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RESUMO

Schinopsis brasiliensis Engler; Aspidosperma pyrifolium Mart., Punica granatum L. e
Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz sdo plantas presentes na Caatinga com potencial
utilizacdo terapéutica e cosmética. O trabalho teve como objetivos obter e caracterizar fito
quimicamente os extratos das quatro espécies, sendo quantificados polifendis totais,
flavonoides, taninos condensados e saponinas. Partindo deste resultado, foi escolhido o extrato
de brauna folha por apresentar maiores concentracdes de flavonoides e polifendis. Foram
desenvolvidas quatro formulagdes em gel contendo o extrato de S. brasiliensis, sendo a primeira
contendo extrato (I), a segunda com extrato+conservante (II), a terceira apenas com conservante
(III), e a Gltima com auséncia de extrato e conservante (IV), a fim de investigar o potencial
conservante de S. brasiliensis, e seu potencial efeito foto-protetor. Para a pesquisa de patdgenos
contaminantes seguiu-se a técnica de semeadura em profundidade, segundo o método descrito
pela Farmacopeia Brasileira, a fim de determinar o potencial conservante do extrato nebulizado
de S. brasiliensis. Ao observar o microrganismo Escherichia coli, houve reducdo do Logl0
(UFC/g) de 7,69 para < 1, exercida pelo potencial antimicrobiano do extrato presente na
formulacdo I, comprovando sua agdo antimicrobiana. Os ensaios fisico- quimicos foram
realizados por meio das técnicas de determinacdo da espalhabilidade, centrifugagdo, estresse
térmico, andlise térmica e caracteristicas organolépticas. Nao houve alteragdes em aspectos
visuais como separagdo de fases, e formagdo de grumos. Nos parametros utilizados como pH,
os valores permaneceram numa faixa ideal entre 5,5 a 7. A DSC tragou perfis térmicos
referentes durante a decomposicao térmica das amostras do ciclo gelo-degelo,na qual verificou-
se picos endotérmicos caracteristicos que podem estd relacionados a perda de constituintes
volateis da amostra, como a agua e etanol. Para S. brasiliensis folha, os resultados da
quantificagdo de flavonoides e polifenois totais ficaram em evidéncia, em concentragdes de
70,03 e 386,75, respectivamente. O FPS das formulagdes apresentaram valores satisfatorios,
sendo o FPS 16 referente a formulacdo I que pode ser evidenciado, pois esta intimamente
relacionado a presenca do extrato de bratina nesta formulacao, o que explica esse potencial foto-
protetor. O extrato de S. brasiliensis analisado nas formulag¢des, apresentou um comportamento
antimicrobiano, firmando ainda mais seu potencial conservante. Demonstrou-se assim, a
viabilidade de utilizagdo de um recurso vegetal da caatinga, como agente conservante em

formulacao foto-protetora cosmética.

Palavras-chave: Shinopsis brasiliensis; cosmético; agente conservante; Caatinga.



ABSTRACT

Schinopsis brasiliensis Engler; Aspidosperma pyrifolium Mart., Punica granatum L. and
Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz are plants present in the Caatinga with potential
therapeutic and cosmetic use. The objective of this work was to obtain and phytochemically
characterize the extracts of the four species, quantifying total polyphenols, flavonoids,
condensed tannins and saponins. Based on this result, the brauna leaf extract was chosen
because it has higher concentrations of flavonoids and polyphenols. Four gel formulations
containing S. brasiliensis extract were developed, the first containing extract (I), the second
with extract+preservative (II), the third with preservative only (III), and the last without extract
and preservative (IV), in order to investigate the preservative potential of S. brasiliensis, and
its potential photo-protective effect. For the research of contaminating pathogens, the deep
sowing technique was followed, according to the method described by the Brazilian
Pharmacopoeia, in order to determine the preservative potential of the nebulized extract of S.
brasiliensis. When observing the microorganism Escherichia coli, there was a reduction in
Logl0 (CFU/g) from 7.69 to < 1, exerted by the antimicrobial potential of the extract present
in formulation I, proving its antimicrobial action. The physical-chemical tests were carried out
using techniques to determine spreadability, centrifugation, thermal stress, thermal analysis and
organoleptic characteristics. There were no changes in visual aspects such as phase separation
and lump formation. In the parameters used, such as pH, the values remained in an ideal range
between 5.5 and 7. The DSC traced thermal profiles related to the thermal decomposition of
samples from the freeze-thaw cycle, in which characteristic endothermic peaks were found that
may be related to the loss of volatile constituents of the sample, such as water and etanol. For
S. brasiliensis leaf, the results of the quantification of flavonoids and total polyphenols were in
evidence, in concentrations of 70.03 and 386.75, respectively. The SPF of the formulations
showed satisfactory values, with SPF 16 referring to formulation I, which can be evidenced, as
it is closely related to the presence of brauna extract in this formulation, which explains this
photoprotective potential. The extract of S. brasiliensis analyzed in the formulations showed
antimicrobial behavior, further confirming its preservative potential. Thus, the viability of using
a plant resource from the caatinga as a preservative agent in a cosmetic photoprotective

formulation was demonstrated.

Keywords: Shinopsis brasiliensis; cosmetic; protective photo; Caatinga.
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1 INTRODUCAO

Os cosméticos sao, atualmente, uma realidade presente na rotina das pessoas, seja para
embelezamento, prevencao, protecao ou higiene pessoal, em todas as classes sociais, géneros e
idades. Isso torna-se evidente, percebendo o comportamento das pessoas em relacdo ao uso
frequente desses produtos. Sao produtos ndo-estéreis de uso topico, que tem como finalidade
primordial a protecdo e embelezamento. Neles sao encontrados diversos tipos de produtos que
promovem o bem-estar ¢ a saide das pessoas como os fotoprotetores que sao capazes de
absorver ou refletir a radiagio UVA e UVB (BRASIL, 2019).

De acordo com os dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil ¢ considerado como o quarto maior mercado
consumidor do mundo (ABIHPEC, 2020), com um crescimento de 10% ao ano. Isto conta com
o indicativo de que as familias brasileiras, utilizam em média 1,5% de sua renda com produtos
cosméticos (SEBRAE, 2019). Outra varidvel diz respeito as constantes inovagdes das
industrias, que provoca a competividade e langa mais opg¢des de produtos ao consumidor
(SEBRAE, 2019).

A exposi¢do excessiva ao sol e seus efeitos nocivos sdo bastante conhecidos, entre eles
se destacam as queimaduras solares, foto envelhecimento e especialmente o cancer de pele, o
que torna a protecdo solar fundamental na prevencdo e tratamento das dermatoses
fotoinduzidas. Com a finalidade de prevencgao, os filtros solares sdo os produtos de primeira
escolha, pois neles sdo utilizados compostos que bloqueiam a radiagdo solar na pele,
minimizando seus efeitos biologicos nos tecidos. Além dos ingredientes ativos, estes cremes
contém emolientes, emulsificantes, formadores de filme e conservantes, podendo ser organicas
ou inorganicas, € os pigmentos sdo usados para potencializar o bloqueio da luz (HONG H,
SAKKIA S, SELVARAIJ et al, 2016).

A adigdo de conservantes ¢ uma pratica bastante comum, pois essas substancias inibem
o crescimento de microrganismos, neutralizando a proliferacao de espécies reativas de oxigénio
e processos de oxidacdo em cosméticos (SASSEVILLE; ALFALAH; LACROIX, 2015). Os
parabenos; ésteres de 4-para-hidroxibenzoéico acido (PHBA) sdo os conservantes mais
populares na area cosmética, apesar de seu uso ser disseminado, ainda existem controvérsias
em torno disso, nao somente em fun¢ao do seu potencial alergénico, mas também em razao de
uma possivel relacdo com alguns tipos de cancer (BLEDZKA et al. 2014; NOWAK et al. 2018).

Esses compostos, nos tltimos 20 anos, vém sendo motivo de discussoes entre cientistas

e consumidores, sendo ainda mais complexo com o aumento da popularidade das tendéncias
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pro-ecologicas para um estilo de vida saudavel. Desse ponto de vista, ha necessidade de uma
comprovacao dos efeitos negativos dos parabenos na saide humana, a fim de que os produtores
de cosméticos introduzam conservantes alternativos no mercado, que sejam mais seguros do
que parabenos (BLEDZKA et al. 2014; NOWAK et al. 2018).

Sabe-se que a contaminagdo microbiana dos produtos pode alterar suas propriedades
fisico-quimicas, levar a deterioracdo e inativagdo de componentes, comprometendo assim sua
estabilidade e eficacia. Devido a busca dos consumidores por cosméticos de longa vida util, a
indastria utiliza diferentes meios para prolongar o periodo de uso dos cosméticos
(SHAHBANDEH, 2019). Por isso, na finalidade de reduzir a contaminag¢ao, muitos fabricantes
utilizam o sistema de conservantes, que apesar de prevenir a deterioragdo do produto, devem
estar em concentracdes baixas, a fim de proteger o usuario de intoxicacdes (VIEIRA, 2017).

Segundo Oliveira (2018), o consumo de produtos desenvolvidos com bases naturais tem
uma grande popularidade na medicina alternativa em paises desenvolvidos, e continua
ganhando destaque nos paises menos desenvolvidos, devido ao seu baixo custo e facil acesso.
Essa pratica representa uma das formas farmacéuticas mais antigas na drea cosmética, mas ja
apresentava algumas desvantagens, como dificil aplicagdo, (atribuida as particulas sélidas na
formulacdo), possiveis problemas microbiologicos, e/ou a necessidade de uma quantidade
elevada de material vegetal que, permitisse a concentragdo suficiente de substincia ativa.

O segmento da fitocosmética (do termo latim fito que significa planta) ¢ um vertente da
cosmetologia, que estuda as aplicagdes de substancias ativas extraidas de materiais vegetais. A
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, extratos, ssmentes de diversas plantas e frutos tem
sido objetivo de varias pesquisas nos ultimos anos. A busca por esses aditivos naturais ¢é
importante pelo fato de ndo promoverem efeitos nocivos a saude, enquanto que alguns quimicos
ou sintéticos podem oferecer, como toxicidade, reacdes alérgicas ou o risco de sobre-exposi¢ao
diaria (CAROCHO et al., 2015). O potencial de aplicacdo desses compostos naturais estd cada
vez mais em destaque, devido a alta procura dos consumidores por produtos extintos de
conservantes sintéticos (MARTIN, 2011).

Dessa forma, é necessario fazer referéncia, nas formulagdes cosméticas, sobre os tipos
e modo de obtencdo dos respectivos extratos, assim como os aspectos gerais das preparagdes
de formulas galénicas (JESUS et al., 2020). Assim, o presente estudo buscou investigar os
compostos fitoquimicos das plantas do semi-arido brasileiro que sdo: Schinopsis brasiliensis
Engler, casca e folha; Aspidosperma pyrifolium Mart., casca; Punica granatum L., casca do
fruto; e casca Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz, e baseado nos resultados obtidos,

a planta que apresentou maior concentragdo de compostos fenolicos foi escolhida para da
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seguimento com o estudo, associando o seu extrato em preparacao cosmética a fim de avaliar

seu potencial conservante em um protetor solar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar fito quimicamente os extratos das plantas de Schinopsis brasiliensis Engler,
casca e folha; Aspidosperma pyrifolium Mart., casca; Punica granatum L., casca do fruto; e
casca Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz, para selecionar o que apresentou maior
quantidade de compostos fenolicos, a fim de analisa-lo microbiologicamente como um

potencial agente conservante em formulagdes fito-cosméticas.

2.2 Objetivos especificos

a) obter o extrato nebulizado da planta de Shinopsis brasiliensis casca e folha;

b) quantificar o teor de flavonoides totais, taninos condensados, polifendis e saponinas dos
extratos das plantas citadas acima;

¢) produzir quatro formulagdes a base de gel de carbopol, associadas ao referente extrato;

¢) determinar o potencial microbiologico do extrato de S. brasiliensis folha;

d) investigar o perfil de estabilidade das formula¢des por meio de ensaios fisico-quimicos sob
condi¢des de ciclo gelo-degelo;

e) tragar perfis térmicos das formulagoes;

d) determinar o fator de prote¢ao solar das formulagdes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Uso de cosméticos
Durante todos os periodos da histéria algum tipo de substancia natural foi utilizado para

protecdo corporal. Dessa forma, individuos sempre adaptaram seus costumes a preparacdes
feitas por substincias naturais ou sintéticas, com a finalidade de se cuidar esteticamente,
tornando os cuidados como uma cultura frequente desde a antiguidade (OLIVEIRA, DE
CAMILLO e CHAVES, 2018).

Os cuidados com o corpo, seja para autoestima, prevengao do envelhecimento, higiene
pessoal ou protecdo da pele, ¢ uma pratica frequente entre homens e mulheres desde o Egito
Antigo, por meio das pinturas nos olhos e na pele, em Roma e no Império Otomano ja eram
utilizados 6leos perfumados em banhos, por exemplo (COSTA; SANTOS, 2017). No século
XX, a indtstria de cosméticos permaneceu no periodo da Crise de 1929 e na Segunda Guerra
Mundial, indicando a sua importancia no cotidiano das pessoas, ganhando forga principalmente
com o publico feminino (RAMLI, 2015).

