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RESUMO

O Sol é essencial para o ser humano, porém, a radiacdo solar pode causar prejuizos ao
organismo, através do seu excesso. A energia radiante emitida pelo Sol na forma de radiacéo é
denominada radiagdo solar - ondas eletromagnéticas. A radiacdo UV é considerada de menor
energia, possibilitando maior penetracdo na pele e, ao atingir a derme, é responsavel pelo
fotoenvelhecimento, podendo causar um grande nimero de patologias. Para a prevencéao dessas
doencas associadas a exposicdo ao sol esta a necessidade do uso de protetores solares. Mesmo
gue o uso de protetores solares seja essencial, evidéncias mostram que eles tém sido
contaminantes nos alimentos e no ambiente, além de causarem reacfes alérgicas por
fotocontato. A planta Humulus Lupulus L. (Cannabaceae), conhecida como Itpulo, é utilizada
na industria de cervejas. Todavia, através de estudos fitoquimicos de sua folha, foi detectado
gue possuem compostos fendlicos e flavonoides, podendo ser fonte de moléculas bioativas e
com potencial de atividade antioxidante. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi formular uma
base de protetor solar natural e incorporar o extrato de H. lupulus. Para tal, foram realizadas
metodologias que iniciaram a partir da formulacdo da base para posterior incorporacgdo de H.
lupulus, assim, através de um desenho experimental com formulacdes, foi possivel determinar
a melhor combinacdo entre as varidveis de DMSO, Poloxamer e Carbopol. Depois de
selecionada, o processo foi repetido da mesma forma para a incorporacdo da fracdo butandlica,
e, posteriormente, foram realizados métodos de avaliacdo: FPS (Fator de Protecdo Solar);
DPPH; ABTS; fisico-quimica do produto e estabilidade. Dessa forma, foi possivel formular um
protetor solar com amplo espectro de protecdo ultravioleta a partir do extrato de H. lupulus,

além de obter capacidade antioxidante e atividade fotoprotetora.

Palavras chaves: H. lupulus; fotoprotecdo; formulagéo; radiacao solar; protetor solar



ABSTRACT

The Sun is essential for human beings, however, solar radiation can cause damage to the body
through its excess. The radiant energy emitted by the Sun in the form of radiation is called solar
radiation - electromagnetic waves. UV radiation is considered lower energy, allowing greater
penetration into the skin and, upon reaching the dermis, is responsible for photoaging and can
cause a large number of pathologies. The need to use sunscreens is for the prevention of these
diseases associated with sun exposure. Even though the use of sunscreens is essential, evidence
shows that they have been contaminants in food and the environment, as well as causing
photocontact allergic reactions. The plant Humulus Lupulus L. (Cannabaceae), known as hop,
is used in the beer industry. However, through phytochemical studies of its leaf, it was detected
that they have phenolic compounds and flavonoids, which could be a source of bioactive
molecules with potential antioxidant activity. Therefore, the objective of the work was to
formulate a base for natural sunscreen and incorporate the extract of H. lupulus. For this,
methodologies were carried out that started from the formulation of the base for later
incorporation of H. lupulus, thus, through an experimental design with formulations, it was
possible to determine the best combination between the variables of DMSO, Poloxamer and
Carbopol. After being selected, the process was repeated in the same way for the incorporation
of the butanolic fraction, and then evaluation methods are carried out: SPF (Sun Protection
Factor); DPPH; ABTS; physico-chemical product and stability. In this way, it was possible to
formulate a sunscreen with a broad spectrum of ultraviolet protection from the extract of H.

lupulus, in addition to obtaining antioxidant capacity and photoprotective activity.

Key words: H. lupulus; Solar radiation; Photoprotection; Formulation; Sunscreen.
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1. INTRODUCAO

A pele diz muito sobre a saude de um individuo. Nesse sentido, o sol esta diretamente
ligado na influéncia da sensacéo de bem estar fisico e mental, visto que ele estimula a produgéo
de melanina e a sintese de vitamina D, ajudando a evitar problemas nos ossos (LOPES, 2020).
Porém, mesmo que a radiacdo solar seja de suma importancia para o ser humano, deve-se ter
cuidado em relagdo ao tempo da exposicdo (MARTENDAL; BRANDEZ, SCHUTZ, 2018).

A energia radiante emitida pelo Sol na forma de radiagdo é denominada radiagao solar
- ondas eletromagnéticas. Tal energia é responsavel pelo aquecimento na Terra. A radiacdo
eletromagnética apresenta divisdo de acordo com seu comprimento de onda (A): radiagdo
ultravioleta (UV) (100-400nm), visivel (400-800nm) e infravermelho (> 800 nm). Entre as
radiacOes eletromagnéticas citadas, a luz ultravioleta (UV) é a que causa mais doengas, e a
maioria das reagdes cutaneas fotobioldgicas. Essa afirmacdo se deve ao fato de que a radiacdo
solar aumenta com a redugdo do comprimento de onda. A radiagdo UV de energia menor
penetra mais profundamente na pele e, ao atingir a derme, é responsavel pelo
fotoenvelhecimento (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Dessa forma, a radiacdo UV que incide no planeta pode causar um grande nimero de
patologias, podendo se destacar as doencas de pele. As patologias na pele podem ser divididas
em: crénicas, como o envelhecimento e cancer; e agudas, como a queimadura solar (COSTA et
al., 2019).

Para a prevencao dessas doencas associadas a exposi¢cdo ao sol, além de evitar a luz
do sol por muito tempo e usar roupas claras longas e chapéu, esta a necessidade do uso de
protetores solares. Protetores solares sao preparacGes cosméticas que possuem formas de
apresentacdo diversas, com formulagdes do tipo lo¢bes hidroalcoolicas, 6leos, géis oleosos,
emulsBes 6leo em &gua, emulsdes dgua em Gleo, bastdes, aerossois, etc. O protetor solar deve
possuir elementos profilaticos e terapéuticos com moléculas que atuam como filtros, podendo
absorver, refletir ou dispersar a radiagdo UV (SANTOS; SOBRINHO; OLIVEIRA, 2018).

O mecanismo de acdo dos filtros nos protetores solares é dividido em fisicos, através
dos agentes inorganicos e quimicos, através dos agentes organicos (MOURA, 2020). Os filtros
solares inorganicos sdo minerais que dispersam ou refletem a radiacdo UV incidente. Ja os
filtros solares organicos s8o compostos arométicos absorvem a energia da radiagdo UV
incidente, na qual os elétrons no filtro saltem para um estado excitado, e quando retornam no
estado fundamental a energia € liberada em comprimentos de onda maiores (MANCEBO, S et
al., 2014). Os filtros solares naturais sdo derivados de dleos vegetais, extratos glicélicos ou
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fluidos que absorvem a radiacdo UV. Tais compostos capazes de absorver a radiagdo UV e
serem antioxidantes potentes, sdo conhecidos como polifénois, onde estdo em destaque 0s
flavonoides (MELO, 2015).

A planta popularmente conhecidas como lupulo, denominada Humulus lupulus
(Cannabaceae), € utilizada na industria de cervejas. Porém, através de estudos fitoquimicos de
sua folha, foi detectado que possuem compostos fendlicos e flavonoides, podendo ser fonte de

moléculas bioativas e com potencial de atividade antioxidante (SANTOS, 2018).

2. Justificativa

O Sol é essencial para o ser humano, porém, a radiacdo solar pode causar prejuizos ao
organismo, atraveés do seu excesso. Mesmo que 0 uso de protetores solares seja essencial,
evidéncias mostram que eles tém sido contaminantes nos alimentos e no ambiente. Estudos
apontam que filtros solares ja foram encontrados no ecossistema aquatico, além de aguas
residuais e em lodo de esgoto tratado, o que pode gerar problemas ambientais e agravar a satde
das pessoas (GARCIA et al., 2015).

O Humulus Lupulus L. é uma planta que tem sido usada como planta medicinal ha
muito tempo devido a sua riqueza em compostos fenolicos. Pode-se citar dentre as
caracteristicas estudadas dos flavonoides nas plantas: protecdo contra raios ultravioleta, insetos
e microorganismos; atividade antioxidante, anticancerigenas, anti-inflamatorias e
antitrombdlicas; acdo como agentes alelopaticos e inibidores de enzimas. Através de estudos
recentes, foram observados niveis de compostos fendlicos e flavonoides na folha do lupulo.
Tais consideracdes levam a considerar que as folhas possuem ac¢éo antioxidante e sdo fontes de
moléculas bioativas, além de terem atividade antitumoral (SILVA, 2020). Isso mostra que as
folhas do lupulo possuem varias caracteristicas propicias para serem usadas em produtos no

futuro, e isso, sera possivel através de mais estudos da comunidade cientifica.
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3. REVISAO TEORICA

3.1. Radiacéo solar

O sol é de suma importante na vida terrestre, visto que através da sua energia pode-se
garantir a evolucao dos seres vivos. Os raios solares podem oferecer inimeros beneficios aos
seres vivos, como a fotossintese, sintese de vitamina D e K, prevencdo de doencas 0sseas
(raquitismo e osteoporose), tratamento de ictericia, além do bem-estar fisico e mental. No
entanto, a radiacdo solar em excesso pode causar diversos efeitos maléficos, como queimadura
solar, o fotoenvelhecimento e o cancer de pele (MAES; MARENUS; SMITH, 1992).

O sol esta presente a uma distancia média da Terra, podendo exercer o papel de manter
0s niveis de temperatura adequados para a atmosfera terrestre, e isto é exercido atraves da
energia sob a forma de radiacdo eletromagnética. A energia emitida pelo sol, conhecida como
radiacdo solar, se propaga em direcdes atraves do espaco por meio de ondas eletromagnéticas,
que sofre um processo de enfraquecimento na atmosfera devido a presenca das nuvens e de sua
absorcéo por moléculas de gases ou de particulas em suspensdo. Ao atravessar a atmosfera, a
radiacdo solar alcanca a superficie terrestre, podendo ser refletida ou absorvida (ALVES et al.,
2021).

O espectro eletromagnético é uma escala de radiacdes eletromagnéticas, onde pode-
se dividir em ondas: raios gama, raios X, raios ultravioletas (UV), luz visivel, raios
infravermelhos (1V), micro-ondas e ondas de radio (OKUNO; VILELA, 2005). Todavia,
aproximadamente 93% da energia emitida pelo sol é retida pela atmosfera, e 7% dela consegue
atingir a superficie terrestre. Essa energia que atinge a superficie terrestre é conhecida como
espectro solar terrestre, sendo classificada de acordo com seu comprimento de onda (A) e
intensidade: radiagdo ultravioleta (UV) (100-400nm), visivel (400-800nm) e infravermelho (>
800 nm). Deve-se destacar que a energia que as radiacbes conduzem é inversamente
proporcional ao seu comprimento de onda. Nesse sentido, a radiacdo UV é a mais energetica,
pois possui menor comprimento de onda, e consequentemente, consegue penetrar na pele com
maior facilidade (FLOR; DAVALOS; CORREA, 2007).

Os raios visiveis atingem a Terra numa propor¢do de 45% e os raios infravermelhos
cerca de 50%, sendo considerado o maior. Porém, mesmo com apenas 5% dessa proporg¢ao, 0s
raios ultravioletas sdo os principais responsaveis pelos efeitos maléficos aos seres humanos
(OLIVEIRA et al., 2004).
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A radiacdo visivel (Vis) também consegue atingir com facilidade a atmosfera, é
caracterizada por ser a luz visivel aos olhos humanos, sendo percebida pelas diferentes cores
detectadas pelo sistema Optico. Ja a radiacdo infravermelha (1) possui maior comprimento de
onda que a ultravioleta (UV) e, por isso, sua energia € menor. Além disso, ela pode ser percebida
sob a forma de calor, sendo capaz de ocasionar vasodilatacdo da pele, além de potencializar os
efeitos induzidos pelas radiagdes UV. A radiacdo ultravioleta, pode ser percebida através de
reacOes fotoquimicas, podendo causar diversos efeitos prejudiciais ao ser humano (MASSON;
SCOTTI, 2003; FLOR; DAVALOS; CORREA, 2007).

3.1.1. Radiagéo UV

A radiacdo ultravioleta ocupa a regido do espectro eletromagnético entre a luz visivel
e 0s raios-X, e se encontra entre os comprimentos de onda de 100 nm a 400 nm, podendo ser
divididas em trés subgrupos: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-280 nm)
(SGARDI et al., 2007).

A radiacdo UVA (320-400 nm) é classificada como a mais abundante, tendo uma
proporcdo com cerca de 95% de toda radiacdo UV que atinge a Terra. Isso se deve ao fato de
ter a faixa de energia mais baixa, 0 que garante um alto poder de penetracdo na pele e interacdo
com as estruturas cutaneas (SCHUELLER; ROMANOWSKI, 2000). Essa penetragéo profunda
na derme pode causar danos na estrutura da pele, tendo como consequéncia o
fotoenvelhecimento, ou em casos mais graves o cancer. Os raios UVA, além de potencializarem
o efeito da radiacdo UVB, podem agir criando radicais livres e &tomos de oxigénio reativos,
induzindo o envelhecimento. Sendo assim, os raios UVA sdo 0s principais responsaveis por
efeitos cumulativos da radiacdo solar (OSTERWALDER; LUTHER; HERZOG, 2000).

A radiacdo UVB apresenta comprimento de onda inferior e maior quantidade de
energia comparando com a radiacdo UVA. Essa radiacdo interage com o DNA, podendo
produzir mutacfes nos dimeros de pirimidina que estdo associadas ao cancer de pele néo-
melanoma. Ela afeta especialmente a camada epidérmica da pele, na qual compreende cerca de
5% das UVs que alcancam a superficie da Terra, além de ser responsavel por 90% das
queimaduras solares. Os raios UVB s@o responsaveis pela transformagdo do ergosterol
epidérmico em vitamina D, o que contribui para o bronzeamento e, consequentemente, pode
causar envelhecimento precoce das células (HAWK; MCGREGOR, 2001).

Possuindo elevada taxa de energia e capacidade de penetracdo maior, a radiacdo UVC

¢ caracterizada por ser absorvida em grande parte pela camada de oz6nio da atmosfera,
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chegando a superficie terrestre em pequenas quantidades. Sendo assim, sdo consideradas
danosas ao tecido vivo por serem altamente eritematogenas, possuindo efeitos carcinogénicos
e mutagénicos. Nesse sentido, um grave problema seria a diminuicdo do nivel de ozonio, o que
provocaria um aumento na quantidade de radiagdo (MATHEUS; KUREBAYASHI, 2002).

