Higiene Pessoal Perfumaria e Cosméticos (BRASIL, 2007) com

adaptacoes.

Foram propostas sete formulagbes protétipos com diferentes bases galénicas,
sendo 2 emulsbes (P1 e P7), 3 géis-cremes (P2, P3, P5) e 2 géis (P4 e P6), utilizadas
como excipiente na preparacdo do sérum, sendo aplicados 0s mesmos percentuais do
extrato liquido padronizado de Capsicum chinense Jacq. em todas as amostras (Figura
24). Os ingredientes utilizados na fabricacdo dos produtos cosméticos propostos foram de
origem sintética e natural. A cuidadosa selecdo dos ingredientes assim como suas
concentragfes foram fundamentais para definir a seguranca e eficacia do produto. Foi
levada em conta a estrutura quimica dos ativos, pois, isto forneceu informacdes a respeito

de sua atividade biologica e quimica. Outros pontos foram considerados, como as
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possiveis interaces com outros ingredientes da formulacdo e potencial de penetracao

cutanea, segundo informacdes descritas na literatura (BRASIL, 2007).

Figura 24: Sete protoétipos (testes piloto) do cosmético desenvolvidos a partir do extrato liquido padronizado

da C. chinense Jacq., pimenta biquinho.

Fonte: O préprio autor.

O prototipo P6 foi considerado, o mais estavel das amostras elaboradas (Figura
25), uma vez que em quinze dias de repouso suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas nao sofreram alteracdes relevantes, sugerindo que as condi¢cdes
encontradas na base galénica preparada para este prototipo, impossibilitou a
isomerizacdo e a oxidacdo dos pigmentos carotenoides evitando deste modo a perda
pronunciada de cor, seguida da oxidacdo do produto. Entre as caracteristicas quimicas e
biolégicas dos carotenoides, encontra-se um sistema de duplas ligagdes conjugadas
responsaveis pelo poder corante e por sua atividade antioxidante, ao passo que esse
mesmo sistema é responsavel pela instabilidade e consequente isomerizacao e oxidacao
durante seu processamento (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).
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Figura 25: Protétipo P6, a amostra considerada mais estavel entre os sete prototipos desenvolvidos.

Fonte: O proprio autor.

4.9.2 Preparacdao das formulacdes

A féormula cosmética escolhida e elaborada neste trabalho, a partir do protétipo P6,
foi um sérum com base gel. O sérum é um produto de uso facial que se diferencia do
tradicional creme ou hidratante, por sua textura e ingredientes utilizados em sua
composi¢do. Usualmente, sdo mais fluidos e menos gordurosos, favorecendo a
penetracdo dos ativos com maior rapidez, consequentemente atingindo regidbes mais
profundas da pele. Por ser composto por elevadas concentracfes de ingredientes
ativos, o sérum atua de forma mais efetiva que os demais produtos cosméticos de uso
facial (LICE, 2012).

A base do sérum foi constituida por um gel, sendo este estruturado em uma rede
tridimensional formada por macromoléculas gelificantes, entre as quais se distribui o
liquido. O gel € uma forma cosmética bem aceita pelos consumidores, em virtude de seu
aspecto transparente, na maioria das vezes, e por sua facil aplicabilidade. Sdo bem
tolerados por todos os tipos de pele, sao livres de gorduras e ndo mancham tecidos. Os
géis, em geral, apresentam boa compatibilidade com vérios ativos anti-aging, possuem
efeito emoliente, produzem sensacéo de frescor sobre a pele apos sua aplicacdo e secam
rapidamente sem deixar residuos (OLIVEIRA, 2009).
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O estudo neste trabalho é quali-quantitativo, onde se desenvolveu em laboratério
uma formulacdo cosmética utilizando ingredientes especificos com o intuito de
disponibilizar um produto que atenda as demandas de mercado concernentes a um
fitocosmético, com atividade antioxidante e acdo anti-aging, de facil aplicacdo e boa

espalhabilidade, com pouca carga oleosa, que tenha toque seco sem deixar residuos.

Os componentes da formulacdo do sérum gel atendem as seguintes legislacdes

vigentes:

v RDC N° 07, DE 10/02/2015 - Disp0e sobre os requisitos técnicos para a
regularizacdo de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes e da outras

providéncias;

v RDC 03 de 18/01/12 - Lista de substancias que os produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes ndo devem conter exceto nas condicbes e com as

restricbes estabelecidas;

v RDC 29 de 01/06/2012 - Lista de substancias de acao conservante
permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes.

Segue abaixo os atributos referentes aos principais componentes do sérum gel:

Acrilato de Soédio / Copolimero de Acrilodimetil Taurato de Sdédio /
Isohexadecanogente / Polisorbato 80: espessante e emulsificante na forma liquida,
sendo um polimero pronto e facil de usar. Estabiliza perfeitamente emulsGes a altas
temperaturas, e permite obter textura rica e sedosa em férmulas faceis de aplicar
(SEPPIC products).

Ciclopentasiloxano / Dimeticona Crospolimero: atua como agente espessante
em formulacdes agua-em-0leo e 4gua-em-silicone, de facil manuseio, proporciona toque
seco deixando a pele sedosa e livre de gordura. E compativel com uma ampla variedade
de ingredientes lipofilicos tais como fragrancias, vitaminas e derivados de vitaminas
(DOW CORNING, 2015).

Isononanoato de etilhexilo: € um éster usado como um emoliente leve e atraente
para conceitos modernos de cuidados com a pele. Sua esterificacdo € feita a partir da
reacao do acido isononandico e 2-etilhexanol, sendo um emoliente de toque seco e baixa
viscosidade (PROSPECTOR- Dragoxat® 89).
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Propilenoglicol: um agente umectante com habilidade de atrair e reter agua em
um produto. Ele € um dos materiais mais efetivos aprovados como umectante para
cosméticos e alimentos, sendo superior a outros compostos como sorbitol, manitol e

glicerina em sua habilidade de reter agua (DOW).

Caprilato de propilheptil: € um Oleo transparente, incolor, e quase inodoro de
polaridade baixa, com baixo peso molecular. Pode ser utilizado como um emoliente de
propagacéo rapida com uma sensacao de suavidade multidimensional para todos os tipos
de aplicacbes cosméticas (PROSPECTOR- Cetiol® Sensoft).

Hialuronato de Sodio / Fenoxietanol / Metilparabeno / Propilparabeno: solucéo
de hialuronato de sédio de alto peso molecular a 1% altamente purificado, obtido por
biotecnologia. Formador de filme visco-elastico levemente permeavel e invisivel, que

protege e retém grande quantidade de umidade na superficie da pele (SARFAM).

Esqualano: € um dos emolientes mais versateis e de mais alta qualidade do
mercado, devido ao seu perfil sensorial, biocompatibilidade e composicao
consistentemente robusta. E um hidrocarboneto apolar, totalmente saturado e muito
estavel que é facilmente incorporado em emuls@es, sendo compativel com a maioria dos

ingredientes cosméticos (APRINNOVA- Neossance™ Squalane).

Agua / Hexapeptideo Acetilico-8 / Fenoxietanol / Metilparabeno / Etilparabeno
/ Butilparabeno / Propilparabeno: hexapeptideo modulador da tensdo muscular facial e
agente condicionante (GALENA-Lipotec/Espanha).

Pentapeptideo-18 / Caprililglicol / Glicerina: pentapeptideo e agente
condicionante que proporciona o relaxamento da musculatura da face, através da reducéo
da excitabilidade neuronal e da modulagdo do neurotransmissor acetilcolina (LIPOTEC,
2013).

PCA sdédico: um umectante natural derivado do acido glutamico obtido através do
melaco da cana-de-acUcar. Presente em grande quantidade na pele humana como um
dos componentes do NMF (Fator de Hidratacdo Natural), este umectante ajuda a manter
a pele hidratada. E extremamente seguro devido a sua biodegradabilidade, é considerado
um produto compativel ecologicamente (INFINITY PHARMA, 2013).
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Carbonato de Dipropil Heptil: emoliente robusto e versatil de alta qualidade.
Possui sensorial leve, ndo pegajoso e formador de filme n&do oclusivo, além de alta
compatibilidade dérmica. Por ser sintético, ndo possui residuos de outras cadeias graxas,
resultando em menor residual branco na pele (EMBACAPS-BASF).

As formulas cosméticas desenvolvidas, foram um sérum gel contendo o extrato
liquido padronizado da C. chinense Jacq., que recebeu a denominacdo de Sérum gel
pimenta biquinho, e uma outra férmula contendo a mesma base galénica, porém sem a
adicdo do extrato, sendo esta denominada Controle (Figura 26). A elaboracédo das duas
formulacdes Sérum gel pimenta biquinho e Controle, tiveram como propdésito avaliar a
atividade antioxidante e a eficacia do cosmético desenvolvido a partir do extrato liquido
padronizado da C. chinense Jacq., mediante a um teste comparativo de eficacia com o

cosmeético Controle mencionado anteriormente.

Figura 26: Protétipos das formulagdes cosméticas: (A) Sérum gel pimenta biquinho; (B) cosmético Controle.

Fonte: O proprio autor.

Ao final do processo de elaboracdo dos dois protétipos, as formulacdes cosméticas
apresentaram-se estaveis, ndo sendo observadas separacdes de fases ou coalescéncias
nos mesmos. Os valores de pH obtidos foram iguais a 5,68 para o Sérum gel pimenta
biguinho e 5,83 para o cosmético Controle, ambos compativeis com a pele da face
(LEONARDI, GASPAR, CAMPQOS, 2002). As caracteristicas organolépticas avaliadas, tais
como, aspecto, cor e odor, apresentaram resultados satisfatérios e adequados para

formulagcBes cosméticas com finalidade anti-aging (BRASIL, 2004).

119



Desta forma, os dois protétipos foram conduzidos para o teste de centrifugacao, e
posteriormente, a avaliagdo de suas estabilidades foram estudadas pelo teste do ciclo de
congelamento/descongelamento e pelo teste de estabilidade acelerada em diferentes

condi¢cBes de temperatura.

4.9.3 Teste de centrifugacéo

Antes que fossem iniciados os estudos de estabilidade dos protétipos Sérum gel
pimenta biquinho e Controle, as amostras foram submetidas ao teste de centrifugacéo,
que por sua vez produziu estresse na formula cosmética simulando um aumento na forca
gravitacional, intensificando o grau de mobilidade das particulas antecipando possiveis
instabilidades, podendo dessa forma, prever se o produto sofreria instabilidades fisico-
guimicas ao longo do tempo (BRASIL, 2004; AZZINI, 1999).