No Brasil, o costume de utilizar produtos tornou-se frequente com a chegada da familia
Real Portuguesa em 1808. E desde entdo, o indice de consumo do Brasil segue crescente, e se
destaca como um dos maiores consumidores de produtos de beleza do mundo. Dados da
empresa de consultoria em negdcios e pesquisa do mercado, a Goldstein Market, confirmam
sua 4* posi¢do entre todos os paises, estima assim que até 2030 o crescimento anual do setor
sera de 4,76%. Além disso, ¢ o segundo maior consumidor de protetor solar, e a cada ano se
aproxima mais dos Estados Unidos, China e Japao, que sdo os atuais lideres mundiais do setor
(RECKZIEGEL, 2017).

A palavra cosmética originou-se do grego kosmétikos, referente a adorno, pratica ou
habilidade de adornar (RIBEIRO, 2010). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) define cosméticos como:

[...] preparagoes constituidas por substincias naturais ou sintéticas, de uso
externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas,
labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade
oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar
sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los em
bom estado (BRASIL, 2015).

Segundo a Anvisa, tal defini¢do pode ser dividida em produtos de grau 1 e grau 2. Os
de grau 1 sdo de higiene pessoal, cosméticos e perfumes caracterizados por suas propriedades

basicas, de modo que sua validagdo e informacdes detalhadas quanto ao uso, ndo sdo
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imediatamente necessarias. Produtos de Grau 2 sdo de higiene pessoal, cosméticos e perfumes
que requerem indicagdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacao de seguranga e
eficacia (ANVISA, 2015).

A industria cosmética vem passando por importante transforma¢do no que diz respeito
ao desenvolvimento de uma produgdo ecologicamente correta. Essa mudanca compreende
associar o consumo sustentavel aos cuidados com a pele, utilizando para tais fins o cosmético
natural. Esse tipo de produto deve constituir pelo menos um componente oriundo de substancia
natural, extraido diretamente de uma planta. Entretanto, ainda ndo existe uma definigdo legal
do teor minimo de ingrediente derivado de substancia natural para caracterizar o cosmético

como natural (HERMAN et al., 2013).

3.2 Protetor Solar
A pele € o 6rgdo mais extenso do corpo, cuja fungao principal ¢ atuar como barreira

contra agentes agressores do ambiente. Esta dividida em trés camadas distintas: a epiderme, a
derme e a hipoderme, esta ultima ¢ composta essencialmente por gordura subcutanea. Este
orgdo ¢ o que estd mais exposto a radiacdo UV ambiental e as sequelas que resultam desta
exposi¢do como, o0 eritema e a queimadura solar, o envelhecimento cutineo, a
fotossensibilidade e a carcinogénese. Na escala eletromagnética, a radiagdo UV, pode ser
dividida em UV-C (100-280 nm), UV-B (280-320 nm) e UV-A (320-400 nm) (ARMSTRONG;
CUST, 2017).

A radiagdo ultravioleta (UV) ¢ constituida em torno de 90% de UV-A, a qual é capaz de
penetrar até a derme, podendo causar necrose das células endoteliais, danos aos vasos de
pequeno calibre da regido da pele, modificacdes estruturais ao DNA além de estar relacionada
a 67% do melanoma maligno. A radiacdo UV-B corresponde a 4- 5% da luz ultravioleta, e age
principalmente, nas camadas das células basais da pele sendo ativamente genotoxica, podendo
propiciar o carcinoma da pele. Os efeitos danosos causados pela radiagao ultravioleta sdo muitas
vezes irreversiveis, por isso, € necessaria a utilizagdo diaria de preparagdes topicas constituidas
de substincias que protegem contra os efeitos da radiacdo (POLISAK; DAHMANE, 2012).

Na sociedade atual, a aparéncia fisica jovem e sauddvel vem se tornando prioridade,
motivando a industria cosmética a desenvolver produtos inovadores com a finalidade de
retardar ou diminuir os efeitos do envelhecimento. A primeira vez que foi usado um creme foto-
protetor, remonta a década de 1920, uma emulsdo que continha salicilatos, mais propriamente,
salicilato de benzilo e cinamato de benzilo. Nas décadas seguintes, o ingrediente ativo passou

a ser o petrolato, mais conhecido por vaselina, e nos anos 40 foi descoberta a atividade foto-
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protetora do 4cido para-aminobenzodico (PABA), mas devido ao alto risco de causar dermatite
de contato alérgica, hoje nao ¢ mais usado (SOUZA, 2015).

Os protetores solares sdo preparagdes dermocosméticas, que possuem formas de
apresentacdo diversas. Podem ser encontradas na forma de logdes hidroalcoodlicas, géis,
emulsdes em agua ou Oleo, aeross6is (BALOGH, et. al.,, 2011). Os filtros solares agem
refletindo ou refratando a radiacao ultravioleta, protegendo a pele da exposicdo direta da luz
solar, reduzindo a quantidade de radiagdo UV a ser absorvida pela pele. Seu uso tem como
objetivo evitar danos teciduais evidenciados clinicamente através dos eritemas e edemas
resultantes de queimaduras, que corroboram com o aumento da incidéncia de carcinoma de
células da camada basal e espinhosa (VIOLANTE et al., 2009).

De acordo com a agéncia regulatoria Anvisa, (2013), o potencial protetor ¢ determinado
pelo Fator de Protecdao Solar (FPS), que ¢ definida como a razdo entre o tempo de exposicao a
radiacdo ultravioleta necessario para produzir dose minima de eritema (DME) na pele
protegida, e o tempo de aparecimento do mesmo eritema na pele desprotegida.

Em meio a diversidade de protetores solares, propostas inovadoras no desenvolvimento
de cosméticos com o emprego de matérias-primas vegetais com atividade fotoprotetora tem se
destacado, pois os extratos vegetais atuam isolados ou em conjunto com os filtros quimicos, de
forma semelhante aos ativos convencionais, devido a presenca dos polifendis. Eles sdo capazes
de reduzir ou eliminar os efeitos causados exercidos pelos raios ultravioletas (NASCIMENTO
et al., 2009; CEFALI et al., 2016; CONSTANTINI et al., 2014). Isso se refere a presencga de
anéis aromaticos em sua estrutura molecular, que ao absorverem a radiagdo UV geram uma
“excitacdo” em sua molécula possibilitando a absor¢ao dos raios ultravioletas (MUNHOZ et

al.,, 2012).

3.3 Conservantes
O risco da contaminacdo microbiologica ¢ uma preocupagdo recorrente em varias

industrias, especificamente, na industria farmacéutica e na cosmética. Industrias de produtos
farmacéuticos devem considerar que, ao langarem os seus produtos no mercado, estes podem
ser suscetiveis a contaminagdes, quando expostos a condi¢des de armazenamento e utilizagdo
nao adequados. Cargas microbianas elevadas alteraram a estabilidade do produto, e promovem
mudangas fisicas e quimicas que acarretam alteragdes, como alteragdo da estabilidade, alteragao
do pH e das caracteristicas organolépticas (cor, odor, sabor e textura), e inativagdo das

substancias ativas e excipientes da formulagio (HERMAN A. 2018).
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Usualmente os conservantes antimicrobianos sdo substancias, que em quantidade
excessiva, podem provocar efeitos nocivos, dessa forma devem ser adicionados a produtos com
a finalidade de conservacao, por isso devem ser adicionados em pequena quantidade. A garantia
da qualidade e o controle de fabricag@o previstos nas boas praticas devem garantir que o produto
cumpra as especificagdes determinadas, isto €, que atendam além de outros parametros, aos

limites aceitaveis para microrganismos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

3.3.1 Conservantes Sintéticos

Com finalidade impar, os conservantes sao substancias empregadas para preservar a
originalidade do produto farmacéutico durante o periodo de prateleira, bem como na fase de
sua utilizagdo pelo consumidor, além de promover a protecao do usuario contra uma infec¢ao
eventual (SANTOS, 2007).

Apesar de existir uma ampla variedade de conservantes aprovados, a drea cosmética tem
sido predominada pelos parabenos, formaldeidos, liberadores de formaldeido e isotiazolinonas.
Dentre estes, os parabenos sao majoritarios, sendo encontrados em diversos tipos de produtos
e em diferentes niveis de concentragdo (DEZA G, GIMENEZ-ARNAU AM, 2017).

Os parabenos sao ésteres do acido p-hidroxibenzoico, antimicrobiano, que sdo obtidos
através da reacao de esterificagdo do acido parahidroxibenzoico com alcool em meio acido. Os
parabenos sdo estaveis entre pH 4 e 8. Em meio muito acido estes ésteres sofrem hidrodlise
formando 4cido parahidroxibenzdico, seu composto de degradacao, e o alcool correspondente.
O 4cido para-hidroxibenzoéico formado apresenta reduzida atividade antimicrobiana (SONI et
al, 2005). O pH mais elevado com alguma atividade, ¢ um pH de 8. Por isto, os parabenos sao
raramente usados em pH>6 e <4. (COSMETICOS, 2014).

A escolha do agente conservante mais conveniente para um produto requer uma
avaliacao de multiplos fatores, como espectro de agdo necessario, grau de toxicidade,
compatibilidade a outros componentes da formulac¢do, compatibilidade fisioldgica e custos. As
concentracdes permitidas para conservantes e misturas de conservantes baseiam-se na categoria
do produto, suas restri¢des ¢ modo de utilizagdo. Entretanto, as normas ndo sdo totalmente
harmonizadas, podendo certos conservantes ter o uso permitido em determinados paises e
proibido em outros (HALLA N, FERNANDES IP, HELENO SA, COSTAP. et al., 2018).

Conforme decretado pela Resolugdo RDC N° 29, DE 1° DE JUNHO DE 2012 da

ANVISA, ha uma concentragdo maxima autorizada para a adi¢ao de conservantes em produtos
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de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, que variam conforme o tipo de substancia
conservante e o tipo de produto ao qual sera adicionado (ANVISA, 2012).

A quantidade de conservante contida em uma formulagdo devera ser a minima suficiente
para a protecdo do produto sem prejudicar o paciente ou consumidor. No anexo V do
regulamento 1223/2009 da Unido Europeia, encontram-se listados os conservantes aprovados
para uso, assim como as suas concentragcdes maximas permitidas, restricoes e condicoes de
utiliza¢do. Na regulamentacdo da Unido Europeia e do Brasil consta que ¢ permitido o uso de
no maximo 0,4% de cada parabeno e um maximo de 0,8% de parabeno total, no produto
cosmético (COSMETICOS, 2014), sendo valido também para o metilparabeno. A permeagao
cutanea dos parabenos e a capacidade de atingir a circulagao sistémica dependem do veiculo de
solubiliza¢do e da propria composicdo da formulagdo, além de fatores relacionados ao uso,
como reaplicacdo e oclusdo do produto na pele JUNGMAN E, LAUGEL C, BAILLET-
GUFFRO YAILLET, 2014).

As principais vantagens atribuidas aos parabenos sdo o amplo espectro de acdo
antibacteriana e antifungica e os baixos custos. Desse modo, estes conservantes sao
convencionais na composicao de diversos tipos produtos, como medicamentos, cosméticos e
alimentos. Outras vantagens incluem pH préximo a neutralidade, estabilidade em temperaturas
elevadas e ndo interferéncia na cor, odor e viscosidade de formulagdes (GENUIS SJ,
DIRKHOLZ D, CURTIS L, et al., 2013).

Os agentes conservantes sao substancias de baixo peso molecular e alto potencial para
causar reagdes de intolerancia durante o uso. Em cosméticos, os conservantes representam o
maior grupo de substincias alergénicas depois das fragrancias. Entretanto, a duragdo, a
frequéncia e a via de exposicdo sdo fatores a serem considerados. Os casos envolvendo
parabenos sdao relativamente raros, em vista do uso extensivo destes conservantes pela
populagdo. Contudo, estudos sugerem que os parabenos sdo disruptores endocrinos e possuem
atividade estrogénica relacionada ao desenvolvimento de cancer de mama humana (HALLAN,
FERNANDES IP, HELENO SA, COSTA P, 2018).

Além disso, um ponto negativo relacionado ao uso desregrado de parabenos, esta a
questdo ambiental. Apesar de serem biodegradaveis, os parabenos podem ser encontrados em
aguas superficiais e outros sedimentos, devido ao elevado consumo de produtos contendo
parabenos pela populacdo. A presenga continua no meio ambiente e a formagao de derivados
mais resistentes sugere um debate a respeito da toxicidade a organismos aquaticos e dos riscos

potenciais a saude humana (HALLA N, FERNANDES IP, HELENO SA, COSTA P, 2018).