3.2 Efeitos da radiacdo UV

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, e possui o papel de ser a barreira
protetora contra radiacdes solares. Ela é composta por 3 camadas: epiderme, derme e
hipoderme. As camadas epiderme e derme possuem acdo com efeitos fotobioldgicos da
radiacdo UV (BARBASA, 2011).

Os efeitos da radiacdo solar na pele véo depender de alguns parametros: tipo de pele,
frequéncia de exposicdo, tempo de exposicao, localizacdo geografica, periodo do dia e condi¢édo
climatica. Condicdes ideias e equilibradas dessa exposicao podem garantir beneficios ao ser
humano, como produc¢do de melanina e vitamina D, estimulo a circulagdo sanguinea periférica,
capacidade de formacdo da hemoglobina, acdo antidepressiva, efeito terapéutico em
enfermidades cutaneas, como psoriase, dermatite atopica, micose fungoide, vitiligo e ictericia
neonata, entre outros. Entretanto, em excesso, através de reac6es fotoguimicas, essa exposicao
pode causar danos nocivos a vida humana, como, por exemplo, queimaduras, inflamacdes,
mutacdes génicas e disfungdes celulares, e, a longo prazo, cancer de pele, danos oculares e
envelhecimento precoce (FLOR et al., 2007; BALOGH et al., 2011).

Culturalmente, o bronzeamento intenso é visto como simbolo de beleza e saude,
porém, sabe-se que a exposi¢do excessiva pode causar danos macroscopicos € microscopicos
no corpo. Em geral, o fotoenvelhecimento é um processo causado pelo excesso de exposicao
solar, ou pelo bronzeamento artificial, e aparece em individuos entre 30-40 anos de idade,
porém, isso muda de acordo com o tipo de pele, intensidade e duracédo da exposicdo (TOFETTI
et al., 2006).

O fotoenvelhecimento é caracterizado por manchas escuras ou claras, alteracdo da
superficie da pele, perda da elasticidade, rugas, entre outros. Esse envelhecimento precoce da
pele esté relacionado com a producéo de radicais livres. 1sso ocorre devido absorcao da radiacdo
solar promovida por cromoforos presentes na pele, na qual geram uma energia que € dissipada,
formando radicais livres que se ligam em células sadias. Essa a¢do faz com que ocorra uma

ruptura e alteracdo de rotas metabolicas (SILVA, 2007).
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A incidéncia da mortalidade por céncer estd aumentando rapidamente no cenério
mundial, nesse sentido, estudos revelam que um em cada cinco individuos terdo cancer durante
a vida (FERLAY et al., 2021; SUNG et al., 2021). O Instituto Nacional do Cancer estima que
mais de 704 mil novos casos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025, sendo
220.490 mil estimados para os casos de cancer de pele ndo melanoma. O cancer de pele ndo
melanoma ¢é classificado como o mais frequente no Brasil, e € a quinta mais frequente no
mundo. O cancer de pele é o tipo mais comum de todos os tipos de cancer, sendo 0s principais
tipos: o carcinoma de células escamosas, o carcinoma basocelular (cancer de pele néo
melanoma) e o cancer de pele melanoma (se forma nos melandcitos, cresce e se espalha
rapidamente) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

Induzindo a les6es cumulativas no DNA, a radiacdo UV é considerada o principal fator
de risco para todos os tipos de cancer de pele. O carcinoma ndo melanoma é o mais comum e
menos agressivo, aparece frequentemente em areas expostas a pele de pessoas idosas, ja que
um dos fatores associados sdo idade, sexo e ocupagdo. J& o carcinoma de células escamosas sao
0 segundo tipo de cancer de pele mais comum, e aparece na regido superficial da pele expostas
ao sol (bragos, pernas, rosto e pescoco). O melanoma € o terceiro tipo mais comum e 0 mais
grave, resultando em uma transformacao maligna dos melandcitos, localizados principalmente
na epiderme, derme e no epitélio mucoso. O melanoma pode aparecer de forma silenciosa, mas
pode também se originar de uma mancha escura da pele. Além disso, o cancer de pele melanoma
também merece destaque em relacédo as radiagcdes ultravioletas ndo naturais, como lampadas de
bronzeamento, camas solares e exposi¢do aos bifenilos policlorados (WILD; WEIDERPASS;
STEWART, 2020).

3.3. Formulagdes Fotoprotetoras

Algumas prevencgdes sdo usadas para evitar o envelhecimento precoce como: evitar a
luz do sol em excesso, uso de vestimentas, 6culos e chapéus. Além disso, a hidratagdo é muito
importante, sendo necessario administragdo de agua a cada hora, principalmente quando o dia
estiver em temperaturas mais altas (SANTOS et al., 2018).

Algumas civilizagOes antigas tinham em comum na sua religido uma cultura do sol
como um ser de divindade, entretanto, eles j& consideravam que em excesso a exposi¢ao solar
poderia fazer mal. Através desse fato, registros do Egito antigo de aproximadamente 7800 a.C.,
mostraram que haviam diversos inventos do filtro solar, sendo esses utilizados com a base de

mamona, além de outros extratos, como magnolia, jasmim e 6éleo de améndoas. Na Grécia,
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durante os Jogos Olimpicos de 400 a.C., a fim de protegerem contra raios solares, atletas
também utilizaram uma mistura de 6leo de oliva e areia (SILVA et al., 2015).

Atualmente, sabe-se que 0 uso constante do protetor solar é essencial para evitar o
cancer de pele, sendo esse eficaz em evitar queimaduras provocadas pelas radiacdes. Segundo
a legislacdo brasileira PORTARIA N° 2.466, de 31 de agosto de 2010, os protetores solares sdo
definidos como:

“Qualquer preparagdo cosmética destinada a entrar em contato com a pele
e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a

radiagdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiagdo”
(BRASIL, 2012).

No Brasil, a populagdo se encontra exposta a medias e altas incidéncias de radiagdo
solar devido a sua caracteristica marcante de tropicalidade. Sendo assim, para combater ou
minimizar os efeitos danosos da radiacdo solar, a fotoprotecdo é o mecanismo mais usado. Os
protetores solares possuem filtros que sdo moléculas ou complexos moleculares que podem
absorver, refletir ou dispersar a radiagdo UV. De acordo com 0 seu mecanismo de agao, 0s
filtros solares sdo divididos em duas classes: quimicos ou organicos, e fisicos ou inorganicos.
De modo geral, 0os compostos organicos protegem a pele através da absorcao da radiacdo UV,
e os inorgéanicos pela reflexdo da radiacdo UV (FLOR et al., 2007).

A industria farmacéutica e cosmética vem desenvolvendo substancias que possuem
formas de apresentacao diversas. Assim, os filtros solares sdo encontrados na forma de locdes
hidroalcodlicas, 6leos, géis oleosos, emulsdes 6leo em agua (O/A), emulsbes dgua em o6leo
(A/O), bastdes e aerossois, etc (BALOGH et al., 2011). Todavia, os filtros solares necessitam
de algumas caracteristicas importantes para que possam ser utilizados em formulacdes, tais
como: absorver a radiacdo ultravioleta no maior espectro de acéo possivel, serem eficazes em
concentracdes pequenas e por periodos prolongados, serem sollveis em solventes comuns,
serem atoxicos e inodoros, manter estabilidade ao calor e luz, serem compativeis com 0s
componentes e a embalagem, serem bem tolerados pela pele e ndo interagirem com a roupa
(PAOLA, 1998).

3.3.1. Protetores solares organicos

Os filtros solares quimicos sdo aqueles que possuem a capacidade de absorver a
radiagdo UV incidente e transforméa-la em outro tipo de radiagdo, menos nociva ao ser humano.

Os protetores organicos constituem a maioria dos filtros solares existentes no mercado, sendo



20

divididos em: filtros UVA, exercendo protecdo contra os raios UVA, filtros UVB, exercendo
protecdo contra os raios solares UVB e filtro de amplo espectro, exercendo protecdo contra 0s
raios UVA e UVB (RANGEL; CORREA, 2002).

Existem diversos filtros solares organicos de origem sintética aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), porém, pode-se destacar alguns como 0s mais
utilizados no mercado: 4-metoxicinamato de 2-etilexila ou octilmetoxicinamato (OMC); o 2-
ciano-3,3-difenil-acrilato de 2-etilexila ou octocrileno (OCT) e 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
ou benzofenona 3 (BZF-3). Esses compostos possuem anéis aromaticos com grupos
carboxilicos doadores de elétrons nas posi¢des orto - para. Esses grupos sao denominados
cromoforos, sendo responsaveis pela absorcdo da radiacdo incidente (elétrons passam do estado
fundamental para o estado ativado). Sobre a relacdo estrutura atividade, pode-se dizer que
acontece por deslocalizacdo dos elétrons através de ressonancia. Isso acontece devido presenca
dos grupamentos doadores de elétrons nas posi¢des orto - para e do grupamento carbonila, por
ser um elétron receptor (ARAUJO at al., 2014).

Esses protetores solares podem ser obtidos através de origem sintética, ou de origem
natural, como: extratos vegetais (aloe, hamamelis, camomila, cascara sagrada, frangula,
hipericum, raténia, alecrim, sene, caléndula, boldo e propolis) e 6leos (coco, algodao, gergelim,
amendoim). Todavia, os filtros naturais possuem uma mistura muito complexa de substancias
que ainda precisam de estudos em relagio a sua estabilidade (RANGEL; CORREA, 2002).

3.3.2.  Protetores solares inorganicos

As substancias inorganicas empregadas como fotoprotetores sdo o didxido de titanio
(TiO2) e oxido de zinco (ZnO). Os filtros solares de inorgénicos sdo aqueles que conferem
protecdo devido a sua deposicdo sobre a pele, e agem refletindo ou dispersando a radiacéo
incidente. Nesse processo de reflexdo ou dispersdo, a luz que incide sobre as particulas
inorganicas é refletida de volta ou espalhada por diferentes caminhos. Dessa forma, esses
oxidos garantem ter grande protecdo contra os raios UV. Além disso, eles possuem baixo
potencial de irritacdo, relativa estabilidade, permeacéo cutanea e alta fotoestabilidade, fazendo
com que seu uso seja recomendado para formulagdes fotoprotetoras infantis e para pessoas com
historico de pele sensivel (SILVA, 2009).

Contudo, de acordo com o tamanho das particulas solidas desses 6xidos, o produto
pode apresentar uma pelicula branca sobre a pele, podendo ser transferida para vestimentas, o

que consequentemente compromete sua agdo fotoprotetora. Nesse sentido, para evitar
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problemas, a ANVISA adotou 0 uso de fotoprotetores inorganicos em 25% de concentracdo
méaxima usada, segundo Resolucdo RDC numero 47, de 16 de mar¢o de 2006 (NASCIMENTO
etal., 2014).

3.4. FPS

O fator de protecdo solar (FPS) € usado para medir a acdo fotoprotetora de um filtro
solar. O FPS indica quantas vezes o tempo de exposi¢do ao sol, sem o risco de eritema, pode
ser aumentado com o uso do protetor. De modo geral, quanto maior for o FPS, maior sera a
protecao e o tempo que a pele ficara protegida frente a radiacdo UVB. Assim, o FPS é definido

em funcdo da radiacdo UVB causadora de eritemas, calculado através da Equacéo abaixo:

DME (pele com protecio)

FPS = .
DME (pele sem protecao)

onde, DME = dose minima eritematosa, ou dose minima necessaria para ocorrer o eritema.

Para que o produto seja eficaz, é necessario que uma quantidade aplicada seja
suficiente para garantir a fotoprotecdo. O padrdo quantitativo para a aplicacio é 2,0 mg/cm? ou
seja, de 30 a 40 g do produto por um individuo adulto. Além disso, uma reaplicacdo na area
também aumenta sua eficacia, visto que o suor, dgua e friccdo podem remover o produto
(MONTEIRO, 2008).

No Brasil, 0 método in vivo é o exigido pela legislacao brasileira desde o ano 2012,
onde a ANVISA determinou que para um fotoprotetor ser aprovado pelo 6rgdo, as empresas
precisam testar suas substancias in vivo de acordo com métodos desenvolvidos pelo 6rgéo
americano FDA (Food and Drug Administration) e o 6rgdo europeu COLIPA (Comitee de la
Liaison des Associations Europeans de L’Industries, de La Parfumerie de Produits
Cosmetiques et de Toilette). Ambos os métodos se utilizam de pacientes com fototipo I, 11 ou
I11. Para isso, a exigéncia define que o valor do FPS seja no minimo 6,0 e protecdo UVA 1/3
do valor do FPS declarado no rétulo. No caso do FDA, o FPS obtido em sua metodologia €
repetido para 20 voluntarios, e 10 voluntarios, no caso da COLIPA. Por depender de
voluntarios, alto custo e profissionais especialistas para realizacdo desse ensaio, mesmo sendo
indispensavel, essa etapa € considerada de Ultimo estagio para a realizacdo dos testes de
fotoprotecdo de um produto (BRASIL, 2012).

Além dos testes in vivo, também existem metodologias para realizacdo da determinacéo
do FPS in vitro. Esse método é realizado durante o desenvolvimento da formulagdo e no

controle de qualidade, considerado rapido, eficaz e de menor custo. O método in vitro
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espectrofotométrico desenvolvido por Mansur e colaboradores se destaca pela boa correlagao
ao teste in vivo. O método Mansur consiste no uso de um espectrofotdmetro UV, avaliando as
absorbancias obtidas para os comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com intervalos de 5 nm,
onde utiliza-se uma diluigdo do filtro a 0,2 pnL/mL em solventes como alcool ou éter. E medida
a absorbéancia da solugdo em varios comprimentos de onda definidos, e utilizando a férmula
matematica abaixo é possivel obter o valor do FPS (SANTOS, 2007; VINHAL, 2012).