As Figuras 27 e 28 exibem os aspectos das amostras, avaliadas posteriormente a
realizacdo do teste de centrifugacdo. Apds o periodo de centrifugacdo das amostras,
observou-se que as formulacGes cosméticas denominadas Sérum gel pimenta biquinho e
Controle, ndo apresentaram quaisquer alteracdes em relacdo ao seu aspecto original,
evidenciando que todas as amostras avaliadas mostraram-se estaveis, indicando assim

nao haver necessidade de reformulacdo do produto (BRASIL, 2004).

Figura 27: Teste de centrifugacdo em triplicata do produto cosmético Sérum gel pimenta biquinho: (A) Visao
frontal do produto com auséncia de instabilidade; (B) e (C) Viséo lateral do produto com auséncia de

instabilidade.

Fonte: O préprio autor.
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Figura 28: Teste de centrifugacdo em ftriplicata do produto cosmético Controle: (A) Visédo frontal do produto

com auséncia de instabilidade; (B) e (C) Visao lateral do produto com auséncia de instabilidade.

Fonte: O proprio autor.

As formulagdes Sérum gel pimenta biquinho e Controle, desenvolvidas neste
estudo, ndo apresentaram separacdo de fases, precipitacdes ou coalescéncia frente ao
teste de centrifugacdo, sendo ambas as amostras consideradas estaveis, e assim,
podendo ser submetidas aos testes de ciclo de congelamento/descongelamento e de

estabilidade acelerada.

4.10 Estudo de estabilidade acelerada do extrato liquido padronizado de

Capsicum chinense Jacq. e das formula¢cdes cosméticas
4.10.1 Estudo de estabilidade do extrato liquido padronizado em capsantina

O teste de estabilidade tem como objetivo fornecer evidéncias de como a qualidade
de um produto pode variar com o tempo, sob a influéncia de diversos fatores ambientais
tais como temperatura, umidade e luz. ApGs a realizacdo do teste de estabilidade é
possivel estimar um prazo de validade para os produtos avaliados, além de recomendar
condi¢bes de armazenamento adequadas. Entdo, o prazo de validade pode ser definido
como o tempo em que um produto mantém suas caracteristicas de qualidade dentro de
padrdes estabelecidos por lei e/ou aceitaveis por parte do consumidor, desde a sua
fabricacdo (BRASIL, 2004; ORIQUI, 2013).
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Diversos sdo os fatores que podem afetar a estabilidade dos extratos obtidos a
partir das drogas vegetais, dentre eles estdo, pH, solvente, temperatura, luz, reacoes
guimicas como hidrélise e oxidacao, entre outros. Uma vez que a adicdo de substancias
ativas nas formulacfes cosmeéticas pode causar instabilidade a estas, faz-se necessario
avaliar primeiramente a estabilidade dos extratos liquidos antes que sejam incorporados
aos produtos (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2007). Por esse motivo o extrato liquido
padronizado de Capsicum chinense Jacq. foi avaliado quanto a sua estabilidade, sendo
submetido a ciclos de congelamento/descongelamento e aos testes de estabilidade

acelerada por um periodo de 90 dias.

Com relagéo aos ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras do
extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. mantiveram-se estaveis durante os 12
dias de ciclos, mantendo suas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas dentro dos
parametros pré-determinados, conforme suas caracteristicas iniciais. Para o teste de
estabilidade acelerada, realizado no periodo de 90 dias, observou-se que os diversos
parametros estudados permaneceram praticamente inalterdveis, com variacbes dentro
dos limites preconizados. Os parametros organolépticos ndo sofreram variacbes sob
nenhuma das condicbes nas quais as amostras foram submetidas. Nos testes fisico-
qguimicos, o pH sofreu variacdes inferiores a 10%, assim como a densidade que se
manteve entre 1,030 e 1,047 g/mL com variacdo média de 0,58%. Os parametros e as
especificacdes utilizadas como padrédo durante os estudos de estabilidade e ciclos de

congelamento e descongelamento encontram-se expostos na tabela 14.

Tabela 14: Parametros e especificagfes do extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. submetido a

estudo de estabilidade.

PARAMETROS ESPECIFICACAO
Aspecto Liquido
Cor Vermelho
Odor Caracteristico do produto
pH 3,3-43

Densidade (g/mL) 0,945 -1,115
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Os resultados obtidos para os parametros de pH e densidade, observados ao longo
de 90 dias e apdés os 6 ciclos de congelamento e descongelamento encontram-se
descritos nas Tabelas 15,16 e 17. Durante os estudos de estabilidade, conduzidos por 90
dias, os parametros fisico-quimicos estudados foram o pH e a densidade. O pH € um
parametro importante no estudo da estabilidade dos extratos de origem vegetal, uma vez
que alteracdes nesta grandeza ocorrem em funcdo da presenca de impurezas, hidrolise,
decomposicéo, erro na forma de obtencdo do extrato, tempo de estocagem e condi¢gbes
inadequadas de armazenamento. Ja a densidade € um parametro muito utilizado na
identificacdo e no controle de qualidade das solucfes extrativas vegetais, uma vez que
este parametro € uma grandeza especifica utilizada para distinguir o grau de pureza de
uma solucédo (CAMELO, 2010; ANDRE et al., 2013).

Tabela 15: Valores de pH para o extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. avaliado ao longo de 90

dias.
Tempo (dias) Temperatura ambiente* Ccv Geladeira* Ccv Estufa* Ccv
(25+2°C) (%) (5+2°C) (%) (50+2°C) (%)
0 3,590 £+ 0,015 0,42 3,610+ 0,015 0,42 3,620 £ 0,015 0,42
7 3,587 £ 0,046 1,16 3,603 + 0,042 0,64 3,680 £ 0,052 1,69
15 3,667 £ 0,046 150 3,733 +0,053 0,31 3,653 £ 0,011 0,88
30 3,613 £ 0,017 0,32 3,697 £ 0,044 1,36 3,607 £ 0,044 0,85
60 3,583 £ 0,026 0,43 3,627 £0,031 0,84 3,497 £ 0,044 0,72
90 3,530 + 0,030 0,75 3,523+0,031 0,91 3,533 +£0,0173 0,91

*Resultados expressos como média + desvio padréo.

Tabela 16: Valores de densidade para o extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. avaliado ao longo
de 90 dias.

Tempo Densidade* (g/mL) Cv Densidade* (g/mL) CVv Densidade* (g/mL) Cv
(dias) (25+2°C) (%) (5¢2°C) (%) (50£2°C) (%)
0 1,039 + 0,002 0,15 1,041 + 0,002 0,15 1,042 £ 0,001 0,14
7 1,035 + 0,013 1,28 1,050 + 0,002 0,17 1,050 + 0,000 0,06
15 1,042 + 0,002 0,19 1,042 + 0,002 0,15 1,037 + 0,002 0,22
30 1,039 + 0,001 0,10 1,038 + 0,001 0,11 1,029 + 0,004 0,45
60 1,028 + 0,005 0,51 1,040 + 0,003 0,24 1,047 + 0,000 0,06
90 1,038 + 0,001 0,10 1,032 +£ 0,001 0,10 1,036 + 0,000 0,06

*Resultados expressos como média * desvio padréo.
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Tabela 17: Valores de pH e densidade para o extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq. avaliado ao

longo de 12 dias durante o ciclo congelamento/descongelamento.

Ciclos pH * Densidade* (g/mL)

; Ccv CVv
(dias) (gela/degela) (%) (gela/degela) (%)
1 3,607 + 0,015 0,42 1,041 £ 0,001 0,15
4 3,723 £ 0,020 0,56 1,046 + 0,008 0,75
7 3,587 £ 0,011 0,32 1,038 £ 0,002 0,17
10 3,700 £ 0,043 1,18 1,039 £ 0,002 0,15
12 3,630 = 0,005 0,32 1,035 £ 0,002 0,15

Resultados expressos como média + desvio padrao.

O extrato liquido padronizado da C. chinense Jacq., mostrou-se estavel frente aos
testes de estabilidade acelerada e o ciclo de congelamento e descongelamento no qual foi
submetido, uma vez que nao foram observadas alteragdes relevantes no seu aspecto, cor
ou odor (Figura 29). Tanto o pH quanto a densidade ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas (p>0,05), ao longo dos 90 dias de estabilidade acelerada e
durante os 6 ciclos de congelamento e descongelamento. Estes resultados observados
indicam o grau de estabilidade relativa do extrato liquido padronizado da C. chinense
Jacq., pimenta biquinho, nas variadas condi¢cdes de temperatura a que foi submetido,

desde sua elaboracédo até o término de sua validade (BRASIL,2004).
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Figura 29: Amostras de extrato liquido padronizado de C. chinense jacq.: (A) Antes do inicio da estabilidade
acelerada; (B) Apos 90 dias de testes na temperatura ambiente; (C) Apds 90 dias de testes na Geladeira;

(D) Apés 90 dias de testes na estufa.

FIM DE ESTABILIDADE ACELERADA £IM O ESTABILIDADE ACELERADA
GELADEIRA (5°C % 2°C) ESTUFA (50°C £ 2°C)

Fonte: Proprio autor

4.10.2 Estudo de estabilidade das formulac6es cosméticas

4.10.2.1 Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas das

formulagbes cosméticas

As formulacdes cosméticas Sérum gel pimenta biquinho e Controle foram avaliadas
guanto as suas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas, logo apos a manipulacao
dos produtos em testes de bancada e posteriormente a um intervalo de tempo de 24
horas. Os parametros estabelecidos ap0s a avaliacdo das caracteristicas organolépticas e

fisico-quimicas dos produtos analisados estdo descritos na Tabela 18.
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Tabela 18: Determinagdo dos parametros organolépticos e fisico-quimicos das férmulas cosméticas Sérum

gel pimenta biquinho e Controle.

Amostra Aspecto Cor Odor pH Densidade (g/mL)
Sérum gel pimenta Gel Laranja Caracteristico do 5,0-6,5 0,850-1,000
biquinho produto
Controle Gel Branco Caracteristico do 5,0-6,5 0,850-1,000
produto

Legenda; pH: Potencial hidrogenibnico.

