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RESUMO

A exposicdo solar excessiva e sem protecdo representa um dos maiores riscos para a ocorréncia
do cancer de pele e fotoenvelhecimento; diante disso as matérias primas de origem natural como
a prépolis vem se destacando cada vez mais. A propolis € uma resina natural ndo tdxica
produzida por abelhas meliferas, ela apresenta atividades bioldgicas, tais como atividades
antimicrobianas, anti-inflamatoria, anestésica e citostatica. Atualmente, é utilizada nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmetica. A propolis apresenta em sua composi¢ao
quimica os flavonoides, que sdo substancias capazes de absorver a radiacdo ultravioleta,
indicando a possibilidade do uso desses produtos como filtros solares em fotoprotetores. Os
fatores de protecdo solar (FPS) in vitro dos extratos e da formulacdo de propolis verde, foram
determinados por método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur. Todos 0s extratos
hidroalcodlicos de prépolis verde (EHPV) preparados em temperatura ambiente e com
aquecimento, apresentaram alta absor¢do na regido do UVB (290 a 320nm). O extrato
hidroalcodlico de prépolis verde 70% com aquecimento, foi incorporado a uma formulacéo de
filtro solar com Gel Permulem TR1, a fim de aumentar o FPS. A formulacdo do Gel Permulem
TR1, sem a presenca do extrato apresentou um FPS de 2,47; j& com a incorporagdo do EHPV
70% a quente o FPS foi de 25,42 gerando um aumento significativo nos valores de FPS. Foi
realizado um teste de fotoestabilidade e as amostras ficaram expostas a radiacéo por 1 h e 30
minutos, avaliando a absorbéncia a cada 15 min de exposi¢do a luz. De acordo com 0s
resultados é possivel afirmar que a prépolis é fotoestavel e que houve um sinergismo entre as
formulagGes com os extratos, comprovando a eficacia da propolis como uma substancia
fotoprotetora. Tal propriedade, se justifica pela analise da propolis verde realizada pela técnica
de CLAE-DAD que comprovou a presenca de substancias fendlicas. Foi realizado também, o
teste de HET-CAM que avalia se a substancia em analise provoca ou ndo reagoes irritativas na
pele. Apds a realizacdo do teste, 0 mesmo comprovou que a formulacédo do gel incorporado ao
EHPV 70% a quente, foi classificada como néo irritante/levemente irritante; o que certifica que
esta € uma formulagdo segura para ser aplicada sobre a pele. Portanto a incorporacao do produto
natural como a prépolis junto a uma formulagdo fotoprotetora € uma das alternativas para

promover o aumento do FPS sem deixar a formulacdo com carater irritante.

Palavras-chave: Propolis Verde; Fotoprotecdo; Fotoestabilidade; Gel de Permulem.



ABSTRACT

Excessive and unprotected sun exposure represents one of the greatest risks for the occurrence
of skin cancer and photoaging; in view of this, raw materials of natural origin such as propolis
have been standing out more and more. Propolis is a non-toxic natural resin produced by honey
bees, it has biological activities such as antimicrobial, anti-inflammatory, anesthetic and
cytostatic activities. It is currently used in the capable food, pharmaceutical and cosmetic
industries. Propolis has in its chemical composition flavonoids, which are substances that
absorb ultraviolet radiation, indicating the possibility of using these products as sunscreens in
sunscreens. The in vitro sun protection factors (SPF) of the extracts and the green propolis
formulation were determined by the spectrophotometric method developed by Mansur. All
hydroalcoholic extracts of green propolis (EHPV) prepared at room temperature and with
heating, showed high absorption in the UVB region (290 to 320nm). The hydroalcoholic extract
of 70% green propolis with heating was incorporated into a sunscreen formulation with Gel
Permulem TR1 in order to increase the SPF. The formulation of Gel Permulem TR1, without
the presence of the extract, presented an SPF of 2.47; with the incorporation of hot 70% EHPV,
the FPS was 25.42, generating a significant increase in the SPF values. A photostability test
was performed and the samples were exposed to radiation for 1 h and 30 minutes, evaluating
the absorbance every 15 min of exposure to light. According to the results, it is possible to
affirm that propolis is photostable and that there was a synergism between the formulations
with the extracts, proving the effectiveness of propolis as a photoprotective substance. This
property is justified by the analysis of green propolis performed by the CLAE-DAD technique,
which proved the presence of phenolic substances. The HET-CAM test was also carried out,
which assesses whether the substance under analysis causes irritant reactions on the skin or not.
After performing the test, it proved that the gel formulation incorporated into the hot 70%
EHPV was classified as non-irritating/slightly irritating; which certifies that this is a safe
formulation to be applied to the skin. Therefore, the incorporation of a natural product such as
propolis together with a photoprotective formulation is one of the alternatives to promote an

increase in SPF without leaving the formulation with an irritating character.

Keywords: Green Propolis; Photoprotection; Photostability; Permulem Gel.
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1. INTRODUCAO

Atualmente as radiagfes ultravioletas (UV), vém sendo a principal responséavel pelo
aparecimento de canceres de pele e envelhecimento precoce que atinge muitos individuos.
Diante deste cenario, 0 uso de protetores/filtros solares que atuam protegendo a pele desses
danos, se faz extremamente necessario. De acordo com alguns estudos, a busca por produtos
naturais que apresentem em sua composicao, substancias capazes de atuar protegendo a pele
frente os raios UV, esté cada vez maior. Entre os produtos naturais mais estudados, a prépolis
vem se destacando e chamando a atengdo dos pesquisadores, pois esta € uma resina que
apresenta em sua constituicdo quimica compostos fendélicos e flavonoides, que séo substancias

capazes de absorver a radiacdo ultravioleta. (OLIVEIRA, 2007)

A proépolis € uma resina natural, formada por uma rede complexa de constituintes quimicos,
sendo composta basicamente por: 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de 6leos vegetais, 10%
de pdlen e componentes organicos, além dos flavonoides, que sdo considerados os principais
responsaveis pelos seus efeitos benéficos. Este apiterapico € formado por material resinoso e
balsdmico, coletado pelas abelhas, dos ramos, flores, brotos e exsudatos de arvores. Diversas
propriedades medicinais ja foram atribuidas a propolis, incluindo, atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana, fotoprotetora, imunomodulatéria, entre outras. (GOMEZ-
CARAVACA et al., 2006)

Dentre todos os tipos de prépolis brasileira que existem, a prépolis verde, classificada como
a do tipo 12, é uma das melhores em qualidade e uma das que mais se evidenciam, sendo
amplamente consumida no mundo, principalmente no Japao. A propolis verde, produzida pelas
abelhas a partir da resina do Baccharis dracunculifolia, também conhecido como alecrim do
campo, é encontrada essencialmente no nordeste do estado de Séo Paulo e sul de Minas Gerais,
e dentre seus constituintes quimicos os flavonoides sdo considerados os mais relevantes.
(BANKOVA et al., 1999; PARK, YONG AND ALENCAR, SEVERINO AND AGUILAR,
2007)

Sendo assim, a finalidade desta pesquisa é avaliar e demonstrar que a prépolis verde
brasileira é considerada uma forte candidata a ser incorporada em formulagcbes topicas
fotoquimioprotetoras, com o0 objetivo de potencializar o fator de protecdo solar dessas
formulagGes, proporcionando a prevencdo e/ou tratamento dos danos causados na pele pela

radiacdo UV.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Prépolis

A prépolis € um produto natural, descendente de substancias gomosas, resinosas e
balsédmicas de consisténcia, textura e coloragdo variada. A palavra prépolis tem origem do grego
que significa; pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade, ou seja, em defesa da
comunidade. A propolis € uma substancia ndo toxica que € coletada por abelhas de diversas
espeécies, tais como: Scaptotrigona aff. Postica, Trigona recursa e Apis melifera. As fontes de
coleta de material sdo botdes florais, brotos, flores e exudatos de plantas, nos quais s&o
acrescentados secrecOes salivares, cera e pdlen para a obtencdo final da propolis. As abelhas
fazem o uso da propolis para proteger contra a entrada de insetos, microorganismos, fungos e
bactérias na colmeia e como um instrumento para vedar, bloqueando a entrada de luz e umidade
em seu interior. (CARVALHO TAVARES et al., 2015; PARK, YONG AND ALENCAR,
SEVERINO AND AGUILAR, 2007; D. S. PEREIRA et al., 2015)

A prépolis é um material resinoso e lipofilico, que apresenta cor, e aromas bem
caracteristicos, suas caracteristicas, variam muito de acordo com o local de onde é feito a coleta.
Fisicamente a propolis em 15 °C é dura e quebradi¢a; ja quando se tem um aumento na
temperatura a partir dos 30 °C se torna maleével e pegajosa; seu ponto de fusdo varia entre (60
°C - 70 °C). Ela apresenta um odor bem agradavel que pode variar muito de uma amostra para
outra, porém existem algumas amostras que nao possui nenhum odor. Sua cor pode variar do
amarelo, verde, vermelho ao marrom (Figura 1) e esta variacdo esta relacionada com a origem
geogréfica e a vegetacdo de onde ela é extraida. (BALOGH, 2011; MARCUCCI, 1996;
SALGUEIRO; CASTRO, 2016)

Figura 1: Propolis marrom (A); prépolis amarela (B); propolis verde (C) e prépolis

vermelha (D).