21

Um  conservante adequado deve atenderdeterminadas propriedades e/ou
caracteristicas:

1. Ser eficaz em baixas concentragdes contra um amplo espectro de microrganismos;

2. Ser soluvel na formulagdo na concentragdo necessaria;

3. Nao ser toxico nem sensivel na concentragao utilizada;

4. Ser compativel com os restantes componentes da formulacdo e materiais de
embalagem;

5. Nao ter nenhuma influéncia na cor, odor ou outras propriedades fisicas da formulacao;

6. Ser estavel ao longo de amplas faixas de pH e temperatura;

7. Ter um custo relativamente baixo;

8. Estar de acordo com a legislacao.

A escolha de um conservante torna-se dificil, de modo que atenda a todos os requisitos
enumerados anteriormente. Desse modo, na produgdo de algumas formulagdes, a utilizagao de
apenas um tipo de conservante pode nao ser suficientemente eficaz na protecao do produto. Em
situagdes como essas, recomenda-se a combinac¢ao de conservantes que proporcione o aumento
do espectro antimicrobiano; diminui a quantidade necessaria de conservantes individuais;
possibilita uma ag¢ao sinérgica e ainda previne o desenvolvimento de microrganismos resistentes
ao produto (R. C. ROWE, P. J. SHESKEY e M. E. QUINN, 2009).

Neste caso, sdo utilizadas combinag¢des de conservantes antimicrobianos pertencentes
aos mesmos agrupamentos quimicos. Um exemplo comum na induastria farmacéutica ¢
utilizacdo de dois parabenos em simultaneo, o metilparabeno e o propilparabeno. Ao contrario
do que acontece com o sinergismo, em que os conservantes atuam de diferentes formas sobre

os microrganismos (R. C. ROWE, P. J. SHESKEY e M. E. QUINN, 2009).

3.3.2 Conservantes Naturais

Uma substancia conservante ideal ¢ aquela que deve promover efeitos primarios e
seletivos a célula microbiana. Para o desenvolvimento de produtos cada vez mais seguros, as
pesquisas de novos agentes conservantes e o aperfeicoamento de sistemas convencionais devem
ser incentivados. Assim, o emprego de conservantes menos toxicos ou a associagdo de
substancias que potencializam a atividade antimicrobiana podem reduzir a concentragcdo de
conservantes na formulagcdo e melhorar o perfil toxicologico (NARAYANAN M, SEKAR P,
PASUPATHI M., et al, 2017).
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Nesse ponto de vista, a industria cosmética tornou-se uma area altamente competitiva,
para a qual os fatores de qualidade, eficicia e seguranca dos seus produtos seriam primordiais.
Porém, na atualidade, o termo “natural” volta a ser discutido, e as mais recentes inovagdes
tendem a incluir ingredientes naturais no desenvolvimento de cosméticos (RYBOWSKA,
2014).

Nesse contexto, as empresas que se dedicam a producdo de extratos e demais fito
derivados, tem sido cada vez mais solicitadas no fornecimento de seus produtos. Os processos
tecnologicos atualmente empregados nessa producdo tém promovido derivados das plantas
medicinais que vao desde os extratos integrais, as tinturas, os 0leos essenciais, as gomas, as
mucilagens, os dleos e gorduras vegetais, até os principios ativos isolados e purificados
(KIELTYKA; VALENTIN; LUBI, 2017)

O uso de compostos naturais ¢ um dos grandes desafios que a induastria cosmética
enfrenta desde os anos 90, isto porqué algumas exigéncias devem ser seguidas, tais como: o uso
de agricultura sustentavel/organica; o uso ideal dos recursos naturais; ndo conter organismos
geneticamente modificados (OGM); entre outros. Outrossim € o fato de que os biocosméticos
ndao possuem conservantes sintéticos em sua composi¢do, isso torna o controle microbiano
desafiador, por tratar-se de um meio rico em substratos que propiciam o crescimento de
microrganismos, sendo um problema de maior relevancia para produgio deste tipo de produto
(SEBRAE, 2017).

Diante do potencial de inibi¢do microbiana de substancias naturais bioativas, as
industrias de pesquisa e desenvolvimento estdo investindo em estudos visando encontrar opgdes
conservantes mais naturais € minimizar o uso de substincias sintéticas, como também das
chances de irritagdes cutanea. Desse modo, despertou-se o interesse das industrias explorarem
o potencial antimicrobiano de substancias naturais com potencial bioativo como extratos
vegetais e 0leos essenciais (HERMAN et al., 2013; NOSTRO et al., 2004) , pois os extratos
vegetais e 0leos essenciais mesmo ndo sendo conservantes, exibem atividade antimicrobiana.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), os testes para avaliar a eficacia de
sistemas conservantes em formulagdes farmacéuticas e cosméticas incluem microrganismos
patogénicos, que podem contaminar produtos, que sdo: Candida albicans ATCC 10231,
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 , Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Os microrganismos patogénicos mais encontrados em cosméticos sao S. aureus e P.
aeruginosa, devido a habilidade que possuem para proliferar em diversos tipos de substratos.

Além destes, fungos dos géneros Aspergillus sp e Candida sp sdo muito frequentes. Em
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determinadas ocasides e quando ndo se conhece as caracteristicas do conservante, ¢ realizado
um teste de determinacdo da concentracdo inibitoéria minima (CIM). A CIM ¢ a concentracao
minima de conservante necessario para inibir o crescimento de um microrganismo especifico
(UNITED STATES PHARMACOPEIA 37th ed, 2017).

A ANVISA estabelece os pardmetros para controle microbioldgico de cosméticos,
produtos de higiene pessoal e perfumes e os subdivide em dois tipos:

1) Produtos infantis, para area dos olhos e que entram em contato com mucosas;

2) Demais produtos susceptiveis a contaminagao.

Os critérios de aceitabilidade para qualidade microbiologica para os dois tipos de
produtos sao:
1) Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1 g ou 1 mL de produto;
i1) Auséncia de Staphlococcus aureus em 1 g ou 1 mL de produto;

11i1) Auséncia de coliformes totais e fecais em 1 g ou 1 mL de produto; e
iv) Auséncia de clostridios sulfito-redutores em 1 g para talcos.

Produtos farmacéuticos nao estéreis de uso topico e oral sao assim nomeados por ndao
terem obrigatoriedade de serem isentos de microrganismos, ou seja, ndo necessitam ser estéreis.
Em casos de novos produtos ou para determinagdo do efeito antibacteriano e/ou antifingico de
determinadas substancias, como ¢ o caso de novos conservantes, ¢ requerido um teste de
determinagao da concentracao minima inibitoria (CIM). ACIM ¢ a concentracao de conservante
minima pela qual o agente ¢ capaz de inibir o crescimento de um microrganismo sob
determinadas condigoes estabelecidas. Os métodos mais comuns sdo os métodos das dilui¢des
sucessivas € o método de difusdo em agar. Dessa forma, substancias conservantes devem

submeter-se ao controle de contamina¢do microbiana, seguindo os limites aceitaveis da

presenca de microrganismos que ndo acarretem riscos a satide dos usuarios (MINISTERIO DA

SAUDE-MS, 2019).

3.4 Shinopsis brasiliensis Engler

Pertencente a familia Anacardiaceae, a Schinopsis brasilliensis Engl é uma espécie
endémica do Brasil, valiosa espécie madeireira das provincias biogeograficas do Cerrado e do
Chaco na América do Sul tropical (LOPEZ et al, 2016). No Brasil ¢ uma 4rvore nativa da
Caatinga e Mata Atlantica encontrada nas regides semi-aridas (FERNANDES et al., 2015) de

quase todos os estados brasileiros, como por exemplo: Bahia, Ceara, Rio Grande do Norte,
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Sergipe, Tocantins, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goids e Paraiba (JOVITO,
2016).

A Schinopsis brasilliensis Engl., popularmente conhecida como baratina, ¢ uma das
arvores de maior porte, cerca de 10 a 12 metros de altura por 60 cm de diametro e com ramos
providos de espinhos resistentes, encontrada em areas de caatinga (CARDOSO et al., 2015), e
pode ser encontrada por meio de nomes populares: baratina-do-sertao, bratina-parda, coracao-
de-negro, maria preta da mata, quebracho ou ubirarana (KILL; LIMA, 2011).

E uma planta xer6fita, heliofita, totalmente decidua durante o periodo seco e floresce
em épocas variaveis do ano. Suas folhas sao de coloragao verde escura no topo e mais claras na
parte inferior. Apresenta flores brancas e pequenas com pouco cheiro. Seus frutos sdo vagens
em formato de foices, arredondadas e cobertas de pelos finos com apenas uma semente
(GONZAGA et al., 2003; JOVITO, 2016; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2008).

Avaliacdes bioldgicas usando extratos de folhas e cascas de S. brasiliensis
demonstraram atividades antioxidantes e antimicrobianas (FORMIGA et. al, 2015; SARAIVA
et. al, 2011), anticarcinogénica (NARAYANAN et al, 1999) e descritas para o acido elagico e a
atividade anti-inflamatoria, antimutagénica e antitumoral presentes no acido galico e nas
catequinas (figura 4) (AQUINO et al, 2016). Além disso, demonstrou atividade antioxidante a
partir da casca de S. brasiliensis (LIMA-SARAIVA et al., 2017).

Figura 1. Schinopsis brasiliensis Engler.

Fonte: Dantas (2021)

A bratna ¢ composta por uma diversidade de substancias fitoquimiccas, como: taninos,

flavonoides, fendis, antocianinas, xantonas, leucocianinas, saponinas, alcaloides, chalconas,
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auronas, flavonois, triterpenos, acido galico, galato de metila, 4dcido elagico, acido palmitico,
acido linoleico, acido oleico, b-sitosterol, linoleato d metila, hexadecanoato de metila
(CHAVES, 2011, FERNANDES et at. 2015; SANTOS et al. 2017).

Na literatura sdo descritos alguns compostos quimicos que foram isolados da casca de
S. brasiliensis, que sdo os seguintes, alquil, fenol, metil 6-hidroxi-2-eicosanil-4-
metoxibenzoato e o esterdide incomum Sa, 8 a-epidioxiergosta-6,22-dien 3-f —ol. Das folhas
foram isolados biflavondides (2R* 3R*, 200R*, 300R*)-7-hidroxi-40-metoxi-flavanona-
(3—300)-3000, 700-dihidroxi-4000-metoxi-flavanona e 4,20, 40-trihidroxichalcona
(3—0—400)-20.000, 4.000-dihidroxicalco (CARDOSO, 2015). Essa gama de substancias
fenolicas demonstra o potencial biologico dessa planta, uma vez que sdo atribuidas atividades

farmacologicas a muitos desses compostos quimicos citados.

3.5 Dados Etnobotanicos das plantas estudadas

No campo da etnobotanica, pesquisas tém fornecido diversas informacdes sobre a forma
de apropriagdo e manejo dos recursos vegetais por populagdes locais (Albuquerque, 2005).
Diante disso, foi realizado um levantamento de dados na literatura sobre quais partes das plantas
apresentou melhores resultados para fins terapéuticos. A partir disso, os resultados da pesquisa

apresentados na tabela abaixo serviram como base para o estudo fito-quimico das mesmas.



Quadro 1. Utilizac¢do etnofarmacoldgica no Brasil e no mundo das plantas utilizada neste estudo.
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Nome cientifico [Nome Popular| Familia Parte usada Exsicata Tipo extrato Uso tradicional Referéncia
testado
Aspidosperma Pereiro Apocynaceae Casca Herbério Jayme Evaporado a Antimicrobiana, anti- Ceravolo et al.,
Coelho de Moraes, vacuo inflamatéria e analgésica (2018);
pyrifolium Mart UFPB, sob o nimero citotoxica,hipotensora, | Silva et al. (2018);
20104. Tripanosomicida Aragjo et al.,
(2018).
Poincianella Catingueira | Fabaceae Casca Herbério do herbario | Evaporado a Antimicrobiana, Chaves et al., 2016;
pyramidalis (Tul.) do Centrode Saude e vacuo antifangico. Chaves et al, 2019;
LP Tecnologia Rural da Pereira et al., 2014.
Queiroz UFCG, sob o
nimero CSTR5036.
Punica granatum Roma Casca do fruto| Herbarium Arruda Evaporado a Antimicrobiana, M.S. Mahmooda, et
L. Camara da UFPB,sob VACUO antifangico, anti- al 2021
0 nimero ACAM- inflamatria, Arun & Singh
000072 antidiabético, anti- 2012:
lipénico Conidi et al., 2017.
Schinopsis BraGna  |Anacardiacea  Cascas Herbario Jayme Nebulizado Antimicrobiana, Santos, et al, 2017;
brasiliensis Coelho de Moraes, antifangica, antioxidante.| Luz et al, 2018.
Engler UFPB, sob o
namero EAN- 14049.
Schinopsis Folhas Herbario Jayme Nebulizado e Silva etal., 2012.
brasiliensis Coelho de Moraes, evaporado a
Engler UFPB, sob o nimero VACUO.

EAN- 14049.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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3.5.1 Plantas do semi-arido brasileiro

Aspidosperma pyrifolium Mart. € uma espécie presente na caatinga, conhecida
popularmente como Pereiro, Pau-pereiro, Pereira-branca, Pereiro-branco, Pereiro-de-saia,
Pereiro-preto Pereiro-vermelho, Peroba-paulista, Peroba-rosa e Trevo. Essa espécie ¢
economicamente importante por ter multiplicidade de usos, principalmente na utilizagdo como
planta ornamental (VIANA 2015; LINS, 2016).