320

FPS =FC. Y-22 . EE (A).1 (1). Abs(})

onde,

FC = fator de correcgdo (igual a 10);
EE = efeito eritematogénico;

| = intensidade da luz solar;

Abs = absorbancia da amostra;

A fim de definir a resposta de diferentes tipos de pele de acordo com a sua
sensibilidade aos raios UV, Fitzpartrick propés em 1975 um sistema de classificacdo baseado
na suscetibilidade do individuo a queimaduras e bronzeamento (FITZPATRICK, 1975). Essa
proposta foi baseada na propensdo da pele a se tornar hiperpigmentada por estimulo
inflamatdrio e manter a hiperpigmentacdo por periodo prolongado. Portanto, esse sistema nédo
pretendeu definir a etnicidade (ALCHORNE; ABREU, 2008). Existente desde 1975, 0s
fototipos de Fitzpatrick é uma classificacdo internacional, sendo a mais usada até os dias atuais.
Tal classificacdo é dividida em fototipos de | a V1, a partir da capacidade de cada pessoa em se
bronzear, além de considerar a sensibilidade e vermelhiddo. A tabela a seguir apresenta a
classificacdo de fototipos determinada por Fitzpatrick (FITZPATRICK, 1988).
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Tabela 1. Classificacdo dos fototipos de pele por Fitzpatrick

REACAO A SENSIBILIDADE

TIPO FOTOTIPO EXPOSICAO AO SOL
SOLAR
Queima com
facilidade
I Branca adquirindo Muito sensivel

coloracdo vermelha
e nunca bronzeia.
Queima com
I Branca facilidade e Sensivel
bronzeia pouco.
Pele bronzeia

i Morena Clara gradativamente
podendo ficar Normal
vermelha.
Morena Queima pouco e Normal
v Moderada bronzeia
facilmente.
\Y/ Morena Queima raramente, Pouco sensivel
Escura e bronzeia bastante.
VI Negra Nunca queima, e ha N&o sensivel

muita pigmentacao.

Fonte: Adaptado de Fitzpatrick, 1988.

3.5. Hidrogéis Formadores de Filme

O sistema de formacdo de filme se destaca como uma nova alternativa para
formulagdes topicas. Como base do sistema de formacdo de filme sdo necessarios polimeros
que sdo capazes de formar um filme transparente e flexivel a temperatura da pele. Para isso,
tais polimeros podem ser usados sozinhos ou combinados com outros polimeros formadores de
filme. Filmes ideais precisam exibir caracteristicas desejaveis, como taxa de dissolucéo rapida
ou longo tempo de residéncia no local de administracdo, estabilidade de formulag&o aceitavel,
além de serem atdxicos, biocompativeis e biodegradaveis (KARKI, S. et al, 2016).

Hidrogéis formadores de filme sdo uma opc¢éo aos veiculos tradicionalmente utilizados
na via topica. Sdo formulacOes transparentes de facil aplicacdo que formam uma pelicula de
facil remocao, sendo fina e com rapida secagem. A pelicula formada possui flexibilidade, boa
aderéncia a pele e propriedades menos oclusivas que melhoram a permeacéo do vapor de agua
através da pele, ndo deixando a sensacdo pegajosa no local de aplicacdo (KATHE;
KATHPALIA, 2017).
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Segundo a Farmacopeia Brasileira, 62 ed (2019), géis sdo definidos como:
“Forma farmacéutica semissolida de um ou mais principios ativos que
contém um agente gelificante para fornecer firmeza a uma solucéo ou
disperséo coloidal (um sistema no qual particulas de dimenséo coloidal —
tipicamente entre 1 nm e 1 mm — sdo distribuidas uniformemente através

do liquido) e pode conter particulas suspensas” (BRASIL, 2019).

O termo hidrogel designa uma matriz hidrofilica intumescida ou dilatada com
capacidade limitada de intumescimento em &gua ou meio aquoso. Devido sua grande
guantidade de &gua retida, os hidrogéis possuem flexibilidade similar ao tecido, sendo
candidatos interessantes para aplica¢des topicas (PATEL; JOSHI, 2019).

Sua estrutura € constituida por uma (homopolimeros) ou mais (copolimeros) redes
poliméricas tridimensionalmente estruturadas. Sdo formadas por cadeias macromoleculares
interligadas por ligacfes covalentes ou idnicas (reticulacfes) ou interacOes fisicas (forcas de
van der Waals e ligacdes de hidrogénio) (OVIEDO; MENDEZ; GOMEZ, 2008).

Inicialmente, os sistemas de formacéo de filmes eram usados no campo da cirurgia ou
tratamento de feridas. A formulacdo aplicada fornece um filme resistente ao estresse fisioldgico
causado pelo movimento da pele. Entretanto, os sistemas de formacao de filmes também podem
ser usados com ingredientes ativos contidos em produtos de beleza, como tecnologias de
formacdo de filme de silicone usadas para preparar cremes, pomadas cosmeéticas, mascara
transparente para tratamento de hidratacdo da pele, problemas de acne, protetores solares, etc.
O uso de hidrogéis € justificado devido algumas caracteristicas peculiares existentes do mesmo,
por exemplo: atoxicidade, capacidade de intumescer em agua e fluido bioldgicos, consisténcia
elastomérica, alta permeabilidade, facilidade de obtencdo em diferentes formas, incorporacao e
liberacdo controlada de farmacos de diferentes polaridades (MOURA, 2005).

A disponibilidade de diversos polimeros permite conferir propriedades especificas aos
filmes finos. Dentre os agentes gelificantes usados para formulacdo do hidrogel se destaca o
carbopol. O carbopol se destaca com excelente eficiéncia de gelificagdo em baixas
concentracdes. Ele forma um gel transparente na agua, sendo que sua gelificacdo depende do
pH. Ele tem sido utilizado pela inddstria farmacéutica em formulagdes liquidas e semi-solidas
devido sua baixa reatividade com outros componentes em uma formula e possui hidrofilicidade,
além de ser considerado um bom agente espessante, emulsionante, gelificante e viscosificante
(BLANCO-FUENTE et al., 1996).

Outro agente gelificante muito utilizado em hidrogéis é o poloxamer 407, sendo este

usado em concontra¢cGes um pouco mais altas do que o carbopol. Se destaca como um liquido
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de gelificacdo termorreversivel em condicdes refrigeradas e gel em temperatura ambiente. Os
poloxameros sdo copolimeros que possuem uma gelificagdo termorresponsivel, ou seja, séo
solGveis em agua fria (4-8°C) e em temperatura de 37°C ocorre transicdo sol-gel. Essa
conversdo da transicdo sol-gel e gel-sol do gel termorreversivel é justificada através de
interacOes hidrofobicas. Os polimeros sdo sollveis em agua a baixas temperaturas, todavia, o
aumento da temperatura favorece interagdes hidrofobicas, levando a uma formagdo de micelas.
Essas micelas em contato entre si formam o gel, sendo assim, um processo reversivel com a
diminuicdo da temperatura (RUEL-GARIEPY, E. et al., 2004).

Segundo Lee et al (2007), hidrogéis a base de PEG possuem alto contetdo de agua,
garantindo um rapido transporte de biomoléculas (proteinas, &cidos nucléicos e células) atraves
do gel. Além disso, também sdo consideradas biocompativeis, garantindo maior seguranca no
uso em aplicacGes farmacéuticas.

O solvente organico dimetilsulféxido, também conhecido como DMSO, é utilizado em
varias formulagfes dermatoldgicas, visto que possui caracteristicas importantes: alta penetracdo
em membranas, Vvasodilatador, acdo antiinflamatéria, anti-séptica e analgesia local.
Considerado um solvente penetrante, o DMSO possui penetracdo rapida através das membranas
bioldgicas, todavia, vale destacar que ndo causa danos irreversiveis na membrana. Alem disso,
também possui capacidade de interagir com acidos nucléicos, carboidratos, lipideos, proteinas
e vérios farmacos sem alterar, de forma irreversivel, a configuracdo molecular (BRAYTON,
1986; BATISTUZZO et al., 2002).

3.6. Uso produtos naturais

Mesmo que hoje existem diversos filtros solares organicos de origem sintética
aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que ajudam na prevencao
dos maleficios causados pelos raios ultravioleta (UV), esses produtos ainda podem trazer
prejuizos a pele das pessoas (reagdes alérgicas ou fotoalérgicas) e de seres marinhos, além de
afetar o ambiente (DANOVARO et al., 2008; ROMERO et al., 2017).

Estudos revelam que a oxibenzona (benzofenona), composto encontrado em protetores
solares orgénicos, sofre uma reagdo quimica capaz de causar danos as células na presenca de luz
ultravioleta, prejudicando espécies aquaticas, como corais (Downs et al., 2021)

Atualmente, tém crescido o interesse em pesquisas de moléculas fotoestaveis
utilizados em protetores solares, sobretudo em filtros baseados em produtos naturais. Visto que

vegetais sdo capazes de produzir uma diversidade de estruturas sistemas conjugados que


https://www.vetsmart.com.br/be/produto/2444/dimetilsulfoxido-dmso
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conseguem absorver a UV, diversos produtos naturais poderiam ser utilizados nessas
formulagBes. A literatura relata que estruturas com anéis aromaticos de metabolitos
secundarios, como propiofenonas, derivados do &cido caféico, lignanas e flavonoides, possuem
atividades antioxidantes. Nesse sentido, seria vidvel a utilizacdo dessas substancias em
protetores solares, visto que a escolha de novos ativos envolve a capacidade de absorcéo da luz
UV pelos cromdforos de cada molécula associada a atividade antioxidante. Além dessas
substancias possuirem substancias cromdforas, fotoprotetoras e compostos antioxidantes,
também pode-se destacar que esse interesse por produtos naturais também é explicado por estes
apresentarem menores efeitos colaterais e agressividade ao meio ambiente (GUARANTINI et
al., 2009).

Dengo e Ferreira (2017), avaliaram o bagaco da uva Isabel como fonte de ativos
vegetais com potencial para a capacidade de fotoprotecdo. Os autores relatam que detectaram a
capacidade de incremento de FPS de extratos do bagacgo da uva Isabel, sendo uma possibilidade
de uso em formulagBes cosméticas com atividade fotoprotetora natural.

Os extratos vegetais sdo preparacdes obtidas a partir de matérias primas vegetais.
Segundo a 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira de 2019, os extratos sdo definidos como:

“Preparagdes de consisténcia liquida, semissolida ou so6lida, obtidas a
partir de drogas vegetais, utilizando-se métodos extrativos e solventes
apropriados. Um extrato é essencialmente definido pela qualidade da
droga vegetal, pelo processo de produgdo e suas especificacBes. O
material utilizado na preparacdo de extratos pode sofrer tratamentos
preliminares, tais como, inativacdo de enzimas, moagem ou
desengorduramento. Apos a extragdo, materiais indesejaveis podem ser
eliminados.” (BRASIL, 2019)

O mercado cosmético tem se destacado ao desenvolver produtos com componentes de
origem natural. Assim, a indUstria tem realizado a incorporacao desses ativos em produtos para
maximizar os resultados, prezando por comprovacdes cientificas que garantem a eficécia e
seguranca da sua efetividade (FERRARI et al., 2007).

Nesse sentido, varios extratos de plantas tém sido utilizados em produtos cosméticos
como filtros solares, devido a sua acéo fotoprotetora e atividades antioxidantes. Alguns estudos
comprovaram que extratos ricos em flavonoides apresentaram potencial fotoprotetor
consideravel para uso. Exemplos desses extratos sdo da camomila e da propolis verde e
vermelha (NASCIMENTO et al., 2009).
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3.7. Humulus lupulus L.

Humulus Lupulus Linnaeus é o nome cientifico da espécie que pertence a ordem das
Rosales e a familia Cannabaceae, da qual possui apenas dois géneros, Cannabis e Humulus.
Popularmente conhecido como ltpulo, seu género € formado por trés espécies: H. lupulus, H.
japonicus e H. yunnanensi (DURELLO, 2019). Os Itpulos silvestres, que deram origem aos
lpulos plantados atualmente, sdo nativos da Europa, Asia e América do Norte. Formada por
um sistema radicular, o lapulo é uma planta trepadeira herbacea e perene. Além disso, possuli
flores que séo ricas em resinas, a qual produzem alguns metabdlitos secundarios que conferem
amargor, aromas e propriedades antissépticas. A planta também € rica em polifendis, que
justificam suas propriedades antioxidantes, e é capaz de produzir 6leos essenciais que conferem
seu aroma (BOCQUET et al., 2018).

Figura 1. (a) Humulus lupulus L. (Fonte: commons.wikimedia.org/wiki/; Atlas des plantes de France.
1891). (b) Humulus lupulus L. (Fonte: missouribotanicalgarden.org).
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A familia Cannabaceae apresenta 10 géneros e cerca de 109 espécies. As plantas dessa
familia possuem folhas opostas ou alternadas, podendo ser inteiras a serreadas, e possuem uma
nervacdo classificadas com trés a cinco nervuras basais. As flores podem ser bissexuais ou
unissexuais, e inflorescéncia axilar, cimosa ou fasciculada. Sdo plantas com habito herbaceo,
arbustivo ou arbéreo, com cistdlitos nas folhas, auséncia de laticiferos e tricomas simples com
paredes celulares mineralizadas ou glandulosos. Além da espécie Humulus, essa familia

também inclui a Cannabis, espécie que também possui grande importancia de valor econémico,
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que através do canabinol pode atuar no tratamento de doencas que atingem do Sistema Nervoso
Central (SILVA, 2023).

Amplamente cultivado em todo o mundo, o lUpulo € muito importante na industria
cervejeira. Tal interesse esta relacionado as inflorescéncias das plantas femininas, chamadas de
cone, que irdo garantir a caracteristica do aroma e amargor das cervejas, e isso se deve ao fato
de possuirem grande quantidade de glandulas de lupulina, ricas em resinas e 6leos essenciais.
Ja as inflorescéncias de plantas masculinas ndo sdo cultivadas na industria cervejeira, pois
possuem pequena quantidade de glandulas de lupulina em relacéo as inflorescéncias de plantas
femininas, dessa forma, evita-se a polinizacdo cruzada. Além disso, pode-se destacar grande
producdo de resinas produzidas em glandulas de lupulina, onde estdo presentes compostos: alfa-
e beta-acidos, responsaveis pelo amargor da cerveja, e 0s 0leos essenciais, responsaveis pelo
aroma da cerveja, além de varios compostos fendlicos (SPOSITO et al., 2019).