As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas sdo de grande importancia para
o controle de qualidade dos produtos cosméticos, uma vez que fornecem parametros que
permitem avaliar de forma imediata o estado em que se encontra a amostra em estudo,
através de analises comparativas possibilitando a verificacdo de alteracdes tais como:
separacao de fases, precipitacao, turvacdo, mudancas de pH e/ou densidade, permitindo
o reconhecimento primario do produto. Uma amostra de referéncia deve ser sempre
utilizada para avaliar as caracteristicas dos produtos, neste caso utilizou-se como padrao
referencial o protétipo P6, mencionado no item 4.9.1 do presente trabalho. Por isso, a
verificacdo da conformidade das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas de um
produto cosmético, deve ser considerada como uma condi¢do indispensavel para a
garantia da qualidade, seguranca e eficacia, e ndo apenas uma imposicao regulatoria
(BRASIL, 2004).

4.10.2.2 Ciclos de Congelamento e Descongelamento

Neste teste, as amostras foram acondicionadas em temperaturas alternadas em
estufa a 50 + 2°C e freezer a -5 = 2°C, a cada 24 horas por um periodo de 12 dias,
totalizando seis ciclos. Ao final dos ciclos de temperatura, as caracteristicas fisico-
guimicas e organolépticas foram avaliadas novamente, comparando-se as caracteristicas
originais do produto. O ensaio que envolve ciclos de congelamento e descongelamento
possibilita a avaliacdo da estabilidade de um produto mediante a antecipada divergéncia
de temperatura, que o produto poderia sofrer durante o seu armazenamento ou transporte
(NOVAK, 2013).
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Para a analise das caracteristicas organolépticas, tanto do Sérum gel pimenta
biquinho quanto do Controle, ndo foram observadas quaisquer alteracbes no aspecto, cor
ou odor. E de grande importdncia que as caracteristicas organolépticas de um
fitocosmético mantenham-se estaveis, sem alteracdes, visto que podem comprometer a
eficacia e seguranca do produto, além de influenciar o consumidor no momento da
aquisicao do produto (BRASIL, 2004).

Apés analise estatistica dos valores relativos ao pH e a densidade, ndo foram
verificadas diferencas significativas (p>0,05) para estes dois parametros durante os 12
dias de teste, tanto para o Sérum gel pimenta biquinho quanto para o cosmético Controle,
cujos valores obtidos se mantiveram dentro da normalidade e praticamente constantes ao
longo do tempo. Os resultados obtidos para a avaliacdo do pH e da densidade no ciclo de
congelamento e descongelamento, dos cosméticos Serum gel pimenta biquinho e

Controle, estao descritos na tabela 19.

Tabela 19: Resultados obtidos para a avaliagdo do pH e da densidade ciclo congela/descongela para os

cosméticos Serum gel pimenta biquinho e Controle.

C'.CIO Amostra Sérum gel pimenta biquinho Amostra Controle
(dias)
. Densidade* N Densidade*
PH oV (g/mL) cv PH cv (g/mL) Ccv
(%) (%) (%) (%)

1 567+0,036 0,64 0,984 +0,001 0,16 582+0,012 0,21 0,986 +0,000 0,06

570+0,030 0,53 0,984 +0,001 0,16 591+0,018 0,32 0,988+0,000 0,06
7 566+0,023 041 0,987 £ 0,002 0,21 582+0,009 0,16 0,992+0,002 0,20
10 5,68+0,030 0,54 0,990+0,001 0,15 5,86 +£0,008 0,14 0,994+0,002 0,20
12 5,67+0,026 0,47 0,986+ 0,002 0,21 597+0,012 0,21 0,995+0,003 0,30

Resultados expressos como média + desvio padréo.

Diante do exposto, verifica-se que as caracteristicas organolépticas se mantiveram
normais sem alteracbes consideraveis, e as caracteristicas fisico-quimicas (pH e
densidade) ndo apresentaram variagdes estatisticamente significativas (p>0,05) durante
os ciclos de congelamento e descongelamento, indicando que a adi¢do do extrato liquido
padronizado da C. chinense Jacq. na formulacdo cosmética desenvolvida neste trabalho,
nao interferiu na estabilidade da base galénica utilizada. Portanto, os resultados obtidos
para o teste do ciclo de congelamento e descongelamento, dos cosmeéticos Sérum gel

pimenta biquinho e Controle, foram considerados adequados, pois todas as amostras

127



mantiveram-se estaveis durante os 12 dias de teste, ndo sendo observados sinais de

instabilidades organolépticas ou fisico-quimicas.
4.10.2.3 Estudo de estabilidade acelerada

O teste de estabilidade acelerada foi realizado com o intuito de prever e estimar a
estabilidade e o tempo de vida util das formulagdes cosméticas, em um intervalo de tempo
maior que no teste do ciclo de congelamento e descongenlamento, e sob condi¢des de
temperatura menos intensas (BRASIL, 2004).

As amostras do Sérum gel pimenta biquinho e do cosmético Controle, submetidas
ao teste de estabilidade acelerada, permaneceram estaveis em relacdo as suas
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), durante os 90 dias de estudo, e em
todas as condi¢cdes de temperatura nos quais foram submetidos (Figuras 30 e 31). A
avalicdo dos parametros organolépticos em uma formulacdo cosmética é de fundamental
importancia, uma vez que sdo fatores determinantes para a aceitacdo do produto pelos
consumidores. Verificar periodicamente possiveis alteracdes dessas caracteristicas em
um cosmético, ao longo do teste de estabilidade acelerada, pode assegurar que
mudancas indesejaveis que poderdo ocorrer no produto ndo serdo percebidas pelos

sentidos e nao trardo quaisquer tipos de prejuizos futuros (BRASIL, 2004).

Figura 30: Amostras do Sérum gel pimenta biquinho: (A) Antes do teste de estabilidade acelerada; (B) Apds
o teste de estabilidade acelerada a temperatura ambiente (25+ 2 °C); (C) Ap6s o teste de estabilidade

acelerada na geladeira (5£2°C); (D) Apos o teste de estabilidade acelerada na estufa (50+2°C).

FIM DE ESTABILIDADE ACELERA
EIM DE ESTABILIDADE ACELERADA CCTUFA (50°C £ 2C)

GELADEIRA (5°C £2°C)

Fonte: O proprio autor
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Figura 31: Amostras do cosmético Controle: (A) Antes do teste de estabilidade acelerada; (B) Apos o teste
de estabilidade acelerada a temperatura ambiente (25+ 2 °C); (C) Apds o teste de estabilidade acelerada na
geladeira (5£2°C); (D) Apds o teste de estabilidade acelerada na estufa (50+2°C).

Fonte: O préprio autor.

As Tabelas 20 e 21, apresentaram os perfis da estabilidade das formulacbes
cosméticas Sérum gel pimenta biquinho e do controle, em relagdo aos parametros fisico-
guimicos (valores de pH e densidade), verificados ao longo do teste de estabilidade

acelerada.

Tabela 20: Resultados obtidos para a avaliagdo do pH e da densidade durante os testes de estabilidade

acelerada para o cosmético Serum gel pimenta biquinho.

Tempo Temperatura ambiente (25 £ 2°C) Geladeira (5 £ 2°C) Estufa (50 + 2°C)

(dias)
pH* Densidade* pH* Densidade* pH* Densidade*
(g/mL) (g/mL) (g/mL)

0 5,68 + 0,025 0,984 + 0,002 5,70+ 0,025 0,984 +0,002 5,65+0,025 0,983+ 0,001
7 5,61 + 0,021 0,981 + 0,002 5,59+0,042 0,985+0,001 5,59 +0,075 0,984 + 0,000
15 5,69+0,015 0,980 + 0,002 5,66 + 0,072 0,981+0,001 5,60+ 0,020 0,985+ 0,002
30 5,66+0,064 0,981 + 0,001 5,57 +0,023 0,983+0,004 5,53+0,012 0,987 + 0,001
60 5,58 +0,015 0,984 + 0,001 5,64+0,015 0,986+0,001 5,33+0,027 0,979+ 0,001
90 5,58 + 0,020 0,976 + 0,003 5,62+ 0,006 0,978+0,002 5,28 + 0,036 0,988 + 0,000

Resultados expressos como média + desvio padrao.
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Tabela 21: Resultados obtidos para a avaliacdo do pH e da densidade durante os testes de estabilidade

acelerada para o cosmético Controle.

Tempo Temperatura ambiente (25 x 2°C)

Geladeira (5 + 2°C)

Estufa (50 % 2°C)

(dias)
pH* Densidade* pH* Densidade* pH* Densidade*
(9/mL) (9/mL) (9/mL)

0 5,83+ 0,015 0,987 = 0,001 582+0,015 0,987+0,001 5,82+0,015 0,987 0,000
7 5,79 + 0,046 0,988 +£0,002 574+0,042 0,986+0,001 5,88+0,0563 0,987 +0,012
15 5,86 + 0,046 0,987 = 0,002 589+0,053 0,981+0,007 591+0,011 0,989 +0,010
30 5,83+ 0,017 0,994 +£ 0,004 583+0,044 0,988+0,005 5,83+0,044 0,9860,020
60 5,80 = 0,026 0,995 + 0,004 583+0,031 0,996 +0,000 5,66+0,044 0,988 + 0,000
90 5,75+ 0,030 0,995+ 0,001 577+0,031 0,995+0,002 5,65+0,017 1,000+ 0,000

*Resultados obtidos com seus respectivos desvios padrao.