(A) (©) (D)




Fonte: (BALOGH, 2011)

Desde a antiguidade a prépolis foi um dos produtos naturais mais usados, sendo
administrada de varias formas; seu emprego ja era descrito pelos romanos, gregos, incas e
egipcios. O uso da propolis na medicina popular é algo que vem sendo manuseado a séculos
pela humanidade, desde 300 a. ¢. Os egipcios eles tinham dominio sobre as propriedades
antiputrefativas da propolis, e utilizavam para embalsamar cadaveres. Na Africa, no final do
século XIX a prépolis foi muito utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes e na segunda
guerra mundial foi aplicada em diferentes clinicas soviéticas. A propolis também denominada
de cola de abelha era conhecida por apresentar propriedades medicinais por antigos medicos e
filosofos gregos como Aristoteles, Plineo e Galeno. Até 1980 a prdpolis ndo era reconhecida
nos paises da américa do sul, norte e no Japao; apenas na metade dos anos 80 que ela se tornou
um produto notavel na medicina alternativa e complementar. O reconhecimento da prépolis no
Brasil ocorreu principalmente ap6s a publicagdo do livro, “Abelhas e saude” escrito por Ernesto
Ulrich Breyer, onde ele relata sobre as propriedades terapéuticas da propolis e sua utilizacdo
como antibidtico natural. (CASTALDO; CAPASSO, 2002; LUSTOSA et al.,, 2008;
MARCUCCI, 1996)

Com relacdo a composicdo quimica, a propolis apresenta uma composi¢cdo muito
complexa e diversificada, que esta diretamente associada a regido onde é feita a coleta do
material, com a estacdo do ano e com a flora local. Essa variacao é explicada devido a grande
diversidade biolégica brasileira, e devido a capacidade das abelhas modificarem a composicéo
natural ou acrescentar outros componentes/substancias a propolis. Ja foram identificadas mais
de 300 substancias em diversas amostras de propolis, devido a tal fato a mesma é considerada
uma das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes naturais. De um modo geral essa
resina € composta por: 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais
e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias variadas, incluindo residuos orgénicos.
(COSTA et al., 2013; DEVEQUI-NUNES et al., 2018)

Varios estudos realizados demonstram que ja foram identificadas diversas substancias
em amostras de propolis; e apesar de ter essa composi¢do variada o0 maior grupo de compostos
da propolis sdo os flavondides, encontrados também em indmeros representantes do reino
vegetal. Hoje, séo conhecidas na propolis substancias variadas, de estruturas quimicas distintas,

pertencentes as seguintes classes: flavonoides (galangina, apiginina, luteolina, crisina,
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tectocrisina, pinocembrina, canferol e quercetina), hidrocarbonetos superiores,  aldeidos
aromaticos, vanilina e isovanilina, cumarinas, acidos fendlicos como o acido caféico, ferdlico,
e cumarico; acidos organicos, acidos e ésteres alifaticos e aromaticos, acucares,
polissacarideos, alcoois, acidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas, flavonas e flavonais,
flavononas, chalconas e diidrochalconas, terpendides ,proteinas , lignanas, vitaminas (A, B1,
B2, B6, C, E e PP) e minerais (sodio, potassio, magnésio, bario, estroncio, chumbo, cobre,
manganés, ferro, calcio, aluminio, zinco, titanio, prata, e cobalto). A propolis pode ser extraida
utilizando agua e etanol e seus componentes podem variar de acordo com o solvente que é
utilizado para a extracdo. Quando se faz a extracdo com &gua, a propolis apresenta aminoacidos,
matéria organica e carboidratos. Porém quando se realiza uma extracao etanélica, os compostos
lipofilicos sdo os que predominam. (LUTOSA et al., 2008; C. S. NASCIMENTO, 2009;
SALGUEIRO& CASTRO, 2016.)

Dentre todos os compostos quimicos que ja foram descritos para a propolis, o que
apresenta maior relevancia e vem chamando a atencdo dos pesquisadores é o grupo dos
flavonoides. Os flavonoides sdo de origem natural e geralmente encontrados em frutas,
vegetais, sementes, em raizes e cascas de arvores; eles sdo classificados como metabolitos
secundarios que ocorrem no reino vegetal. S0 considerados 0s principais compostos
responsaveis pelos efeitos benéficos da prépolis, uma vez que junto com os acidos carboxilicos
modificados, eles formam componentes estratégicos, que atuam contra varios microorganismos
patogénicos. Aproximadamente 4.000 substancias ja foram classificadas como pertencentes ao
grupo dos flavonoides, sdo elas: flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavanondis
(diidroflavonois), flavandis (flavan-3-6is) e antocianidinas. Essas substancias apresentam uma
estrutura comum caracterizada por dois aneis aromaticos, e um heterociclico oxigenado.
(BARBOSA et al., 2009; KARINE & VIEGAS, 2011; SALGUEIRO & CASTRO, 2016;
BEECHER,2003)

Os flavonoides (Figura 2) como um dos constituintes principais presentes na propolis, séo
responsaveis por apresentar varias atividades bioldgicas, uma delas esta relacionado com a
atividade de fotoprotecdo que essas substancias exercem, esse mecanismo se baseia na
semelhanca da estrutura quimica entre os flavonoides e a estrutura dos filtros quimicos que séo

utilizados para a protecdo contra os raios ultravioletas. Baseado nesses fatos, a propolis como



um produto natural se torna uma forte candidata a ser usada como agente fotoprotetor, visto
que ela é rica em flavonoides. (BABY et al., 2008; GUARATINNI et al., 2009)

Figura 2: Estruturas quimicas dos principais flavonoides.

Antocianidinas Catequinas Flavonois

Flavanonas Flavonas

Fonte:ROQUE (2013).

Devido a essa grande proporcao de constituintes que a prépolis apresenta, ela vem sendo
cada vez mais explorada, onde varios estudos estdo sendo realizados sobre as atividades
farmacoldgicas que esse produto natural pode apresentar em decorréncia de sua composicdo
qguimica. Dentre as atividades farmacoldgicas atribuidas a propolis, podemos destacar:
atividade antibacteriana, antifngica, antiviral, anti-inflamatdria, hepatoprotetora, antioxidante,
antitumoral, imunomodulatéria, fotoprotetora, acdo bactericida e bacteriostatica. Essas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, podem ser explicadas de acordo com o sinergismo
gue ocorre entre 0s seus constituintes, ou seja, as acdes ndo sdo devido a presenca de uma Unica
substancia especifica, mas sim de uma acdo complexa de varios compostos presentes na
propolis. (LUSTOSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2015)

A partir das caracteristicas farmacologicas apresentadas, a propolis tem sido utilizada na
forma solida, na forma de unguento a base de vaselina e na forma de extrato alcodlico e de
extrato hidroalcoolico, sendo este 0 mais utilizado. A propolis é um produto que vem sendo
empregada nas industrias de cosméticos como um constituinte de cremes para a pele, gel pos-
barba, shampoos, protetor solar, creme dental, enxaguante bucal e sabonetes. Tem destaque,

também, na industria de alimentos, sendo aplicada como ingrediente em pastilhas, capsulas, e
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em alimentos de uma forma geral. O Brasil é considerado um dos paises de maior producgéo de
prépolis no mundo, ficando abaixo da China e Russia. Ademais o Brasil, € o pais responsavel
por produzir cerca de 50 a 150 toneladas deste apiterapico por ano, sendo que 75% desse total
produzido é exportado para o Japdo, pois 0s japoneses tém grande interesse nesse produto
apicola, devido a suas propriedades terapéuticas e caracteristicas organolépticas. (COSTA et
al., 2013; PEREIRA; SEIXAS.;2002)