Os cones do lpulo também tém sido utilizados h& muito pela medicina convencional
e amedicina natural. O lapulo pode ser recomendado para o tratamento de distarbios do humor,
como inquietacdo e ansiedade, distarbios do sono, célicas gastrointestinais, dispepsias
hipossecretoras, disquinesias hepatobiliares e enxaquecas (ZANOLI e ZAVATTI, 2008). Além
disso, estudos feitos em 2018 também apontaram atividade anticancerigena através das
propriedades farmacoldgicas potenciais e os efeitos quimiopreventivos ou terapéuticos
apresentadas pelo Xantohumol (Xn; 3'-[3,3-dimetilalil]-2',4',4-trihidroxi-6'-metoxicalcona),
um flavonoide prenilado presente na planta, sendo considerado o mais abundante (JIANG et
al., 2018).

Os maiores produtores de lupulo do mundo séo os Estados Unidos (48.191 toneladas)
e a Alemanha (41.556 toneladas). Esses paises serem considerados 0s principais produtores
dessa planta se deve ao fato de suas condi¢des climéaticas serem adequadas para o cultivo da
mesma, possuindo solos argilosos ou arenosos profundos e de facil drenagem, pois as raizes da
planta podem atingir mais de 2 m de profundidade, além disso, alta exposi¢do a luz durante o
crescimento da planta e clima frio. Por se tratar desse tipo de solo e clima, seria provavel que
no Brasil esse cultivo ndo seria possivel, porém, existem algumas cidades do sul, sudeste, norte
e nordeste do pais que conseguiram esse diferencial, sendo a maioria do lapulo plantado de
variedades americanas e aleméas. Dessa forma, estudos com o lupulo estdo em andamento no
Brasil com grandes expectativas para o futuro, o que originou uma variedade adaptada ao clima
brasileiro (DURELLO, 2019).
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3.7.1.  Compostos Quimicos

Os seres vivos possuem a capacidade de realizar um conjunto de rea¢des quimicas
chamadas de atividade metabolica. Dessa forma, a fim de manter o equilibrio do sistema celular,
todas as plantas apresentam substancias ativas capazes de catalisar enzimas que podem produzir
energia (ROCHA et al., 2015).

Os metabdlitos primarios sdo indispensaveis para planta, pois, estdo envolvidos no
crescimento, divisdo celular, armazenamento, respiracao e reproducdo. Nesse grupo pode-se
incluir:  &cidos graxos, aminodcidos, acucares, lipideos, nucleotideos, proteinas e
polissacarideos. Os metabdlitos secundarios sdo derivados de metabdlitos primarios, que
através de varios sinais de protecdo e estresses bidticos e abioticos, conseguem formar
compostos organicos que possuem atividade bioldgica. As principais classes de metabolitos
secundarios identificados em espécies vegetais sdo os terpenos, compostos fenolicos e
nitrogenados (GARCIA e CARRIL, 2009).

As plantas sdo capazes de produzir diversos produtos secundarios que contém um
grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Podem ser
sintetizados por duas vias metabdlicas, a via do acido chiguimico e via &cido mevaldnico
(LIMA NETO, 2015).

Os compostos fenodlicos de plantas podem ser divididos em: fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de &cidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Esses conseguem ter atividade
antioxidante, através da neutralizacdo de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo. Nesse
sentido, os compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos a fim de
proporcionar produtos naturais com atividade antioxidante, podendo substituir ou associar aos
sintéticos. Também se destaca a capacidade de alguns compostos fendélicos contra defesa de
herbivoros e patgenos e fortalecimento das paredes celulares. (OZEKER, 1999; SOUSA, et
al., 2007).

Os flavonoides s@o gerados a partir da fenilalanina pela via dos fenilpropandides,
sendo o maior grupo de compostos fendlicos naturais encontrados na natureza. A estrutura
molecular dos flavonoides consiste em um esqueleto de carbono difenilpropano (C6-C3-C6) no
qual dois anéis aromaticos estéo ligados por meio de uma cadeia de trés carbonos, baseada no
nucleo de dois anéis benzénicos, A e B, ligados a um anel pirano, C. O primeiro anel benzeno
(anel A) é constituido pelo sexto carbono do terceiro anel (anel C), que por sua vez, possui na

posic¢do 2 um grupo fenil como substituinte (anel B) (DONG; LIN, 2021).
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Figura 2. Férmula estrutural dos Flavonoides

Através da variacdo no anel C heterociclico, os flavondides podem ser classificados
como chalconas, auronas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, diidroflavonois, flavondis,
leucoantocianidinas, antocianidinas e flavan-3-6is (NAKAYAMA et al., 2019).

Os flavonoides possuem acdo antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral,
antialérgica, antiviral, entre outras. A acdo antioxidante explica sua prote¢do contra processos
oxidativos, protegendo a planta contra estresses bidticos e abidticos (protecdo solar, protecdo
contra patdgenos e estresse ao clima). Esses compostos também sdo atrativos importantes para
polinizadores e dispersores de sementes, além de serem usados para industria alimenticia como

pigmentos comestiveis e reguladores de sabor (IWASHINA, 2003).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Formular uma base de protetor solar natural e incorporar o extrato da folha de H.

Objetivos especificos

Elaboracdo de formulacdo para incorporacao do extrato da folha de H. lupulus;
Avaliar parametros fisico-quimicos da formulacéo;

Avaliar o Fator de Protecéo (FPS) da formulagéo;

Avaliar o potencial antioxidante e a citotoxicidade da formulacéo;

Avaliar a estabilidade da formulacéo.
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5. METODOLOGIA
5.1. Avaliacéo da absorc¢éo na regido do UV

Tal projeto se baseia como uma continuacdo e complemento do trabalho de Jéssica
Silva Sampaio (2022), na qual possui o seguinte titulo “Analise do potencial fotoprotetor dos
extratos de Humulus lupulus e formulagdo de protetor solar de amplo espectro”. Nesse estudo,
através do material vegetal da espécie Humulus lupulus foi obtido o Extrato Etandlico Bruto,
na qual foi fracionado para obtencdo das seguintes fracdes: Hidrometandlica, Hexanica,
Cloroférmica e Butanodlica. Dessa forma, foi realizada a caracterizacéo fitoquimica dos extratos
através da obtencdo do teor dos compostos fendlicos totais e o teor dos flavondides totais
através da absorbancia adquirida. Assim, foi possivel realizar a avaliacdo da absor¢do na regido
do UV do extrato bruto e das fracbes nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL, na qual
foram solubilizadas em alcool etilico absoluto. Em seguida, foram medidas em um
espectrofotdbmetro UV-Vis para avaliar a absorcdo na regido de UVA e UVB, com medidas em
intervalos de 5 em 5 nm (nandmetros) entre 260 a 400 nm, na qual tiveram leitura fixa de 290,
295, 300, 305, 310, 315 € 320 nm (PINHO et al., 2014). Assim, a partir dos resultados obtidos
para os diferentes extratos de concentragdo 0,2 mg/mL ap0s a leitura nos comprimentos de onda
290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 foi realizado o célculo do valor de FPS para os extratos a
partir da metodologia de Mansur.

5.2. Obtencéo das formulagdes pelo delineamento experimental fatorial

O delineamento experimental fatorial 2% foi realizado utilizando trés variaveis
diferentes com a variacdo de dois niveis, sendo eles: minimo (-) e maximo (+). Como observado
nas tabelas abaixo, o dimetilsulfoxido (DMSO) (DINAMICA®), o poloxamer 407 (SIGMA-
ALDRICH®) e a suspensdo aquosa de acrilato (CARBOPOL® ULTREZ 21) preparada a 1%,
foram utilizados com concentracOes variadas. Todavia, foram mantidas as concentracdes de
extrato etanolico bruto em 5% e PEG 400 (SYNTH®) em 2%. Dessa forma, foram preparadas
8 formulacdes diferentes para o desenvolvimento do protetor solar, através de um delineamento
experimental fatorial de 22 com variacdo de dois niveis minimo (-) e maximo (+), sendo possivel

observar na Tabela 3.



Tabela 2. Delineamento experimental fatorial 2° para as formulagdes do hidrogel.

Poloxamer (%o)
Carbopol (%0)
DMSO (%)

Figura 3. Delineamento experimental fatorial 2° para as formulag@es do hidrogel.
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Tabela 3. Delineamento experimental fatorial 2° da composicdo das formulagGes de hidrogel.
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Os materiais utilizados para a obtencdo das 8 formulacGes foram o0s seguintes:
Dimetilsulfoxido (DMSO) (DINAMICA®); Poloxamer 407 (SIGMA-ALDRICH®);
Suspensdo aquosa de acrilato (CARBOPOL® ULTREZ 21) preparado em 1%; PEG 400
(SYNTH®); Extrato etandlico bruto; Acetona P.A; Alcool etilico absoluto; Agua destilada.

Assim, inicialmente cada uma foi preparada com extrato etandlico bruto + PEG 400 +
Poloxamer + DMSO com concentracdes especificas de cada formulacdo. Em seguida, para que
0 material fosse totalmente solubilizado, adicionou-se alcool etilico absoluto e acetona P.A. Os
solventes foram completamente evaporados pelo dessecador até completa secagem e formacéo
do filme polimérico. Para o desenvolvimento do gel, o filme polimérico foi ressuspendido em
agua destilada e carbopol por um banho de gelo (necessario para solubilizacdo do poloxamer)
até ser observada uma dispersdo homogénea. O pH foi neutralizado com aminometil propanol

(AMP95) e as formulacdes permaneceram armazenadas em geladeira (x 4°C) por 30 dias.
5.3. Caracterizacao fisico-quimica e otimizacgdo das formulaces

Foram obtidas oito formulagdes a partir do delineamento experimental, e suas
caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas em um Zetasizer (PN3702), através da analise
do potencial zeta, tamanho das particulas e indice de polidispersdo (IPD). Utilizou-se o aparelho
Zetasizer nos tempos de 24 horas e 7 dias. Assim, as formulagdes foram colocadas em uma
célula eletroforética, e os elétrodos das cubetas de quartzo detectaram a diferenca de potencial.
Foi posicionado em angulo fixo de 173° com uma temperatura constante de 25°C (LEMOS,
2017). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e dados foram registrados no software
Zetasizer, sendo expressos como a média + desvio padrdo (REGISTRE, 2020).

Ja com o auxilio do software Minitab® foram obtidos a otimizagao da formulagdo com
elaboracdo de graficos de superficie, possibilitando uma melhor anélise do comportamento das
formulacGes frente as alteragdes na composicdo. Dessa forma, foi possivel observar a relacédo
de tamanho de particula com as concentracfes de poloxamer, DMSO e carbopol. Assim, foi
analisado qual formulacdo teria o menor tamanho de particula (< 200 nm) e indice de
polidisperséao (< 0,5).

Além disso, para avaliar o impacto do carbopol, uma formulacéo foi preparada a partir
do extrato etandlico bruto: sem carbopol, brancos da formulagéo contendo 0,05% e 0,15% de

carbopol e solugdes aquosas contendo 0,05% e 0,15% de carbopol.
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5.4. Obtencgéo da formulagéo de interesse

Através das analises com o EEB e suas fracOes, foi possivel observar que a fragdo
butanodlica foi a que se destacou com as melhores condi¢cdes para o desenvolvimento da
formulacdo. Assim, a partir dos testes fisico-quimicos das formulacdes realizados pelo software
Minitab® foi selecionada a formulag&o que obteve o tamanho de particula menor do que 200nm
e indice de polidispencdo menor do que 0,5. Dessa forma, a formulagcdo de numero 7 foi
selecionada com as seguintes caracteristicas:

Figura 4. Componentes utilizados para formulacdo de interesse de nimero 7 representados em
porcentagem.

Componentes utilizados para formula¢ao de interesse

20
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EEB PEG 400 POLOXAMER CARBOPOL DMSO
(%) 5 2 20 0,05 2

Essa formulacdo selecionada através do delineamento experimental foi repetida nas
mesmas condicOes para a fracdo butandlica. Em seguida, foram obtidos os resultados de
tamanho de particula, indice de polidispencédo e potencial zeta para os tempos de 24 horas e 7

dias.
5.5. Teste de centrifugacéo

Antes de iniciar os estudos de estabilidade, recomenda-se submeter o produto ao
teste de centrifugagcdo. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
centrifugagdo promove estresse na amostra, simulando aumento na forgca da gravidade,

aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de instabilidade, como
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precipitacdo, separacdo de fases, formagédo de caking e coalescéncia. Sendo assim, durante 30
minutos, as formulagdes de extrato etandlico bruto e fragdo butandlica foram centrifugadas a
uma velocidade de 3.000 rpm. O teste foi realizado 15 dias apds o preparo da formulagéo de
interesse. A ocorréncia de instabilidade € indicativa da necessidade de reformulacdo (BRASIL,
2004).

5.6. Avaliacao do Fator de Protecdo Solar (FPS)

O método Fator de Protecdo Solar (FPS) é usado com a intensdo de conquistar uma
seguranca, padrdo e controle nos filtros, assim, seu intuito é utilizar procedimentos que
assegurem a absorcéo do filtro no comprimento de onda do UV necesséario para protecéo solar.
(MANSUR et al., 1986). Também conhecido por método de Mansur, o método de FPS foi
inicialmente desenvolvido por Sayre e colaboradores em 1979. Dessa forma, foi avaliado o FPS
em espectrofotdmetro UV-Visivel (THERMO SCIENTIFIC) usando-se: solugdes diluidas da
formulacéo, filtro solar Cetaphil® Sun spray locdo lipossomal de FPS 30 (padrédo) e o etanol a
92,6° GL (branco e diluente). O padréo de filtro solar foi preparado na concentragéo de 2,0
mg/mL em etanol a 92,6° GL. As amostras foram preparadas inicialmente em solucédo estoque
para uma concentracdo de 4,0 mg/mL, também solubilizadas em etanol. Assim, foi realizada
uma diluicdo através da solucdo estoque, obtendo uma concentracdo de 2,0 mg/mL. Dessa
forma, foram realizadas as leituras de absorbancia na faixa de 260 a 400 nm em um
espectrofotdmetro, utilizando-se uma cubeta de 1cm de caminho Optico. Em seguida, a partir
dos resultados obtidos foi utilizado o céalculo para FPS. No calculo do FPS é utilizado uma
equacdo matematica, na qual foi desenvolvida por Mansur e colaboradores (1986), onde utiliza

a absorbancia ao invés da transmitancia, como vista abaixo:

320

FPS =FC. Y- .EE (1).1(A). Abs(})

FC = fator de correcéo (igual a 10);

EE (1) = efeito eritematogénico da radia¢do de comprimento de onda A;

I (M) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A;

Abs (A) = leitura espectrofotométrica da absorbéancia da solucdo da amostra no comprimento de
onda (A);

Ponderacdo na qual é empregada por espectrofotometria em comprimento de onda, onde:
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Tabela 4. Relacéo do EE x | para os comprimentos de onda de 290 a 320nm.

