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RESUMO

Phyllanthus niruri L., popularmente conhecida como “quebra-pedra”, uma planta
tradicionalmente utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento de problemas
renais, gastroenterites, infecgdes genitourinarias, diabetes e hepatite. Atualmente, o estudo dos
metabolitos secunddrios das plantas tem ganhado atencdo, contribuindo com a industria
farmacéutica, visto que uma das propriedades farmacoldgicas que tem sido investigada em
substancias naturais ¢ a de fotoprote¢do. Considerando que o cancer de pele ¢ a neoplasia
com maior incidéncia no Brasil, ¢ notdvel a necessidade de se buscar novas estratégias
preventivas, destacando o papel fundamental do protetor solar. Neste cendrio, este presente
estudo buscou realizar a caracterizagdo quimica, determinar a fotoprote¢dao, estudar a
atividade antimicrobiana, preparar uma formulagdo fotoprotetora, realizar analise
cromatografica e avaliar a viabilidade celular de extratos de Phyllanthus niruri L
(Quebra-Pedra). Primeiramente, com o material vegetal seco e solventes organicos (hexano,
diclorometano e etanol 95%) foram feitas maceracdes estaticas, onde os solventes utilizados
ficavam em contato com a planta durante dez dias em temperatura ambiente, obtendo-se trés
extratos: hexanico, diclorometinico e etandlico. Para determinar a absorbancia maxima na
regido do UVB, foram feitas varreduras em um espectrofotometro UV-VIS Genesys 10S.
Entre os extratos, o extrato diclorometanico foi o que apresentou maior valor de FPS, apesar
de todos os extratos obtidos demonstrarem atividade fotoprotetora (FPS>6). Na triagem
fitoquimica, foram identificadas as seguintes classes no extrato diclorometanico: Flavondides,
taninos, fendis e terpenoides. Foi realizada uma andlise cromatografica por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas para a identificagdo e separacdo dos metabolitos
secundarios presentes nos extratos. Essa andlise permitiu a detecgdo de terpenodides que
podem estar relacionados a atividade fotoprotetora observada. A avaliacdo da viabilidade
celular foi conduzida por meio de ensaio de MTT em linhagens de fibroblastos, com o
objetiovo de determinar a citotoxicidade dos extratos e verificar a seguranca de sua aplicacao
topica. Os resultados demonstraram que o extrato de diclorometano, em concentragdes
especificas, ndo apresentou citotoxicidade significativa, sugerindo sua compatibilidade para
uso em formulagdes cosméticas. O FPS apenas do Gel de Pemulen-TR 1 obteve-se o valor de
0,28173. Ja a formulag¢ao contendo extrato diclorometanico com Gel Pemulen TR-1 obteve o
FPS de 12,109. Sendo assim, pode-se concluir que extrato Quebra-pedra emerge como
candidata promissora para atuar como fotoprotetor natural em formulagdes topicas, havendo
potencial para seu uso em formulagdes de protetor solar sem filtro pois promoveu um
aumento significativo no Fator de Prote¢do Solar quando seu extrato de diclorometano foi
incorporado ao Gel Pemulen TR-1 sem filtro.

Palavras-chave: quebra-pedra, extratos vegetais, produtos naturais, fitoquimica.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri, commonly known as “stone-breaker”, is a plant recognized for its diuretic
and antiviral properties. Currently, the study of bioactive compounds in plants has gained
attention, contributing to the pharmaceutical industry, as one of the pharmacological
properties being investigated in natural substances is photoprotection. Considering that skin
cancer is the most prevalent neoplasm in Brazil, there is a notable need to seek new
preventive strategies, highlighting the fundamental role of sunscreen. In this context, the
present study aimed to perform phytochemical screening and evaluate the photoprotection of
Phyllanthus niruri L. extracts and assess the photoprotective activity of the incorporation of
the extract with the highest SPF value into a formulation containing Pemulen TR-1 Gel
without a filter. Initially, static macerations were performed using dried plant material and
organic solvents (hexane, dichloromethane, and 95% ethanol), where the solvents were in
contact with the plant for ten days at room temperature, resulting in three extracts: hexanic,
dichloromethane, and ethanolic. To determine the maximum absorbance in the UVB region,
scans were conducted on a UV-VIS spectrophotometer Genesys 10S. Among the extracts, the
dichloromethane extract exhibited the highest SPF value, although all obtained extracts
demonstrated photoprotective activity (SPF > 6). In the phytochemical screening, the
following classes were identified in the dichloromethane extract: flavonoids, tannins, phenols
and terpenoids."A chromatographic analysis by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer was performed to identify and separate the bioactive compounds present in the
extracts. This analysis allowed the detection of terpenoids that may be related to the observed
photoprotective activity. The evaluation of cell viability was conducted using the MTT assay
in fibroblast cell lines, aiming to determine the cytotoxicity of the extracts and verify the
safety of their topical application. The results demonstrated that the dichloromethane extract,
at specific concentrations, did not exhibit significant cytotoxicity, suggesting its compatibility
for use in cosmetic formulations. The SPF determination of Pemulen TR-1 Gel alone yielded
a value of 0.28173 SPF. In contrast, the formulation containing dichloromethane extract with
Pemulen TR-1 Gel without a filter achieved a result of 12.109 SPF. Thus, it can be concluded
that Quebra-pedra emerges as a promising candidate for acting as a natural photoprotectant in
topical formulations, showing potential for its use in sunscreen formulations without a filter,
as it significantly increased the Sun Protection Factor when its dichloromethane extract was
incorporated into the Pemulen TR-1 Gel without a filter.