2.2 Prépolis Verde

J& foram descritos 12 tipos de propolis brasileiras, caracterizadas de acordo com sua
composi¢do quimica, propriedades fisicas, e com relatos de sua localizacdo geogréfica.
Dentre esses tipos, a propolis verde foi identificada como a do tipo 12, no qual é uma das mais
estudadas por apresentar diversas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas. A propolis verde
é conhecida internacionalmente como Green Prdpolis, e sua principal origem vegetal € a espécie
Baccharis dracunculifolia; que é conhecida popularmente como ‘“alecrim do campo” ou
“vassourinha do campo”. A abelha do tipo Apis melifera, coleta seu material, sobre a folha de
Baccharis dracunculifolia. (Figura 3). A propolis verde é produzida principalmente no estado
de Minas Gerais na regido sul, leste, centro e zona da mata; estado este que conta com um solo
acido, caracteristica fundamental para este tipo de resina se desenvolver; além de Minas Gerais,
a propolis verde, também € produzida no leste de Sdo Paulo, norte do Parana e em regides
serranas do estado de Espirito Santo e Rio de Janeiro. Esta resina é um produto natural do Brasil
que se desenvolve com facilidade em territério brasileiro, e por apresentar diversas
caracteristicas se tornou um produto que é amplamente valorizado no mercado internacional
principalmente no Japdo. (FERREIRA, JOSELENA MENDONCA; NEGRI, 2018;
NASCIMENTO et al., 2008; TAQUARITINGA, 2018)

Figura 3: Abelha Apis mellifera sobre a folha de Baccharis dracunculifolia




Fonte: http://revelatti.blogspot.com/2009/09/0-potencial-da-propolis-verde.html

A composicdo quimica da propolis verde é complexa e é dificil de classificar devido ao
fato de ser uma resina que conta com uma vasta gama de constituintes que variam
principalmente de acordo com a regido onde € feita a coleta do material e com a época do ano.
Os constituintes tipicos dessa propolis derivada da Baccharis dracunculifolia séo: o0s
flavonoides, &cidos fendlicos e ésteres, &cido cafeoquinico, atrepilin C, derivados do acido
cinamico e acido benzdico. A propolis verde que é conhecida internacionalmente e valorizada
por suas caracteristicas fisico-quimicas, € uma resina que apresenta varias atividades bioldgicas,
que estdo diretamente relacionadas com seus constituintes quimicos. Dentre essas atividades
podemos destacar; atividade antibacteriana (maior acdo contra bactérias Gram-positivas)
antifangica, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora e atividade de
fotoprotecdo. (ANDRADE et al., 2011; FERREIRA, JOSELENA MENDONCA; NEGRI,
2018; LUSTOSA et al., 2008)

Com relacdo aos aspectos fisicos e visuais a propolis verde, ela pode ser encontrada na
forma sdlida e rigida, ou na forma de um po, apds passar por um processo de moagem mecanica;
essas duas formas fisicas estdo apresentadas abaixo (Figura 4). Esta resina brasileira apresenta
um odor agradavel e uma coloracdo que pode variar do amarelo-esverdeado ao verde-escuro.
(FERREIRA, JOSELENA MENDONCA; NEGRI, 2018)

Figura 4: Prépolis verde em p6 (A) e na forma solida (B).

(A) (B)

Fonte: https://images.app.goo.gl/ihzgA Fonte https://images.app.goo.gl/9TaxyY8dS61r9pxd6



https://images.app.goo.gl/ihzgA
https://images.app.goo.gl/9TgxyY8dS61r9pxd6

Dentre os componentes quimicos que a prdpolis verde apresenta, os flavonoides tém sido
classificados como um dos principais constituintes biologicamente ativos da propolis uma vez
que eles sdo os responsaveis pelas atividades anti-inflamatdria, antioxidante e fotoprotetora
apresentados por essa resina. Baseado nessas atividades a prépolis verde, passa a ser uma
candidata promissora a ser empregada em formulac6es topicas como um fotoprotetor, a fim de
potencializar o fator de protecdo solar dos filtros protegendo a pele contra os danos causados
pela radiacdo solar, como por exemplo, fotoenvelhecimento e cancer de pele, visto que esses
danos podem ocasionar a geragdo de radicais livres e a instalacdo de processos inflamatorios.
(KARINE; VIEGAS, 2011)

2.3 Atividade Fotoprotetora

Demograficamente boa parte do territorio brasileiro esta localizado entre a linha do
Equador e o Tropico de Capricérnio, regido esta que se encontra em maior proximidade com o
sol. O sol é uma fonte natural e é considerado essencial para que haja vida na terra, e seus efeitos
sobre a pele humana véo variar de acordo com as caracteristicas da pele exposta. A radiacao
solar pode trazer beneficios como: sintese de vitamina D, bem-estar fisico e mental; por outro
lado essa radiagcdo em excesso pode provocar danos ao organismo como: queimadura solar,
cancer de pele, fotoenvelhecimento e entre outros; diante desses maleficios causados pela
radiacdo solar, o uso de protetor solar se torna algo indispensavel. O espectro eletromagnético
da radiacdo solar que chega até a superficie terrestre, € constituido predominantemente por
radiacdes ultravioletas (100-400 nm), Visiveis (400-800 nm) e infravermelhas (acima de 800
nm), (Figura 5). A radiacéo ultravioleta (UV) por sua vez é subdividida em UVA (320 a 400
nm), que se subdivide em UV-A 1 (340 a 400 nm) e UV-A 2 (320 a 340 nm); UVB (290 a 320
nm) e UVC (100 a 290 nm). (BAILLO; LIMA, 2012; CABRAL et al., 2013; RIBEIRO et al
2004; SCHALKA; ADDOR, 2008)

Figura 5: Espectro da radiacao solar

Espectro de radiacao solar
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Fonte: MENDONCA, 2020

A radiacdo UV é a que chega com menor proporc¢do na superficie terrestre, devido ao fato
dela ser absorvida pelo oxigénio e pela camada de 0z6nio na estratosfera; entretanto, as ondas
eletromagnéticas dessa radiacdo sdo as de menores comprimentos de onda, consequentemente
sd0 as mais energéticas, pois sao duas grandezas inversamente proporcionais, devido a esse fato
a radiacdo UV é a que se torna mais prejudicial para a saude humana. (DO NASCIMENTO.,
2014)

Com base nos danos que a radiacdo ultravioleta pode causar ao atingir a pele humana, o
uso de fotoprotetores para proteger a pele se torna algo essencial. Para exercer tal protecao,
existem os protetores/filtros solares, que contém moléculas ou complexos moleculares que sdo
capazes de absorver, refletir ou dispersar a radiagdo UV. Os filtros solares podem ser
classificados em dois tipos: filtros fisicos e filtros quimicos. Os filtros fisicos ou inorganicos
sdo particulas de dxidos metalicos que s@o capazes de refletir ou dispersar a radiacdo incidente,
seus principais representantes sdo: dioxido de titanio e éxido de zinco. Ja os filtros quimicos ou
organicos sao capazes de absorver a radiacdo UV de alta energia e transforma-la em radiacGes
com energias menores que sdo incapazes de causar danos ao ser humano, eles protegem contra
radiacdo UVA e UVB, promovendo uma protecdo de amplo espectro a pele; esses filtros tém
como principal representante o acido para-aminobenzdéico (PABA). (BALOGH et al., 2011;
NASCIMENTO, 2009; SCHALKA; DOS REIS, 2011; VIOLANTE et al., 2009)

O protetor solar deve possuir algumas caracteristicas para que possa ser considerado um
bom fotoprotetor. Além de proteger contra a radiacdo UV incidente, um bom protetor deve ser
estavel na pele humana e ao calor, deve ser fotoestavel frente a luz solar, a fim de promover
uma protecdo mais prolongada. O ideal é que esses protetores, ndo sejam irritantes e
sensibilizantes e devem ser resistentes a agua, ser atoxico, incolor e inodoro; devem recobrir e
proteger a pele, mas ndo deve ser absorvido pela mesma, para evitar que seus constituintes

quimicos alcancem a corrente sanguinea. (ARAUJO; SOUZA, 2008)