Comprimento de onda EE x | (normalizado)
(nm) Valores relativos
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
TOTAL 1,0000

Adaptado de SAYRE et al., 1979.

5.7. Razdo UVA/UVB

Na determinagéo do FPS e da razdo UVA/UVB usou-se espectrofotdmetro realizando
varredura das absorbancias nos comprimentos de onda de UVA (320 — 400 nm) e UVB (290 —
320 nm), com intervalos de 1nm, sendo usado a concentracdo de 2,0 mg/mL como o usado para
avaliacdo de FPS (SILVA, 2015).

Dessa forma, foram calculados os FPS para a concentracdo de 2,0 mg/mL, conforme
feito por Mansur (1986) e, em seguida, a razdo das areas sob a curva UVA em relacdo a curva
UVB (Springsteen et al., 1999). Utilizou-se o software Graphpad Prism® para calcular a razao

UVA/UVB, e, assim realizou-se a classifica¢do segundo o Sistema Boot’s Star Racing.

400m

fAA-dﬂ
Uv4 _320m

UVB 320m
fAi-d&

290m

Tabela 5. Sistema Boot’s Star Rating relacionado a razio UVA/UVB.

Raz&o UVA Estrelas Descricéo
0,0 até <0,2 - Muito baixa
0,2ate<0,4 * Moderada
0,4 até<0,6 wx Boa

0,6 até <0,8 Fkk Superior
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0,8até<0,9 Fkkx Maxima

>0,9 folalelalad Ultra

* Descricdo da relacdo da razo UVA (protecdo a esta radiacdo) com a quantidade de estrelas.

5.8. Avalicédo do potencial antioxidante do extrato e formulagdes

Radicais livres tem sido de grande valor na pesquisa sobre propriedades antioxidantes,
e isso se deve ao fato de causar problemas de saide em humanos, como impacto no sistema
imunologico e envelhecimento. Na determinacéo da atividade antioxidante do extrato etanolico
bruto, fracdo butandlica e suas respectivas formulac6es foi utilizado os métodos DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico).

5.8.1. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A capacidade sequestrar radicais livres foi avaliada pelo método fotocolorimétrico in
vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), de acordo com SOUSA et al., 2007.
Foi utilizado o solvente metanol para obtencéo de solucéo estoque de rutina na concentracao de
12 pg/mL. Além disso, como solucédo estoque das amostras foi usado uma concentracédo de 120
pg/mL para o extrato bruto, fracdo butandlica e formulagdes. Utilizando um baldo volumétrico
foi preparada uma solucdo de DPPH de 0,004% p/v.

Aliquotas da solucdo do padrdo foram transferidas para uma placa de 96 pocos, a fim
de se obter concentracdes finais de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 pg/mL. Ja para extrato etanolico bruto
foi utilizado as concentragdes: 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0; 40,0; 45,0; 70,0 pg/mL.
Por fim, as soluc@es de fracdo e formulacdo butandlica foram usadas nas concentracdes de 2,5;
5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 pg/mL, devido a sua maior coloracdo e
influéncia na absorbéncia. O branco foi feito adicionando-se 100 puL de metanol. A placa foi
incubada por 30 min, ao abrigo de luz e foi realizada a leitura das absorbancias a 490 nm. Todas
as analises foram realizadas em triplicata. A capacidade de inibicdo do radical DPPH foi

calculada a partir da equacéo abaixo:

CI (Concentracdo Inibitoria) = [(Abs controle — ADS amostra) / AbS controle] X 100

ADS controle = absorbancia do controle;

Abs amostra = absorbancia das amostras e do padrao;
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Assim, os resultados foram expressos em concentracdo inibitoria (IC50). IC50 se
refere a minima concentracdo necessaria de antioxidante para inibir 50% de uma determinada

concentracdo de radical DPPH.

5.8.2. ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

A capacidade de sequestrar radicais livres também foi avaliada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), de acordo com LI et al., 2009, com modificacdes.

Na capacidade sequestrante do ABTS, é necessario o preparo do radical ABTS com
12 horas de antecedéncia ao abrigo de luz, sendo efetuada uma mistura a partir de 5,0 mL de
sal de ABTS (7,4 mmol/L) e 5,0 mL de perssulfato de potéssio (KgO2Hg) (2,6 mmol/L), em
agua.

Apds esse tempo, a solucdo foi diluida com metanol para obter absorbancia de 0,70 £
0,02 a 650 nm. Usando metanol, as solugdes estoques do padrdo rutina foram obtidas com
concentracfes de 15 e 45 pg/mL, a fim de obter aliquotas para placa de 96 po¢os com as
seguintes concentracfes: 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 3,75 e 4,5 pg/mL. Foram preparadas solucdes
estoque do extrato etandlico bruto e formulagdes nas concentracdes de 12,5; 75 e 300 pug/mL
para a obtengéo das concentracgdes 0,5; 1,0; 1,25; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0
e 60,0 pg/mL. Foi adicionado 120 pL da solucdo ABTS, sendo que o volume final do branco
foi preparado para 120 pL de metanol. A placa foi incubada por 6 min, ao abrigo de luz e a
leitura das absorbéancias foi realizada a 650 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A capacidade de inibicdo do radical ABTS foi calculada a partir da equacao abaixo:

CI (Concentracéo Inibitoria) = [(Abs controle — ADS amostra) / AbS controle] X 100

ADs controle = absorbancia do controle;
ADbs amostra = absorbancia das amostras e do padréo;

Assim, os resultados foram expressos em concentracdo inibitoria (1C50). Sendo que
IC50 se refere a minima concentracdo necessaria de antioxidante para inibir 50% de uma

determinada concentracdo de radical ABTS.



40

5.9. Avaliacao da citotoxicidade do extrato e formulagdes

A citotoxicidade do extrato bruto, fragdo butanolica e formulacGes preparadas foram
avaliadas em teste in vitro com fibroblastos murinos, conhecidos como L929. Os fibroblastos
sdo 0s maiores constituintes do tecido conjuntivo, além disso, sdo consideradas um modelo de
células utilizados em ensaios de citotoxicidade devido ao seu rapido e fécil crescimento. Nesse
sentido, os fibroblastos sdo grandes produtores de coldgeno, elastina, glicosaminoglicanas e
glicoproteinas, além de serem o tipo de célula mais presentes no ligamento periodontal e
participarem da reparacdo tecidual. Para pesquisas de citotoxicidade pode-se utilizar células de
murinos ou de humanos, pois apresentam comportamento singular (FARIAS, 2014).

Os ensaios colorimétricos de viabilidade celular se destacam como ferramentas no
estudo da atividade de células eucaridticas. Existem diversos tipos de ensaios colorimétricos,
dentre os quais pode-se citar o método SRB. No método SRB (sulforrodamina B), o corante é
uma aminoxantina de cor rosa brilhante, que possui dois grupos sulfonicos capazes de se ligar
a componentes protéicos das células, fixadas pelo acido tricloroacético (SKEHAN et al., 1990).

Os fibroblastos foram cultivados e mantidos em estufa 37°C (5% de CO3) por 48hr ou
até alcancar no minimo 80% do seu crescimento celular. O meio utilizado foi: RPMI 1640
(Sigma®) + 10% soro fetal bovino (Vitrocell®) + gentamicina a 60 pg/L com pH 7,22. O
monitoramento foi feito pelas 48hr, e dado esse tempo para o crescimento celular, foi preparada
a solucdo estoque com concentracdo 5 x 10° de células/mL em meio RPMI com fenol. Em
seguida, o meio foi retirado e as células foram raspadas com suporte plastico (cell scraper). Para
realizacdo da solucdo estoque, foi necessario 20 mL do meio RPMI completo e utilizou-se
centrifuga a 1300rpm por 7 minutos. Apo6s fim da centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado,
adicionou-se mais 20mL do meio RPMI, e posterior manuseio com vértex. Assim, uma diluicdo
(20x) em meio RPMI com fenol completo foi realizada. Para tal foi necessario adicionar 10 pL
de uma aliquota na camara de Newbauer. Para o plagueamento, em cada placa de cultura de 96
pocos com fundo chato, para uma solucdo de 5x10° células/mL foram pipetadas 100 uL, na
qual foram mantidas em estufa por 24hr para que os fibroblastos pudessem aderir no fundo dos
pocos e obter uma adeséo total. Dessa forma, o meio foi retirado e as placas foram lavadas com
RPMI sem fenol completo.

Para facilitar a solubilizacdo das formulacdes e do extrato, no preparo foi utilizado o
meio RPMI com 10% de DMSO, sendo preparadas em triplicata com 100 pL das amostras em
concentragOes de 50 a 0,08 mg/mL, incubadas por 24 hr, 48hr e 72hr. Ap6s 0 monitoramento

no tempo estabelecido de incubagdo, o meio foi removido, os pocos foram lavados com PBS e
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as células foram fixadas por acido tricloroacético a 20%, por 1 hora a temperatura de 4°C. Ap0os
essa etapa, foi utilizado &gua destilada para lavar as placas e foi realizada a secagem das
mesmas.

O corante SRB 0,1% em &cido acético a 1% foi utilizado para corar as células fixadas.
Esperou-se 30 minutos para completa coloragdo das células. Em seguida, foram lavadas com
acido acético 1%. Apds a secagem das placas, o corante foi solubilizado com a solucédo TRIS
10 mM (pH 10,5). Tal etapa foi realizada protegida contra luz para estabilidade ser mantida. A
leitura foi realizada em 490 nm de comprimento de onda em leitor de microplacas
(MOLECULAR DEVICES®, SPECTRA MAX). Os resultados foram expressos como média
+ erro padrédo da viabilidade celular (SKEHAN et al., 1990), sendo calculada na formula:

% da V|ab|||dade CeIUIar = 100' {[(AbS Controle — AbS Amostra) /AbS Controle] X 100}

5.10.  Avaliacdo da temperatura de gelificacdo

A Avaliacdo da temperatura de gelificacdo foi realizada através do Redmetro de
Brookfield® DV-I111 Ultra, utilizando Cone Plate (CP-52) equipado com cilindros concéntricos,
variando RPM de 0-100 com intervalo de 20 segundos para mudanca de velocidade. Foram
usadas 0,5mL de formulacdo em triplicata, tendo variacdo de temperatura de 8 a 20°C, com
intervalos de 4°C. O objetivo foi verificar o aumento da viscosidade em funcao da temperatura
(SILVA, 2017).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao da absorc¢éo na regido do UV

Os resultados de absorcdo medidas no espectrofotdmetro UV-Vis para avaliar a
absorcéo na regido de UVA e UVB foram realizados em intervalos de 5 em 5 nm (hanémetros)
entre 260 a 400 nm em diferentes concentragfes. Sendo assim, 0S que absorvem no
comprimento de ondas compreendido entre 290 a 320 nm situa-se a radiacdo solar UVB e 0s
que tendem em absorver entre 320 a 400 nm estdo na faixa da radiacdo solar do UVA
(VIOLANTE et al., 2009). As absor¢Oes de cada extrato referentes em concentracdes de 0,05,

01, 0,2 e 0,5 mg/mL podem ser observadas nos graficos abaixo:

Figura 5. Avaliacdo da absor¢éo na regido do UV dos extratos.

0,05 mg/mL 0,1 mg/mL
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nm nm

EEB (Extrato Etanolico Bruto); HMEOH (Fracdo Hidrometandlica); BUT (Fracéo Butandlica); CLOR
(Fracdo Cloroférmica); HEX (Fracdo Hexanica). Fonte: SAMPAIO (2022).

De modo geral, ao analisar os graficos € nitido observar que houve uma absor¢éo de

amplo espectro (contra raios UVA e UVB). Nesse sentido, pode-se levar em consideragdo o
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que é previsto por Bobin et al. (1994), onde afirma que o espectro de absorcao dos flavonoides
quando dispersos em etanol e metanol mostra-se com dois picos, sendo um presente entre 240
a 280 nm e o outro nos comprimentos de 300 a 500 nm.

Mesmo com resultados satisfatérios de absorcdo, pode-se destacar que o extrato
etandlico bruto, a fragdo hidrometandlica e a fracdo cloroférmica, obtiveram um decaimento de
absorbancia no UVA em relagdo ao UVB. Todavia, a fragdo hexanica demonstrou um pico de
absorcéo em todos os graficos das concentracdes existentes ao final da faixa da regido UVA,
sendo uma condi¢do de grande interesse ao mercado que necessita de bons filtros absorvedores
de radiagdo UVA (LUZIN, 2018). Também pode-se dizer que a fragdo hexanica continua com
uma absorcao na regido visivel, podendo ser interessante o seu uso em filtros organicos, ja que
os disponiveis atualmente oferecem protecdo muito limitada contra a luz visivel (SCKALKA
et al., 2012). Além disso, algo que seria muito interessante seria uma possivel associacdo entre
as fracdes hexanica e a butandlica, podendo oferecer um produto com amplo espectro.

Também pode-se observar que a fragdo de maior absor¢do na regido do UV foi a
butandlica, sendo assim, a fracdo de maior interesse para incorporacdo na formulacdo do
protetor solar. Tal caracteristica ja era prevista, visto que nos testes realizados anteriormente, a
fracdo butandlica obteve o maior teor de compostos fendlicos e flavonoides. Os flavonoides sdo
metabdlitos secundarios presentes nas plantas e considerados protetores solares naturais, pois
possuem a propriedade de absorver a luz na regido do ultravioleta. Nesse sentido, outro estudo
também revelou presenca de flavonoides que se mostraram promissores para uso em produtos
de protecdo solar, porém com extratos etandlicos das folhas de Aniba canelilla (Kunth)
(FONSECA et al., 2015).