E utilizada na medicina popular, devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
principalmente no trato genito-urindrio, algumas dermatites, dor de estomago, colicas, coceiras
e diarréias. Possui ainda, propriedades sedativas, uma vez que, os acaloides inddlicos agem,
provavelmente, sobre os receptores opiaceos, GABAérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos e
dopaminérgicos (VIANA 2015; LINS, 2016). Na medicina popular, infusdes das cascas do
género Aspidosperma pyrifolium, sio comumente utilizadas no tratamento de varias
enfermidades, como leishshmaniose, febre, tratamento do cancer e reumatismo (MONTOIA,
2013).

Poincianella pyramidalis ¢ uma arvore de pequeno porte, atingindo ca. de 10m de altura,
caule com tronco de coloracdo acinzentada, ramos inermes, folhas compostas bipinadas; flores
amarelas com uma pétala central que exibe pontuacdes avermelhadas; o fruto € um legume seco
deiscente, glabro, de coloragdo marrom escura, polispérmico, com sementes ovaladas,
comprimidas lateralmente (SILVA; MATOS, 1998; MAIA, 2004; MAIA- SILVA et al., 2012).

A romazeira, Punica Granatum L. (P. granatum), ¢ um arbusto lenhoso, ramificado, da
familia Punicaceae, tem sido cultivada ha muito tempo por toda a regido Mediterrdnea da Asia,
América, Africa e Europa. Apresenta folhas pequenas, rijas, brilhantes e membranaceas, flores
vermelho-alaranjada dispostas nas extremidades dos ramos, originando frutos esféricos, com
muitas sementes em camadas as quais se acham envolvidas em arilo polposo (LORENZI &
SOUZA, 2001; FERREIRA, 2004).

Atualmente muitos trabalhos cientificos sio feitos estudando as propriedades medicinais
da romazeira. No entanto, hd ainda poucos estudos etnobotanicos, de farmacognosia e
toxicologicos suficientes para elucidar os mecanismos de acdo e efeitos dos constituintes
quimicos derivados da roma. Sabe-se que a Punica granatum possui propriedades terapéuticas
amplas como antioxidante, antimicrobiana, antifingica, quimioprotetoras entre outras, ja sao
aplicadas no tratamento e medidas preventivas do cancer, doencas cardiovasculares, condi¢des

bucais, diabetes, artrite e obesidade (BHANDARY et al., 2012).
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A roma ¢ usada pela populacdo em tratamentos de um grande numero de doencas
infecciosas e inflamatorias, nas quais se podem citar: lesdes e abscessos de pele e mucosas,
amidalites, faringites, estomatites, gengivite, glossite, afeccdes febris, diarreias de origem
bacteriana e parasitaria, colicas, hemorroidas, infecgdes de vias urinarias e genitais, viroses em
geral, infeccdes por fungos, conjuntivites e doencas respiratorias, como bronquites

(WERKMAN et al., 2008).

3.5.2 Técnica por Spray drier

O método de secagem das plantas medicinais pode ser descrito como um processo
simultaneo de transferéncia de calor do ar de secagem para a planta umida, e massa de agua da
planta para o ar de secagem. Essa troca tem func¢ao de promover, através da reducao do teor de
agua, a estabilizacdo do metabolismo da planta, redu¢do da atividade microbiana e a inativagao
da atividade enzimatica que podem degradar os principios ativos existentes, contribuindo para
o armazenamento e a disponibilizacdo do material vegetal durante o ano (GONELI, 2014).

A pratica adequada da técnica de secagem e a compreensdo dos fatores que podem
comprometer o processo, ¢ essencial para que a biomassa produzida pela planta e suas
propriedades terapéuticas possam ser preservadas e utilizadas de forma integral e efetiva
(MARTINS et al., 2015).

O principio da extragdo ¢ liberar os compostos da estrutura da matriz vegetal a fim de
se obter extratos com elevadas concentracdes dos compostos presentes em pequenas
quantidades na matriz sélida natural dos vegetais. Os extratos de plantas sdo obtidos a partir de
extragdo por solvente como agua, metanol, etanol, cloroformio, diclorometano, acetona, hexano
e outros. Assim, a escolha da técnica de extracdo adequada e do solvente ¢ um dos
procedimentos mais importantes para melhorar o rendimento da extragdo (CHEN et al., 2018).

A composi¢ao e concentracdo de componentes sdo variaveis que dependem de muitos
fatores como periodo de colheita, armazenamento, condi¢des de cultura, a metodologia de
extragdo, a natureza da matriz vegetal, o tamanho das particulas, o solvente e a concentracao
utilizada, o tempo ¢ a temperatura de extracdo. Os extratos aquosos ¢ alcodlicos possuem
constituintes diferentes de acordo com a solubilidade de cada solvente utilizado no preparo do
extrato. No estudo de Ghasempour et al. (2016) o extrato etanolico apresentou resultados
antimicrobianos mais satisfatorios em relagao ao extrato aquoso. Isso se deve pela quantidade

de fenolicos no extrato etandlico, em relagdo ao extrato aquoso.
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Entre os métodos de extracdao, o emprego de solventes organicos ¢ bastante comum,
podendo ser combinado com agitacdo e/ou aquecimento. Porém, ha necessidade de um controle
rigoroso no uso desses solventes, alguns desses fatores sdo a polaridade, o tempo ¢ a
temperatura de extragdo, de modo que impeca a contaminacdo do meio ou destruicdo dos
compostos do extrato. (ROSTAGNO et al., 2003; CASTRO et al., 2011; ZOU et al., 2013;
VIERA, 2016).

O método de secagem por atomizagdo denominado spray drying, foi utilizado por sua
habilidade de alterar os extratos liquidos em pos com caracteristicas importantes (teor de
umidade, tamanho, morfologia, densidade e estabilidade quimica) que foram desenvolvidos
sequencialmente em trés etapas: atomizagdo, desidratacdo e coleta de pd. Os produtos
particulados secos foram recuperados por pulverizagio do liquido em uma corrente de gas de

secagem (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2015; CHAUL et al., 2017).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Amostras

Extrato da casca e folha de Shinopsis brasiliensis;
Extrato da casca de Aspidosperma pyrifolium Mart.,
Extrato da casca e fruto de Punica granatum L.,

Extrato da casca de Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz.

4.1.2 Microrganismos — Andlise antimicrobiana

Escherichia coli (ATCC);
Pseudomonas aeruginosaS (ATCC);
Staphylococcus aureus (ATCC);
Aspergillus niger (ATCC);

Candida albicans (ATCC).

4.1.3 Substincias e meios de cultura

Aerosil 200®
Vanilina 4% (p/v)
Folin-Ciocalteau
Catequina
Quercetina
Gentamicina
Cefalexina
Fluconazol

Agar nutriente
Caldo triptona
Carbopol 940 (%)
Propilenoglicol (%)
Trietanolamina (%)
Octilmetoxinamato (%)

Oxalato de calcio monohidratado

30
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4.1.4 Solventes

e FEtanol 96%

e Agua destilada

e Acido acéticoa 0,1%

e Metanol

e Acido gélico

e Acido cloridrico

e Dimetilsulféxido de dimetilo 10%
e Cloreto de sodio 20%

e C(loreto de aluminio

e Alcool isopropilico
4.1.5 Equipamentos

e Estufa de circulagdo de ar

e Moinho de facas com saida de 10 mesh

e Rotoevaporador

e Ultraturrax - Lavadora ultrassonica — UNIQUE modelo Ultrasonic Cleaner
e Aparelho Spray Drier LM SD 5.0 (Labmaq®, Brasil)

e Espectrofotdmetro Shimadzu UVmini-1240

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) (Shimatzu)

e C(Centrifuga

e Viscosimetro rotativo do tipo Brookfield

e Analisador térmico simultineo (Shimadzu)®

4.2 Métodos

4.2.1 Processamento do material vegetal e producdo dos extratos
Foi realizada a coleta da planta do semiarido Brasileiro de Schinopsis brasiliensis

Engler, casca e folha na regido de Campina Grande, Paraiba, Brasil (7°13°50”S, 35°52” 52”W)
registradas no Sistema Nacional de Patriménio Genético de Associados Conhecimentos
Tradicionais (SISGEN) do Brasil sob nimero A31EB7A. A identificacdo da espécie vegetal e
deposito da exsicata foi realizado no herbario Professor Jayme Coelho de Morais localizado na
Universidade Federal da Paraiba — EAN — 14049, e em seguida o material foi seco em estufa

de circulagao for¢ada de ar a 40 °C, até obter peso constante e pulverizado em moinho de facas
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com saida de 10 mesh. Os extratos das demais plantas foram produzidos pelo grupo do
Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM), sendo utilizados
nesse estudo.

Foram produzidos dois tipos de extratos, os extratos hidroalcodlicos obtidos pelo
método de maceracdo e turbolise nas concentracdes de 30:70 e 50:50 (v/v) (dgua:etanol). E, os
etandlicos obtidos por percolacao, tendo o etanol a 96°, como solvente. Apos a extragdo, os

extratos etanolicos foram evaporados a vacuo.

4.2.2 Coleta, limpeza, secagem, moagem e preparagdo do extrato vegetal

Durante a coleta das plantas foram selecionadas cascas e folhas, sendo estas lavadas, e
alocadas em bandejas higienizadas para secagem em estufa de circulacdo de ar, distribuidas de
maneira homogénea otimizando a desidratagdo uniforme. A partir da andalise visual da planta de
Shinopsis brasiliensis apds coleta, foram observadas caracteristicas inerentes como: coloragao
verde, tamanho foliar pequeno, odor citrico, marcante e agradavel.

No decorrer do processo de secagem, as folhas e as cascas foram adquirindo coloragao
verde claro e marrom claro, respectivamente. Posteriormente, o material seco foi preparado
para ser moido e observou-se a desidratacdo e consequentemente perda de massa entre a fase
inicial e a fase final. O rendimento total apdés moida foi de 520,78 g de droga vegetal,
correspondendo a 18,69 % da massa inicial.

O método de secagem das plantas medicinais pode ser descrito como um processo
simultaneo de transferéncia de calor do ar de secagem para a planta imida, e massa de agua da
planta para o ar de secagem. Essa troca tem func¢ao de promover, através da reducao do teor de
agua, a estabilizacao do metabolismo da planta, redugdo da atividade microbiana e a inativagao
da atividade enzimatica que podem degradar os principios ativos existentes, contribuindo para
o armazenamento ¢ a disponibilizacdo do material vegetal durante o ano (GONELI, 2014).

A pratica adequada da técnica de secagem e a compreensdo dos fatores que podem
comprometer o processo, ¢ essencial para que a biomassa produzida pela planta e suas
propriedades terapé€uticas possam ser preservadas e utilizadas de forma integral e efetiva
(MARTINS et al., 2015).

O principio da extragdo € liberar os compostos da estrutura da matriz vegetal a
fim de se obter extratos com elevadas concentragdes dos compostos presentes  em pequenas
quantidades na matriz sélida natural dos vegetais. Os extratos de plantas sao obtidos a partir de

extragdo por solvente como agua, metanol, etanol, cloroformio, diclorometano, acetona, hexano
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e outros. Assim, a escolha da técnica de extracdo adequada e do solvente ¢ um dos
procedimentos mais importantes para melhorar o rendimento da extracdo (CHEN et al., 2018).

A composi¢ao e concentracdo de componentes sdo variaveis que dependem de muitos
fatores como periodo de colheita, armazenamento, condi¢cdes de cultura, a metodologia de
extragdo, a natureza da matriz vegetal, o tamanho das particulas, o solvente e a concentragao
utilizada, o tempo e a temperatura de extragdo. Os extratos aquosos e alcoolicos possuem
constituintes diferentes de acordo com a solubilidade de cada solvente utilizado no preparo do
extrato. No estudo de Ghasempour et al. (2016) o extrato etanolico apresentou resultados
antimicrobianos mais satisfatorios em relagdo ao extrato aquoso. Isso se deve pela quantidade
de fenodlicos no extrato etandlico, em relagdo ao extrato aquoso.

Entre os métodos de extracdo, o emprego de solventes organicos ¢ bastante comum,
podendo ser combinado com agitacao e/ou aquecimento. Porém, ha necessidade de um controle
rigoroso no uso desses solventes, alguns desses fatores sdo a polaridade, o tempo ¢ a
temperatura de extracdo, de modo que impega a contaminagdo do meio ou destruigdo dos
compostos do extrato. (ROSTAGNO et al., 2003; CASTRO et al., 2011; ZOU et al., 2013;
VIERA, 2016).

O método de secagem por atomizagdo denominado spray drying, foi utilizado por sua
habilidade de alterar os extratos liquidos em pos com caracteristicas importantes (teor de
umidade, tamanho, morfologia, densidade e estabilidade quimica) que foram desenvolvidos
sequencialmente em trés etapas: atomizagdo, desidratacdo e coleta de pd. Os produtos
particulados secos foram recuperados por pulverizacdo do liquido em uma corrente de gas de
secagem (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2015; CHAUL et al., 2017).

A técnica apresentou vantagens técnicas como reducao no tempo de producdo devido a
caracteristicas favoraveis, como a flexibilidade e acessibilidade operacional, gerando um
produto de melhor qualidade. Apesar de ser um processo sob condi¢des de temperaturas
relativamente altas, o tempo de contato entre as goticulas e o ar ¢ bastante rapido, e por isso nao
ocorrem degradagdes significativas de muitos dos constituintes dos extratos (VLADIC et al.,

2016).