De acordo com os resultados obtidos para os pHs, tanto o cosmético Sérum gel
pimenta biquinho quanto o cosmético Controle, ndo demonstraram diferencas
estaticamente significativas (p>0,05) durante o periodo de 90 dias que foram avaliados.
As pequenas variagcdes que foram observadas no decorrer das avaliacdes dos pHs, sao
indicios de que ndo ocorreram reacdes criticas indesejaveis entre os componentes das
formulacbes cosméticas pesquisadas, por isso mantiveram-se dentro das condi¢cdes
almejadas. A avaliacdo do pH no decorrer do teste de estabilidade acelerada, é de grande
relevancia para investigar alteracdes na estrutura da formulacdo cosmética, que nem
sempre sdo notérios visualmente (BRASIL, 2004). O valor médio observado para o pH
nas amostras foram entre 5,28 a 5,91, sendo todas biocompativeis com o pH fisiolégico

da pele em geral, cujo valor esta entre 4,0 a 7,0 (LAMBERS et al., 2006)

Com relacdo a densidade das amostras avaliadas, foram constatadas que, durante
todo o teste de estabilidade acelerada ocorrida em 90 dias, ndo ocorreram variagdes
estatisticamente significativas (p>0,05), de modo que as amostras permaneceram
estaveis se comparadas ao tempo inicial. A manutencdo da densidade também é um
parametro importante a ser avaliado durante o teste de estabilidade acelerada de uma
formulacdo cosmética, isto por que, assim como o pH a densidade é uma ferramenta
importante para pesquisar possiveis alteracdes na estrutura da formulacdo. No caso de
amostras liquidas ou semi-solidas este parametro pode indicar a incorporacéo de ar ou a

perda de componentes volateis (BRASIL, 2004).
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Mediante os resultados expostos, verificou-se que as formulagcbes cosméticas
Sérum gel pimenta biquinho e Controle, apresentaram caracteristicas organolépticas
adequadas, ndo sendo observadas variagbes consideraveis no aspecto, cor e odor, ou
ainda, separacao de fases, coalescéncia ou precipitado. Os parametros fisico-quimicos,
tais como pH e densidade, ndo demonstraram diferencgas significativas (p>0,05) ao longo
dos 90 dias de teste, com variagbes abaixo de 10%, se comparado as amostras de
referéncia no tempo inicial (BRASIL, 2004). Estas informac¢bes indicam que as
formulacbes cosméticas avaliadas mantiveram-se estaveis ao longo do teste de
estabilidade acelerada durante o intervalo de tempo de 90 dias, e que a adi¢cdo do extrato
liquido padronizado da C. chinense Jacq. (pimenta biquinho), na férmulacdo cosmética
desenvolvida neste trabalho, parece néo interferir na estabilidade da base galénica

utilizada.

4.11 Analise cromatografica da capsantina no fitocosmético desenvolvido a
partir do extrato liquido padronizado de Capsicum chinense Jacq. por

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

A identificacdo do marcador capsantina no fitocosmético Sérum gel pimenta
biquinho, elaborado a partir do extrato padronizado de C. chinense Jacq., foi realizado por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, de acordo com as condi¢cdes cromatograficas
descritas no item 3.6 deste trabalho. O pico da capsantina foi identificado pelo seu tempo
de retencdo (t; = 6,316), em comparacdo com o0s valores obtidos para o padrdo da
capsantina (Figura 32). A deteccdo da capsantina na amostra do fitocosmético foi feita no
comprimento de onda de absor¢cdo maxima de 450nm.

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector de arranjo
de diodos, mostrou ser um método adequado para a deteccdo da capsantina no Sérum
gel pimenta biquinho, visto que permitiu a identificagdo do marcador estudado e boa
resolucdo do pico encontrado, mesmo para um nivel baixo de deteccdo. Em geral o
detector de fotodiodos permite a deteccdo a varios comprimentos de onda, e quando é
exigida uma alta sensibilidade, este método é uma das melhores alternativas. Além disso,
este detector facilita a identificacdo de xantofilas sob a forma esterificada, como € o caso
da capsantina (QUIROS & COSTA, 2006; OLIVER & PALOU, 2000).

131



Figura 32: Cromatogramas HPLC-PDA (A) Padrdo de Capsantina; (B) Da Capsantina no Sérum gel
pimenta biquinho a 400 mg/mL; (C) Sobreposicédo de A e B. Condi¢cdes cromatograficas: Coluna Promosil

C18, 250 x 4.6 mm, 5 ym, 29°C / Acetona: H,0, gradiente / 1,5 mL/min.
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Os fitocosméticos ou cosmeéticos sdo misturas complexas de ativos naturais e
substancias sintéticas com diferentes concentragbes, e esta condicdo pode ter
inviabilizado a quantificacdo da capsantina no Sérum gel pimenta biquinho, por método
cromatografico, uma vez que a concentracdo deste marcador quimico no produto
encontrava-se abaixo do limite de quantificacdo. Apesar de existirem outros carotenoides
presentes na formulacdo cosmética do Sérum gel pimenta biquinho, nesta amostra foi

identificado o marcador quimico capsantina (Figura 32).

O resultado apresentado aponta a presenca do carotenoide capsantina no Sérum
gel pimenta biquinho, desenvolvido a partir do extrato liquido padronizado da C. chinense
Jacq. (pimenta biquinho), que pode ser um indicativo de possivel atividade antioxidante da

formulagdo cosmética.

4.12 Determinacdo da atividade antioxidante total in vitro da matéria-prima
vegetal, do extrato liguido padronizado e do fitocosmético obtidos a partir da
Capsicum chinense Jacq.

Neste trabalho, foram utilizadas trés metodologias para avaliar o potencial
antioxidante total da matéria-prima vegetal, do extrato liquido padronizado e do
fitocosmético sérum gel, obtidos a partir da Capsicum chinense Jacq. Para tanto, as
metodologias aplicadas nos testes foram: DPPH; Sistema [caroteno/acido linoleico e
ABTS.

As pimentas do género Capsicum possuem propriedades antioxidantes, cujos
frutos sdo ricos em metabdlitos secundarios com atividade inibidora da oxidacdao,
particularmente as vitaminas A, E e C, 0s pigmentos vegetais carotenoides, 0s
flavonoides e demais compostos fenolicos. Estes compostos oferecem agéo inativadora e
protetora contra os diversos danos provocados pelos radicais livres, e isto tem despertado
o interesse da comunidade cientifica. Por isso, esta capacidade antioxidante pode ser
expressa por meio de varias metodologias que incluem a remocao de um radical peroxil, a
capacidade de redugcdo de metais, a capacidade de remocdo de radicais organicos,
peroxidacdo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil e a quantificacdo de subprodutos formados no
decorrer da peroxidacdo de lipideos. Na literatura estdo disponiveis diversos métodos

para a avaliacdo da atividade antioxidante total, entretanto alguns sédo mais indicados que
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outros, dependendo das caracteristicas dos metabdlitos secundarios que constituem os
vegetais (SUCUPIRA et al., 2012).

4.12.1 Determinacédo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
DPPH

O método quimico para a avaliacdo da atividade antioxidante pela captura do
radical livre DPPH se baseia na reacdo de reducdo entre compostos antioxidantes e o
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®), estabilizado em solucdo metandlica. A
estabilidade do DPPH em solugcdo metandlica, deve-se ao fato dos alcoois serem
excelentes doadores e receptores de atomos de hidrogénio, que por consequéncia
proporcionam um aumento significativo na solubilidade e na taxa constante de
transferéncia de hidrogénio para o radical DPPHe, principalmente para o atomo de
nitrogénio que se encontra ligado a dois anéis aromaticos. A reducdo do DPPH® é
acompanhada pelo monitoramento do decréscimo na absorbancia em comprimento de
onda de 515nm. O DPPH é um radical organico composto por a&tomos de nitrogénio,
estavel, de coloracao violeta e que possui absorcdo no comprimento de onda entre 515-
520 nm (PRADO, 2009; OLIVEIRA, 2015).

A capacidade de captura do radical livre DPPH pelas amostras constituidas por
substancias antioxidantes, é estabelecida por sua habilidade em transferir &tomos de
hidrogénio para o radical livre estavel DPPH. Na presenca de um agente antioxidante, o
atomo de nitrogénio no DPPH recebe um atomo de hidrogénio diminuindo a intensidade
de absorcéo, e consequentemente a solu¢cdo com o radical de coloragéo violeta perde cor
tornando-se amarela (Figura 33). O método do DPPH+ é considerado um ensaio facil,
rapido e estavel, por isso tem sido muito utilizado para se determinar a atividade
antirradicalar dos antioxidantes. Frequentemente os resultados obtidos para o ensaio do
DPPHe+ sé@o apresentados atraveés do valor de ICsp, proporcionando uma melhor analise,
uma vez que esse parametro indica a concentracdo da amostra necessaria para reduzir
em 50% o DPPH, e quanto menor o valor de ICsp, maior sera a atividade antioxidante da
amostra (LIMA, 2008; ARBOS et al., 2010).
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Figura 33: Estrutra molecular do DPPH- e reac&o de redugéo na presenga de um antioxidante

H
N—MN + As
antmxldante
NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

@i—-«

Fonte: Adaptado de Molyneux (2004)

As Figuras 34, 35 e 36, mostram os graficos relacionando a concentracdo das
amostras analisadas (Matéria-prima vegetal, extrato liquido padronizado e cosmético
Sérum gel pimenta biquinho) com suas respectivas absorbancias, assim como as
equacdes da reta e seus coeficientes de correlacdo, obtidos por regresséo linear das
curvas analiticas. A determinacdo da atividade antioxidante foi feita com base na curva
analitica de captura do radical DPPH pelos compostos antioxidantes presentes nas
solucbes extrativas, onde a partir da equacao da reta originada foi possivel calcular a
guantidade de amostra (solucdo extrativa), necessaria para reduzir em 50% a

concentracéo inicial do radical DPPH, o ICs (Tabela 22).
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Figura 34: Curva analitica da matéria-prima obtida a partir da C. chinense Jacq.

ABSORBANCIA

Figura 35: Curva analitica do extrato liquido padronizado de C. chinense Jacq.
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Figura 36: Curva analitica do fitocosmético sérum gel de C. chinense Jacq.
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Tabela 22: Atividade antioxidante pelo método DPPH obtidos para matéria-prima vegetal, extrato liquido

padronizado e fitocosmético Sérum gel de C. chinense Jacq.

Amostra Atividade antioxidante em ICso(png/mL)
Matéria-prima vegetal 194,6
Extrato liquido padronizado 73,7
Fitocosmético Sérum gel 100
BHT 3.9

A atividade antioxidante do extrato liquido padronizado da C. chinense Jacg.
apresentou-se superior se comparado ao fitocosmético Sérum gel e a matéria-prima
vegetal, uma vez que o valor do seu ICso foi menor do que os resultados obtidos para as
demais amostras citadas. No entanto, € necessario salientar que os extratos vegetais sédo
solucBes concentradas obtidas a partir de matérias primas vegetais, que passam por
processos extrativos tendo em vista a obtencédo seletiva de metabdlitos secundarios, que
por sua vez apresentam propriedades antioxidantes (RODRIGUES et al., 2016). Os
resultados obtidos apontam o extrato liquido padronizado como uma boa fonte de
compostos antioxidantes, ainda que tenha apresentado menor eficiéncia em comparacao
ao padrdo BHT. O BHT é um antioxidante sintético muito utilizado no desenvolvimento de
produtos industrializados. A estrutura fendlica e o alto grau de pureza deste composto Ihe
conferem potente atividade antioxidante (RAMALHO & JORGE, 2006).