Keywords: Stone-breaker, plant extracts, natural products, phytochemistry.
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1. Introducio

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos € uma pratica que transcende geragoes
e se mantém com grande relevancia nos dias atuais (CEOLIN et al., 2011). As plantas
medicinais apresentam diversos metabdlitos secunddrios que contribuem com diferentes
atividades biolégicas (SIMOES et al., 2017). Entre elas, destaca-se a atividade fotoprotetora,
que possibilita a avaliacdo da capacidade dos principios ativos extraidos de plantas em

proteger a pele contra danos nocivos da radiagdo ultravioleta (ORLANDA; VALE, 2015).

O género Phyllanthus L. (Phyllantaceae) inclui cerca de 800 espécies, distribuidas por
diversos ambientes e tipos de vegetacdo tropicais do mundo. Entre os representantes do
género, destaca-se Phyllanthus niruri L., popularmente conhecida como “quebra-pedra”, uma
planta tradicionalmente utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento de
problemas renais, gastroenterites, infec¢des genitourinarias, diabetes e hepatite B (CALIXTO
et al., 1998). Isso se deve a sua composi¢do quimica rica em compostos como alcalodides,

flavonoides e terpenos (QI ef al., 2014).

Dada a vasta diversidade de espécies no género Phyllanthus, que possuem propriedades
medicinais amplamente reconhecidas e utilizadas, surge um interesse crescente na exploragao
de plantas como alternativas terapéuticas para diversos fins, incluindo a prote¢do contra os

danos causados pela radiagao UV (PINTO et al., 2013).

Nessa perspectiva, quando a pele desprotegida recebe agdes cumulativas de radiacao UV,
processos relacionados a diversas reagdes quimicas ocorrem. Pode haver formacao de EROS
(Espécies Reativas de Oxigénio), alteracdes nas fungdes do tecido e até a ativagdo de
componentes que podem resultar em transformacdes malignas das células (BALOGH et al.,
2011). Os distarbios cutaneos variam, pois dependem do tipo de pele, tempo de exposi¢ao

solar e outras condi¢des (ZHAO et al., 2010).

Os riscos relacionados a radiag@o ultravioleta podem ser combatidos por meio de barreiras
protetoras como vestimentas adequadas, acessorios e filtros solares. O uso de protetor solar ¢
essencial para a redugdo dos danos causados pela radiagao UV, pois eles podem absorver,
refletir ou dispersar a energia proveniente da radia¢do solar tornando a fotoprote¢do uma

ferramenta profilatica e terapéutica (ADDOR et al., 2022; GONZALEZ et al., 2007).

Os filtros solares sdo classificados em filtros organicos e inorganicos, com base em sua
composi¢ao quimica e mecanismo de agdo. Os filtros organicos sdo capazes de absorver a
radiacao UV, enquanto os filtros inorganicos podem absorver, refletir e dispersar a radiagao

UV (MANCEBO, 2014). Ambos podem oferecer protecdo a radiagdo e sua eficacia esta



relacionada diretamente com a estabilidade fotoquimica e com a dispersdao e dissolucao

facilitadas e permanentes no veiculo utilizado (MELO, 2015).

Neste cenario, as pesquisas de novas moléculas fotoestaveis e extratos naturais para o uso
em formulagdes de protetores solares sdo extensivamente realizadas, principalmente em filtros
baseados em produtos naturais. A escolha de novos ativos se relaciona com a capacidade de
absor¢ao da luz ultravioleta, associada a possivel atividade antioxidante (GUARATINI et al.,

2009).