4.2.3 Técnica de Secagem
Os extratos hidroalcoolicos foram submetidos a secagem por nebulizagdo em um

aparelho Spray Dryer, da marca LM SD 5.0 (Labmaq®, Brasil) com sistema de atomizacdo de
bico duplo fluido, com alimentacdo das dispersdes a cdmara de secagem realizada na parte

inferior através de uma bomba peristaltica, na qual se controlou a vazio em 5 L.h'!. As
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condi¢des de secagem foram: temperatura de entrada = 120 °C, vazdo do soprador = 2,8 m3.min-

!, vazdo de ar comprimido = 40 L.min"!.

4.2.4 Avaliacdo Microbioldgica
4.2.4.1 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrdo American
Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (18804), Escherichia coli (25922),
Staphylococcus aureus (25923) e Pseudomonas aeruginosa (27853). As cepas ATCC reativadas
foram mantidos em tubos, contendo 10 mL de dgar nutriente inclinado e incubado a 36 = 0,5°C,
por 24 horas, para bactérias; e 22,5 + 2,5°C, para fungos. A suspensido de cada microrganismo
foi obtida transferindo a cultura crescida sobre o meio inclinado, com alga estéril, para um tubo
de ensaio contendo 3 mL de solugao salina estéril.

O indculo microbiano foi padronizado, conforme descrito na The United States
Pharmacopeia, em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625 mn, para bactérias,
equivalente a 106 UFC/mL; e 580 nm, para fungos, a qual foi equivalente a 104 UFC.mL"!.

O ensaio foi realizado pelo método da microdilui¢do, utilizando microplacas, contendo
190 pL/pogo do caldo triptona de soja previamente inoculado, com o microrganismo a ser
analisado. Os extratos foram diluidos em DMSO a 10%, nas concentragdes de 1000 a 0,078
pg/mL, sendo adicionados 10 pL de cada extrato nos pogos contendo o meio inoculado. Como
controle positivo foi utilizado gentamicina para E. coli e P aeruginosa, cefalexina para o S.
aureus ¢ fluconazol, para C. albicans. e, como controle negativo a solu¢do de DMSO a 10%.
As placas foram incubadas a 36 + 0,5°C, por 24 horas, para bactérias, e 22 + 2,5°C, por cinco
dias, para fungos. A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato que inibiu o

crescimento microbiano, confirmado pela leitura em espectrofotometro a 625 nm.

4.2.4.2 Avaliacdo da a¢do conservante
Para a pesquisa de patdgenos contaminantes seguiu-se a técnica de semeadura em

profundidade, segundo o método da Farmacopeia Brasileira onde sob a capela de fluxo laminar
colocou-se em placas de Petri uma aliquota de ImL de cada diluicdo, para as duplicatas
contendo o produto e o mesmo foi feito para as duplicatas contendo a base, vertendo-se cerca
de 20 mL de Agar Soybean Casein Digest Agar e agar Sabouraud-Dextrose Agar, liquefeito e
estéril, sobre cada uma das placas, seguido de homogeneizagao. Posteriormente, as placas foram
incubadas em estufa durante 4 dias de inoculag¢do a 30-37 °C, para bactérias e 7 dias a 20-25°C

para fungos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).
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Apods o tempo estabelecido foi realizada a contagem de bactérias e identificagdo

morfologica dos fungos.

4.2.5 Determinacdo do marcador quimico
O extrato nebulizado foi avaliado quanto a sua composi¢cdo fitoquimica. As

quantificagdes de polifendis e flavonoides totais foram realizadas por espectrofotometria na
regido do UV-visivel, seguindo os métodos descritos por Chaves et al. e a quantificacdo dos
taninos condensados pelo método descrito por Makkar e Becker. Os testes foram realizados em

espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240.

4.2.5.1 Taninos condensados
A curva padrdo foi construida utilizando-se concentragdes entre 10 ¢ 100 ug mL™! de

catequina analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 500
nm. As leituras das amostras do extrato vegetal foram realizadas na presenca de uma solugao
de vanilina, em meio acido, relacionando os valores de absorbancia encontrados com a
concentracdo de taninos condensados da solugdo através de uma relagdo matematica obtida pela
curva de calibragao.

De acordo com o procedimento técnico, distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de
solugdo metanolica de vanilina 4% (p/v) e posteriormente 0,25 mL de solu¢do metandlica do
extrato € 0,75 mL de HCI P.A. Os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos, imersos em
agua a cerca de 22 °C. As medidas foram obtidas em triplicata, em comprimento de onda
ajustado para 500 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida experimentalmente para estar
dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida através da curva de calibragdo. O
resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma amostra contendo 0,25 mL da
solucao do extrato e 2,25 mL de metanol, subtraindo os valores de absorbancia dos tubos sem
reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes foram maiores que zero e

estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.2.5.2 Polifendis totais
A curva padrio foi construida utilizando-se concentragdes entre 3 € 40 pg mL™! de 4cido

galico, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 757 nm.
As leituras foram realizadas com amostras das solucdes do extrato vegetal na presenca do
reagente de Folin-Ciocalteau em meio alcalino relacionando os valores de absorbancia
encontrados, com a concentracdo de polifendis da solugdo, através de uma relagdo matematica

obtida pela curva de calibragao.
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De acordo com a técnica, distribuiu-se em tubos de ensaio 0,5 mL da solu¢ao do reagente
de Folin-Ciocalteau 1N e posteriormente 0,5 mL de solu¢do do extrato. Os tubos ficaram em
repouso por 2 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, adicionou-se 1 mL de uma
solugdo de Na>CO3 a 20% (m/v). Os tubos ficaram em repouso novamente por 10 minutos até
a reacdo colorimétrica ser completada. As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 757 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral obtida através da
curva de calibracdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma amostra
contendo 0,5 mL da solugdo de extrato e 1,5 mL de dgua deionizada, onde foi subtraido os
valores de absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores

resultantes foram maiores do que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.2.5.3 Flavonoides totais
A curva padrio foi construida utilizando-se concentra¢des entre 2 e 28 ug mL!, de

quercetina, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 415
nm. As leituras das amostras do extrato vegetal foram realizadas na presenga de solugdes do
cloreto de aluminio relacionando os valores de absorbancia encontrados com a concentragao de
flavonoides da solucdo através de uma relagdo matematica obtida pela curva de calibragao.
Distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de solugdo metandlica de AICl3 2% (p/v) e
posteriormente 1,5 mL de solugdo metandlica do extrato. Os tubos ficaram em repouso por 10
minutos, a temperatura ambiente (25°C). As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 415 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida através da
curva de calibragdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma amostra
contendo 1,5 mL da solucdo do extrato e 1,5 mL de metanol, subtraindo os valores de
absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes

foram maiores que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.2.5.4 Saponinas
Para a quantificagdo de saponinas totais seguiu o método descrito por Makkar, et al.

(2007). Adicionou-se uma solucdo de vanilina ao extrato (em metanol 80%), em seguida,
adicionou-se acido sulftrico (72%). A leitura foi realizada em leitor de Elisa, no comprimento

de onda de 544 nm. A curva de calibragdo foi obtida a partir de solugdes de disogenina.
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4.2.6 Estudo pré-formulacao
O estudo de pré-formulacdo ¢ o passo inicial no desenvolvimento de uma forma

farmacéutica. Nessa etapa sao avaliadas as condigdes fisicas e propriedades quimicas de um
farmaco isolado ou associado a varios excipientes. Para isso, utiliza-se um sistema de misturas
binarias para esclarecer quaisquer incompatibilidades que possam surgir entre seus
componentes. Dentre as diversas técnicas analiticas utilizadas na analise das misturas bindrias,
destacam-se as técnicas termoanaliticas, principalmente a termogravimetria (TG), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e andlise térmica diferencial (DTA) (ROJEK; WESOLOW SSKI,
2017).

O principal método para investigar interagoes ¢ através do preparo de misturas binarias
entre o [FA e o excipiente, geralmente na propor¢ao de 1:1 (m/m). Essas misturas podem ser
diretamente analisadas por diversas técnicas analiticas ou sdo previamente submetidas a
condigdes de estresse, incluindo armazenamento em temperaturas elevadas, compactagao,
adicdo de agua, por exemplo (TONG; WEN, 2018).

Dessa forma, nos estudos realizados por Fernandes et al., (2018) foram desenvolvidas
misturas com os excipientes farmacéuticos (carbopol 940, propilenoglicol, trietanolamina,
metilparabeno, propilparabeno e octilmetoxinamato (Tabela 1), e apds esse estudo de
compatibilidade, o extrato foi considerado um conservante quimico valido.

Tabela 1. Especificagdes dos excipientes farmacéuticos selecionados apos o estudo de
compatibilidade.

o _ Categoria )
Excipiente Abreviacéo ] Fabricante Lote
Funcional

Agente High Perfomance

Carbopol 940 CBP o CC67RZR032
Gelificante Polymer

Propilenoglicol PPG Umectante SYNT 116123

) ) Neutralizante; )

Trietanolamina TEA o All Chemistry ALL51014
Emulsificante

Propilparabeno PPB Conservante DEG 20090823

Metilparabeno MPB Conservante All Chemistry | ALL51581

Octilmetoxinamato MCX Filtro solar All Chemistry | 97099716K0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O protetor solar foi desenvolvido apds o estudo de compatibilidade térmica

realizada entre o extrato das folhas de S. brasiliensis e excipientes farmacéuticos,

conforme descrito por Fernandes et al., 2018. Foram produzidos quatro tipos de



formulag6es, com 100 gramas cada, conforme descrito no quadro 2 de S. brasiliensis.

Quadro 2. Formulagbes contendo seus respectivos conservantes.

Protetor solar Formulacdo | Formulagdo | Formulagdo | Formulagéo

1 2 3 4

Extrato (%) 0.1 - - -

Carbopol 940 (%) 2.0 2.0 2.0 2.0

Propilenoglicol (%) 4.0 4.0 4.0 4.0

Trietanolamina (%) 0.5 0.5 0.5 0.5

Extrato + - 0.1 - -

conservante (metil

e propilparabenos)

Conservante (metil e - - 0.1 -

propilparabenos)

Octilmetoxinamato (%) 6.0 6.0 6.0 6.0

Agua destilada (mL) 100 100 100 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.2.6.1 Desenvolvimento do Gel de Carbopol
A formulacdo da base gel foi determinada a partir do que esta descrito na

farmacopéia brasileira (2012), ANVISA. Inicialmente pesou-se as matérias primas
apresentadas no Quadro 2, em balanca analitica. Para o preparo do gel de carbopol a agua
foi aquecida a 70°C e solubilizou-se os componentes da formulacdo na sequéncia, (exceto
o carbopol e trietanolamina).

Em seguida, acrescentou-se o Carbopol 940® agitando com velocidade moderada,
até a dispersdo completa. A formulagdo permaneceu em repouso durante 24 horas, até que
fosse realizado o ajuste do pH para 6,5-7, utilizando-se a trietanolamina sob agitacéo até
formacdo de gel. Apos o preparo dos géis, foi adicionado o extrato nebulizado de S.
brasiliensis na formulagdo I. Em seguida na formulacdo Il, adicionou-se o extrato +
conservante. Na formulacao I11 adicionou-se metil e propilparabeno na proporcao de 1:1,

e formulacdo 1V permaneceu o gel base inicial, com auséncia de conservante.

4.3 Caracterizaciao das formulagdes

4.3.1 Centrifugacdio
A centrifugacdo foi realizada, nos dias 7, 15, 30 e 45° dia, ap6s o desenvolvimento
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da formulacdo. Para isto foi retirado um grama, a qual foi submetida a centrifugacéo
durante 15 minutos a uma rotacdo de 3.000 rpm. Em seguida foram avaliadas as

caracteristicas organolépticas da amostra e realizadas as leituras de pH.

4.3.2 Determinagdo do pH
A verificacdo do pH foi realizada com a utilizacdo de um pHmetro, previamente

calibrado com solugdes tampéo, conforme descrito no Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos da ANVISA (BRASIL, 2004). As analises de pH foram realizadas a
temperatura de 25 °C, que foram determinados atraves da diluicdo da amostra a 10% em
agua purificada, usando pHmetro digital Gehaka, calibrado previamente com solucbes
tampéo pH 4,01 e 7,01.

4.3.3 Estresse Térmico
Para esse ensaio foi retirado um grama da formulagéo, que foi colocada em um

banho de agua termostatizada nas temperaturas 40, 60 e 80 °C, permanecendo por 30
minutos em cada temperatura. Em seguida foram avaliadas as caracteristicas

organolépticas da amostra e o pH.

4.3.4 Ciclo gelo-degelo
As amostras foram submetidas a condigbes extremas de temperatura,

contemplando 4 ciclos de acondicionamento alternados diariamente em refrigerador na
temperatura 5,0 £ 2 °C, temperatura ambiente (28 + 2 °C), estufa a 45 * 2 °C; freezer, na
temperatura de -10,0 £ 2 °C; sendo avaliadas nos dias 7, 15, 30 e 45° dia. As formulagGes
foram caracterizadas no inicio (TO) e final (T45) do ciclo. Para comparagdo, foram
armazenadas também amostras a temperatura ambiente, sendo caracterizadas apés 45

dias. Para analise de estresse termico, a avaliacdo ocorreu até o 60° dia.