A avaliacdo do ICsy para a matéria-prima vegetal, se comparado com o resultado
obtido para o extrato liquido padronizado, comprova a relevancia de se promover a
extracdo dos metabdlitos secundarios a partir dos insumos vegetais, visto que o0 extrato

liquido padronizado apresentou maior eficiéncia antioxidante.

Diversos estudos apontam o0s extratos vegetais como detentores de atividade
antioxidante, sugerindo sua utilizacdo em formulagcées cosméticas tdpicas para prevencao
e tratamento dos danos causados pelos radicais livres (FRIES & FRASSON, 2010). O
desenvolvimento de um produto cosmeético antioxidante € complexo, pois existem varios

fatores que podem influénciar no desempenho da formulacdo. Um destes fatores é a
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reducdo da concentracdo dos biocompostos antioxidantes presentes no extrato liquido
padronizado, que séo diluidos durante o processo de fabricagdo da mistura complexa que
constitui o cosmético (FONSECA et al., 2008). Deste modo a atividade antioxidante do
fitocosmético fica de certa forma comprometida, se comparada ao do extrato liquido

padronizado.

OLIVEIRA (2011), avaliando a capacidade antioxidante dos extratos etandlicos de
guatro variedades de pimentas do género Capsicum pelo método DPPH, encontrou
valores de ICso equivalentes a 480,02 ug/mL para a pimenta malagueta, 1008,24 ug/mL
para a pimenta dedo-de-moca, 1798,93 ug/mL para a pimenta de cheiro e 651,14 ug/mL

para a pimenta de cheiro ardida.

NASCIMENTO (2012), ao analisar a atividade antioxidante do extrato etandlico da
pimenta malagueta (Capsicum frutescens), utilizando a técnica de captura do radical
DPPH, obteve um valor de ICsy correspondente a 302,3 ug/mL para o extrato etandlico, e

3,3 pg/mL para o padréao &cido ascorbico.

Apesar das diferencas de ICso observadas neste estudo, os resultados obtidos pelo
ensaio de DPPH foram adequados, indicando que a matéria-prima vegetal, o extrato
liguido padronizado e o fitocosmético sérum gel, obtidos a partir da C. chinense Jacq.
foram capazes de doar atomos de hidrogénio estabilizando o radical DPPH, apresentando
deste modo atividades antioxidantes consideraveis (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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4.12.2 Determinacdo da atividade antioxidante total no Sistema [-caroteno / &cido

linoléico

O método se baseia na descoloracdo do sistema B-caroteno/Acido linoléico, que
ocorre em funcéo, das estruturas radicalares formadas pela oxidacdo do acido linoleico
atacar as duplas ligacbes do B-caroteno, que por sua vez perde seu cromoforo resultando
na despigmentacdo da solucéo (Figura 37). Este ensaio tem a capacidade de estimar a
relativa habilidade que os compostos antioxidantes apresentam, de sequestrar o radical
peroxido formado pela peroxidacdo lipidica do acido linoléico (ROQO"), que por sua vez
oxida o B-caroteno presente na emulsdo (MILLER, 1971; HUANG e WANG, 2004; SILVA,
2008).

Para a realizagdo do método frequentemente utiliza-se um antioxidante sintético
como padrao positivo para comparacdo dos resultados, e os mais utilizados sdo o BHT
(butilhidroxidotolueno) e o trolox (acido 6-hidroxi-2, 5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico).
Esse método tem sido muito utilizado para analisar matrizes complexas constituidas por
compostos termolabeis, uma vez que durante a realizacdo do ensaio ndo séo exigidas o

uso de elevadas temperaturas (LIMA, 2008)

Figura 37: Despigmentac¢do da solucéo de 3-Caroteno proporcionada pelos radicais livres formados a partir

da oxidagéo do &cido linoléico.
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Fonte: Adaptado de Fotia & Amorati (2009).
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Na Tabela 23 estdo descritos os resultados de inibicdo da oxidacdo lipidica
promovidas pelas amostras em estudo, obtidas pelo ensaio de avaliacdo da atividade
antioxidante pelo sistema 3-caroteno/acido linoleico. O acompanhamento da atividade foi
realizado em intervalos de 15 min, durante 120 min. A partir dos valores das
absorbancias, foram construidas as figuras 38, 39 e 40 onde encontram se representadas
as cinéticas dos potenciais antioxidantes pelo sistema B-caroteno/ acido linoleico (% de
inibicdo) para as amostras da matéria-prima vegetal, do extrato liquido padronizado e do
fitocosmético Sérum gel obtidos a partir da C. chinense Jacq., a pimenta biquinho.

Tabela 23: Atividade antioxidante no sistema [-caroteno/acido linoleico para a matéria-prima vegetal,

extrato liquido padronizado e fitocosmético sérum gel da C. chinense Jacq.

Amostra Inibicdo da oxidagéo do B- Inibicdo da oxidacéo do
caroteno (%) B-caroteno pelo Trolox (%)
Matéria-prima vegetal 33,03 42,73
Extrato liquido padronizado 42,08 52,24
Fitocosmético sérum gel 19,35 47,62

Figura 38: Cinética de inibicdo da oxidag&o no sistema [3-caroteno/acido linoleico da matéria-prima vegetal

obtida a partir da C. chinense Jacq. e do controle padré&o trolox.
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Figura 39: Cinética de inibigdo da oxidagao no sistema [3-caroteno/acido linoleico do extrato liquido

padronizado obtido a partir da C. chinense Jacg. e do controle padréo trolox.
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Figura 40: Cinética de inibicdo da oxidagao no sistema (3-caroteno/acido linoleico do fitocosmético sérum

gel obtido a partir da C. chinense Jacq. e do controle padrdo trolox.
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Analisando a Tabela 23, é possivel observar que os percentuais de inibicdo da
oxidacdo proporcionados pelas amostras da matéria-prima vegetal, do extrato liquido
padronizado e do fitocosmético Sérum gel pimenta biguinho, sdo menores que o0s valores
obtidos utilizando o padrao trolox. Isto pode ser justificado pelo alto grau de pureza do
trolox, que por sua vez € um analogo do a-tocoferol hidrossoluvel, que devido a sua

solubilidade em agua apresenta potente atividade antioxidante (WU et al., 1991).
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Dentre as amostras estudadas, a que melhor contribuiu para a preservacao do [3-
caroteno contra a oxidacdo foi o extrato liquido padronizado, seguida da matéria-prima
vegetal. O fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho, foi 0 que apresentou menor
eficiéncia contra a oxidacdo do sistema, provavelmente por apresentar menor
concentracdo de metabdlitos secundarios antioxidantes disponiveis na mistura complexa
da base que compdem o fitocosmético, ou pela quantidade do extrato liquido padronizado
empregado na elaboracdo do cosmético, ser inferior ao necessario para produzir um
efeito antioxidante mais adequado (FONSECA et al., 2008).

Outro fator que pode interferir no desempenho da amostra avaliada, € o tipo do
método utilizado para determinar a sua capacidade antioxidante. Os antioxidantes podem
ser polares, apolares ou anfipaticos, assim a escolha do método de andlise deve ser feita
conforme a natureza dos compostos investigados. A analise da atividade antioxidante
pelo sistema (-caroteno/acido linoleico, recebe influéncia de uma série de fatores, dentre
0S quais, 0 mais importante deve-se a polaridade das substancias presentes nos extratos
vegetais, ja que o meio de reacdo € caracterizado por ser uma emulsdo apresentando

conjuntamente, regidoes polares e apolares (ADOM et al., 2002; PRADO, 2009).

No método de determinacdo da capacidade antioxidante pelo sistema (-
caroteno/acido linoleico, € possivel observar uma reducao gradativa da absorbéncia ao
analisar amostras com baixas concentracdes de agentes antioxidantes (ALMEIDA et al.,
2006). Por isso, ao avaliar as curvas de inibicdo da oxidacdo do B-caroteno para as
amostras pesquisadas neste estudo, foi possivel observar um menor decréscimo das
absorbancias, para o extrato liquido padronizado (Figura 39), se comparado com as
amostras matéria-prima vegetal e fitocosmético sérum gel (Figuras 38 e 40). Estes
resultados corroboram com os valores obtidos para a inibicdo da oxidacdo do B-caroteno
(Tabela 23), confirmando uma concentragdo maior de agentes antioxidantes disponiveis
no extrato liquido padronizado. Percebe-se, ainda, que a partir dos 80 minutos, todas as
amostras, inclusive o fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho, atuaram a favor da
protecdo da emulsdo contendo o B-caroteno, ou seja, ndo demonstraram decréscimo da

absorbéancia assim como observado, também, para o padrao trolox.

COSTA et al. (2010), avaliando as atividades antioxidante pelo sitema B-
caroteno/acido linoléico, do extrato bruto e fracdes hexanica, cloroférmica e acetato de
etila, do pimentdo Magali (Capsicum annuum L.), obtiveram valores de 33,76%; 47,82%;
35,54% e 30,80% respectivamente.
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Em estudo, PEREIRA (2013) avaliou o efeito antioxidante de extratos de pimentas
vermelhas do género Capsicum em Oleo de soja sob diferentes condicbes de estocagem,
para o ensaio no sistema (3-caroteno/acido linoléico, foram encontrados os valores de 23,5
% para a pimenta Malagueta (Capsicum frutescens); 41,6 % para a pimenta Cumari
(Capsicum baccatum); 9,5 % para a pimenta Bode (Capsicum chinense) e 33,9 % para a

pimenta Dedo-de-moca (Capsicum baccatum).

Observa-se que todos os valores citados estdo proximos ou bem abaixo dos
valores de inibicdo da oxidacdo do B-caroteno alcancados pelo uso da matéria-prima
vegetal, extrato liquido padronizado e fitocosmético Sérum gel, obtidos a partir da pimenta

biquinho.

Os resultados apresentados neste estudo, apontam que as amostras analisadas
atuaram na inibicdo da oxidacao do B-caroteno na emulsdo, proporcionando sua protecao
contra a degradacdo promovida pelos radicais livres formados a partir do acido linoléico,

confirmando deste modo as suas atividades antioxidante (MILLER, 1971).