2. Justificativa

Nos ultimos anos, a utilizacdo de produtos naturais na prevencdo de danos cutaneos
causados pelos raios UV tem ganhado aten¢do, principalmente no caso de fitoquimicos com
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias. Estudos e pesquisas demonstram o potencial das
plantas como fontes ricas em metabolitos secundarios, contribuindo para o desenvolvimento

de agentes fotoprotetores eficazes e naturalmente derivados (BALOGH et al., 2011).

Portanto, considerando que o cancer de pele ¢ a neoplasia com maior incidéncia no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022) este presente trabalho visa avaliar a atividade
fotoprotetora dos extratos diclorometano, etandlico e hexanico da planta Phyllanthus niruri L.
e sua possivel aplicabilidade como filtro solar natural, visto que esta possui propriedades
antioxidantes e anti inflamatdrias conhecidas, podendo oferecer uma alternativa mais natural e
sustentavel na preven¢do dos efeitos nocivos da radiagdo UV, contribuindo para o

desenvolvimento de meios inovadores e eficazes no campo da fotoprotegao.

3. Referencial teorico

3.1. Radiacao solar

O Sol ¢ essencial para a vida terrestre, pois existem fatores no organismo que necessitam
da exposi¢ao solar para que ocorra o equilibrio homeostatico (DA COSTA et al, 2021). Os
efeitos podem ser benéficos aos humanos como a sensagdo de bem estar fisico e mental, a
estimulagdo de sintese de vitaminas D e¢ melanina, além do auxilio em tratar a ictericia.
Contudo, a radiacdo solar também pode causar sérios prejuizos ao organismo, caso nao se
tome os cuidados necessarios em relagdo a dose de radiacao solar recebida (FLOR et al.,

2007).



A radiacdo solar engloba todo o espectro eletromagnético, que resulta da distribuigdo de
energia em ondas. Essas ondas sdo compostas por campos elétricos e magnéticos que se
movem a uma velocidade constante no vacuo. Suas caracteristicas fundamentais incluem o
comprimento de onda e frequéncia, que se relacionam de forma inversa: quanto maior o

comprimento de onda, menor serd a frequéncia (PURIM; LEITE, 2010).

O espectro solar ¢ composto por um espectro continuo de radiacao eletromagnética que
apresenta divisdo e denominagdo de acordo com o intervalo de comprimento de onda, sendo
estes a radiacdo ultravioleta (UV) (100-400 nm), visivel (VIS) (400-780 nm) e infravermelho
(IV) (>780 nm). A radiagdo visivel atinge a Terra numa propor¢do de 45% enquanto os raios
infravermelhos sdo responsaveis por 50%. J& a radiagdo UV atinge uma proporcao de apenas

5%, porém, sdo os maiores responsaveis pelos efeitos nocivos no organismo (OLIVEIRA et

al., 2004).

O organismo ¢ capaz de perceber a presenga das radiagdes do espectro solar de maneiras
diferentes. A radiacdo infravermelha ¢ percebida pela forma de calor, a radiacdo visivel
através das diferentes cores detectadas pelo sistema Optico e a radiagdo ultravioleta através de
reacOes fotoquimicas. Essas reacdes fotoquimicas podem estimular o bronzeamento da pele
mas também podem levar a producdo de processos inflamatorios, queimaduras graves ou até

mesmo mutagdes genéticas e comportamentos anormais das células (BALOGH et al., 2011).

Dentro deste contexto, radiagdo ultravioleta emitida pelo sol, entre 100 a 400 nm, compde
uma restrita regido do espectro da radiagdo eletromagnética e ¢ subdividida em UVC

(100-280 nm), UVB (280-315 nm) e UVA (315-400 nm) (SVOBODOVA et al., 2006).

3.1.1. Efeitos da Radiacao na Pele

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano e possui diversas fungdes, como a prote¢ao do
organismo contra ameagas externas, atuando como uma barreira e impedindo a entrada de
substancias solidas, liquidas, gasosas além de microrganismos como bactérias, virus e toxinas.
Também possui fungdo excretora, eliminando suor e secregdes, auxiliando na regulagdo
térmica. Além de desempenhar um papel crucial na defesa imunolédgica, a pele conta com
células epiteliais que integram o sistema imune inato, respondendo de maneira rapida contra
agentes invasores. Mas também conta com células dendriticas, que embora atuem de forma
mais lenta proporcionam uma resposta mais especifica, e servem como um elo entre o sistema
imune inato e adaptativo (SOUZA et al., 2016; BOHJANEN, 2017). A Figura 1 ilustra a

estrutura da derme, destacando suas diferentes camadas. Devido ao fato de ser um oOrgao



externo, a exposi¢do aos raios ultravioleta podem causar reagdes cutdneas agudas sendo:
vermelhiddo, queimaduras e cancer de pele (GREINERT et al., 2015). Porém, os efeitos irdo
depender de alguns parametros como tipo de pele, frequéncia, tempo e intensidade da

exposicao (FLOR et al, 2007).
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Figura 1. Estrutura da derme. - A - estrato corneo. B - epiderme. C - derme papilar. D -

derme reticular. (Fonte: https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/)