Para verificar a eficacia de um produto que atua protegendo a pele contra os raios solares
é utilizada a técnica de determinacdo de FPS (Fator de protecéo solar). O FPS é um sistema de
classificacdo numérico que indica o grau de protecdo oferecido pelos produtos de protecéo

solar, ele é aplicado exclusivamente para as radiacdes UVB, pois estas sdo as responsaveis por
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causar eritemas. O FPS ¢ definido como o valor obtido pela razdo entre a dose minima
eritematosa (DEM), em uma pele protegida por um protetor solar e a dose minima eritematosa
na mesma pele quando desprotegida, conforme ¢é observado na equacéo 1. Vale ressaltar que
quanto maior for o FPS de um protetor, maior sera a prote¢édo, ou seja, maior sera o tempo que
a pele ficard protegida diante da radiacdo UVB. (ARAUJO; SOUZA, 2008; DO
NASCIMENTO., 2014; RIBEIRO et al., 2004; SCHALKA; ADDOR, 2008)

Equagéo 1: DME (na pele protegida)

~ DME (na pele desprotegida)

A determinacdo do FPS dos filtros solares pode ser realizada por métodos in vivo ou in
vitro. E recomendado no Brasil, que a determinacéo do FPS seja realizada em testes in vivo em
individuos com diferentes tipos de pele. Porém ja foram realizados alguns testes in vitro que
apresentaram bons resultados e uma boa correlacdo com os métodos in vivo, um exemplo é o
método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur (1986) e colaboradores. Esse método
consiste na medida da absorbancia de uma radiagéo que atravessa uma solucdo contendo uma
substancia absorvente e na relacdo entre estas medidas e a concentracdo da espécie analisada
que € capaz de absorver a radiacdo. Para a determinacdo do FPS, mede-se a intensidade da luz
em comprimentos de onda determinados entre 290 a 320 nm (espectro da regido UVB) e depois
se aplica a equacdo 2, desenvolvida por Mansur. (ARAUJO; SOUZA, 2008; DO
NASCIMENTO., 2014; RIBEIRO et al., 2004; SCHALKA; ADDOR, 2008; MANSUR et al.,

1986).
320
Equacdo 2: FPS espectrofotométrico = F(,‘,z EE(M).I (). Abs(h)

250

Onde: FC = fator de correcédo (= 10);

EE()A) = efeito eritematdgeno da radiagdo solar em cada comprimento de onda (1);

I(A) = intensidade da radiagdo solar em cada comprimento de onda (A);

Abs(A) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada comprimento de onda ().
Sendo que o produto entre o efeito eritematogeno (EE) e a intensidade da radiacdo (I) é

constante em cada comprimento de onda, conforme representado na Tabela 1.
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Tabela 1: Relacdo entre o efeito eritematdgeno e a intensidade da radiacdo em cada

comprimento de onda.

Comprimento de onda (nm)

EE x I (normalizado)
Valores relativos

Total

290
205
300
305
310
315
320

0,0150
0,0817
0,2874
0,3278
0,1864
0,0839
0,0180
1,0000

Fonte: (ROBERT M. SAYRE, PATRICIA POH AGIN; DEPT., 1979)

Foi estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,2001) que seria

obrigatdrio a indicacdo do niumero de protecdo solar precedido pela sigla “FPS”, em todos os

protetores solares que fossem comercializados contendo expressoes orientativas, de acordo com

o tipo de pele de cada pessoa. Além disso, no verso da embalagem foi estabelecido que deveria

conter expressoes orientativas como as apresentadas pela Tabela 2.

Tabela 2: Expressdes orientativas para rotulagem de protetores solares.

(FPS:>6<12)

Baixa: Pele pouco sensivel “‘Oferece baixa protecdo contra
(FPS: >2<6) queimaduras solares”
Moderada: Pele sensivel “Oferece moderada protecéo contra

queimaduras solares”

Alta:

(FPS: > 12 < 20)

Pele muito sensivel

“Oferece alta protegéo contra

queimaduras solares”

Muito Alta:
(FPS: = 20)

Pele extremamente

sensivel

“Oferece muito alta protecdo contra

queimaduras solares”

Fonte: ANVISA,2001.
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3. JUSTIFICATIVA

Diante do aumento da incidéncia do cancer de pele, fotoenvelhecimento e outros
problemas dermatoldgicos causados pela exposicao a radiacédo ultravioleta, o uso de protetores
solares se torna fundamental, esses por sua vez, tem como principal objetivo reduzir a
quantidade de radiacdo a ser absorvida pela pele humana. Com base nesses fatos se torna
essencial o uso de substancias que tenham a capacidade de proteger a pele, ou seja que
apresentem um caréater fotoprotetor. Como exemplo, temos a propolis verde que é uma resina
natural, composta por flavonoides, substancias que séo capazes de absorver a radiacdo UV; o
que mostra a possibilidade de utilizar extratos de produtos naturais como a propolis junto aos
filtros quimicos ja existentes, uma vez que essa resina natural pode ser capaz de potencializar

o fator de protecao solar desses filtros, exercendo uma atividade fotoprotetora segura e eficaz.
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4.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Avaliar a atividade fotoprotetora de extratos hidroalcoolicos de propolis verde em

formulacdo contendo Gel de Permulem TR1.

4.2 Objetivos especificos:

Preparar 0s extratos hidroalcodlicos da prépolis verde liofilizado a 70% e 75%;
Avaliar a fotoprotecéo dos extratos da propolis verde liofilizado;

Avaliar a fotoestabilidade do extrato da propolis verde 70% com aquecimento;
Realizar a incorporacao do extrato de prépolis verde 70% com aquecimento, em Gel de
Permulem TR1;

Avaliar a fotoprotecdo e a fotoestabilidade do extrato da prépolis verde 70% com
aquecimento, incorporado ao Gel de Permulem TR1,;

Preparar e analisar a fotoprotecao da particao liquido-liquido com o extrato da prépolis
verde 70% com aquecimento;

Realizar a triagem fitoquimica do extrato da propolis verde;

Identificar os compostos fenolicos presentes no extrato da propolis verde por HPLC;
Realizar e analisar o teste de HET-CAM do extrato da prépolis verde 70% com

aquecimento incorporado ao Gel de Permulem TR1.
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5. METODOLOGIA:
Preparacéo dos extratos de propolis verde

As amostras de propolis verde liofilizadas utilizadas nas preparacdes dos extratos foram
adquiridas em Pharma Néctar e as amostras brutas de propolis verde foram adquiridas em Caeté,
no estado de Minas Gerais, localizado na Regido Sudeste do Brasil.

5.1.1 Extrato hidroalcoodlico de propolis verde (EHPV) a temperatura ambiente

Os EHPV foram obtidos a temperatura ambiente por maceracdo durante 48h, utilizando
solucgdes hidroalcoodlicas 70% e 75%. Foi pesado em um Becker de 10mL 0,500g da prépolis
verde liofilizada, em seguida, foi diluida em 3,75 mL de etanol, e deixada a temperatura
ambiente por 48h. Apds esse procedimento, foi realizado uma filtrac&o a vacuo a temperatura
ambiente. Para a secagem dos extratos foi utilizado um secador de laboratério até a obtencao

do extrato seco.

Pesou-se 0,010g de extrato seco em um becker de 10mL, em seguida foi transferido para
um baldo volumétrico de 10mL e diluido com uma solucéo hidroalcodlica 70% e 75%, dando
origem a solucdo  mae, posteriormente  foram  retiradas aliquotas  de
0,02/0,03/0,05/0,07/0,1mg/mL, que foram transferidas para cinco balGes volumétricos de 10mL
completando com o mesmo solvente da solucdo mae. O alcool etilico 70% e 75% foram
utilizados como branco e o experimento foi realizado em triplicata. A partir desta etapa foi
realizada a varredura das amostras utilizando o espectrofotémetro de UV-Vis, e em seguida o
céalculo do FPS (fator de protecdo solar). (ALMEIDA et al., 2019)

5.1.2 Extrato hidroalcoodlico de propolis verde com aquecimento

No processo de extragcdo com aquecimento, pesou-se 0,500g de prépolis que foi diluida
em etanol/agua e em seguida foi aquecida em banho-maria, com auxilio de um termdémetro a
temperatura foi mantida em torno de 70°C. A mistura foi mantida em aquecimento durante

30min.