Mesmo que os métodos in vivo serem indicados para determinacdo do FPS pela
maioria das agéncias regulatorias mundiais, eles envolvem questdes éticas pela utilizacdo de
voluntarios, além de serem demorados e caros. Como alternativa, tem-se os métodos de
determinacdo de FPS in vitro. Em 1984, Mansur propds o método in vitro utilizando
espectrofotdbmetro para a determinacdo do FPS dos produtos. Tal método fundamenta-se na
absorbancia na concentracdo de 0,2 mg/mL com leitura na faixa de 290 a 320nm a intervalos
de 5nm, como jé realizada anteriormente (MANSUR et al., 1984). Os valores encontrados de

FPS s&o demonstrados na tabela e grafico a seguir:
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Tabela 6. Valores de FPS do Extrato Etanolico Bruto (EEB), Fragdo Hidrometanolica (AQU), Fracéo
Hexanica (HEX), Fracdo Cloroférmica (CLOR) e Fragéo Butandlica (BUT).

Extrato FPS
EEB 5,24
AQU 2,48
BUT 19,06
CLOR 9,06
HEX 5,76

Figura 6. Valores de FPS do Extrato Etanolico Bruto (EEB), Fragcdo Hidrometanolica (AQU), Fracéo
Hexanica (HEX), Fracdo Cloroférmica (CLOR) e Fragdo Butandlica (BUT).

Valores de FPS

HEX
CLOR
BUT
AQU
EEB

0 5 10 15 20 25

EEB AQU BUT CLOR HEX
FPS 5,24 2,48 19.06 9,06 5,76

Foram obtidos valores de FPS considerados positivos para as fraces butandlica e
cloroférmica, pois apresentaram FPS maior do que 6. Porém, deve-se destacar que a butandlica
obteve valor significativamente maior que as demais, sendo 19,06. Para o extrato bruto e a
fracdo hidrometandlica os valores de FPS foram menores do que 6,0, ndo cumprindo um dos
requisitos para serem considerados protetores solares. Segundo a RDC 30/2012, para ser
classificado como protetor solar o produto precisa obrigatoriamente ter FPS de no minimo 6,0,
FPUVA cujo valor corresponda a, no minimo, 1/3 do valor do FPS declarado na rotulagem e
comprimento de onda critico minimo de 370 nm. Ainda segundo a RDC 30/2012, a categoria
indicada no rotulo (DCP) da fracdo butanolica (valor mais alto de FPS encontrado no estudo)
seria média protecdo, sendo indicada para pele moderadamente sensivel a queimadura solar
(BRASIL, 2012).
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Dessa forma, pode-se dizer que através da absorcdo de energia radiante atribuida aos
grupos cromdforos que se demostra a eficacia do filtro solar, ou atividade fotoprotetora (Bobin
et al., 1994). Um FPS baixo muitas vezes se deve ao fato da dificuldade da determinacdo da
absorcdo maxima dos produtos vegetais, por serem uma mistura complexa de moléculas mais
ou menos ativas. Assim, para muitos estudos como esse abortado, com o objetivo de ter

resultados mais satisfatorios, opta-se o uso fragGes especificas do extrato (Santana et al., 2001).

6.2. Obtencéo das formulagtes pelo delineamento experimental fatorial

Apds a producdo das formulacBes produzidas através do delineamento experimental
fatorial, foram realizadas observacfes pertinentes fisico-quimicas quanto a sua aparéncia,
solubilizacdo e separagdo de fases. Estas foram mantidas por 30 dias em geladeira com
temperatura = 4°C, onde seguiram com suas caracteristicas mantidas durante o tempo de
armazenamento.

Caracterizado como copolimero hidrossoltvel ndo idnico, utilizou-se para esse estudo
0 poloxamer em 5%, devido uso nessa concentragdo em outros projetos do grupo de pesquisa.
Nesses estudos foi determinado uma solubilizacdo maxima de 5% de extrato vegetal. Essa
concentracdo foi escolhida com a solubilizacdo completa através da utilizacao de duas vezes o
volume final da formulagdo com &lcool etilico absoluto 99,8% e acetona P.A. (proporgdo 1:1).
Para obtencdo do hidrogel, o solvente foi evaporado. A principal caracteristica do poloxamer €
a sua termo-reversibilidade. Em temperaturas abaixo de 25°C ele se apresenta numa fase liquida
e, com o aquecimento consegue gelificar. Sua distribuicdo se refere em diferentes copolimeros,
reunidos de acordo com seu estado fisico. (Russo et al., 2019).

Os hidrogéis estdo sendo uma opcdo vantajosa no uso da cosmetologia, pois
apresentam capacidade de armazenar e proteger substancias biologicamente ativas contra 0s
efeitos adversos do meio externo, além de possuirem facil aplicacdo no tratamento de doencas
da pele e minimizag8o de efeitos colaterais. Eles possuem redes poliméricas tridimensionais,
hidrofilicas, com propriedades de alto teor de agua, maciez, flexibilidade e boa adeséo a pele.
Para o desenvolvimento de hidrogéis séo utilizados polimeros hidrofilicos (MORA, 2022).

No estudo foi utilizado o polimero carbopol, sendo este sintético, anidnico, hidrofilico,
produzido pela polimerizagéo do acido acrilico. Ele pode ser facilmente reticulado em hidrogéis
com alta capacidade de intumescimento na forma neutra, dessa forma, tem sido usado pela
industria devido suas caracteristicas como agente gelificante, espessante, emulsionante e

suspensor. (Filip et al., 2022). Além de ser solivel em agua, ele possui um coeficiente de
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absorcdo e velocidade proximos da agua, o que tende a absorver muitas vezes 0 seu peso em
agua, o que explica sua capacidade de produzir géis.

Os hidrogéis a base de PEG possuem alto contetddo de agua, o que explica seu grande
fortalecimento em transporte de moléculas pequenas através do gel e possibilidade de
imobilizacdo de varias biomoléculas. Pode-se destacar outras caracteristicas do PEG, como ser
biocompativel, de degradacdo controlavel, flexivel, atéxico, e imunogénico, por apresentar
capacidade adsorvente. Sendo assim, sdo eficazes nas aplicacdes farmacéuticas, bioldgicas e
bioquimicas, principalmente na liberagcdo controlada de drogas (SANTOS et al., 2022).

Sendo um solvente atrépico e hidroscopico, 0 DMSO possui afinidade pela agua
devido sua acdo como receptor de protons em ligacdes de hidrogénio. O DMSO consegue
penetrar facilmente na pele, ndo causando danos irreversiveis na membrana, além de diminuir
0 crescimento bacteriano e agir como relaxante muscular por inibicdo dos radicais livres
(BATISTUZZO et al., 2002).

6.3. Caracterizacao fisico-quimica das formulacgdes

O acompanhamento dos parametros de tamanho de particula, indice de polidisperséo
(IPD) e potencial zeta, permitem avaliar possiveis ocorréncias de fenémeno de instabilidade. O
tamanho de particula e o indice de polidispersdo (IPD) sdo obtidos através do espalhamento de
luz dindmica (Dinamic Light Scattering - DLS), capaz de medir a velocidade das particulas
submetidas ao movimento browniano. O movimento browniano é a movimentagao de particulas
gue colidem umas com as outras, assim, quanto maior a velocidade das particulas, menor sera
o tamanho delas. J& o potencial zeta, ¢ avaliado por meio da carga superficial das
nanoparticulas, sendo determinado por microeletroforese (Baldim et al., 2019).

Vale destacar que foi utilizado o EEB (extrato etandlico bruto) no delineamento
experimental fatorial 2° para escolha da formulac&o de hidrogel, mesmo que a fragdo butandlica
tenha sido selecionada com melhores resultados. 1sso foi necessario ao experimento devido ao
baixo rendimento da fragdo butanodlica (10,11%), visto que uma quantidade maior da mesma
seria necessaria para o experimento.

No Zetasizer Nanoseries foram encontrados nas 8 formulagdes os seguintes valores de
tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta durante o tempo de 24 horas e 7

dias. Abaixo, na tabela 7 pode-se observar durante o tempo de 24 horas:
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Tabela 7. Caracterizacdo das 8 formulagtes no tempo de 24 horas.

Formulacéo 1 2 3 4 5 6 7 8
Tamanho 681,9 | 557,6 117,2 139 484,8 | 405,2 | 1543 | 370,5

de particula + + + + + + * +
(nm) 9,582 4,2 0,4041 | 16,97 | 9,105 | 4,957 | 3,371 | 1,311
indice 0,324 | 0,370 | 0,861 0,53 | 0,517 | 0,579 | 0,406 | 0,461

de polidispersao = = T * t t * *
(IPD) 0,046 | 0,056 | 0,003 0,05 | 0,014 | 0,005 | 0,038 | 0,018
Potencial zeta -150 | -14/4 -27,3 -224 | -173 | -156 | -20,4 | -15,7

(mv) + + + + + + + +
0,115 | 0,839 | 0,924 | 0,321 | 0,981 | 0,153 | 0,945 | 1,06

O gréfico abaixo mostra os valores do tamanho de particulas encontrados nas 8

formulacdes respectivamente:

Figura 7. Valores de tamanho de particulas encontrados nas 8 formulagdes obtidas pelo desenho
experimental no tempo de 24 horas.
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Através dos valores de tamanho de particula observados no grafico 7, é possivel
observar que os resultados obtiveram variagdes grandes entre as formulacfes. Sobretudo, os
resultados obtidos tiveram valor minimo em 117,2 nm para a formulagéo de nimero 3, e valor
méaximo de 681,9 nm para a formulagdo de nimero 1. A média entre os valores foi de 363,8
nm.

Para melhor observar a relacdo de tamanho de particula com as concentracdes de
poloxamer, DMSO e carbopol foi usado o software Minitab®, onde foram elaborados os
gréficos de superficie representados pelas Figuras 8, 9, 10 e 11 abaixo:
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Figura 8. Gréfico de superficie que caracteriza o tamanho de particula das formulacbes versus
concentractes de DMSO e Poloxamer.

Tamanho de Particula x DMSO e Poloxamer

Tamanho 200 |

200

Poloxamer 20,0

Figura 9. Gréfico de superficie que caracteriza o tamanho de particula das formulagbes versus
concentracdes de Carbopol e Poloxamer.

Tamanho de particula x Carbopol e Poloxamer

- 0,15
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Através dos dois graficos de superficie 9 e 10 acima é possivel observar o efeito do
tamanho de particula das formulagdes versus concentragdes de Carbopol e Poloxamer. Ao

observar os gréficos é possivel concluir que para a obtencdo de um menor tamanho de particula
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€ necessario: maior concentracdo de poloxamer, menor concentracdo de DMSO e menor
concentragéo de carbopol.

Vale destacar que o tamanho esperado de tamanho de particula < 200 nm foi
encontrado somente em formulagdes com concentracdo de 20% de poloxamer, sendo,
respectivamente, as formulacGes de numero 3 (117,2 nm), ndmero 4 (139 nm) e ndmero 7
(154,3nm). FormulagGes com tamanho das particulas reduzidos sdo pardmetros positivos, visto
que assim é aumentado a area superficial, a solubilidade aparente e a velocidade de dissolucao
da substancia pouco soltvel em agua, 0 que garante um aumento da biodisponibilidade.

O poloxamer possui caracteristica de ser um copolimero com propriedade de
gelificacdo térmica inversa dependente da concentracdo e da temperatura. Estudos demonstram
gue o poloxamer 407 foi utilizado para melhorar a taxa de dissolu¢do de varios farmacos, como
atenolol (MONTI et al., 2010). Dessa forma, sugere-se para esse estudo que possivelmente a
presenca do poloxamer proporcionou com que as particulas diminuissem, visto que pode ter
ajudado na homogeneidade do sistema.

Também foi possivel observar o indice de Polidisperséo das formulagdes, como pode
ser visto abaixo nos gréaficos:

Figura 10. Grafico de superficie que caracteriza o indice de Polidispersdo das formulagBes versus
concentragdes de DMSO e Poloxamer.

Indice de Polidispersdo x DMSO e Poloxamer
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Figura 11. Grafico de superficie que caracteriza o Indice de Polidispersdo das formulagdes versus
concentracgdes de Carbopol e Poloxamer.
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Através dos gréficos das Figuras 10 e 11 acima foi possivel observar que para a
obtencdo de um menor IPD é necessario: menor concentracdo de poloxamer, maior
concentracdo de DMSO e maior de carbopol.

O indice de polidispersdo (IPD) fornece informacdes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos, assim, quanto maior o valor obtido, maior seré a estabilidade da
amostra. Para a formacdo de um sistema monodisperso, o valor esperado de IPD para esse
trabalho seria <0,5, porém, nem todas as formulacgdes obtiveram valores nessa faixa.

Verificou-se uma variacdo de 0,861nm a 0,324 nm para o indice de polidispersdo de
24 horas realizado para as 8 formulacgdes. O resultado de maior valor (formulagéo 3) obtido
para o indice de polidispersdo, também foi 0 menor valor obtido para tamanho de particula,
consequentemente, o valor com menor indice de polidisperséo (formulacéo 1) foi de maior valor
para tamanho de particula. Valores altos de IPD podem sugerir novas popula¢des de particulas

ou presenca de agregacao de particulas com diferentes tamanhos de particulas.
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Figura 12. Gréafico de otimizacdo do delineamento experimental.
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O grafico de otimizacdo do delineamento experimental foi obtido através do software
Minitab®. Através dos resultados obtidos das caracteristicas de tamanho de particula, IPD e
potencial zeta, pdde-se selecionar a formulacdo com os melhores resultados de homogeneidade
e estabilidade, com valores de tamanho de particula <200 nm e IPD <0,5. A formulag¢do numero
7 possui as seguintes concentragdes de seus componentes: 0,05% de Carbopol, 2% de DMSO

e 20% de Poloxamer.

Tabela 8. Caracterizacdo das 8 formulagdes no tempo de 7 dias.

Formulagéo 1 2 3 4 5 6 7 8
Tamanho 1199 1145 502,3 324,4 920,2 788,5 169,7 624,4

de particula * + + * * * + *
(nm) 99,05 119,9 80,39 81,92 48,88 9,363 3,464 14,12
indice 0,242 0,27 0,722 0,626 0,416 0,46 0,384 0,456

de + + + + + + + +

polidispersao
0,038 0,015 0,236 0,117 0,083 0,11 0,024 0,038

(IPD)
. -16,8 -14,7 -26,3 -24.9 -18,3 -18,9 -19,9 -17,6
Potencial
zeta B + + + i + i +

(mV) 1,07 0,289 2,19 1,82 0,802 1,88 3,04 0,306
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No tempo de 7 dias observou-se nas formulagbes um aumento significativo no
tamanho da particula e no desvio padréo. Verificou-se entre as formulagdes uma variagao de
1199 £ 99,05 nm a 169,7 + 3,464 nm para o tamanho das particulas. O resultado de maior valor
(formulacdo 1) obtido para o tamanho das particulas, também foi o menor valor obtido para
IPD, consequentemente, seria a formulagcdo mais instavel, visto que no tempo de 24 horas
também obteve os maiores valores.