Ao atingir a pele desprotegida, a agdo cumulativa de radia¢do ultravioleta pode
desencadear reagdes quimicas e morfologicas. Diversas moléculas presentes na pele podem
absorver a radiacdo UV e sofrer alteragdes. Os danos oxidativos possivelmente sdo
intermediados pela melanina (KVAM; TYRREL, 1999) enquanto os danos causados ao DNA
podem ocorrer devido a absor¢do da radiagdo UV, resultando em mutagdes que podem gerar

transformagdes malignas da célula (BALOGH et al., 2011).

A Figura 2 ilustra a penetracdo dos diferentes tipos de raios ultravioletas (UVA, UVB e

UVC) na pele, destacando como cada um deles ¢ absorvido em diferentes camadas cutaneas.


https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
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Figura 2. Absor¢io dos diferentes raios UV na pele. Adaptado de PEREZ-SANCHEZ,
2018.

A radiagdo UVA constitui cerca de 95% das UV que atingem a superficie terrestre e sao
menos energéticas que as radiagdes UVB. Sendo assim, quando comparada a radiagao UVB, a
capacidade da radiagdo UVA em induzir eritema na pele humana ¢ mil vezes menor, porém,
possui alta capacidade de penetrar profundamente na derme, induzindo desde a pigmentacao
devido a fotoxidagdo da leucomelanina, at¢ a alteragdes que induzem o cancer de pele
(SIMIS; SIMIS, 2006). Além disso, os raios UVA podem potencializar o efeito da radiagao
UVB e também podem agir de maneira indireta no organismo, fazendo com que haja a

geracdo de radicais livres (FLOR et al., 2007).

A radiacdo UVB ¢ capaz de atingir toda superficie terrestre apds atravessar a atmosfera.
Ela estimula a producdo de vitamina D e pode afetar principalmente a camada epidérmica da
pele, ocasionando queimaduras solares com frequéncia. A exposi¢dao a radiacdo UVB pode
também gerar o envelhecimento precoce das células, bronzeamento da pele e em casos de
exposicao frequente e intensa a esse tipo de radiagdo, pode causar danos ao DNA e suprimir a

resposta imunolégica cutdnea (OLIVEIRA et al., 2004; FLOR et al., 2007).



A radiagdo UVC possui a maior energia associada ao seu menor comprimento de onda. E
altamente lesiva ao homem, podendo causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(ARAUJO; SOUZA, 2008). Porém, devido a absorcio pelo oxigénio e pela camada de oz6nio
que recobre a Terra, a quantidade de UVC que chega a superficie terrestre ¢ quase nula

(FLOR et al., 2007).

3.1.2. Fotoprotecao

A fotoprotegdo pode ser definida como o conjunto de estratégias € comportamentos
adotados para reduzir ou atenuar a exposicdo as radiacdes solares, sendo essencial para
prevenir consequéncias cutdneas. A fotoprotecdo inclui tanto comportamentos de exposi¢ao
consciente, como evitar a exposi¢cdo solar em horarios de pico (entre 10h e 16h), uso de
vestimentas apropriadas, como chapéus, bonés, roupas, equipamentos adequados, hidratagao,
quanto o uso de medidas fisicas e quimicas de prote¢do, incluindo e especialmente o uso de
filtros solares (PURIM; LEITE, 2010). Essas praticas devem ser combinadas para garantir

uma protecao eficaz contra os danos nocivos causados pela radiagdo UV.

Os protetores solares sdo definidos segundo a legislacdo brasileira PORTARIA N° 2.466,
de 31 de agosto de 2010 como “Qualquer preparacdo cosmética destinada a entrar em contato
com a pele e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la contra a radiagao
UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo”. O uso regular e adequado
dos protetores solares, auxilia a prevenir os efeitos adversos da radiagdo UV, incluindo o
fotoenvelhecimento, queimaduras solares, inflamacdes e o risco de desenvolvimento de

neoplasias cutaneas (GUARATINI et al., 2009).