143



4.12.3 Determinacgéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS®”

O meétodo de determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS
2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) baseia se na capacidade que os
antioxidantes possuem em capturar o cation ABTS®*. A captura deste radical promove um
decréscimo na absorbancia, que € lida a partir da mistura do radical com o antioxidante
em diferentes tempos, sendo representadas graficamente (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-
CALIXTO, 20086).

De acordo com RE et al. (1999), o ensaio fundamenta-se na geragao do radical
ABTS*" estavel, de coloracdo azul esverdeado, através da reacdo de oxidacdo do ABTS
com perssulfato de potassio que possui absor¢do maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a
adicdo de um antioxidante, o ABTS®" é reduzido a ABTS propiciando a perda da
coloracéo da solucdo (Figura 41). A porcentagem de inibicdo do ABTS®" é determinada
em funcdo do Trolox, a medida que a solucdo perde sua coloracdo. Este método é
aplicavel nos estudos de antioxidantes hidrossollveis e lipossollveis, compostos puros e
extratos vegetais (SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 41: Reducdo do ABTS®" por um antioxidante e sua formacao a partir do perssulfato de potassio
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O método ABTS*" é um dos testes mais rapidos para a determinacéo da atividade
antioxidante e que oferece resultados mais reprodutiveis, além de apresentar excelente
estabilidade e oferecer varios maximos de absorcdo e uma boa solubilidade (KUSKOSKI
et al., 2005).

Na Tabela 24 estdo descritos os valores referentes a captura do radical ABTS®",
pelas amostras da matéria-prima vegetal, do extrato liquido padronizado e do
fitocosmético sérum gel, obtidos a partir da C. chinense Jacq. As Figuras 42, 43 e 44,
mostram os graficos relacionando a concentracdo das amostras analisadas com suas
respectivas absorbancias (para o padrédo trolox, matéria-prima vegetal, o extrato liquido
padronizado e o fitocosmético Sérum gel) assim como as equacdes da reta e seus
coeficientes de correlagdo obtidos por regressao linear das curvas analiticas.

Tabela 24: Atividade antioxidante equivalente ao trolox da matéria-prima vegetal, do extrato liquido

padronizado e do fitocosmético sérum gel obtidos a partir da C. chinense Jacq.

Amostra Atividade antioxidante
(UM de Trolox/g de amostra)
Matéria-prima vegetal 22,87
Extrato liquido padronizado 51,81
Fitocosmético sérum gel 900

Legenda: uM: Micromol; g: Grama.

Figura 42: Curva analitica: (A) Padrao trolox; (B) Matéria-prima vegetal obtida a partir da C. chinense Jacq.
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Figura 43: Curva analitica: (A) Padréo trolox; (B) Extrato liquido padronizado obtido a partir da C. chinense

Jacq.
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Figura 44: Curva analitica: (A) Padrdo trolox; (B) Fitocosmético Sérum gel obtido a partir da C. chinense

Jacq.
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Dentre as amostras analisadas neste trabalho, a que apresentou melhor habilidade
de captura do radical ABTS®" foi o fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho, cujo
resultado obtido foi consideravelmente maior frente ao menor valor encontrado, que foi
expresso para a matéria-prima vegetal. Isso, hipoteticamente, se deve ao fato do radical
ABTS*" ser mais sensivel a presenca de compostos antioxidantes e, desta forma, a
porcentagem da inibicdo, para esta amostra, neste sistema, foi maior quando comparada
com os demais ensaios de atividade antioxidante anteriormente realizados. Apesar de ser
uma excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de compostos
redutores, e de ser aplicavel a sistemas hidrofilicos e lipofilicos, este método mostra uma
baixa seletividade do radical na reagdo com compostos doadores de hidrogénio (RE et al.,

1999). Deste modo recomenda-se a utilizacdo de mais de uma técnica para a avaliacdo

146



da atividade antioxidante, uma vez que nenhum ensaio usado pontualmente ira
representar de forma precisa o potencial antioxidante total de uma amostra (PRIOR e
CAO, 1999).

Ao avaliar as curvas analiticas construidas para o padrdo de trolox e para as
demais amostras (Figuras 42, 43 e 44), os coeficientes de determinacdo (R?) entre as
coordenadas x e y, apresentaram valores que comprovaram a correlacdo entre as
concentracOes pesquisadas e suas respectivas absorbancias lidas em um comprimento
de onda de 734 nm. BRASIL (2014) estabelece que o critério minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacdo, quando a curva analitica for elaborada com padrao o (r) deve

ser maior ou igual a 0,99, e para as demais amostras deve ser maior ou igual a 0,98.

Analisando as Figuras 42, 43 e 44, verifica-se que cada amostra possui um
comportamento distinto segundo a correlacédo entre cada uma das concentracdes e suas
absorbancias. O fitocosmético sérum gel foi a amostra que apresentou melhor atividade
antioxidante, uma vez que ao capturar o radical ABTS®*" a sua absorbancia sofreu um
maior decréscimo se comparado com as demais amostras matéria-prima vegetal e o
extrato liquido padronizado. A curva analitica obtida para o fitocosmético sérum gel,
ainda, apresentou grande similaridade com a curva referente ao padréo trolox (Figura 44),
demonstrando que o0s comportamentos antioxidantes de ambas sao aparentemente

semelhantes.

OLIVEIRA (2011) avaliando a atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS,
para o extrato alcodlico das pimentas Malagueta e de cheiro, verificou valores referentes a
2,89 e 0,35 uM de trolox/g amostra, nesta ordem. PEREIRA (2013), estudando a
propriedade antioxidante do extrato da pimenta malagueta utilizando solucao
hidroalcodlica 96°GL, verificou uma captura do radical ABTSe+ em uM de trolox inerente

a 50,0 uM de trolox/g de amostra.

Pesquisando a atividade antioxidante, em frutos imaturos e maduros da pimenta
biquinho, CARVALHO et al. (2014) determinaram valores relativos a 60,5 e 50,36 uM de
trolox/g de pimenta. JA SILVA (2017), explorando as potencialidades desta mesma
variedade de pimenta, constatou que o farelo da pimenta biquinho apresentou uma
capacidade antioxidante de 109,49 uM de trolox/g de amostra, e que o0 corante e 0 extrato

demonstraram valores referentes a 64,22 e 138,01 uM de trolox/g do fruto.
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ALVAREZ-PARRILLA et al. (2011), observando a capacidade antioxidante de
pimentas C. annuum frescas, relataram que as pimentas apresentaram elevada atividade
antioxidante, com valores entre 27,76 a 55,41 uyM de Trolox/ g de amostra. Esses
resultados estdo proximos aos observados neste trabalho para a matéria-prima vegetal e
0 extrato liquido padronizado, e consideravelmente bem abaixo se comparado ao

resultado obtido para o fitocosmético sérum gel pimenta biquinho.

Todos estes dados sugerem que as amostras matéria-prima vegetal, extrato liquido
padronizado e fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho, obtidos a partir da C. chinense
Jacq., demonstraram potencial antioxidante adequado mediante a capacidade em
capturar o cation ABTS*®* nas solugdes (KUSKOSKI et al., 2005).
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4.13 Avaliacdo subjetiva da eficcia clinica antirrugas, com apreciabilidade

cosmética e aceitabilidade dermatoldgica

Tendo em vista 0 grande interesse em comprovar a acao de seus produtos, as
industrias realizam testes clinicos de efichcia e seguranca em humanos, com
acompanhamento médico. Uma preocupacdo crescente da industria de cosméticos é
evitar possiveis reacdes adversas nos usuarios de seus produtos, ja que o consumidor €
muito mais critico quanto a irritacdo cutanea provocada por um produto cosmético do que
por um medicamento de uso topico. Os testes de uso com o produto acabado, antes da
sua introducdo no mercado, sdo importantes para avaliar a seguranca e eficacia do
produto em condigBes reais de uso. Pode-se também avaliar, através deste teste, além da
alergenicidade as caracteristicas sensoriais do produto, detectando queixas e

comentarios adicionais referentes a sua performance (BARAN & MAIBACH, 1994).

As férmulacbes cosméticas avaliadas, foram um sérum com base em gel contendo
o extrato liquido padronizado da C. chinense Jacg., que foi denominada como Sérum gel
pimenta biquinho, e outra férmulacdo placebo constituida pela mesma base galénica,
porém sem a adicdo do extrato liquido padronizado, sendo esta denominada Controle. A
elaboragdo das duas formulagbes cosméticas, teve como proposito principal, avaliar in
vivo a eficacia antirrugas e a apreciabilidade do cosmético desenvolvido a partir do extrato
liquido padronizado da C. chinense Jacq., mediante a um teste comparativo com o

respectivo cosmético placebo.
4.13.1 Efic4cia clinica subjetiva antirrugas e aceitabilidade dermatolégica

O processo de criacdo e desenvolvimento de um produto cosmético envolve varias
etapas, que devem ser criteriosamente seguidas para que se obtenha um produto com
qualidade satisfatoria. Este processo vai desde a selecdo cuidadosa das matérias-primas
até a aplicacdo de meétodos utilizados para se assegurar a qualidade, seguranca e
eficacia do produto (MAIA CAMPOS, 2002). Apos o desenvolvimento da formulacéo
cosmeética e a confirmagcdo de sua estabilidade, devem ser realizadas avaliacbes que
atestem a seguranca e os atributos de efichcia, com o objetivo de se comprovar o
desempenho, os efeitos, assim como a aceitagédo do produto por parte dos consumidores
(GASPAR et al., 2001). Esses testes sao realizados por meio de métodos néo invasivos,
utilizando-se de voluntarios e estédo diretamente relacionadas as reais condicfes de uso

de um produto cosmético, sendo de grande valia para a elucidagéo cientifica (BLANES-
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MIRA et al., 2002). Por isso, 0s ensaios clinicos para avaliacdo de seguranca e da

efichcia devem preceder a disponibilidade do cosmético ao mercado (BRASIL, 2003).

O teste de eficcia clinica subjetiva antirrugas fundamenta-se na avaliagdo médica
subjetiva dos participantes para a comparacdo das condi¢cdes antes e apds o tratamento,
baseada em escalas relatadas na literatura. Durante o estudo de eficacia antirrugas do
cosmeético, séo observados os efeitos do produto na melhora da aparéncia da pele
envelhecida, no aumento da firmeza cutanea, na melhora da hidratacdo e elasticidade,

bem como na diminuicao de rugas e linhas de expresséao (IPCLIN, 2018).