O potencial zeta é conhecido como um potencial presente entre a superficie das
particulas e do meio dispersante presente. Ele faz parte da analise de estabilidade de suspensdes
ou emulsdes coloidais. Quanto maior o potencial zeta, mais provavel que a suspensdo coloidal
possua boa estabilidade fisico-quimica, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacao em funcéo das colisGes ocasionais de nanoparticulas adjacentes. J& um potencial zeta
com valores baixos podem indicar instabilidade coloidal que pode levar a agregacdo
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Sabe-se que o potencial zeta é realizado com leitura em mV, e sua carga esta
relacionada com sua estabilidade, podendo ser positiva ou negativa. Assim, os valores que se
encontrarem superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV sdo considerados estaveis. Entretanto,
para valores acima de -30 mV e abaixo de +30 mV sdo considerados instaveis, pois pode ocorrer
floculacdo (JOUDEH & LINKE, 2022).

Entre as formulagdes no tempo de 24 horas foi possivel observar uma variacao de -
14,4 £ 0,839 mV a-27,3 £ 0,924 mV, todavia, para o tempo de 7 dias essa variacdo foi de -14,7
+ 0,289 mV a -26,3 = 2,19 mV. Em comparacdo de todos os resultados encontrados no
experimento no tempo de 24 horas e 7 dias, praticamente todas as formulagdes tiveram suas
cargas negativas aumentadas. Sugere-se, que este aumento na superficie eletrostatica das
particulas possa ser consequéncia da adsorcdo de estruturas idnicas da suspensdo ou da
dissociacdo de grupamentos do polimero usado. Além disso, por estarem recobrindo as
particulas, o polimero e tensoativo sdo 0s constituintes que mais influenciam no potencial de
superficie (SCHAFFAZICK et al., 2003; FRANCO & BOCHI, 2013).

Suspeita-se que esse aumento da distribuicdo de tamanho das particulas no tempo de
7 dias seja devido a presenca do fendmeno agregacao de particulas. Nesse sentido, para avaliar
o impacto do carbopol, foi realizada as seguintes formulagdes: extrato etandlico bruto sem
carbopol, brancos da formulacdo com 0,05% e 0,15% de carbopol e solugdes aquosas com
0,05% e 0,15% de carbopol.
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Tabela 9. Impacto do carbopol em relagdo a formulacgéo.

Branco Branco Solucéo Solucéo
Formulagao | 0,05% 0,15% carbopol | carbopol
EEB carbopol | carbopol 0,05% 0,15%
Tamanho 144.6 149,6 456,8 2248 664,1
de particula (nm) + + + + +
28,59 83,85 499,2 40,85 158,8
Indice 0,372 0,317 0,571 0,282 0,615
de polidispersao + + + + +
(IPD) 0,04 0,043 0,297 0,055 0,04
Potencial zeta -16,2 -16,8 -28,7 -28,8 -26,7
+ + + + +
(mV) 2,48 8,86 4,92 7,07 10,5

Através da tabela 9 é possivel observar que o carbopol teve um grande impacto no
tamanho de particula das formulacdes. Isso sugere formacdo de agregacdo de particulas ou a
interacdo que o carbopol tem com a cadeia polimérica do gel, resultando na diminui¢do da
estabilidade da formulacdo. Isso se deve ao fato do carbopol ser um polimero com alto peso
molecular, utilizado como espessante, agente de suspensdo e estabilizador. Esses testes ndo
foram feitos com a intencdo de excluir o carbopol da formulacdo, visto que ele possui
caracteristicas importantes para a estabilidade da formulagdo. Além disso, ele é muito utilizado
em géis por possuir capacidade de intumescimento e resisténcia a microorganismos
(GIUSEPPE, E. Di et al., 2015).

6.4. Obtencgéo da formulagio de interesse

Através do software Minitab® foi selecionada a formulagdo de ndmero 7, na qual o
tamanho de particula foi < 200 nm e indice de polidispencdo < 0,5. Assim, tal formulacédo
selecionada possui: Extrato Etanélico Bruto com 5%, PEG 400 com 2%, Poloxamer com 20%,
Carbopol com 0,05% e DMSO com 2%.

Vale destacar que a formulacdo de numero 7 foi a que obteve os valores mais
uniformes em comparacdo dos tempos de 7 dias e 24 horas, visto que obteve o valor de tamanho
de particula com variacdo de 154,3 nm para 169,7 nm, enquanto o IPD variou de 0,406 nm para
0,384 nm. Além disso, também foi observado se comparado nos dois tempos, um potencial zeta

com carga negativa diminuida, ou seja, maior valor das cargas, 0 que pode garantir um sistema
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com uma provavel estabilidade maior. Assim, particulas se repelem com mais forca e impedem
a formacéo de agregacdo (FRANCO & BOCHI, 2013).

A formulacdo selecionada a partir do delineamento experimental, foi repetida nas
mesmas condicOes para extrato etandlico bruto e para a fracdo butandlica. Como visto
anteriormente, a fracdo butandlica foi selecionada devido melhores condi¢Bes nos testes,
porém, ndo foi utilizada no delineamento experimental por razdo do seu baixo rendimento.
Nessas formulacdes também foram obtidos os resultados de tamanho de particula, indice de
polidispencdo e potencial zeta para os tempos de 24 horas e 7 dias, como pode ser observado
na Tabela 10:

Tabela 10. Comparagédo das formula¢es EEB e BUT em caracterizagéo fisico-quimica nos tempos de
24 horas e 7 dias

Formulacéo EEB Formulagdo BUT
24 horas 7 dias 24 horas 7 dias
188,8 325,8 36,61 37,28
Tamanho + + + +
de particula (nm) 20,81 63,07 9,142 11,13
) 0,437 0,623 0,198 0,273
Indice + + + +
de polidisperséo (IPD) 0,08 0,081 0,047 0,085
-13,1 -16,6 -13,3 -13,6
Potencial zeta + + i +
(mV) 1,95 0,862 0,814 2,74

Observando a tabela 10, é possivel destacar que houve um aumento significativo do
tamanho de particula e IPD da formulagdo com extrato etandlico bruto em comparagdo dos
tempos de 24 horas e 7 dias. Esse aumento sugere que ocorreu agregacao de particulas. Ja a
formulacdo butandlica, pode-se dizer ndo obteve aumento significativo nos valores de tamanho
de particula e IPD, garantindo um sistema sem agregacdes, além de uma boa homogeneidade e
estabilidade.

Esse comportamento na diferenca no tamanho de particula entre as formulagdes de
EEB e BUT ja era esperado, pois, as duas formulagdes apresentam uma composi¢édo diferente
em termos de metabdlitos, ja que o extrato bruto possui metabolitos apolares e de baixa
polaridade, enquanto a fracdo butandlica apresenta metabolitos de media a alta polaridade.

Ja o potencial zeta, apesar de apresentar carga, € considerado ideal para a repulsao das

particulas para evitar a agregacdo. Para ambas formulagdes ndo houve diferenca significativa,
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porém, na formulacdo butandlica a diferenga entre os tempos foi menor. Nesse caso o potencial
zeta ndo é tdo critico, visto que se tratando de uma formulacdo hidrogel, uma rede
tridimensional de poloxamer, os valores encontrados sd@o considerados caracteristicos para a

composicao da formulagdo em questéo.

6.5. Teste de centrifugacéo

A centrifugacéo foi realizada como andlise preliminar, a fim de determinar qualquer
sinal de instabilidade indicativa de necessidade de reformulacdo (BRASIL, 2004). Através da
centrifugacdo das formulagdes a 3000 rpm por 30 minutos, o produto permaneceu estavel e ndo
houve sinal indicativo de instabilidade, como € possivel visualizar na figura 13:

Figura 13. As imagens 1 e 3 retratam as formulagdes de extrato bruto e fracdo butandlica antes da

centrifugacdo. As imagens 2 e 4 retratam as formulagdes de extrato bruto e fracdo butandlica apds a
andlise de centrifugacdo. Fonte: SAMPAIO (2022).

A Figura 13 apresenta 0 aspecto das amostras antes e apos a realiza¢do do teste de
centrifugagdo. Apos o teste de centrifugacdo observou-se que as formulagdes, ndo apresentaram
alteracdo em relacdo ao seu aspecto original. Dessa forma, foi possivel observar que as amostras
estiveram estaveis, sendo que ndo foram observadas oxidacao, alteracdo de cor e precipitacéo.
Vale destacar que gelificacdo foi observada, visto que o teste foi realizado em temperatura

ambiente.

6.6. Avaliacéo do Fator de Protegdo Solar (FPS)

Com a varredura de 260 a 400nm no espectrofotdbmetro com a formulacéo de extrato

etandlico bruto, formulagéo da fragdo butandlica e padrdo com a concentragdo de 2,0 mg/mL,
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foi possivel obter valores de absorcao versus comprimento de onda, onde pode-se observar na
figura 14:
Figura 14. Gréficos retratando as absorbancias das formulages de extrato etandlico bruto, fracéo

butandlica e padrdo na concentracdo de 2,0 mg/mL no intervalo de comprimento de onda de 260 a 400
nm.
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Ao analisar a figura 14 que retrata as absorbancias das formulacdes, do padréo e do
branco, é possivel observar que a formulacéo butandlica absorveu significamente mais do que
a formulacdo de extrato etandlico bruto. Como ja era esperado, a formulacdo branco néo

apresenta uma absorbancia relevante, e o padrdo obteve as maiores absorbancias.

Através do método in vitro proposto por MANSUR et al (1986), o valor do FPS foi
obtido com a férmula matematica utilizando as absorbancias da espectrofotometria, assim,

foram encontrados os seguintes valores (Tabela 11):



57

Tabela 11. Valores de FPS encontrados para extrato etanolico bruto (EEB), fragdo butandlica (BUT),
branco e padréo na concentragdo de 2,0 mg/mL

Formulacao FPS
EEB 2,0 mg/mL 4,68
BUT 2,0 mg/mL 9,38

Branco 2,0 mg/mL 0,27
Padrdo 2,0 mg/mL 37,97

Sobre as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da RDC
30/2012, para ser classificado como protetor solar o0 produto precisa obrigatoriamente ter FPS
de no minimo 6. Os valores de FPS mais comuns vao de 6,0 a 50,0, podendo chegar a 100,0
para casos especificos. Dessa forma, observando os valores obtidos de FPS na tabela acima,
pode-se destacar que a formulagdo do extrato etandlico bruto ndo é considerada um protetor
solar, pois ndo atingiu o FPS de 6. Ja a fracdo butanolica, apesar de um FPS baixo, pode ser
considerada um fotoprotetor, pois seu FPS esta acima de 6,0. O padrdo com o valor de 37,97,
como ja esperado, obteve o valor considerado da sua embalagem. Nesse sentido, a formulacéo
de maior interesse € a butandlica por apresentar um valor consideravel de FPS (BRASIL, 2012).

Tal resultado indica que a formulacdo produzida a partir da fracdo butandlica possui
potencial efeito fotoprotetor, sobretudo, as radiacGes ultravioletas. A formulacdo de extrato
etandlico bruto obteve um valor de FPS de 4,68, e por ser considerado baixo, ndo pode ser
considerado um protetor solar, todavia, sugere-se que este poderia ser incorporado a outros
filtros solares, a fim de melhorar caracteristicas do produto. Esses valores de FPS encontrados
nas formulacdes com extratos se deve ao fato dessas substancias apresentarem componentes
fendlicos e flavonoides, sendo capazes de absorver na regido do UV, visto que uma das fungdes
gue desempenham seja proteger a planta contra raios ultravioletas. Por esse motivo, 0 uso de
produtos naturais e extratos vegetais em formulacfes de fotoprotetores estd em tendéncia no
momento, principalmente substancias que garantem a atividade antioxidante, especialmente
flavonoides (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2012).

A atividade fotoprotetora depende da capacidade de absorcdo de energia radiante
atribuida aos grupos cromaforos, sendo proporcional ao comprimento de onda de absorcao
méaxima. Nesse sentido, produtos naturais possuem muitas moléculas complexas, sendo

somente algumas dessas moléculas ativas, tendo dificuldade em obter uma absor¢do maxima.
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Assim, alguns conseguem apresentar absorcdo da UV, porém seus valores de FPS sdo
considerados baixos, ndo sendo considerados filtros solares (Bobin et al., 1994; CUNHA,
2005).

6.7. Razdo UVA/UVB

A partir do célculo realizado sobre a razdo entre a curva UVA/UVB, utilizando o
software Graphpad Prism®, foi obtido os seguintes valores (tabela 12):

Tabela 12. Razdo UVA/UVB para as formulagdes butanolica e extrato etandlico bruto.

Formulagéo UVA/UVB
Form BUT 2,20
Form EEB 2,50

Padrdo 2,35

Tais resultados sdo classificados segundo o Sistema Boot’s Star Rating, que relaciona
as duas curvas, sendo, UVA (320 — 400 nm) e UVB (290 — 320 nm). Esses resultados podem
ser analisados de acordo com as estrelas do Sistema Boot’s Star Rating (Tabela 5), sendo que a
maior protecdo anti UV A corresponde ao maior niumero de estrelas (SILVA, 2015). Ao analisar
a classificacao, pode-se observar que as formulagdes apresentaram uma ultraprotecéo na regido
de UVA, pois tiveram razdo maior do que 0,9. Isso indica que o produto apresenta uma protecdo
de amplo espectro, ou seja, ele protege tanto na regido UVB quanto na UVA.

Muitos extratos vegetais possuem em sua constituicdo substancias naturais com
capacidade de absorverem na faixa UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm), e isto esta
associado ao fato de serem antioxidantes. Como exemplo dessas substancias pode-se citar os
compostos fenolicos, como flavonoides. Por esse motivo, estudos vém sendo elaborados, a vim
de investigar substancias antioxidantes capazes de absorverem radiacao ultravioleta de amplo
espectro, protecdo muitas vezes ndo alcancada por filtros solares quimicos sintéticos
(OLIVEIRA et al., 2021).
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6.8. Avaliacédo do potencial antioxidante do extrato e formulagdes

Os radicais livres sdo moléculas resultantes do metabolismo do organismo, que geram
estresse oxidativo, sendo instaveis e altamente reativas, que contém numero impar de elétrons
em sua Ultima camada eletronica. Seus alvos celulares podem ser proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA, e estes estdo relacionados com o seu sitio de acdo. Para tal, os radicais
livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana (MUNTEANU;
APETREI, 2021).