Sendo assim, um dos métodos mais importantes de fotoprote¢do ¢ a aplicacdo de
protetores solares na pele. O filtro solar € o principal constituinte dos protetores solares e
podem ser subdivididos em filtros quimicos e fisicos, também podendo haver uma
combinacdo de ambos para aumentar a capacidade fotoprotetora (TEIXEIRA, 2012;
ANDRADE, 2022).

3.1.2.1. Filtro Solar

Os protetores solares, elementos fundamentais na fotoprotecdo, sdo formulados com
filtros organicos ou quimicos e inorganicos ou fisicos, agindo de forma a absorver, refletir ou
dispersar a radiagdo UV (BALOGH et al., 2011). Geralmente os filtros organicos agem de

forma a absorver a radiacdo por meio de substincias naturais ou sintéticas, enquanto os



inorganicos a refletem a radia¢do e verifica-se que ndo ocorre interagdo entre o foton e a

particula do filtro (PURIM; LEITE, 2011; FLOR et al., 2007).

3.1.2.2. Filtros inorganicos

Os filtros solares inorganicos sao bloqueadores fisicos € sdo compostos principalmente
por oOxidos como ZnO e TiO,. Essas substancias sdo capazes de refletir e dispersar as
radiacdes UV por meio de uma barreira opaca, evitando que a radiagdo penetre a pele (FLOR

etal.,2007).

Antigamente, estes produtos criavam uma pelicula branca sob a pele pois os 6xidos
ficavam de forma suspensa nas formulagdes. Atualmente, com o avango da tecnologia, foi
possivel a criacdo de micro particulas, evitando a camada branca sob a pele e facilitando a

aplicagdo do produto (BALOGH et al., 2011; DA COSTA et al., 2021).

Os bloqueadores inorganicos apresentam baixo potencial alergénico, sdo fotoestaveis e
sao recomendados no preparo de fotoprotetores para uso infantil. Além disso, sao
frequentemente preferidos por pessoas com pele sensivel por possuirem menor risco de causar

irritagdo (LAUTENSCHLAGER et al., 2007; FLOR et al., 2007; PEREIRA et al., 2022).

3.1.2.3. Filtros Organicos

Os filtros solares organicos agem de maneira a absorver a radiagdo ultravioleta. Eles sdo
formados por moléculas organicas, geralmente compostos aromdticos com grupos
carboxilicos, denominados cromé6foros (OLIVEIRA et al., 2004). Ao absorver a radiagao UV,
a energia ¢ transferida aos elétrons que atingem um estado excitado. Ao retornar ao estado
inicial, o excesso de energia ¢ liberado em forma de calor ou luz inécuos ao ser humano

(MANCEBO et al., 2014; FLOR et al.,2007).

Geralmente, esses filtros sdo transparentes e classificados como UVA, UVB e amplo
espectro, que sdo capazes de atuar tanto contra a radiacio UVA quanto contra a UVB
(BALOGH et al., 2011). Cada tipo de filtro possui componentes especificos que absorvem a
radiacdo em faixas distintas: Entre os absorvedores de radiagdio UVA estdo a
(2-hidroxi-4-metoxifenil)-fenilmetanona, conhecida como benzofenona-3 e avobenzona
(Figura 3) ; Dentre os absorvedores da radiacio UVB, se encontram os salicilatos, como o

salicilato de trolamina (Salicilato de 2,2°,2”-tri-hidroxitrietilamonio), os cinamatos, como o



p-metoxicinamato de octila e o 4cido p-aminobenzo6ico-(PABA) (Figura 4) (OLIVEIRA et al.,
2004; MUNDSTOCK, 2013).
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Figura 3. Estruturas quimicas da benzofenona-3 e da avobenzona.

Adaptado de OLIVEIRA, 2019.
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Figura 4. Estrutura geral dos salicilatos, cinamatos e dcido p-aminobenzodico (PABA).

Adaptado de OLIVEIRA, 2019.



3.1.2.4. Eficacia de um filtro solar

A eficacia de um filtro solar esta diretamente relacionada a estabilidade fotoquimica da
formulagdo, a solubilidade no veiculo e a resisténcia a 4gua (MELO, 2015; ADDOR et al.,
2022).

A fotoestabilidade ¢ um aspecto fundamental na eficdcia dos filtros solares, pois evita que
o filtro se degrade rapidamente sob exposi¢do solar. A radiagdo UV pode produzir a ativacao
da energia que induz uma degradacdo parcial ou alteragdo no filtro solar, gerando perda ou
redug¢do da capacidade de protecao da pele. Este processo ¢ chamado de fotodegradagao
(CITERNESI, 2001). Essa degradacdo ndo s6 compromete a protecao da pele contra os raios
solares, mas também resulta em subprodutos como EROS ou outras moléculas citotoxicas que

podem danificar ainda mais a pele (ADDOR et al., 2022).