4.3.5 Espalhabilidade
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Para determinacdo desse ensaio foi utilizada a metodologia descrita em Cordeiro et al.

Para isto foi utilizada uma placa de vidro (diametro de 20 cm e espessura de 0,2 cm), com

orificio central de 1,2 cm de didmetro. Acima desta placa foi colocada uma placa suporte de

vidro posicionado sobre papel milimetrado. A amostra foi introduzida no orificio da placa e

nivelada com auxilio de espatula, a placa movel foi retirada e sobre a amostra foi colocada uma

outra placa de vidro de peso conhecido, apés um minuto foi realizada a leitura dos diametros
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abrangido pela amostra em posi¢cdes opostas, com auxilio do papel milimetrado e depois
calculado o didmetro médio. Este procedimento foi repetido acrescentando-se sucessivas outras
placas com pesos pré-determinados em intervalos de um minuto de uma placa para outra.

Obtendo-se a espalhabilidade a partir da equagao abaixo.

Onde Ei é a espalhabilidade para um determinado peso da amostra.

4.3.6 Andlise Térmica
As curvas de DSC foram obtidas em um analisador térmico simultineo. As curvas de

DSC foram realizadas utilizando um analisador térmico simultineo (Shimadzu®). As amostras
foram analisadas em cadinhos de aluminio, atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), faixa de
temperatura de 25 e 400°C e aquecimento de 10°C/min. A calibragdo do equipamento foi
realizada em indio (ponto de fusdo 156,6°C). Os dados foram analisados utilizando o sofiware

TASYS.

4.3.7 Determinacao in vitro do fator de protegdo solar
A determinagdo in vitro do FPS foi realizada seguindo o método descrito por Mansur et

al. Usando um espectrofotometro UV-Vis 12-40 (SHIMADZU, KYOTO, Japao). O FPS foi
determinado para as formulagdes I, II, III, IV (QUADRO 1), dissolvidas em solugdo de alcool
isopropilico e de um protetor solar utilizado como controle do teste (FPS 30).

Ap6s a diluicao das formulagdes em alcool isopropilico até a concentracao final de 0,2
mg/ml, as absorbancias foram determinadas na faixa de 290 a 320 nm com intervalos de 5 nm.
O experimento foi realizado em triplicata para cada comprimento de onda. O FPS foi calculado

usando a equacao 1:

(Equa950 1) SPFspectrophotometric =CF: Z % EE (A) I. AbS(/l)

onde FPS ¢ o fator de protecao solar;

CF ¢ o fator de correcdo (=10)

EE ¢ o efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda (A4);

I ¢ a intensidade da luz solar em um comprimento de onda correspondente (A4);

Abs (A) corresponde a absorbancia da solu¢do de formulacdo contendo o filtro solar no

comprimento de onda (4). Os valores de EE (4) e I (1) foram previamente determinados.
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A equagdo 2, foi usada para calcular o valor corrigido do FPS com base no protetor solar

comercialmente disponivel (CP):

FPS analisado X FPS rotulado
FPS pc

(Equacao 2) FPS corrigido =

onde FPS analisado ¢ o valor espectrofotométrico obtido para cada formulagdo seguindo o
método de Mansur. FPS rotulado é o valor expresso no rétulo do filtro solar comercialmente

disponiveis. FPSpc ¢ o valor comercial analisado (MEDEIROS, 2019).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao fitoquimica

A tabela 2 apresenta os resultados da caracterizagdo fitoquimica para as plantas

estudadas.

Tabela 2. Caracterizagdo fitoquimica realizada com os extratos das plantas estudadas.

Taninos Flavondides | Polifenois totais | Saponinas totais
Extratos condensidos total_s1 (mg g™ (mg g
(mg g™) (mgg)
S. brasiliensis 13,16 70,03 386,75 171,37
(folha)
S. brasiliensis 38,04 14,43 150,88 631,27
(casca)
A. pyrifolium 1,73 - 105,59 512,57
(Casca)
P. pyramidalis 30,06 7,63 369,42 1664,8
(Casca) 3
P. granatum
(Casca) 13,87 376 117,57 605,21

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Produtos secundarios de plantas, responsaveis pela defesa a micro-organismos, tem o
potencial de serem essenciais no controle a patogénicos humanos, isto porque os seres humanos
nao possuem essa linha de defesa. Os alcaloides e flavonoides, por exemplo, sao classes de
metabolitos em que se tém relatos de seu forte potencial antimicrobiano. Os fendis sdo
metabolitos secundérios originados da via do &cido chiquimico, relacionados com o
metabolismo de carboidratos e aminoacidos aromaticos (HOLOPAINEN et al., 2018).

Foi constatada a presenca de compostos polifendlicos nos extratos vegetais, com
destaque nos valores de P. pyramidalis em concentragdes de 1664,83 mg g™ de saponinas totais
€ 369,42 mg g! em polifenois totais. Para S. brasiliensis os resultados da quantificacio de
saponinas totais e polifenois totais também ficaram em evidéncia, em concentra¢des de 631,27
mg g! e 150,88 mg g’!, respectivamente. Em estudos realizados por Santos et. Al (2017),
relataram essa dominancia da quantidade de polifendis em S. brasiliensis em relagdo aos outros
compostos, na qual foram identificados 16 compostos fenolicos, dentre eles, derivados do acido
galico a fim de verificar sua atividade antioxidante.

Através das andlises fitoquimicas quantitativa observou-se uma maior quantidade de
polifendis (105,59 mg g!) e saponinas (512,57 mg g™!) no extrato vegetal de A pyrifolium,

seguido de um numero menor de taninos, que também foi relatado por Messiades (2014).
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Diversas atividades sdo atribuidas a estes compostos: reducao da inflamagao, estresse oxidativo
e dano a molécula de DNA pela radiagio ultravioleta (UV) na pele (STEVANATO;
BERTELLE; FABRIS, 2014).

Em extrato de P. pyramidalis verificou-se a presen¢a de todos os compostos fendlicos,
com predominancia de saponinas totais (1664,83 mg g™!) e polifendis totais (369,42 mg g™).
Chaves et. al (2016), também constataram a presenga desses compostos em estudo utilizando
as cascas do caule de P. pyramidalis em extrato hidroetanolico (EtOH 50%), com destaque as
concentragdes de 36,94 + 0,45 mg g*! de equivalentes de acido galico (polifendis totais), 19,09
+ 0,78 mg g! de equivalentes de quercetina (flavonoides totais) e 59,08 + 0,69 mg g*' de
equivalentes de catequina (taninos condensados).

A casca da P, granatum corresponde a cerca de 50% do peso total da fruta e a presenca
de polifendis pode estar relacionada ao efeito antioxidante promovido pelo seu potencial de
cicatrizagdo de feridas (PEREIRA, 2015; MORAES, et al., 2017). Pinto e Costa (2016) afirmam
que, em testes realizados a partir dos extratos das cascas e sementes da P. granatum, o resultado
foi promissor em amostras da casca do fruto, indicando a presenc¢a de flavonoides. Isto
corrobora com os resultados obtidos neste estudo, entre os quais verificou-se altas
concentragdes de flavonoides totais (376,61 mg g'), firmando assim analogia ao que se
apresenta na literatura desse fruto.

O potencial terapéutico de uma planta ¢ determinado pelos seus metabdlitos
secundarios, e por meio de reagdes colorimétricas ¢ possivel identificar de forma quantitativa a
composi¢do destes. Diante disso, concentra¢des elevadas de polifenodis e flavonoides foram
observadas nas folhas de S. brasiliensis, e por isso destacou-se em relacdo as demais, sendo a
planta de escolha para o seguimento dos estudos. De acordo com a literatura, os flavonoides
possuem alta atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e desempenham diversas funcdes
na planta, entre elas a protecdo contra bactérias. Sua ac¢do estd ligada a sua estrutura quimica,
sua porgao lipofilica interage com a membrana plasmatica do microrganismo levando a perda
das fung¢des de permeabilidade e protecdo (BARBOSA, etal., 2014) (CEFALI et al., 2021; PITZ
etal.,2016; SEO etal., 2017).

5.2 Determinac¢ao da Concentracao Inibitéoria Minima
Antes da escolha de um conservante, torna-se importante definir a sua concentracao

minima efetiva, pois a sua presenca em quantidades insuficientes pode resultar no crescimento

de microrganismos comprometendo a qualidade do produto. Por outro lado, em quantidades
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excessivas, 0s conservantes sao normalmente substancias toxicas que podem por em risco a
seguranca do consumidor (RYBOWSKA, 2014).

Diante do exposto, fica claro que os cuidados frequentes com o controle de qualidade
dos produtos cosméticos ¢ uma condi¢do emergente e de suma importincia para o ramo
farmacéutico. Produtos ndo estéreis possuem determinado grau de tolerancia a presenca de
microrganismos ndo patogénicos, entretanto estes nao devem ultrapassar aos valores limites
determinados pela legislagdo (MATOS & CRUZ, 2019). A tabela 3 apresenta os resultados
obtidos para a determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato nebulizado de folhas de S.
brasilensis, frente a patdogenos responsaveis pela contaminagdo microbiana de produtos
cosméticos.

Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima do extrato nebulizado de folhas de S. brasiliensis
Engler, nos microrganismos testados.

Percentual de Inibicéo (%)

Concentracgéao ) ) ]
S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans
(mg.mL™1)
1,000 87,96 75,39 91,56 52,99
0,500 72,60 63,62 87,31 42,59
0,250 53,00 76,41 82,68 38,38
0,125 47,00 61,73 55,96 35,08
0,063 29,59 35,46 45,54 45,12
0,031 5,93 28,60 23,62 33,99
0,0156 3,94 21,44 11,53 29,26
0,0078 - 12,03 6,68 29,79

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os valores obtidos na analise de micro diluicdo em caldo indicaram que o potencial
antimicrobiano de S. brasiliensis foi expressivo, mesmo quando avaliado em concentragdes
baixas, alcangando uma concentrago inibitéria minima de 0,0078 mg mL-!, atingindo potencial
de inibicao de 12,03% + 29,79%, nessa concentracdo. Enquanto que em concentragdes mais
altas, como 1,000 mg mL"!, o perfil antimicrobiano tornou-se ainda mais expressivo, atingindo
valores de 52,99% + 91,56%. Estudos anteriores relatam a atividade antimicrobiana dos
extratos de folhas, casca do caule, flor, vagens e sementes contra bactérias como Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida

albicans (CHAVES et al., 2011; SARAIVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).
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As atividades biologicas exercidas pelos extratos de Schinopsis brasiliensis sao bastante
mencionadas na literatura. Diversos estudos foram realizados a partir de diferentes secdes da
planta como casca, folha e¢ sementes, confirmando as atividades antimicrobiana, anti-
inflamatoria e toxicidade in vitro de extratos metandlico das folhas, onde foi considerada

moderada toxicidade (SARAIVA et al., 2013).

5.3 Avaliacao Microbioldgica das formulagdes
A avaliagdo da qualidade microbioldgica de cosméticos significa a determinagdo da

carga microbiana viavel e na comprovagdo da auséncia de microrganismos especificos
considerados de risco para o usuario (OHARA; FISCHER; SAITO, 1991). A Farmacopéia
Brasileira estipula em limite de contaminacdo de até 100UFC/ml para fungos e 300UFC/mL
para bactérias (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

A tabela 4 apresenta os valores de reducao LoglO de UFC/g dos microrganismos
presentes nas formulacdes utilizando o extrato de S. brasiliensis, como conservante,

conservante sintético, sem conservante, em funcao do tempo.
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Tabela 4. Reducao Logl0 de UFC/g dos microrganismos presentes nas formulagdes utilizando
o extrato de S. brasiliensis, como conservante, conservante sintético, sem conservante, em
func¢ao do tempo (T).

Tempo (dias)

Microrganismos Amostras TO T2 T7 T14 T21 T28
Extrato 1,30 1,69 4,00 <1 <1 <1
P. aeruginosa Extrato + 200 | 148 | 169 | 185 | 190 | <l
conservante ! ' ' ' ’
Conservante 1,69 1,95 2,38 3,60 <1 <1
Controle 448 | 429 | 300 | 460 | 360 | 470
negativo
Extrato 7,69 3,00 2,70 3,60 <1 <1
E. coli Extrato + 3,48 <1 <1 | 130 | 300 | 1,78
conservante
Conservante 4,90 <1 <1 2,00 1,60 <1
Controle 7.48 630 | 348 | 488 | 485 | 460
negativo
Extrato 4.08 <1 0,0 <1 1,30 <1
S. aureus Extrato + 248 <1 <1 4.08 <1 <1
conservante
Conservante 3,69 <1 0,0 1,78 <1 <1
Controle 6,30 530 | 795 | 349 | 330 | 348
negativo
Extrato 1,30 0,0 0,0 0,0 <1 0,0
C. albicans Extrato + <1 <1 0.0 <1 0.0 1,23
conservante
Conservante 0,0 1,26 <1 0,0 0,0 <1
Controle 260 | 446 | 530 | 704 | 330 | 369
negativo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os resultados obtidos em relagdo ao potencial conservante do extrato de S. brasiliensis
frente a P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, e Candida albicans, foram positivos durante o tempo
de exposicao do T0 ao T28. Ao observar o microrganismo Escherichia coli por exemplo, houve
reducdo do Logl0 (UFC/g) de 7,69 para < 1, exercida pelo potencial antimicrobiano do extrato
presente na formulagdo I, comprovando a acao antimicrobiana desses sistemas.