Apo6s os 30min foi realizada uma filtragdo a vécuo, e posteriormente, o solvente foi
evaporado com o auxilio de um secador. O restante do processo de dilui¢do e varredura para a
obtencdo dos valores de FPS foi realizado semelhante ao processo da extragdo com a

temperatura ambiente como foi descrito anteriormente.
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Ao final da extracdo, foram obtidos resultados de FPS da extracdo a temperatura ambiente
e da extracdo com aquecimento sendo que ambas utilizaram porcentagens diferentes de

solvente: etanol 70% e 75%, sendo obtido quatro extratos hidroalcoolicos diferentes.

5.2 Partigéo liquido-liquido com EHPV-70% quente:

O extrato hidroalcodlico da prépolis verde 70% com aquecimento (EHPV-70% a quente)
apresentou o melhor valor de FPS,e com isso foi desenvolvido em larga escala. A propolis verde
liofilizada (28 g) foi extraida usando etanol 70%; sendo 15 mL de etanol para cada 2 g de
amostra, a extracédo foi realizada utilizando banho-maria, controlando a temperatura em torno
de 70°C durante 30 min.

Posteriormente, a amostra foi filtrada e 100 mL de etanol (70%) foram adicionados ao
residuo, e outra extracdo alcodlica foi realizada. A solucdo obtida a partir das duas extracdes
foi seca para obter 8,35 g do extrato etanolico. Parte deste extrato etandlico (5,35 g) foi
submetida a parti¢do liquido-liquido. Para isso, o extrato etandlico foi dissolvido em etanol
absoluto e em &gua 7: 3 e entdo 100 mL de hexano foram adicionados. O procedimento foi

repetido novamente com 100 mL de hexano.

Uma particdo adicional com o solvente cloroférmio (100 mL, duas vezes) foi realizada.
Como resultado a camada orgénica foi evaporada para produzir as fragcdes hexanica (0,0208 g)
e cloroférmica (3,1974 g). Apoés a obtencdo das fracOes, elas foram diluidas, obtendo-se
solug@o mée para cada particéo e realizado a diluicdo em 5 concentracgdes, as mesmas utilizadas
para 0 EHPV, em seguida foi realizado a leitura espectrofotometrica das duas parti¢bes, para

entdo realizar o calculo do FPS.

5.3 Formulacéo Fotoprotetora do Gel de Permulem TR1:

Dentre os quatro extratos que foram obtidos e analisados, o extrato hidroalcodlico de
prépolis verde que apresentou maior valor de FPS foi incorporado na formulagéo fotoprotetora
do Gel de Permulem TR1.

O EHPV-70% obtido por aquecimento, foi solubilizado em etanol e propilenoglicol com a
proporcao de 1: 1 e incorporado ao Gel Permulem TR1. Essa mistura foi deixada sob agitacao
por um periodo de 20 a 30 minutos. A composicdo final da formulagéo foi de 1% de extrato
hidroalcodlico de prépolis, 10% de etanol, 10% de propilenoglicol e Gel Permulem TR1
g.5.p.100%.
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Em seguida, a formulacdo foi pesada, diluida em uma mistura de etanol/agua, (1:1) e
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL obtendo-se uma concentracdo de 0,1 mg/
mL. Através de um espectrofotdmetro foi realizada a varredura da formulacdo em triplicata, e
do gel sem a presenca da prépolis, e posteriormente foi realizado o céalculo do FPS. (ALMEIDA
et al., 2020)

5.4 Determinacdo in vitro do Fator de Protecdo Solar (FPS)

O espectrofotdmetro é um equipamento acoplado a um computador, e para que seja
possivel realizar as leituras das amostras nesse equipamento foi utilizado cubetas de quartzo,
com caminho éptico de 1,0cm. Para determinacdo da absorbancia méxima na regido do
ultravioleta UVB, cada amostra com sua respectiva concentracdo foi transferida para as cubetas.
A varredura foi entdo realizada entre os comprimentos de onda de 290nm a 320nm com

intervalo de 5nm.

Posteriormente os dados coletados foram analisados utilizando o Excel, e através da
equacdo do método de Mansur (1986) foi possivel determinar o valor de FPS de cada
concentracdo. E importante lembrar que para se obter resultados satisfatorios os valores de FPS
devem ser crescentes, ou seja, quanto maior a concentracdo utilizada maior também deve ser o
valor do FPS.

Para se avaliar os resultados obtidos da varredura das amostras foi utilizado o método de

Mansur com a seguinte equacao:
Equacdo para célculo de fator de protecdo solar:

32
FPS espectrofotométrico = F(,‘,fﬁ-'f! (A).(N).Abs())
250

5.5 Avaliacao da Fotoestabilidade

A fotoestabilidade tem como objetivo demonstrar que uma exposicao a luz ndo resulta em
decomposigdes significantes nos extratos em andlise. O teste de fotoestabilidade foi realizado
utilizando uma camara de luz com uma lampada UV no comprimento de onda de 365 nm. Apds
analisar os valores de FPS de cada extrato, a concentracdo do extrato analisado que apresentou
maior valor de FPS (0,10 mg/mL) foi utilizada para realizar a fotoestabilidade. Foi realizado o

teste de fotoestabilidade do extrato de prépolis verde (EHPV 70% a quente), do Gel Permulem
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TR1 e Gel Permulem TR1 incorporado com EHPV 70% a quente. As solucbes a 0,10 mg/mL,
foram depositadas em baldes volumétricos de 10 ml e ficaram expostas a radia¢do por 1 h e 30
minutos, avaliando a absorbancia a cada 15 min de exposi¢do a luz. O extrato e a formulacédo

obtidos foram estaveis na presenca de luz ultravioleta.

5.6 Triagem Fitoquimica

Foram realizados testes quimicos no extrato hidroalcodlico da prépolis verde, que
apresentou maior valor de FPS, para identificar os fitoconstiuintes, ou seja, alcaloides,
antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos e terpendides, conforme procedimento padréo.
(ABALAKA et al., 2011). A anélise dos fendlicos totais foi realizada pelo método Folin-
Ciocauteu, segundo Bonoli (2004).

5.7 Identificacdo dos compostos fendélicos por HPLC
Para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC), 10 mg de
extrato de prépolis verde 70% a quente, foram ressuspendidos em 1 ml de metanol e submetido

a extracdo em fase sélida (C-18, 100 mg) para remover a cera e o material lipofilico.

O extrato obtido foi filtrado em uma membrana de acetato de celulose de 0,22 um ¢ entdo,
submetido & anélise CLAE-DAD. Para isso, uma quantidade de 20 ul dessas amostras foram
analisadas por LC-DAD-ESI-MS/MS utilizando um sistema Shimadzu, acoplado a um
espectrometro de massa micrOTOF-Q 11 equipado com um Fonte ESI e um quadrupolo-tempo
de analisador de voo.

As separagBes cromatograficas foram obtidas usando uma coluna cromatografica
Ascentis Express C-18 (150 x 4,6 mm, 2,7 um) protegida por uma pré coluna da mesma fase
estacionaria, que foi mantida a 30 ° C. A taxa de fluxo foi mantida em 1 ml /min aplicando um
solvente gradiente com a fase A (dgua com 0,1% de acido férmico) e fase B (acetonitrila com

0,1% é&cido férmico), comecando em 5% de B a 100% de 0 a 60 min.

A espectrometria de massa em tandem e a alta resolucdo foram realizadas nos modos
positivo e negativo em um intervalo de m /z 50-1300. O equipamento estava internamente
calibrado com acido trifluoroacético (TFA). Os parametros de MS foram definidos da seguinte
forma: pressdo do gas do nebulizador: 5,0 bar; fluxo de gas seco: 10,5 L/min; tenséo capilar:
3600 V; deslocamento da placa: - 450 V, temperatura da fonte de ions: 220 ° C; e aquisi¢do de

taxa de espectros: 2 espectros /s.
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A fragmentacdo automética MS / MS foi realizada para os quatro ions mais intensos por
espectro, e foi realizado aplicando um gradiente de energia de dissociacdo induzida por coliséo
de 20 a 50 V de acordo com a massa parental. Todos os dados de MS foram analisados com o

software Bruker Compass DataAnalysis 4.3.