A solubilidade dos filtros depende de caracteristicas como lipossolubilidade,
hidrossolubilidade e anfifilicidade das féormulas. O desenvolvimento de um veiculo
apropriado ¢ de extrema importancia pois pode afetar a distribui¢do dos filtros UV e a
formag¢do de uma cobertura homogénea sobre a pele (GONZALEZ, 2003; ADDOR et al.,
2022). Veiculos oleosos e emulsdes O/A aumentam a prote¢ao contra a agao da luz, hidrata a
pele e cria uma barreira contra a penetracdo luminosa. Além disso, um filtro solar eficaz deve
se manter na superficie da pele (estrato corneo), garantir a formagao de um filme uniforme
sobre a pele e permear o minimo possivel para a circulacdo sistémica (MILESI; GUTERRES,

2002).

Além desses fatores, os fotoprotetores devem ser resistentes a dgua, ou seja, ndo devem
ser removidos pelo suor, ou pelo contato com liquidos. Essa caracteristica se torna crucial
para filtros solares utilizados em praias, piscinas ou durante atividades fisicas, fazendo com
que o produto mantenha-se na pele mesmo em condi¢des de umidade (CASWELL, 2001).
Este fato é possivel através da formacdo de uma barreira hidrofobica, a qual impede a
remog¢do do produto quando em contato com a agua, assegurando uma prote¢do continua

(MILESI; GUTERRES, 2002).

3.1.3. Fator de Protecido Solar

O fator de protecao solar € o principal dado para determinar a eficacia fotoprotetora de um
filtro solar e estd intimamente ligado aos componentes de sua formulacdo (MILESI;

GUTERRES, 2002).



De acordo com a RDC n° 30 de 1 de junho de 2012, o FPS ¢ definido como o “valor
obtido pela razdo entre a dose minima eritematosa em uma pele desprotegida por um protetor
solar (DMEp) e a dose minima eritematosa na mesma pele quando desprotegida (DMEnp)”

como define a Equagao 1 (ANVISA, 2012).

_ DME pele protegida
FPS DME pele desprotegida

Equagdo 1

Sendo assim, o FPS quantifica a capacidade do produto em proteger a pele de reacao
minima eritematdégena (FURUKAWA, 2019), ou seja, se um protetor solar apresenta o valor
de FPS 30, isso significa que ¢ necessaria uma exposi¢ao solar 30 vezes maior para produzir
eritema, se comparada a situagdo em que o usuario nao estivesse utilizando aquele protetor

(SCHALKA; REIS, 2011).

A RDC também aprova o regulamento técnico MERCOSUL sobre protetores solares em
cosméticos e atribui outras regulamentacgodes técnicas aplicadas aos produtos, por exemplo, o

fator minimo de protecdo solar deve ser no minimo 6 (seis) FPS (ANVISA, 2012).

3.1.3.1. Calculo de FPS pelo Método de Mansur

O calculo do FPS pelo método in vivo ¢ realizado de acordo com a metodologia descrita
pela ANVISA conforme exigido no Brasil. Este método define a aplicacdo e a analise dos
resultados em voluntarios humanos para determinar a eficacia de protecdo solar de um
produto, proporcionando uma avaliagdo pratica e padronizada do indice de prote¢do contra os
raios UV, entretanto, apesar de ser indispenséavel, ¢ uma etapa considerada de ultimo estagio
devido a necessidade de profissionais especializados, voluntarios sadios com diferentes tipos
de pele e seu alto custo, de acordo com a RDC n° 237/02 de 22 de agosto de 2002 (ANVISA,
2002).

Ja os ensaios in vitro desenvolvidos, como os espectrofotométricos, se baseiam na analise
do espectro de absor¢do ou transmissdo da radiacdo ultravioleta de solugdes diluidas dos
fotoprotetores em solvente adequado e submetidas a andlise em espectrofotdometro UV-Vis
nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, com intervalos de 5 nm. A absorbancia ¢ medida

em varios comprimentos de onda definidos, sendo possivel por fim, obter o valor do FPS



como demonstra a Equagdo 2 (MANSUR et al, 1986). Os valores das constantes para EE e |

utilizados nesse calculo estdao apresentados na Tabela 1.

FPS=FC. 322]0 .EE(\).I(\).abs (L)
290
Equacao 2
Sendo:
FC = fator de corregao;
EE ()) = efeito eritematogénico da radiagdo no comprimento de onda (L);

I (A) = Intensidade da luz solar no comprimento de onda (1);

Abs (A) = Absorbancia da amostra no comprimento de onda (A);

Tabela 1 - Constante para EE e I no calculo de FPS in vitro.