De acordo com o Teste U e os resultados representados na Figura 45, foi possivel
inferir que as formulacdes cosméticas avaliadas Sérum gel pimenta biquinho e Controle,
apresentaram diferencas significativas entre os parametros avaliados com valor de p =
0.035 (p<0,05), sugerindo que a formulacdo cosmeética elaborada com o extrato liquido
padronizado da Capsicum chinense Jacq. possui eficacia anti-aging superior se

comparado ao seu respectivo Controle (placebo).

Figura 45: Resultados de eficacia clinica subjetiva antirrugas em D30 para o Sérum gel pimenta biquinho e

para o cosmeético Controle — melhora
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Nas formulacdes cosméticas elaboradas para este estudo, foram adicionados em
suas composic¢des, polipeptideos com fungcdo moduladora da tensdo muscular facial, que
supostamente agem evitando a liberagdo de neurotransmissores na juncao
neuromuscular, prevenindo e reduzindo as linhas e rugas de expressdo causadas por
movimentos repetitivos. Além disso, os polipeptideos utilizados estimulam o aumento do
namero de fibroblastos e aperfeicoa a sua formacéo, reforcando ainda mais o combate ao
envelhecimento cutaneo (GALENA-Lipotec/Espanha). Entretanto, observa-se que 0s
estudos realizados para a avaliacdo subjetiva antirrugas, demonstraram a potencializacao
da eficicia para a formulagdo cosmética constituida pelo extrato liquido padronizado da
Capsicum chinense Jacq., em comparacdo com o cosmético Controle (placebo) (Figura
46).

Os resultados obtidos para o uso do produto Sérum gel pimenta biquinho, em
relagdo aos do cosmeético Controle, demonstraram um aumento de 9% na melhora das
rugas tipo “pé-de-galinha”, 8% na melhora dos sulcos nasolabiais, 5% na melhora das
rugas da testa, 11% na melhora da elasticidade, 8% na melhora da firmeza e 5% na
melhora da hidratacdo da pele. O incremento na eficdcia do Sérum gel, com a adi¢cdo do
extrato liquido padronizado de pimenta biquinho (C. chinense Jacq.), pode estar
teoricamente relacionado com a atividade antioxidante desta matriz complexa, visto que,
diversos estudos tém apontado os extratos vegetais, particularmente os que sao obtidos a
partir das pimentas, como detentores de atividade antioxidante, sugerindo sua utilizacéao
em formulacdes tdpicas para prevencao e tratamento dos danos causados pela acdo dos
radicais livres (FRIES & FRASSON, 2010).

Uma tendéncia de mercado na Ultima década é a associacdo de antioxidantes a
outros ativos com diferentes fun¢des para um efeito combinado. Assim, além de combater
o envelhecimento precoce com a inibicdo dos radicais livres, o produto pode proporcionar
reducdo da tensédo muscular da face, hidratagéo, firmeza e elasticidade a pele (FRIES &
FRASSON, 2010). Esta tendéncia mercadolégica aliada a funcdo dos ativos na
composicdo dos cosméticos, justifica a associacdo dos polipeptideos com o extrato
liguido padronizado da pimenta Capsicum chinense Jacg., no tratamento e combate ao

envelhecimento precoce da pele.

e

O envelhecimento cutaneo é um processo biologico complexo que interfere na
aparéncia, estrutura e fungédo da pele. A degeneragao, enrugamento, ptose e flacidez
representam os sinais mais aparentes de uma pele decrépta. A possibilidade de adiar ou
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amenizar os sinais do envelhecimento na pele tem conduzido ao avanco de importantes
pesquisas, tanto no campo da dermatologia quanto na cosmética, sendo desenvolvidos
ao longo dos anos, inUmeros produtos e compostos quimicos com esta finalidade (TSUJI
et al., 1986).

Extratos vegetais com propriedades antioxidantes tém despertado crescente
interesse na éarea fitocosmética, uma vez que fornecem um complexo de substancias
funcionais a pele que podem neutralizar a acdo dos radicais livres restabelecendo a
homeostasia cutadnea conferindo vantagens eudérmicas, o que somente um derivado
natural é capaz de proporcionar ao individuo (PROSERPIO, 1976). O doseamento de
metabdlitos secundarios (flavonoides, compostos fendlicos e carotenoides) e a
guantificacdo da capsantina, realizados no presente trabalho, comprovaram a existéncia
de biocompostos com potencial antioxidante no extrato liquido padronizado da C.
chinense Jacq. Estes biocompostos séo capazes de neutralizar e inativar os radicais livres
produzidos na pele, assim, reparando e atenuando os danos oxidativos proporcionados
por estas espécies reativas, o que pode justificar a potencializacdo da eficacia antirrugas
no fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho em detrimento ao cosmético Controle
(Placebo).

De acordo com o teste de avaliacdo da aceitabilidade dermatologica, nenhum
participante relatou sensa¢fes de desconforto e ndo foram detectados sinais clinicos apos
30 £ 2 dias de uso do produto, comprovando a seguranca do fitocosmético Sérum gel
pimenta biquinho, mesmo com a adicdo do extrato liquido padronizado de uma pimenta
(C. chinense Jacq.). Os sinais clinicos séo classificados em: eritema (E), efeito sabao (S),
edema (Ed), papulas (Pa), coloracdo hipercromia (C), pustulas (Pu), bolhas (Bo), n6dulos

(No), ressecamento/descamacéo (Re), crosta (Cr), vesicula (V) (IPCLIN, 2018).
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4.13.2 Avaliagdo da Apreciabilidade Cosmética

A apreciabilidade cosmética do Sérum gel pimenta biquinho e do produto Controle
fundamentou-se na opinido dos voluntarios que participaram dos testes durante o periodo
de 30 * 2 dias, e foi averiguada através da aplicacdo de um questionario. Os resultados

obtidos encontram-se descritos na Figura 46:

Figura 46: Respostas dos participantes ao questionario de apreciabilidade cosmética aplicado apos 30 + 2

dias de uso do Sérum gel pimenta biquinho e do cosmético controle
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Conforme os valores representados na Figura 46, verificou-se que a adicdo do
extrato liquido padronizado da C. chinense Jacg. em uma mesma base cosmeética,
potencializa a eficacia do produto refletindo diretamente na apreciacdo e aceitacao por
parte dos participantes. Deste modo, os resultados observados sugerem que o produto
fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho apresentou aceitabilidade significativamente
maior (p<0,05) que o cosmético Controle, com p = 0,02. Os resultados observados ao
longo do estudo de apreciabilidade cosmética realizados neste trabalho, sédo de grande
importancia como garantia da qualidade, uma vez que foram capazes de mensurar 0
guanto os consumidores gostaram ou desgostaram dos produtos desenvolvidos,

identificaram a presenca ou auséncia de diferencas sensoriais perceptiveis, definiram
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caracteristicas sensoriais importantes, e foram capazes de identificar particularidades que

nédo poderiam ser detectadas por meio de metodologias analiticas (MUNOZ et al., 1993).

A escolha de um produto cosmético, pode ser influénciada de maneira importante
pelo tipo da base cosmeética utilizada e a aceitacdo do consumidor mediante as suas
caracteristicas sensoriais. Dependendo de maior ou menor aceitabilidade das
caracteristicas sensoriais encontradas no cosmeético adquirido, o consumidor pode variar
0 modo, a frequéncia e a quantidade de uso do produto, reduzindo drasticamente sua
eficacia. Deste modo, a avaliacdo da eficacia de um produto cosmético em condicdes
reais de uso pode ser um instrumento de grande auxilio para o formulador, garantindo o
sucesso e a aprovacao de sua formulacdo. As percepcoes de qualidade de um produto
para um formulador e um consumidor sdo bem diferentes, uma vez que para o formulador
a qualidade do produto estd baseada na manutencédo de suas caracteristicas durante o
prazo de validade, enquanto que para o consumidor a qualidade esta diretamente
relacionada com sua percepcao fisiolégica e sua sensacdo de bem-estar produzida
durante e ap0s a aplicagédo do produto (TADINI, 2009).

De acordo com os resultados para a avaliacdo da seguranca e eficacia anti-aging
(Antienvelhecimento) do Sérum gel pimenta biquinho, realizados pelo laboratério IPCLIN
(Instituto de Pesquisa Clinica Integrada), e conduzidos conforme os testes de eficacia
clinica subjetiva, aceitabilidade dermatolégica e a avaliacdo da apreciabilidade cosmética,
0 produto demonstrou seguranca para uso em humanos, foi considerado como um
cosmeético anti-aging com eficdcia incrementada pela adicdo do extrato liquido
padronizado de pimenta biquinho (C. chinense Jacq.). Pela apreciabilidade cosmética, o
produto em questdo apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao
cosmeético Controle, demonstrando maior aceitacdo por parte dos participantes em todos

0s parametros avaliados (IPCLIN, 2018).

154



5 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a caracterizacdo da matéria-prima vegetal da
Capsicum chinense Jacq., a partir da analise microscopica do po, determinacédo do teor
de volateis, cinzas totais, distribuicdo granulométrica e indice de intumescéncia,
fornecendo informacBes importantes para estabelecer parametros de controle de

gualidade.

O extrato liquido foi preparado pelo método de percolacdo, a partir da matéria-
prima vegetal, e posteriormente foi caracterizado fornecendo informagdes para o controle

de qualidade, bem como para a manutencéo das suas condi¢cdes de seguranca e eficacia.

Foi determinado pelo método de doseamento, a presenca dos flavonoides, fendis e
carotenoides, tanto na matéria-prima vegetal quanto no extrato liquido concentrado. Os
teores de fenadis, flavonoides e carotenoides para as amostras da matéria-prima vegetal e
do extrato liqguido concentrado foram respectivamente: 18 mg/100g e 168 mg/100g de
fendis, 10 mg/100 g e 90,7 mg/100g de flavonoides, 9,10mg/100g e 83,70 mg/100g de

carotenoides.

O método analitico validado por CLAE, utilizado para a quantificacdo da capsantina
no extrato liquido concentrado, mostrou-se rapido, de facil execucéo, seletivo, linear,
preciso, exato e robusto, permitindo concluir que este método pode ser utilizado com éxito

na identificacéo e quantificacdo desse marcador.