5.8 Teste de HET-CAM

O teste HET-CAM foi realizado para o Gel Permulem TR1 incorporado com EHPV que
apresentou maior valor de FPS, de acordo com Luepke (1985). O ensaio baseia-se na analise
do aparecimento de reacOes irritativas na membrana corioalantbica dos ovos de galinha
fertilizados em resposta a exposi¢do de substancias testadas. Para o procedimento foi obtido
comercialmente ovos de galinha fértil (Granja Tomolei, RJ, Brasil) sem micoplasmas e
utilizados apo6s o décimo dia de incubacdo a 38°C. Os ovos foram abertos perto da aérea da
celula usando uma tesoura para revelar a membrana corioalantbica (CAM) altamente
vascularizada. Depois de 20 segundos da aplicagdo do produto (0,1 mg), a superficie CAM foi
lavada com solucéo salina e observada durante um periodo de 300 segundos para verificar se
ocorreu o aparecimento de hemorragia, lise ou coagulagéo. O controle positivo utilizado foi 0,1
mol / L de hidroxido de sddio e o controle negativo foi 0,9% de cloreto de sodio. Para cada

amostra foram utilizados 3 ovos.

Os efeitos irritantes foram classificados por escores de acordo com o tempo em que foram
observados: menos de 30 s (hiperemia: 5; hemorragia: 7; formacdo de coagulo / opacidade: 9);
entre 30 e 120 s (hiperemia: 3; hemorragia: 5; formacgéo de coagulos / opacidade: 7); ou entre
120 e 300 s (hiperemia: 1; hemorragia: 3; coagulacdo / opacidade: 5). Se um efeito ndo for
observado apds 300 s, sera marcado como zero. Cada formulacéo foi classificada de acordo
com a pontuacdo média de trés ovos: 0-4,99 correspondendo a ndo irritante / levemente irritante
(NI / SI); 5,00-8,99 correspondendo a moderadamente irritante (MI); e 9.00-21.00

correspondendo a severamente irritante (SVI).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacédo do fator de protecdo solar (FPS) in vitro.

De acordo com o0 avanco de pesquisas e seguindo a tendéncia da utilizacdo de produtos
naturais na elaboracgdo de cremes, bases dermatolégicas e géis, ou seja, 0s produtos cosméticos
de uma forma geral, varios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de verificar e validar
o potencial fotoprotetor de extratos e Oleos vegetais que apresentem em sua composic¢ao,
flavonoides, taninos, antraquinonas, alcaloides e entre outros. (OLIVEIRA; NAKANO;
ROCHA-FILHO, 2007)

A avaliacdo da atividade fotoprotetora dos extratos hidroalcoolicos de prépolis verde
(EHPV) 70% e 75%, a temperatura ambiente e a quente foram realizadas, através de analises
espectrofotométricas, Tabela 3. Além dos extratos vegetais puros, o controle positivo,

quercetina também foi avaliado quanto a sua atividade fotoprotetora.

Tabela 3: Valores de FPS (média * desvio padrdo) obtidos a partir da leitura

espectrofotométrica dos EHPV e do controle positivo.

Controle
Concentragéo  70% a frio 70% a quente | 75% a frio 75% a quente positivo
(mg/mL) (Quercetina)
0,02 9,49+0,025 9,16+0,010 9,29 + 0,007 8,08+ 0,014 7,95+0,085
0,03 13,78+0,035 | 14,10+0,005 12,11 £ 0,006 @ 14,08+ 0,028 10,01 +£1,460
0,05 23,1740,040 | 23,83+0,024 19,78 £ 0,024 | 23,73+0,003 15,18 +0,008
0,07 31,78+0,030 | 32,71+0,030 24,763,490 32,49+ 0,066 22,74 £0,035
0,10 37,950,040 | 38,08+0,100 35,11+0,057 37,98+ 0,035 28,22 + 0,029

As leituras das amostras foram realizadas utilizando espectrofotémetro, GENESYS 10S.

Foram analisadas 5 concentracdes diferentes de extratos de propolis verde, e as leituras foram
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realizadas em triplicata e feito o desvio padréo correspondendo a cada concentracdo analisada;
e quanto maior a concentracdo do extrato, maior foi o FPS obtido, isso estd diretamente
relacionado com o teor de flavonoides entre outras substancias que estdo presentes na

composicao da propolis, e que sdo consideradas capazes de absorverem a radiacdo ultravioleta.

Os resultados obtidos representados na Tabela 3, demonstraram que os extratos de
prépolis verde puros quando analisados pela sua atividade fotoprotetora, apresentaram altos
valores de FPS, pois de acordo com a legislacéo brasileira, RDC N° 30 de 1° de junho de 2012
(BRASIL, 2012), um produto para ser utilizado como fotoprotetor, deve apresentar FPS de no
minimo 6, e os resultados de FPS da propolis verde a temperatura ambiente e a quente, ambos
em sua maior concentracdo (0,10 mg/mL) apresentaram valores acima de 30.0, e em sua menor

concentracdo (0,02 mg/mL) valores acima de 8.00.

Analisando de uma forma geral, todos os extratos 70% e 75%, promoveram protecao solar,
ou seja, apresentaram atividade fotoprotetora consideravel, e nas concentracdes mais elevadas

seus resultados foram maiores e melhores do que o controle positivo, a quercetina.

E possivel observar também, que néo houve diferenca estatistica, com relacfo a porcentagem
do solvente utilizado entre os extratos 70% e 75%, e que 0 extrato com maior potencial
fotoprotetor foi o extrato 70% a quente, na concentracdo de 0,10 mg/ml apresentando FPS de
38.08, por essa caracteristica e pelo fato de apresentar menor teor alco6lico, quando comparado
ao extrato de 75% a quente, ele foi selecionando para ser incorporado a formulagéo de gel.

6.2 Parti¢do Cloroférmica e Hexanica

Como foi apresentado na tabela 3, 0 EHPV 70% a quente, foi o que apresentou maior valor
de FPS, quando comparado com os resultados dos demais extratos. Posteriormente, foi
realizado uma parti¢do liquido-liquido, utilizando o extrato com maior potencial fotoprotetor.

Os resultados dessa particdo estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de FPS (média + desvio padrdo) calculados a partir das fragdes do EHPV

70% a quente, em diferentes concentragoes.

FPS — EHPV 70% A QUENTE

Concentragdo mg/mL Particdo Cloroférmica Particdo Hexanica

0,02 4,22 + 0,035 3,15+ 0,030
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0,03 7,53 £ 0,040 4,32 + 0,035

0,05 12,83+ 0,035 7,81 + 0,030
0,07 17,53 £ 0,035 11,30+0,020
0,10 23,21+ 0,025 16,07+0,040

Baseados nos valores expostos na Tabela 4, € observado que apos a realizacao da particéo
cloroférmica e hexanica, a fracdo cloroférmica apresentou valores de FPS maiores, quando
comparados com os valores obtidos na fracdo hexanica, levando em consideracdo que eles
foram analisados sob as mesmas concentracdes e condigdes. Esses resultados, indicam que 0s
compostos polares sdo os principais bioativos do extrato, sendo considerados como 0S

elementos cruciais, responsaveis pela atividade de fotoprotecdo apresentada.

Em contrapartida, antes da obtencéo da particdo, o EHPV 70% a quente, exibiu valores de
FPS maiores, ou seja, apresentou maior atividade fotoprotetora. A partir desses resultados e
observacOes, essa reducdo do FPS apds a particdo, revelou um efeito sinérgico entre as
substancias do EHPV 70% a quente, consequentemente, o uso de todo o extrato, demonstrou
ser mais vantajoso do que a utilizagéo das fragfes. (ALMEIDA et al., 2020)

6.3 Formulacéo

Apos a particdo liquido-liquido, foi desenvolvida uma formulagdo utilizando Gel Permulem
TR1, tendo como principio ativo o0 EHPV 70% a quente, pois de acordo com a tabela 3, foi o
extrato que apresentou maior capacidade fotoprotetora, portanto, ele foi selecionado para ser

incorporado na formulacdo. Na Tabela 5, é possivel analisar os valores de FPS obtidos.

Tabela 5: FPS do EHPV 70% a quente incorporado ao Gel Permulem TR1.