A (nm) 290 295 300 305 310 315 320
EE()x 00150 0.08170 0.2874 0.3278 0.1864 0.0839  0.0180
3 1.0000

EE (M) = efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda, I (A) = intensidade do sol no
comprimento de onda (L), A = comprimento de onda (MANSUR et al., 1986)

Os ensaios in vivo e in vitro possuem boa correlagdo para filtros solares organicos.
Ademais, o método in vitro por espectrofotometria possui grande aplicacdo na previsdo do
FPS antes de serem realizados os ensaios em humanos, possibilitando a redugdo de riscos
como queimaduras nos voluntarios submetidos aos testes in vivo (FLOR et al, 2007;

MEDEIROS et al, 2021; BALOGH et al, 2011).

3.1.4. Produtos naturais

Apesar de haver filtros solares sintéticos amplamente disponiveis no mercado, existem
controvérsias em relacdo ao seu uso devido aos potenciais riscos a satde e ao ambiente.
Filtros organicos sintéticos como a oxibenzona e o octinoxato, apesar de serem eficazes na
protecdo contra os raios UV, podem causar reacdes alérgicas, irritacdes cutaneas e até mesmo

interferir nos ecossistemas aquaticos quando sdo eliminados (ROCHA, 2021).



Em contraste, os filtros organicos naturais ndo apenas oferecem protecdo solar, mas
também sdo considerados menos agressivos devido a possibilidade de causarem menos efeitos
secundarios em comparagdo aos protetores de origem quimica, além do crescente interesse da
populagdo pelo uso de produtos naturais. Essa tendéncia por “cosméticos verdes” se deve a
grande aceitacdo pela populagdo e por serem retratados como sendo mais seguros e
ecologicamente corretos pela midia. Sendo assim, diversos estudos tém sido desenvolvidos
com a intengdo de se desenvolver protetores solares que contenham produtos naturais em sua
formulacao, tendo em conta a comprovagdo sobre o uso de extratos vegetais em filtros
solares, gerando um aumento da eficacia na protecdo contra os raios ultravioletas (ROCHA,

2021; POLONINI et al., 2011).

3.1.5. Phyllanthus niruri L.

O género Phyllanthus L., pertencente a familia Phyllanthaceae, ¢ um dos maiores e mais
diversificados géneros do reino vegetal, compreendendo cerca de 800 espécies distribuidas e
encontradas em praticamente todas as regides tropicais e subtropicais do mundo
(BAGALKOTKAR et al., 2006; CALIXTO et al., 1998). Pelo fato de ser um género vasto, as
espécies sdo subdivididas em até 11 subgéneros, incluindo Isocladus, Kirganelia, Emblica,
Conani, Cicca, Phyllanthodendron, Ericocus, Botryanthus, Xylophylla, Gomphidium e
Phyllanthus (NAHAR et al., 2011). A Figura 5 destaca um ramo contendo folhas e flores,

com destaque para os detalhes das folhas da quebra-pedra.

Figura 5. Ramo com folhas e flores da quebra-pedra. Fonte: HORTO DIDATICO DE
PLANTAS MEDICINAIS DO HU/CCS, 2020.



No Brasil, as plantas do género Phyllanthus s3ao conhecidas popularmente como
“quebra-pedra”, “erva pombinha” e “arrebenta-pedra” principalmente pelo uso em distirbios
renais e do sistema urinario. Além disso, infusdes das folhas, caules e raizes de diversas
espécies do género, especialmente P. niruri, P. urinaria, P. amarus, P. tenellus, P. stipulatus e
P sellowianus, tém sido utilizadas na medicina popular do Brasil e de outros paises para o
tratamento de uma ampla gama de doengas, como infecgdes intestinais, diabetes e hepatite B
(CALIXTO et al., 1998; KUTTAN, HARIKUYMAR, 2011). A figura 6 exibe a estrutura

geral da planta quebra-pedra.

Figura 6. Phyllanthus niruri L. Fonte: HORTO DIDATICO DE PLANTAS MEDICINAIS
DO HU/CCS, 2020.

Tendo em vista suas diversas atividades bioldgicas, o género Phyllanthus atraiu o
interesse de pesquisadores, principalmente por suas propriedades antimicrobianas, anti
inflamatérias, hepatoprotetoras, antioxidantes e diuréticas (NAHAR et al, 2011;

BAGALKOTKAR et al., 2006).