Pelos dados da Tabela 4, verifica-se que o patdogeno de Candida albicans apresentou
uma evidéncia de crescimento menor nas amostras, apresentando auséncia em T28 frente a
formulacao I. Semelhante a outros estudos, a ocorréncia de baixa frequéncia de fungos e
leveduras ocorrem devido a presenga de parabenos, como conservante, na maioria dos

cosméticos, pois sdo particularmente ativos contra fungos e leveduras. Esses resultados
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corroboram com a Farmacopéia Brasileira (1988), a qual estipula um limite de contaminagdo
de até¢ 100 (UFC/mL) para fungos (hifas e leveduras), que devem ser evitados em produtos
farmacéuticos ¢ cosméticos, principalmente os causadores de dermatofitoses, como o
Aspergillus.

Diante disso, os resultados apontam que nas formulagdes, o potencial conservante
exercido pela presenca do extrato da folha de S. brasiliensis reduziu o teor de microrganismos
presente nas formulacdes até o periodo final da andlise, sendo notéria a redugdo do Logl0O

(UFC/g).

5.4 Ensaios fisico-quimicos e ensaio preliminar de estabilidade fisica das formulacdes
produzidas
As amostras foram submetidas a um ciclo de resfriamento e aquecimento (gelo-degelo)

a fim de observar as possiveis alteracdes de suas caracteristicas em fun¢do das diferentes
condi¢des de temperatura de armazenamento. As formulacdes foram também avaliadas em
funcao do tempo, e para compara¢do foram utilizadas como parametro amostras armazenadas

a temperatura ambiente.

5.4.1 Caracteristicas Organolépticas
Com o objetivo de verificar alteragdes como separagdo de fases, precipitacdo e turvagao,

possibilitando o reconhecimento primario do produto (BRASIL, 2007). As caracteristicas
organolépticas do gel foram observadas durante 60 dias em diferentes temperaturas, tendo como
parametro de comparacdo as caracteristicas obtidas imediatamente apds a manipula¢do das

formulacgdes, as caracteristicas cor, odor e aspecto estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliacdo das caracteristicas organolépticas das formulacdes FI (carbopol + extrato);
FII (carbopol + extrato + metil e propilparabeno); FIII (carbopol + metil e propilparabeno); FIV
(carbopol), gel base.

Amostras Cor Odor Aspecto
FI Modificada Normal, S/A Normal, S/A
FII Levemente modificada Normal, S/A Normal, S/A
FIII Normal, S/A Normal, S/A Normal, S/A
FIV Normal, S/A Normal, S/A Normal, S/A

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
Legenda: S/A: Sem alteracgao.
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Imediatamente apos a manipulacao, as formulagdes apresentava-se com aspecto semi-
solido, homogéneo e brilhoso, de cor branca, e na presenca do extrato levemente bege e odor
normal (Figura 2).

Ao final das oito semanas de observagdo, constatou-se que os parametros analisados se
mantiveram normais dia ap6s dia (Figura 3), ja que ndo foram observadas mudangas como
separacao de fases, formagao de grumos, alteracdo de cor ou odor. Assim, a formulacao pode
ser considerada macroscopicamente estavel nas condi¢gdes empregadas.

Figura 2. Gel base do protetor solar.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Figura 3. Formulagf)es LIL [T e IV.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

5.4.2 Determinacgdo do pH
A determinac¢do do pH indica se uma solucdo ¢ 4cida ou alcalina, fundamentado no

logaritmo da concentracao de ions hidrogénio, servindo para verificar a compatibilidade do

produto com a pele do paciente e garantir a estabilidade da formulagao. Os valores de pH estao
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compreendidos entre 1 (acido) a 14 (alcalino), sendo 7 o pH neutro (BRASIL, 2008; MANCO
et al., 2015). As médias dos valores de pH estdo descritas nas tabelas abaixo (6, 7, 8 € 9), os
quais foram medidos no tempo 0, 7, 15, 30, 45 e¢ 60, os quais ndo revelaram altera¢des

significativas durantes os testes.

5.4.3 Centrifugacao
O teste de centrifugacdo foi realizado como andlise preliminar, a fim de determinar

qualquer sinal de instabilidade indicativa de necessidade de reformulagao (BRASIL, 2004).
Para Firmino e colaboradores (2011), o teste de centrifuga¢do ¢ utilizado para avaliar a
estabilidade fisica dos cremes.

Assim, quando submetidos a centrifugacdo, caso o creme ndo tenha boa estabilidade,
havera a tendéncia de separagdo dos componentes, bem como variagao de pH. Portanto, sdo

apresentados abaixo os valores de pH obtidos durante o ciclo gelo-degelo em intervalos de dias.

Tabela 6. Dados dos valores de pH da formulagdo ambiente em concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2.
Sendo, CN = C = controle negativo (auséncia de conservante), CP = controle positivo
(conservante metil+propilparabeno), SD = desvio padrdo, CV% = coeficiente de variagdo.

Formulagdes

Dias 0,05 0,1 0,2 CP CN
Média 0 5,96 5,18 5,19 5,3 5,77
SD 0,48 0,06 0,015 0,03 0,13
CV% 7,94 1,17 0,29 0,33 2,33
Média 7 6,46 5,42 5,81 5,18 5,42
SD 0 0,06 0,04 0,33 0,06
CV% 0 1,17 0,73 6,41 1,17
Média 15 5,68 5,67 5,39 5,09 5,53
SD 0,30 0,07 0,23 0,09 0,07
CV% 5,34 1,24 4,19 1,80 1,40
Média 30 5,06 5,61 5,64 5,61 5,8
SD 0 0,06 0,06 0,05 0,03
CV% 0 1,13 1,00 1,00 0,48
Média 45 4,57 5,32 5,02 4,89 5,15
SD 0,15 0,28 0,04 0,05 0,12
CV% 3,40 5,32 0,84 1,15 2,33
Média 60 3,47 3,61 4,08 4,52 4,49
SD 0,25 0,02 0,12 0,09 0,04
CV% 7,33 0,58 2,94 2,03 0,94

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 7 - Dados dos valores de pH da formulacao estufa em concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2.
Sendo, CN = C = controle negativo (auséncia de conservante), CP = controle positivo
(conservante metil+propilparabeno), SD = desvio padrdo, CV% = coeficiente de variagdo.

Formulacgoes

Dias 0,05 0,1 0,2 CP CN
Média 0 6,35 5,86 5,81 5,35 5,55
SD 0,07 0,16 0,14 0,07 0,21
CV% 1,11 2,89 2,43 1,32 3,82
Média 7 6,16 5,63 5,66 5,19 5,36
SD 0,05 0,13 0,16 0,05 0,18
CV% 15,25 0,37 0,37 0,95 3,69
Média 15 5,26 5,56 5,38 5,54 5,51
SD 0,10 0,25 0,04 0,06 0,03
CV% 2,01 4,57 0,91 1,14 0,64
Média 30 5,07 5,25 5,05 5,11 5,60
SD 0,64 0,40 0,12 0,07 0,36
CV% 12,67 7,66 2,09 1,52 6,43
Média 45 4,58 4,82 5,41 5,63 5,88
SD 0,04 0,01 0,05 0,03 0,13
CV% 0,92 0,14 1,05 0,62 2,28
Média 60 3,81 3,71 4,54 4,24 4,54
SD 0,24 0,07 0,13 0,01 0,01
CV% 6,32 1,91 2,80 0,33 0,15

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 8 - Dados dos valores de pH da formulagdo freezer em concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2.

Sendo, CN = C = controle negativo (auséncia de conservante), CP = controle positivo
(conservante metil+propilparabeno), SD = desvio padrao, CV% = coeficiente de variagao.
(continua)
Formulacgoes
Dias 0,5 0,1 0,2 CP CN
Média 0 6,85 6,45 55 5,295 5,35
SD 0,07 0,07 0,28 0,43 0,35
CV% 1,03 1,09 5,14 8,14 6,61
Média 7 6,73 6,34 5,39 5,06 52
SD 0,26 0,02 0,02 0,15 0,15
CV% 3,99 0,33 0,39 3,07 2,99
Média 15 6,12 4,47 5,96 5,57 5,80
SD 1,10 0,21 0,41 0,12 0,00
CD% 18,02 4,74 6,88 2,15 0,12
Média 30 4,88 5,86 5,4 531 5,99
SD 0,08 0,19 0,23 0,13 0,34
CV% 1,74 3,37 4,19 0,14 0,34
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Tabela 8 - Dados dos valores de pH da formulagéo freezer em concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2.
Sendo, CN = C = controle negativo (auséncia de conservante), CP = controle positivo
(conservante metil+propilparabeno), SD = desvio padrdo, CV% = coeficiente de variagéo.

(conclusao)

Dias 0,05 0,1 0,2 CP CP
Média 45 5,24 5,11 5,4 5,63 5,88
SD 0,11 0,15 0,05 0,03 0,13
CV% 2,02 2,90 1,04 0,63 2,28
Média 60 4,04 4,51 4,34 4,67 4,62
SD 0,07 0,09 0,07 0,02 0,12
CV% 1,92 2,19 1,79 0,45 2,75

Tabela 9. Dados dos valores de pH da formulagao refrigerador em concentragdes de 0,05, 0,1,
0,2. Sendo, CN = C = controle negativo (auséncia de conservante), CP = controle positivo, SD
= desvio padrao (conservante metil+propilparabeno), CV% = coeficiente de variacao.

Formulag6es

Dias 0,05 0,1 0,2 CP CP
Média 0 6,85 5,9 5,245 5,245 5,45
SD 0,07 0,28 0,36 0,50 0,07
CV% 1,03 4,79 6,87 9,57 1,29
Média 7 6,79 5,65 5,19 5,01 5,32
SD 0,04 0,11 0,03 0,01 0,05
CV% 0,62 2,00 0,68 0,28 1,06
Média 15 5,05 5,67 5,23 5,38 5,74
SD 0,42 0,18 0,04 0,01 0,24
CV% 8,25 3,24 0,94 0,13 418
Média 30 5,90 6,22 5,51 517 5,42
SD 0,99 0,32 0,30 0,31 0,18
CV% 16,88 5,12 5,51 8,33 3,39
Média 45 5,29 5,72 5,66 5,67 5,97
SD 0,09 0,33 0,19 0,05 0,11
CV% 1,74 5,80 3,49 0,99 1,89
Média 60 4,96 433 5,08 4,41 4,76
SD 1,32 0,05 0,03 0,03 0,09
CV% 26,63 1,31 0,55 0,64 2,07

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O teste de centrifugacao realizado em rotagdo crescente apds 24 horas da produgdo das

formulacdes, demonstrou que as quatro formulagdes apresentaram aspecto normal, sem

nenhum indicio de instabilidade e inalteradas, tais como: cremagem, separacao de fases, ou
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sedimentacdo. Dessa forma, ndo houve necessidade de reformulagdo do produto permitindo
o prosseguimento dos demais ensaios.

Por meio dessa analise, verificou-se que resultados de pH atingiram valores dentro do
limiar de pH cutaneo, com predomindncia das médias entre 5 a 6. As diferengas entre elas sdo
discretas, ndo muito distantes das médias de referéncia. Deve-se considerar que o pH ideal de
uma formulacao necessita estar de acordo com o pH de estabilidade dos componentes utilizados
e o de tolerancia bioldgica para produtos cutidneos, variando entre 5,5 e 8,0 (SOUZA et al.,
2017).

Deste modo, os valores de pH da formulagdo encontram-se dentro dos critérios de
aceitabilidade para produtos de uso tdépico, assim como ndo houve indicios de
incompatibilidade entre os componentes da formulagao, que poderiam ocorrer por reagdes de

hidrélise, oxidacao ou contaminagao bacteriana (SOUZA; CAMPOS; PACKER, 2013).

5.4.4 Estresse Térmico
Para garantir a viabilidade das formulag¢des, as amostras das formulagdes foram

submetidas a ensaios de estresse térmico. A Figura 4 mostra o perfil de estabilidade das

formulagdes em diferentes condi¢des de armazenamento.



Figura 4 — Perfil de estabilidade das formulag¢des desenvolvidas quando submetidas a
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Quando submetidas ao estresse térmico, verificou-se que as formulagdes em condigdes

de freezer permaneceram inalteradas até o 45° dia, posteriormente foi verificada uma queda

linear nos valores das medidas de pH, sendo mais notavel no 60° dia. Esses valores variaram de

5,44 £0,5 (1° dia) a 3,95 + 0,4 (60° dia). Isso corrobora com estudos realizados por Deuschle

(2015), no qual constatou-se que temperaturas elevadas podem acelerar reagdes quimicas,

alterando a atividade de componentes, como também outros aspectos da formulagdo:

viscosidade, aspecto ou odor.