Formulagdes na concentracgdo de 0,1 mg/mi FPS

Gel de Permulem TR1, 70% 247 +0,12

EHP Verde 70% a quente, incorporado na formulagdo Gel Permulem TR1 | 25,42 + 0,80

Atualmente, muitas pesquisas tém voltado a atencéo para explorarem as propriedades que

a propolis apresenta, tais como propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
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entre outras. Dentre essas propriedades, a capacidade de fotoprotecdo, da propolis, vem
ganhando destaque e interesse por parte dos pesquisadores. Nos ultimos anos, as substancias
naturais com potencial fotoprotetor, tém sido progressivamente incorporadas em formulacfes
dermocosmeéticas, a fim de aumentar a protecdo da pele contra os danos causados pelos raios
UVA e UVB. (SANTIAGO, PINTO et al., 2013)

A formulacdo desenvolvida nesta pesquisa, apresentou um aspecto visual e textura
adequados para ser aplicada topicamente. Em relacdo a composi¢do, possui como principio
ativo, 0 EHPV 70% a quente e como excipientes, apresenta o propilenoglicol, que é considerado
um solvente fundamental para a incorporacdo de esséncias e principios ativos em preparacdes
farmacéuticas e cosméticas. Além disso, o propilenoglicol, apresenta um potencial de inibicéo
da fermentacdo e do emboloramento semelhante ao do etanol. O etanol 70% também foi

utilizado na formulag¢do com a funcéo de co-solvente do extrato de prépolis. (FONSECA, 2007)

Analisando a Tabela 5, é possivel observar que apenas a base do Gel de Permulem TR1
sozinho apresenta valor de FPS= 2,47, 0 que sugere e comprova que apenas a base do gel ndo
é capaz de absorver a luz ultravioleta nos comprimentos de onda que foram analisados (290nm
a 320nm com intervalo de 5nm). Porém quando o EHPV 70% a quente, € incorporado ao gel,
ocorre um sinergismo entre as amostras e seus componentes, resultando em um aumento
significativo no valor de FPS da formulacdo que vai para 25,42, isso garante que as
absorbancias encontradas nas leituras séo exclusivamente do extrato analisado, comprovando
que o extrato de propolis verde, possui uma excelente atividade fotoprotetora. Diante disso, a
prépolis verde pode ser considerada uma das opcbes de principio ativo de formulacdes

fotoprotetoras, a fim de proteger a epiderme contra os efeitos da radiacédo solar.

6.4 Determinacéo da absorbancia maxima dos EHPV, das particdes e do Gel Permulem
TR1 incorporado com EHPV 70% com aguecimento.

Fundamentado em literaturas recentes, um dos principios cruciais que determinam a
eficacia de um produto natural, como fotoprotetor, € a sua composi¢cdo quimica e
consequentemente sua capacidade em absorver no espectro ultravioleta. (VIOLANTE et al.,
2009). Com base nesses relatos, foi realizado uma avaliacdo da atividade fotoprotetora, com a
determinacdo da absorbancia, dos extratos de propolis verde, através da varredura

espectrofotométrica, como é observado nos graficos, apresentados na (Figura 6).
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Absorbance / a.u.

Figura 6. Espectros de absorcdo de UV / Vis de todos os extratos (a-d), particbes (e), Gel

Permulem TR1 (f) e quercetina (g).
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Analisando os graficos da Figura 6, é possivel observar que os extratos hidroalcéolicos da
prépolis verde, a temperatura ambiente, espectros (a) e (c) e com aquecimento, espectros (b) e
(d); a quercetina como controle positivo, representada no espectro (g) e o espectro (f)
representando o Gel Permulem TR1 incorporado ao EHPV 70% a quente, na concentracdo de
0,1mg / mL, apresentaram absorbancia entre 200-400 nm, nas regides ultravioleta UVA, UVB
e UVC.

A leitura espectrofotométrica dos extratos hidroalcoolicos da prépolis verde, e do extrato

incorporado ao Gel, revelaram dois picos de absor¢do mais perceptiveis na analise, sendo um
24
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no comprimento de onda 240 nm, regido do UVC, e outro em 290 nm, regido do UVB.

Esses resultados indicam um potencial efeito fotoprotetor do extrato de propolis verde
frente as radiagdes ultravioletas, provavelmente, isto se justifica pela presenca de flavondides,
0 que confirma a assertiva de que quando essas substancias séo dispersas em etanol (solvente
utilizado para a extracdo) esses componentes quimicos sdo capazes de revelar dois picos de
absorcéo, um na regido UVC e outro na regido UVB. (VIOLANTE et al., 2009) Com relagéo
as particdes realizadas, a fracdo cloroférmica apresentou bandas de absor¢do mais intensas,
guando comparada com a fragdo hexanica na mesma concentracdo, entretanto ambas as fragoes
apresentaram dois picos de absorc¢do, um na regido UVB e outro no UVC, de acordo com o

exposto no espectro (e).

Ainda sobre os espectros de absorcéo, podemos observar na (Figura 7), a incorporagéo do
EHPV-70% a quente, junto ao Gel Permulem TR1, que originou um deslocamento
batocrdmico, onde as bandas UV de EHPV 70% a quente, estdo deslocadas para um
comprimento de onda mais longo e absorbancias maiores, comprovando a incorporacao das

substancias analisadas.

Figura 7. Espectros de absorcao de UV / Vis de EHPV (70% quente) (a), EHPV (70% quente)
incorporado em Gel Permulem TR1 (b) e Gel Permulem TR1 (c).
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6.5 Avaliacdo da Fotoestabilidade

A fotoestabilidade de um filtro solar é a manutencdo da eficécia fotoprotetora apds a
absorcéo da radiacdo ultravioleta, aléem de estar exclusivamente ligada a sua capacidade de
liberar a energia absorvida para o meio externo sem sofrer alteragcdes estruturais. Para a
realizacdo dos testes de fotoestabilidade, que conta com o objetivo de demonstrar que uma
exposicao a luz ndo resulta em alteragdes significantes no produto; deve-se manter um controle
apropriado da temperatura, a fim de minimizar os efeitos de alteracdes localizadas deste fator.
A amostra em andlise, deve ser exposta diretamente a luz ou protegida em um recipiente
quimicamente inerte e transparente. (MAIER et al., 2005; PERUGINI et al., 2002)

As amostras foram expostas em uma camara oticamente isolada do ambiente externo com
ventilacdo apropriada e a camara por sua vez, estava em uma sala com temperatura controlada.

Os resultados deste teste estéo representados na (Figura 8).

Figura 8. Gréaficos de fotoestabilidade do EHPV (70% quente) (a) e Gel Permulem TR1
incorporado com EHPV (70% quente) (b) e Gel Permulem TR1 (c).
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As inser¢des mostram a intensidade de absor¢do versus tempo de exposicdo a radiacao
UV. Com os resultados obtidos da fotoestabilidade, é possivel afirmar que a substancia em
estudo a propolis, como exposto no espectro (a), pode ser considerada um produto fotoestavel
e que ela ndo se degrada na presenca dos raios ultravioletas, garantindo assim uma maior
seguranca para uso deste produto quando incorporado a formulacdo fotoprotetora do gel. Ao

avaliarmos os graficos (a) e (b), podemos observar que ndo houve diferenca significativa entre
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os tempos de radiacéo: 15, 30, 45, 60, 75, 90 minutos, o que comprova a estabilidade do material
em andlise, e da propolis juntamente com a formulag&o fotoprotetora do gel.

6.6 Triagem fitoquimica.
A investigacdo das classes de metabdlitos secundarios, foi realizada através da triagem
fitoquimica. A Tabela 6 expde os resultados com a presenca ou a auséncia dos fitoconstituintes

testados no extrato hidroalcoodlico da prépolis verde.

Tabela 6: Analise fitoquimica da EHPV-70% quente.

Alcaldide Antraquinona | Flavonoide | Saponina Tanino Terpenoide
- - + - - +
+ = presente; - = ausente

De acordo com os resultados expostos acima, verifica-se que o EHPV-70% a quente (mais
ativo) apresentou um resultado positivo para flavonoides e terpendides. Tal fator, justifica a
utilizacdo da propolis, como uma substancia fotoprotetora, pois os fitoconstiuintes presentes
em sua composicdo quimica sdo capazes de absorverem a radiacdo UV, devido a semelhanca
da estrutura quimica que esses compostos apresentam com os filtros quimicos, que ja existem
no mercado, sendo aplicados na pele e protegendo-a contra os danos causados pelos raios

ultravioletas.