A capsantina foi detectada na matéria-prima vegetal da C. chinense Jacq., por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, confirmando a presenca deste marcador

quimico na amostra.

Tanto o extrato liquido padronizado da C. chinense Jacg., quanto as férmulas
cosmeéticas Sérum gel pimenta biquinho e Controle, mostraram-se estaveis em relacéo
aos parametros organolépticos e fisico-quimicos, ao longo do ciclo de congelamento/

descongelamento e do teste de estabilidade acelerada.
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Por meio do desenvolvimento do fitocosmético, comprovou-se que o extrato liquido
padronizado obtido a partir da pimenta biquinho (C. chinense jacg.) pode ser inserido na

formulac&o do sérum gel, ndo interferindo na estabilidade deste produto.

Foi possivel detectar o marcador capsantina na formulagcdo cosmética do Sérum
gel pimenta biquinho, por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, utilizando o método

anteriormente validado.

Os ensaios de atividade antioxidante realizados no presente estudo constataram
gue a matéria-prima vegetal, o extrato liquido padronizado e o fitocosmético Sérum gel
pimenta biquinho apresentaram atividade antioxidante. As amostras mostraram habilidade
em doar elétrons e atomos de hidrogénio nos ensaios in vitro. Considerando as trés
amostras avaliadas pelos ensaios de captura do radical DPPH, pelo sistema [-
caroteno/acido linoleico e pela captura do radical ABTS, o extrato liquido padronizado e o
fitocosmético Sérum gel pimenta biquinho apresentaram maior atividade antioxidante. A

menor atividade antioxidante foi verificada para a matéria-prima vegetal.

Por meio dos testes de avaliagcdo subjetiva da eficacia clinica antirrugas, com
apreciabilidade cosmética e aceitabilidade dermatoldgica, foi comprovada a seguranca
clinica e a eficacia anti-aging (antienvelhecimento) do fitocosmético Sérum gel pimenta
biguinho, com atividade potencializada pela adicdo do extrato liquido padronizado da

Capsicum chinense Jacg. (Variedade biquinho).

A formulacdo cosmética contendo o extrato liquido padronizado em capsantina
obtido a partir da pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacg.), objeto deste estudo, é
inovadora e trata-se de um produto inédito tanto no campo cientifico quanto no mercado
consumidor de cosméticos. Este produto atende as demandas dos consumidores mais
exigentes, sendo constituida por uma formulagéo tecnolégica e segura, sensorial suave e
refrescante, toque seco, facil espalhabilidade, com atividade antioxidante e eficacia anti-

aging cientificamente comprovadas.
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5.1 PERSPECTIVAS

O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e a valorizacao
de ativos tecnologicos obtidos a partir da pimenta biquinho (C. chinense Jacq.), aplicando-
0S em cosméticos mais inovadores. Como ja foi mencionado anteriormente, seria
interessante a substituicdo dos ativos antioxidantes sintéticos, por matérias-primas de

origem vegetal agregando valor e tecnologia as formulagdes cosméticas.

Um produto cosmético antioxidante e anti-aging composto por uma matéria prima
obtida do fruto de uma variedade de pimenta, apresentado nesta dissertacao, foi apenas o
primeiro passo na exploracdo desta especiaria tdo importante para o paladar. Existem
muitos estudos a serem feitos, acima de tudo na perspectiva de tornar a pimenta biquinho
alvo de mais pesquisas, estimulando sua aplicagdo na cosmetologia e na area da

estética.
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ANEXO 1- Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos (IPCLIN)

g Plabaforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saide - Comisséio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
@ asi FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:
AVALIAQ;&O SUBJETIVA DA EFICACIA CLINICA ANTIRRUGAS, COM APRECIABILIDADE COSMETICA E ACEITABILIDADE DERMATCLOGICA

2. Nimero de Participantes da Pesquisa: 35
3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Salde

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Leila David Bloch

6. CPF- 7. Endereco (Rua, n®):

268.310.298-41 R. Iperoig, 418 Perdizes apto 21 SAO PAULO SAO PAULO 05016000
8. Nacionalidade: 9. Telefone 10. Qutro Telefone: 11. Email:
BRASILEIRO 11981094966 leila@ipclin.com.br

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo
Aceito as responsabilidades pela condugio cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia gue essa folha sera anexada ao projeto devidamente assinada
por todos os responsaveis e fard parte integrante da documentac&o do mesmo.

pata 21 08 ; 2018 /’WMJ

Assinatura

INSTITUICAO PROPONENTE

12. Nome: 13. CNPJ: 14. Unidade!i)rgéo:
IPCLIN - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA  |17.579.439/0001-13

INTEGRADA LTDA

15. Telefone: 16. Outro Telefone:

(11) 4087-0093

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituicdo ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta instituicdo tem condicdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugdo.

Responsavel: Cassiano Carlos Escudeiro CPF: 186. 542 355-02

Cargo/Fungao: Sacio/ Diretor

— 3

Dam:_21 4 _08 / 2018 fﬁm’f"fﬁdfm

Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL
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17. Mome: 18. Telefone: 19. Outro Telefone:

47908 ALTA COSMETICA INDUSTRIA, COMERGIO, (62) 3593-7665
IMPORTACAC E EXPORTACAQ EIREL!

Termo de Compromisso: Declaro gue conhego e cumprirel os requisilos da Resolugao CNS 466/1% & suas complzmentares, Comprometo-me a
utilizar os materiais ¢ dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publizar os resultados sejam eles favordveis ou nfo.
Aceito as responsatilidades pela condugao cientifica co projeto acima.

Nome:

Vi L Lehliv C).';”.';_‘._ [l NZ AW cPF: _\‘I-)é é g & r"‘: 2 e

Cargo/Fungao: :".‘;‘ COUR AT Email: W NM‘M MU "'Em;}’ﬂ‘\@;': “ I'C&Qil'p Gu. B2

pata: 5 0¥ 47
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ANEXO 2 — Parecer consubstanciado do CEP (IPCLIN)
I Pc I | n INSTITUTO DE PESQUISA £ Plataforma
- CLINICA INTEGRADA %aﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO SUBJETIVA DA EFICACIA CLINICA ANTIRRUGAS, COM
APRECIABILIDADE COSMETICA E ACEITABILIDADE DERMATOLOGICA

Pesquisador: Leila David Bloch

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 96610918.0.0000.8021

Instituigdo Proponente: IPCLIN - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA INTEGRADA LTDA

Patrocinador Principal: ALTA COSMETICA INDUSTRIA, COMERCIO, IMPORTACAO E EXPORTACAO
EIRELI

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.841.563

Apresentagdo do Projeto:

Espera-se a inclusdo de 35 participantes, com idades de 35 a 65 anos, fototipos de | a VI (segundo
classificacéo de Fitzpatrick). Os participantes passar&éo por uma avaliacéo clinica antes e apés o uso do
produto. Espera-se comprovar, em condigdes normais de uso, a eficacia do produto investigacional, pela

avaliagédo da eficacia clinica antirrugas, com apreciabilidade cosmética e aceitabilidade dermatologica.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a eficacia clinica antirrugas, com apreciabilidade cosmética e aceitabilidade dermatologica apos

aplicacéo do produto teste ao longo do tempo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Beneficios esperados: Comprovar se o produto & capaz de promover e/ou manter a firmeza e elasticidade
da pele, e na melhora da aparéncia da mesma, garantindo a comunidade um produto seguro e eficaz.
Riscos: O grau dos riscos associados ao estudo pode variar de pessoa para pessoa, levando em
consideracéo as diferentes caracteristicas fisioldgicas e pessoais dos participantes. Todas as matérias
primas utilizadas no produto séo aprovadas para uso topico e ndao sao toxicas. Existem desconfortos e
riscos minimos para o participante do estudo, entretanto, como qualquer produto, podera causar reagdes

inesperadas como “vermelhidao”, “inchaco”, “coceira” e “ardor” nos locais

Endere¢o: Rua Leonardo Cavalcante, 314

Bairre: Cenfro CEP: 13201013
UF: 5P Municipio: JUNDIAI
Telefone: (11)4497-1315 E-mail: cep@ipclin.com.br
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INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA INTEGRADA

Clin

——_

Continuagdo do Parecer: 2.841.563

QBran ™

de aplicacé&o deste.

Efeitos Adversos: N&o ha relatos conhecidos de reacé&o adversa com os produtos investigacionais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta devidamente desenhado e estruturado, e ha riscos minimos aos participantes da pesquisa.
Havera acompanhamento por médico dermatologista durante todo o periodo da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacido obrigatéria:

0Os documentos foram devidamente apresentados e estdo adequados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 23/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1188763 pdf 17:40:30
Folha de Rosto folhaDeRosto. pdf 23/08/2018 |Leila David Bloch Aceito

17:40:15
Declaracéo do RUGA pdf 23/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Patrocinador 17:36:47
TCLE / Termos de TCLE . doc 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Assentimento / 09:48:54
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_RUGAS doc 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Brochura 09:48:48
Investigador
Orcamento RUGA_ORCAMENTO pdf 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
09:48:30
Declaracao de RUGA_RESPONSAEBILIDADES DO _PE| 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Pesquisadores SQUISADOR . pdf 09:48:23
Declaracéo de RUGA_DECLARACAO_INSTITUICAO | 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Instituicdo e RESPONSABILIDADE. pdf 09:48:15
Infraestrutura
Declaracéo de RUGA_DECLARACAO_INSTITUICAO Il 22/08/2018 |Leila David Bloch Aceito
Instituicdo e NFRAESTRUTURA pdf 09:48:08
Infraestrutura

Enderego: Rua Leonardo Cavalcante, 314

Bairro: Centro CEP: 13.201-013

UF: SP Municipio: JUNDIAI

Telefone: (11)4497-1315 E-mail: cep@ipclin.com.br
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Continuagdo do Parecer: 2.841.563

INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA INTEGRADA

Qg

Cronograma

RUGA_CRONOGRAMA pdf

22/08/2018
09:48:00

Leila David Bloch Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

JUNDIAL 24 de Agosto de 2018
i

Assinado por:

Andre David Bloch

(Coordenador)

Enderego: Rua Leonardo Cavalcante, 314

Bairro: Centro

CEP: 13.201-013

UF: 5P Municipio: JUNDIAI

Telefone: (11)4497-1315

E-mail:

cep@ipclin.com.br

Pagina 03 de 03

180