Através dos métodos DPPH e ABTS foi possivel determinar a atividade antioxidante
do extrato bruto, fracdo butanodlica de H. lulupus e suas formulagfes. Foram obtidos os
seguintes resultados expressos com média + desvio padrdo descritos na tabela 13:

Tabela 13. Valores de IC50 obtidos para extrato etanolico bruto (EEB), fracdo butanélica (BUT) e
formulacéo extrato etandlico bruto (Form EEB), formulagcéo butandlica (Form BUT) e padrdo Rutina.

IC50 (ug/mL)
Amostra DPPH ABTS
Rutina 1,91 +£0,04 4,19+ 0,30
EEB 19,00 + 1,24 18,21 + 0,32
Form EEB 10,74 + 0,66 3,46+231
BUT 24,72 + 0,87 6,86 + 0,14
Form BUT 10,85+ 0,15 0,62 +£0,01

A Tabela 13 mostra os valores da IC50 (dose que elimina 50% dos radicais livres) em
pg/mL, através do método do DPPH e ABTS. Os resultados sdo interpretados da seguinte
maneira: quanto menor o valor da IC50, maior a atividade antioxidante. Visando correlacionar
os resultados das anélises de atividade antioxidantede de acordo com cada metodologia, €
possivel destacar que ndo ha diferenca significativa entre a formulacéo de extrato etandlico
bruto e a formulagéo butandlica, visto que ambas apresentaram potencial antioxidante. Todavia,
vale destacar que os resultados de 1C50 do radical ABTS das formulagdes foram melhores em
comparacéo ao radical DPPH. Em relagéo aos extratos, os resultados de IC50 foram diferentes
quando comparado as suas respectivas formulacGes. Isso é visto devido incorporacdo dos
extratos em suas formulagbes, o que garantiu uma diminuig¢do significativa do 1C50,

caracterizando melhora na atividade antioxidante.
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Na metodologia do radical DPPH nenhuma das amostras conseguiu alcangar uma
atividade oxidante equivalente da rutina (1,91 £ 0,04). A amostra com valor mais préximo do
padrdo foi a formulacao de extrato etandlico bruto (10,74 + 0,66), enquanto a de valor mais alto
e com maior diferenca se encontra a fragdo butandlica (24,72 + 0,87).

Na metodologia usando ABTS, a formulacdo de extrato etanolico bruto (3,46 + 2,31)
obteve caracteristicas de atividade antioxidante equivalente da rutina (4,19 + 0,30). Pode-se
concluir analisando esses valores que a formulacdo butandlica (0,62 + 0,01) obteve uma
concentracdo inibitdria inferior a rutina, ou seja, ela apresenta uma capacidade antioxidante
maior do que o padréo.

Os extratos de plantas possuem alta complexidade de moléculas que podem atuar
intensificando a acdo contra a radiacdo UV, o que garante atividade antioxidante. Os
flavonoides fazem parte do grupo de compostos fenolicos, sendo exemplos de substancias
capazes de exercerem atividade antioxidante, visto que em sua estrutura possui Varios grupos
benzénicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Os grupos hidroxilas constituinte
do anel B consistem no fator mais significativo para o sequestro das espécies reativas e
consequente 0 aumento da atividade antioxidante. Isso é justificado pelo fato de possuir uma
melhor capacidade de doarem elétrons (BALASUNDRAM et al., 2006).

ALMEIDA (2019) determinou a atividade antioxidante de compostos bioativos do
lGpulo (Humulus lupulus L.) cultivados no Brasil, comparando-o com a mesma variedade
proveniente dos Estados Unidos. Comparando-as, os valores de IC50 para ABTS foram 21,29
+ 1,36 puL/mL e 23,65 = 0,52 uL/mL para amostra brasileira e americana, respectivamente,
enquanto os resultados para o radical DPPH foram de 3,91 + 0,17 uL/mL e 5,79 = 0,05 pL/mL,
respectivamente. Vale destacar que foram encontrados no mesmo estudo maiores resultados
para teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais na amostra brasileira,

consequentemente, obtendo maior atividade antioxidante (ALMEIDA, 2019).

6.9. Avaliacéo da citotoxicidade do extrato e formulagdes

As substancias quimicas presentes nas espécies vegetais podem ser toxicas,
mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas. Nesse sentido, foi realizado a avaliacdo da
citotoxicidade do extrato e formulacgdes, a fim de pesquisar sobre agentes antineoplasicos. Os
métodos in vitro sdo amplamente utilizados, e isso se deve ao fato de ensaios em cultura de
células serem os mais utilizados em investigacdes antitumorais. Os ensaios de citotoxicidade

estdo diretamente relacionados com a interferéncia dos agentes quimicos nos processos de
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metabdlicos celulares. Esses processos podem ser influenciados por crescimento e/ou
multiplicagdo celular, podendo chegar a morte celular (FRESHNEY, 2005).

A concentracdo do corante SRB é medida atraves da absorcdo medidas na absorbancia
de 490 nm de comprimento de onda em leitor de microplaca, calculou-se a média * erro padrédo
da viabilidade celular em relacdo ao controle de células. Assim, a viabilidade celular é calculada
com base nos dados de absorbancia obtidos. O valor final do indice de citotoxicidade é medido
pelo IC50, que significa que a concentracdo do extrato que induz 50% de lise ou morte celular
(LUGAO et al., 2003). A avaliacdo da citotoxicidade do extrato e suas formulagdes pela
resposta das células foi realizada nos periodos de 24, 48 e 72 horas, como mostra nos graficos
da Figura 15.

Através dos graficos, foi possivel observar que o IC50 do extrato etandlico bruto foi
1,76 + 0,59 mg/mL, sendo possivel avaliar que houve um aumento da citotoxicidade de acordo
com o tempo de contato da amostra com as células, ou seja, a viabilidade celular foi reduzida
com esse tempo de contato, pois a concentragdo de IC50 reduziu. Ja na formulacdo de extrato
etanolico bruto obteve um IC50 de 2,64 = 0,94 mg/mL, sendo possivel destacar um aumento ao
longo do tempo. Dessa forma, pode-se dizer que formulacdo apresentou uma capacidade
protetora das células ao encapsular o extrato e liberar lentamente 0s compostos presentes.
Também vale ressaltar que ao comparar o extrato etandlico bruto e sua formulacéo, é possivel

observar que a formulagéo conseguiu diminuir a citotoxicidade do extrato.

Figura 15. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato e formulacdes representada em gréaficos com curva
de viabilidade celular nos tempos de 24, 48, e 72 horas, referentes ao extrato etandlico bruto e
formulacéo, fracdo butandlica e formulagdo e formulagdo branco. Fonte: SAMPAIO (2022).
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Na fracdo butanolica observa-se um valor final na concentracdo de 1C50 de 0,13+ 0,08
mg/mL, sendo caracterizada com maior citotoxicidade do que o extrato etanélico bruto. Isso se
deve ao fato da fracdo butanolica ser mais concentrada em metabdlitos secundarios do que o
extrato bruto. Ja a formulacdo butandlica foi capaz de conferir protecéo, visto que, obteve uma
concentracdo média de 1C50 de 3,91 + 3,59 mg/mL, sendo que inicialmente no tempo de 24
horas conseguiu alcancar um IC50 de 8,678 mg/mL, considerado o maior resultado de todo o
estudo, e, portanto, sendo 0 menos citotoxico. Porém, no tempo de contado com a célula de 72
horas € possivel observar que a concentracao inibitéria (IC) de 50% dessas células se tornou
equivalente a concentracdo da fragdo butandlica pura com uma concentracéo de 0,029 mg/mL.
Pode-se concluir, que inicialmente a formulacdo butandlica foi protetora, porém, com a
liberacdo dessa fracdo presente na formulacdo, ela obteve uma concentracdo citotdxica
equivalente da fracdo pura.

A formulacédo branco foi avaliada, tendo uma citotoxicidade significativa em relagdo a

formulacdo. Dessa forma, vale ressaltar que a associacdo da formulagédo com o extrato foi
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benéfica para as células, visto que a citotoxicidades dos extratos foi diminuida, e isto se deve
ao fato de garantirem uma liberagdo mais lenta dos metabolitos presentes nos extratos.

6.10.  Avaliacdo da temperatura de gelificacéo

Através do Redmetro de Bookfield DV-III Ultra, utilizando Cone Plate (CP-52),
variando RPM de 0-100 para a avaliacdo da temperatura de gelificacdo, foi possivel obter
diferentes viscosidades em relacdo a temperatura na faixa de 8 a 20°C. Assim, a partir desses
dados foram obtidos os seguintes graficos mostrados nas figuras 16 e 17:

Figura 16. Graficos caracterizam o comportamento reolégico da formulacao de extrato etandlico bruto

(EEB) em diferentes temperaturas. As temperaturas nos titulos representam a média em cada grafico.
Fonte: SAMPAIO (2022).
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Figura 17. Gréficos caracterizam o comportamento reoldgico da formulacdo da fragdo butanélica em
diferentes temperaturas. As temperaturas nos titulos representam a média em cada grafico. Fonte:
SAMPAIO (2022).
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De acordo com o método reoldgico, as formulagbes preparadas aumentaram
significativamente a viscosidade com o aumento da temperatura. Em relacdo a formulagéo de
extrato etanolico bruto, sua maior viscosidade se encontra na faixa de 16 a 20°C, sendo que em
20°C ¢ possivel observar um equilibrio no grafico. Ja em relacdo a formulagdo butandlica, na
temperatura de 20°C também existe 0 mesmo equilibrio. Isso se deve ao fato de que préximo a
essa temperatura se encontra a temperatura de gelificagio da amostra. Sendo assim, o
comportamento reolégico de ambas as formulacGes foi parecido, visto que a temperatura que

ocorreu a gelificacdo e a tenséo de cisalhamento foram em faixas parecidas no equilibrio
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alcancado. Nesse contexto, é importante destacar a importancia desse teste em relagdo a
aparéncia do produto para o consumidor, pois a viscosidade é um grande parametro de analise
para 0 consumo.

Ambas as formulacbes avaliadas pelo comportamento reoldgico apresentaram
temperatura de gelificacdo entre 16 e 20°C, e isto € justificado ao fato da presenca do poloxamer
20% em ambas as formulages. Os poloxameros sdo copolimeros que contém propriedade de
gelificacdo termorresponsivel, sendo assim, em temperaturas mais baixas ele se encontra no
estado liquido com baixa viscosidade e em temperaturas maiores forma-se um gel, aumentando
sua viscosidade. Isso é explicado devido o fenbmeno da termogeleificacdo do poloxamer, que
nesse estudo é caracterizado por uma temperatura de transicdo solucdo-gel. Nesse sentido,
abaixo da temperatura de transicdo a amostra permanece fluida e acima desta temperatura, a
solucdo se torna semissolida, formando um gel (ALVES, 2018).

Além disso, vale ressaltar que varios polimeros hidrofilicos, por exemplo, o carbopol
(&cido poliacrilico), incorporados a um hidrogel de poloxamer sdo adicionados ao sistema como
agentes auxiliares para liberacdo de farmacos. Assim, o poloxamer possui a funcdo de agente
gelificante e o polimero secundario como um agente carreador (PEREIRA; DIMER,;
GUTERRES, 2013).

FERREIRA (2015) avaliou o método reolégico com preparacdes de um sistema
bioadesivo contendo carbopol 971P e poloxamer 407. Nas formulagdes contendo poloxamer
407 em 15 e 20%, com 0 aumento da temperatura foram encontrados valores de viscosidade
significativamente maiores do que nas formulacdes com concentragdes crescentes de carbopol
971P. A gelificacdo foi induzida pelo aumento da temperatura, mas com 0 aumento da
concentracdo de aditivos, sais e outros polimeros, como o carbopol 971P, houve uma
diminuicdo da gelificacdo, e consequentemente a diminuicéo da transicao sol-gel (BRUSCHI,
2006; PEREIRA, 2011; FERREIRA, 2015).

Dessa forma, nesse estudo em questdo, destaca-se 0 uso do carbopol na formulagao
como um carreador com a funcao de aumentar a biodisponibilidade do hidrogel. Assim, pode-
se explicar que a temperatura de gelificacdo foi um pouco menor do que esperado devido a

incorporacdo do carbopol na formulagéo.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que esse trabalho obteve resultados capazes de demonstrar a
capacidade dos extratos da folha de Humulus Lupulus L. de absorverem a radiacgéo ultravioleta,
que atendeu as expectativas e gerou resultados satisfatorios. Nesse sentido, a fracdo butandlica
se destacou por apresentar capacidade antioxidante e atividade fotoprotetora. Além disso,
mesmo que a formulag&o obtida a partir da fracdo butanolica tenha apresentado um baixo FPS,
seu valor esta acima do minimo de acordo com a ANVISA, e estudos in vitro comprovaram seu
possivel uso como protetor solar de amplo espectro, além de obter ultraprotecdo na regido de
UVA. Ja a formulacdo de extrato etandlico bruto apresentou FPS abaixo do valor minimo
necessario, porém, absorveu na regido de UV e obteve caracteristicas antioxidantes. Dessa
forma, a formulacéo de extrato etanolico bruto pode ser estudada para uma possivel associacdo
com outros filtros solares.

Deve-se destacar que a formulagdo desenvolvida conseguiu reduzir a citotoxicidade e
fortalecer sua atividade antioxidante. Além disso, através dos estudos de anélise fisico-quimica
das formulacdes, p6de-se constatar que as formulacbes apresentadas demonstraram resultados
de indice de polidispersdo e tamanho de particula consideraveis, visto que obtiveram boa
estabilidade e solubilidade nos extratos.

Por fim, foi possivel obter bons resultados que podem contribuir para um possivel
protetor solar natural comercializado. Todavia, para isso ser possivel, precisa-se de mais
estudos, visto que o produto ndo possui boa aparéncia de cor como protetor solar, podendo

ocasionar em possiveis estudos na area de nanotecnologia, purificacdo, entre outros.
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