Ademais, a presenca desses fitoconstiuintes, indicam que a propolis possui, diversas
atividades biologicas, sendo que essas atividades estdo diretamente relacionadas com o
sinergismo que ocorre entre seus diferentes componentes. Essas substancias fenolicas presentes
(+) sdo as que mais se destacam, principalmente os flavonoides, por possuirem atividades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatdrias. (DOS SANTOS et al., 2020)

6.7 Analise dos compostos fendlicos identificados por HPLC

No Brasil, existe uma grande diversidade de prépolis com composicdo quimica diferente.
A técnica de CLAE-DAD nas condicBes experimentais ja descritas anteriormente demonstra
ser um método valioso para a determinacdo qualitativa e quantitativa das substancias mais
relevantes da propolis. A analise constitui uma alternativa para a identificagdo confiavel de
diversos componentes polifendlicos da propolis. (VOLPI; BERGONZINI, 2006)

A Tabela 7 e a Figura 9 apresentam os resultados da CLAE-DAD que possibilitou a

identificacdo de quinze compostos fendlicos presentes na amostra do EHPV 70% a quente.
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Tabela 7: Compostos do EHPV-70% a quente identificados por LC-DAD-ESI-MS/MS.

RTEM lonizacdo positiva (m/z) lonizacdo negativa (m/z)
_ MS/MS
Pico Composto (min) UV max HRMS MS/MS HRMS (20-50 eV)
(nm) [M+H] * (20-50 eV) [M-H] -

1 Acido clorogénico 10.2 300 (326sh) 355.0841 355-> 337, 163, 135, 117 353.0944 353->191
Apigenina-6,8-di-C- 593.1617 5932473, 383.353

2 Glucosideo (vicenina-2) 10.9 270, 329 595.1339 395->577, 559.457

3 p-acido cumérico 15.0 280; 308 165.0440 165->147, 119,91 163.0428 1632119

4  p- Isdbmero de acido 12.2 313 339.0901 335->147,119,91 337.0989 337->295, 191, 93
coumaroylquinico

5 Isbmero de &cido dicaffeoylquinico  16.0 242; 328 517.1050 517 =499, 337, 319, 163, 117 515.1289 515->353

6 Isdbmero de &cido dicaffeoylquinico  16.5 242; 329 517.1058 517 =499, 337, 319, 163, 117 515.1289 515->353

7 Acido tricaffeolquinico 19.8 299, 324 792.1262 679->517, 499, 337, 291, 163, 135 677.1640 677->515, 353.335

8  Quercetina-3-metil-éter 239 267,319,368 317.0488 317->302,121, 107 315.0578 615->300.271

9 Dihydrokaempferida 244  291.332 (sh)  303.0722 303->285, 257, 229, 185 301.0790 301->283

10 Acido agathico 27.2 303 335.1673 335->317, 299, 283, 257, 213,195 333.1772 3332315

11 Luteolina-metil-éter 30.0 272,313 301.0559 301->286, 248, 153, 124 299.0624 299->284, 255, 132

12  Quercetina-dimetil-éter 30.7 270, 330 - - 479.2148 479->329, 259, 229
Liquiritigenina-glicosideo 707.2603 - -

13 (apioseapiose-ramnose) 31.2 256.290. [M+Na+18]" 689->557, 425, 279

14 3-diprenil-4- hidroxicinamico 39.6 279 365.1538 365->291, 215, 177, 159, 131, 105 051665 3632319

acido cinamico

um RT: tempo de retencédo
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Figura 9: Cromatograma do EHPV-70% a quente por LC-DAD-ESI-MS / MS.
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A Bacarina foi identificada no EHPV 70% quente, sugerindo a espécie Baccharis como
uma das fontes de espécies botanicas utilizadas pelas abelhas para a elaboracdo da prépolis
verde. A substancia Artepillin (composto 14) também foi identificada, porém nao é um dos
principais compostos. O perfil de compostos fendlicos do EHPV 70% quente difere da maioria
dos extratos de prépolis verde. (COELHO et al., 2017)

Os compostos presentes nos extratos da propolis estdo relacionados principalmente a sua
origem boténica. Pesquisas destacam as diferencas entre as amostras de propolis verde de
algumas regides do Brasil, com auséncia de compostos marcadores, como 0s compostos 1 e
2.(COELHO etal., 2017; MACHADO et al., 2016)

Analisando o cromatograma (Figura 9), deve- se levar em consideracdo que quanto maior
a intensidade de um pico no cromatograma, maior é a concentracdo de determinada substancia
na amostra em analise, e 0s picos que apresentam menor tempo de retencdo (RT), ou seja, que
estdo no inicio do espectro, significa que apresentam uma menor interagdo com a coluna
cromatografica, e quanto maior é o tempo de reten¢cdo em minutos, maior é a interagdo dos
compostos com a coluna. Todos os compostos identificados e apresentados pela Tabela 7 e
pelo cromatograma na Figura 9, sdo metabolitos secundarios classificados como fendlicos, que
sdo fundamentais para a planta se proteger dos danos causados pela radiagdo UV. Devido a sua

estrutura quimica, esses compostos fornecem fotoprotecdo por meio de sua triagem UV e seus
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efeitos antioxidantes. (TAKSHAK; AGRAWAL, 2019). A presenca destes quinze compostos
fendlicos no EHPV 70% a quente justifica os resultados para a atividade fotoprotetora exercida

pela formulacéo desenvolvida neste trabalho.

6.8 Teste HET-CAM

Para que a formulacdo fotoprotetora desenvolvida, possa ser considerada segura para a
aplicacdo topica, é imprescindivel a avaliacdo do potencial irritante dessa formulacéo, que pode
ser realizado através de testes in vitro e in vivo, visando a seguranca desses produtos quando
aplicados na pele. Deste modo, foi realizado o teste de HET-CAM (teste de membrana
corioalantdica de ovo de galinha) in vitro (Figura 10), que diz sobre o potencial ocular irritativo
de uma dada substancia, bem como dos defeitos que a mesma pode provocar ha membrana
ocular. (BARILE, 2010; REIS MANSUR et al., 2016)

Figura 10: Fotografias representativas do teste HET-CAM do Gel Permulem TR1 incorporado
com EHPV 70% quente, controle negativo (NaCl 0,9%) e controle positivo (NaOH 0,1 mol /
L) apds 300 s de contato.

L A
Controle negativo Controle positivo Gel + EHPV 70% a quente

O método utilizado em questdo, € fundamentado na semelhanca entre a membrana
corioalantéica (CAM) de um ovo de galinha com embrido e os tecidos mucosos vascularizados
dos olhos de coelhos e de humanos. Na avaliacdo desse teste, deve-se verificar se ocorreu
hemorragia, coagulagdo ou hiperemia dos vasos sanguineos, além de avaliar a toxicidade da
substancia, baseados no indice de irritagdo (IS). Esses efeitos irritantes que foram observados
foram classificados, levando em consideragdo o tempo no qual foram testados, 300 segundos
de contato. (REIS MANSUR et al., 2016; SCHEEL et al., 2011)
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Analisando a Figura 10, é possivel verificar que quando aplicado o controle negativo
(NaCl 0,9%) na membrana, foi observado auséncia de qualquer tipo de alteragcdo, durante 0s
300 segundos de contato. Em contrapartida, no controle positivo (NaOH 0,1 mol / L) foi
observado hiperemia e coagulacdo dos vasos sanguineos, que corresponde a irritabilidade

Severa.

Com relacdo a formulacdo Gel Permulem TR1 incorporado com EHPV 70% quente,
guando em contato com a membrana ap6s 300 s, os resultados indicaram leve hiperemia pontual
e hemorragia, resultando em uma pontuacdo média de 2,0. De acordo com a classificacdo por
pontuacgéo, a formulacédo foi entéo, classificada como néo irritante / levemente irritante (NI /
SlI), sugerindo que é segura para ser aplicada na pele com menor potencial de irritacdo, uma vez

que a irritacdo da pele se inicia com alteracGes vasculares.
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7. CONCLUSAO

Todos os extratos hidroalcodlicos da prépolis verde 70% e 75%, a temperatura ambiente e
com aquecimento, nas concentracOes analisadas, apresentaram valores de FPS satisfatorios.
Ademais, o trabalho desenvolvido evidenciou a importancia de se aplicar extratos vegetais de
propolis verde em formulagbes dermocosméticas como a do Gel Permulem TR1, uma vez que
a presenca da propolis no gel, promoveu um aumento significativo na atividade fotoprotetora
da formulacdo desenvolvida, o que sugere a sua indicacdo para 0 uso em produtos
fotoprotetores, além de comprovar sua fotoestabilidade frente a exposicdo aos raios UV. Por
fim, com base na avaliacdo do teste HET-CAM, e dos demais resultados apresentados, a

formulacéo desenvolvida mostrou-se promissora para aplicacdo na pele sem causar irritagoes.
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