Na figura 4, grafico 3, pode ser observada uma estabilidade mais evidente no decorrer

dos dias em teste. Isso pode estar relacionado as condi¢des de temperaturas em que as
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formulagdes estariam expostas. Nestas condi¢oes, verifica-se um melhor comportamento no

perfil de estabilidade da formulagdo em temperatura ambiente.

5.4.5 Espalhabilidade
A espalhabilidade ¢ utilizada para avaliar possiveis alteracdes nas caracteristicas da

formulacdo durante o estudo, no que se refere a valores reproduzidos nas condigdes de
armazenamento. A partir dessa analise, foi possivel determinar a capacidade das formulagdes
de se espalhar quando submetidas a uma determinada forca, buscando reproduzir as condigdes
de esforgo necessarias para aplicacdao na pele. Este parametro ¢ importante para acompanhar
modificagdes na capacidade da formula em espalhar sob uma determinada &rea (BORGHETTI;
KNORST, 2006; FRANCO; BOCHI, 2013).

Em relagao aos fotoprotetores, a espalhabilidade esta ligada a eficacia pois, assim que
aplicado a pele, este devera formar um filme homogéneo. Assim, para avaliar o impacto da
mudanca na viscosidade das formulacdes foi determinada a espalhabilidade das amostras, cujos

perfis estdo representados na figura 5.

Grifico 5. Espalhabilidade em mm? das formulagdes em fungao do peso adicionado.

—e— Formulacéo 1 - -
8- Formulacao 2
10 1 —a— Formulacao 3 . .
r.é‘ ——4— Formulacao 4
E
v 81
o
L)
2
o
£ 6
©
[=3%
i
LJ
4 4

inY O ) N D 9 D
) ) (\) ) ) )
L2 A X R

Peso adicionado (g)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

De maneira geral, as amostras apresentaram valores satisfatorios em seu perfil de

espalhabilidade, pois houve um crescimento gradual da espalhabilidade na medida em que os
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pesos foram adicionados, e revelaram comportamentos paralelos. Entretanto, embora tenham
apresentados resultados semelhantes, a formulagdo II destacou-se por apresentar um perfil de
espalhabilidade superior em relagdo as demais, que contém a propor¢do de 1:1 de extrato
nebulizado e conservantes.

Ao observar a espalhabilidade exercida pela formulagdo I, verifica-se uma
espalhabilidade levemente diminuida quando comparada as demais amostras, embora que nao
houve perda siginificativa em seu perfil de espalhabilidade. Este resultado corrobora com
estudos desenvolvidos por Chorilli et al., (2006), quando relata que as formulagdes com elevado
FPS podem expressar menor espalhabilidade, uma vez que, € necessaria uma maior quantidade

de filtros quimicos e fisicos nestas formulagdes.

5.5 Analise Térmica
A analise térmica ¢ baseada na interpretagao dos picos endotérmicos e exotérmicos, que

aparecem ao longo das curvas. Esses eventos nos permitem definir informagdes qualitativas e
quantitativas, através do formato e posicdo de tais picos, por exemplo (FERNANDES et
al.,2018; SANTANA et al., 2018).

Neste estudo o gel foi escolhido para veicular o extrato nebulizado de S. brasiliensis,
por ser uma forma farmacéutica de simples obtengao, composta por poucos excipientes, € por
ativos fotoprotetores, que atende a todos os tipos de pele, principalmente as oleosas ou acneicas
(SCHALKA et al., 2014).

A estabilidade térmica das amostras das formulagoes foi analisada em intervalos de dias,
0,7, 15,30, 45 e 60, as quais foram avaliadas de acordo com as condi¢des de armazenamento
de fogdo, freezer, refrigerador e temperatura ambiente. Os dados estdo descritos na tabela

abaixo.

5.5.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial
Os dados relativos aos picos DSC e as etapas de decomposicao encontram-se descritos

nas Tabela 10.
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Tabela 10. Descricdo das etapas de degradacdo térmica das amostras estufa, ambiente,
refrigerador e congelador, nos respectivos intervalos de dias, 0, 7, 15, 30, 45 ¢ 60.

Dias Amostras Tpico/°C Tinicial e final/ °C AH/ J/g-1
Estufa 0.05 114.44 86.82-157.86 97.56
Ambiente 0.1 129.69 102.45-162.48 16.389
To Refrigerador 0,02 136.82 121.71-169.59 10.997
Freezer CP 121.47 104.31-162.19 16.078
Freezer CN 133.04 115.28-164.61 13.300
Estufa 0.05 87.93 77.23-108.49 93.28
Ambiente 0.1 140.67 127.67-167.81 98.96
T Freezer 0.2 146.00 144.01-172.43 60.05
Refrigerador CP 127.90 102.81-159.64 13.272
Refrigerador CN 134.22 108.49-162.84 10.496
Freezer 0.05 136.38 140.46-172.43 97.53
Refrigerador 0,1 128.39 100.68 — 160.00 95.15
T15 Estufa 0.2 131.48 104.94 - 162.13 13.390
Ambiente CP 135.91 107.78 — 163.55 71.33
Ambiente CN 122.72 102.10-157.51 12.109
Refrigerador 0.05 117.48 96.06 —132.29 22.51
Freezer 0.1 106.68 90.73 —129.89 25.03
T30 Ambiente 0,2 106.12 95.70 —121.99 18.89
Estufa PC 105.08 93.57 - 120.57 14.84
Estufa CN 104.08 88.25 —120.92 76.580
Ambiente 0.05 153.08 129.45-171.36 34.35
Estufa 0.1 97.57 64.80 — 108.49 99.500
T45 Refrigerador 0.2 118.31 95.35-141.88 26.03
Freezer CP 136.02 115.24 - 160.35 14.676
Freezer CN 105.87 93.57 —126.61 15.34
Estufa 0.05 129.74 112.32 — 159.64 30.40
Ambiente 0.1 139.66 122.87 - 173.85 42.79
T60 Freezer 0.2 137.15 127.67 — 168.17 51.13
Refrigerador PC 114.96 105.94 — 146.14 21.95
Refrigerador NC 128.79 119.21 — 153.60 33.60

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

durante o ciclo Gelo-Degelo.

A Figura 6 representa as curvas DSC do extrato da folha de Shinopsis brasiliensis
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Figu;_'a 6. Curvas DSC das amostras estufa, ambiente, refrigerador e freezer.
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Na Figura 6 estdo apresentadas as curvas DSC obtidas para as amostras das formulagdes
estufa, ambiente, refrigerador e freezer, representadas nos graficos A, B, C, D e E. O processo
de decomposigao térmica ocorreu com formac¢do de mais eventos endotérmicos a partir de
136,82°C expresso pela formulacdo refrigerador (0,02 mg/mL), iniciando a variacdo de
121,79°C a 169,59°C, com entalpia de AH 10,997 J.g"'. O primeiro pico foi observado entre
86,82°C e 157,86°C, respectivo da formulacao estufa (0,05 mg/mL). Neste observou-se a maior
entalpia verificada em AH 97,56 J.g”!, valores elevados de entalpia sugerem que nestas
temperaturas ocorreram os eventos envolvendo maior liberagdo de energia na decomposicao
térmica das amostras. terceiro pico ocorreu entre 104,31°C e 162,19°C, com entalpia AH 16,078
J.g''. Houve uma discreta separagdo deste evento em um quarto pico, de ocorréncia entre
115,28°C e 164,61°C.

Com base no grafico B, observa-se um primeiro pico mais discreto daquele ocorrido no

grafico A. Foram verificados cinco eventos endotérmicos, marcados com um pico mais
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expressivo em temperatura de 146,00°C, referente a formulag¢do congelador controle positivo,
com degradacdo térmica inicial em 144,01°C a 172,43°C, ¢ entalpia AH 60,05 J.g'l. O primeiro
pico ocorreu na temperatura 87,93°C, iniciando em 77,23°C a 108,49°C com entalpia de AH
93,28 J.g''. O segundo pico de variagdo térmica apresentou um pico na temperatura de
140,67°C, e entalpia de 98,96 J.g'!. Os seguintes eventos foram marcados por entalpias de
valores menores.

A andlise por DSC das formulagdes (Grafico C), demonstra que a mistura assume as
caracteristicas do extrato. Com a diminui¢do da concentragdo do extrato no estudo, na
formulacdo freezer, um pico com temperatura de 136,38°C foi observado, provavelmente
relacionado a perda de umidade da amostra. Neste caso, ocorreram variagdes de energia nos
picos de calor, dentro de uma gama bastante ampla: entre AH 97,53 ¢ 12,109 J g, podendo
estar associada a uma grande variedade de metabolitos secundarios, presentes em matérias-
primas de origem vegetal, principalmente compostos fenoélicos.

No grafico D, avaliou-se as variagdes térmicas das formulagdes em T30 apresentando
menores variagdes nos valores de entalpia. A amostra estufa controle negativo apresentou uma
entalpia de valor mais expressivo, sendo AH 76,580 J g1

De acordo com os resultados, a maioria das misturas entre extrato e excipientes ndo
apresentam variacdes significativas nos perfis térmicos esperados. Os valores de entalpia
variaram proporcionalmente aos teores das substincias presentes. Algumas alteracdes relativas
a entalpia sdo esperadas em tais experimentos, devido a problemas na uniformidade de contetido

de pequenas amostras utilizadas nas analises DSC (Maximiniano et al., 2011).

5.6 Determinacio do Fator de Proteciao do Protetor Solar in vitro
Os dados relativos a determinagdo do FPS das formulagdes estdo apresentados na tabela

11.

Tabela 11 — Valores de FPS quantificagdo in vitro.
Formulacéo FPS espectrofotométrico FPS corrigido (x10) DP
Fl 1,65 16 2,09
Fll 1,01 10 0,13
Fll 1,47 14 1,34
FIvV 0,92 9 1,33
COMERCIAL 2,68 27 1,20

Legenda: DP=Desvio Padrao.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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A avaliacdo do fator de protecdo solar (FPS) foi determinada pelo célculo proposto por
Mansur (1986a; 1986b) que relaciona a absorbancia do extrato com o efeito eritematogeno da
radia¢do e a intensidade da luz em comprimentos de ondas entre 290 a 320 nm (espectro
especifico da regiao UVB).

O FPS 16 referente a formulacdo I pode ser evidenciado, pois estd intimamente
relacionado a presenca do extrato de brauna associado ao octilmetoxinamato, o efeito sinérgico
entre eles explica esse potencial fotoprotetor. Quando comparado ao FPS das formulagdes III e
IV, por exemplo, verifica-se que na auséncia do extrato o potencial fotoprotetor tornou-se menos
expressivo. Isto corrobora com estudos que relacionaram a eficacia da atividade fotoprotetora
com a capacidade de absorc¢ao de energia radiante atribuida aos grupos croméforos nos extratos
de plantas, que € proporcional a sua concentragao (Violante et al., 2008; Maillan et al., 2005;
Ribeiro et al., 2004; Silva Filho et al., 2003).

Levando em consideragao o fator de protecao solar (FPS) determinado pela RDC 30, de
01 de junho de 2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012), o uso
dessas formulacdes com finalidade fotoprotetora ¢ viavel, pois o fator minimo de protegdo
segundo essa resolucdo ¢ de FPS 6. Dessa forma, os resultados da avaliacdo da atividade do
extrato etanolico da casca de Schinopsis brasiliensis demonstraram efeito fotoprotetor no
modelo experimental utilizado por Mansur, sugerindo possivel aplicacdo para fins cosméticos

em preparagoes dermatoldgicas.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento do estudo fito-quimico com os extratos das plantas do semi-arido
brasileiro possibilitou a escolha racional da planta de Shinopsis brasiliensis para da seguimento
a pesquisa com os demais ensaios. O extrato nebulizado da bratina folha apresentou um bom
perfil antibacteriano diante dos micro-organismos patogénicos, atendendo dessa forma ao que
¢ preconizado com os compéndios oficiais.

Os ensaios fisico-quimicos determinaram o perfil de estabilidade das formulagdes
obtidas, as quais apresentaram caracteristicas de qualidade de acordo com os padrdes exigidos
pela farmacopeia brasileira de cosméticos, demonstrando a importancia da escolha racional dos
excipientes utilizados na formulacao. A utilizagcdo da técnica analitica de DSC permitiu tragar
perfis térmicos das formula¢des durante o ciclo Gelo-Degelo. Os diferentes metabolitos
presentes no extrato promoveram as formulagdes atividade foto-protetora, indicada por ensaio
preliminar in vitro.

Demonstrou-se a importancia da utilizacdo dessas técnicas para caracterizar em
diferentes perfis de qualidade a formulag¢do fotoprotetora. Tratando-se de um cosmético ¢é
necessario eliminar fatores que podem alterar propriedades importantes dos ativos, como
estabilidade, eficicia e seguranca. A eficidcia antimicrobiana do extrato nebulizado de S.
brasiliensis contra microrganismos patégenos, comprova o potencial antimicrobiano da planta

estudada, viabilizando assim seu uso como um promissor conservante natural em cosméticos.
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