3.1.5.1. Descricao

A Phyllanthus niruri L. compreende ervas e subarbustos de caules simples ou
ramificados, com até 80 cm de comprimento, ramos laterais, folhas alternas, disticas, simples,

inteiras, pecioladas, oblongo-elipticas e base assimétrica. Devido ao fato de Phyllanthus



niruri L. ser uma planta monodica, ela possui flores masculinas e femininas (Figura 7). As
flores masculinas se organizam em inflorescéncias axilares e possuem cinco tépalas
largo-ovaladas, trés estames com filetes na base e pedicelos com aproximadamente 0,2 cm de
comprimento. As flores femininas possuem até 0,4 cm de diametro, sdo solitarias e também
axilares. Possuem cinco tépalas elipticas e ovario tricapelar (ALVES et al., 2018; MENDES;
SECCO, 2022; BRASIL, 2019).
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Figura 7. Aspectos macroscopicos de Phyllanthus niruri L. - A - habito da planta. B - flor
masculina. C - flor feminina. D - Fruto e tépalas. E - folhas de base assimétrica. F - aspecto

da semente. Fonte: BRASIL, 2019.

Os frutos de Phyllanthus niruri L. sao esquizocarpicos do tipo tricoca, medindo entre 0,10
a 0,25 cm de diametro, com formato depresso-globoso. Eles se dispdem na regido abaxial dos
ramos se dividindo em carpidios durante a maturacdo. As sementes apresentam heteromorfia e
podem ser divididas em duas cores: amarela e marrom (Figura 8). Essa caracteristica pode ser
associada ao estagio de maturagdo fisiologica da planta (GRANJA et al., 2018; BRASIL,
2019).



Figura 8. Aspecto macroscopico de Phyllanthus niruri L. - A - Aspecto da folha. B -
Aspecto da estipula do nd. C - Aspecto do fruto. D - Aspecto da semente. Fonte: BRASIL,
2019.

3.1.5.2. Usos medicinais

As plantas medicinais t€ém sido utilizadas mundialmente para o tratamento de diversas
condi¢des de maneira que se busquem alternativas naturais e eficazes para os males que

atingem a humanidade.

Na medicina popular as folhas de quebra pedra sao utilizadas no alivio de colicas renais,
tratamento de ictericia, afec¢des hepaticas, retencdo urindria, hipertensdo e como auxiliar no
tratamento e prevencao da urolitiase (AITA et al., 2009; MARQUES, 2010; DE MELO,
2022).

A planta também apresenta propriedades analgésicas, demonstradas por Santos e
colaboradores (1995), utilizando modelos de dor em ratos. Foi demonstrado que a planta
possui potentes propriedades analgésicas contra dor neurogénica e inflamatdria, entretanto,

seu mecanismo ainda nao esta elucidado.

Estudos realizados demonstraram o potencial antidiabético de P. niruri, que, além de
reduzir os niveis de glicose no sangue de ratos diabéticos, também suprime o aumento
pos-prandial da glicemia. Analises histologicas evidenciaram que o extrato metandlico
preparado pdde reparar e restaurar a integridade do pancreas danificado em ratos diabéticos,

ao contrario do grupo controle, onde a necrose foi evidente (OKOLI et al., 2010).

Outra potente propriedade da quebra pedra ¢ sua atividade hepatoprotetora, demonstrando
sua eficdcia no tratamento de doengas hepaticas. O extrato de P. niruri L. demonstrou
protecdo contra danos hepaticos induzidos por CCL,, uma substincia que provoca lesdo e

fibrose hepatica, em culturas de hepatdcitos. O CCL, induziu a produgdo de enzimas séricas



marcadoras de lesdo hepdatica, como TGO e TGP, indicando danos as células do figado.
Entretanto, ratos pré-tratados com extrato de Phyllanthus niruri apresentaram uma reducao
significativa nos niveis dessas enzimas apos a exposicao ao CCL4 sem alterar outras enzimas
séricas, sugerindo que o extrato obteve um efeito hepatoprotetor (SYAMASUNDAR et al.,
1985; HARISH; SHIVANANDAPPA, 2006).

A planta também revela uma atividade antiespasmodica e miorrelaxante, podendo ser
comparada a papaverina. Essa atividade permite facilitar a eliminacdo de célculos encravados
no ureter, pois reduz os espasmos musculares involuntarios que causam a dor e desconforto,
além de ajudar a relaxar os musculos lisos do trato urinario, facilitando a eliminacdo dos

calculos renais ou outros bloqueios no sistema urinario (MARQUES, 2010).

Além disso, as atividades que possibilitam a prevengdo e dissolucdo dos calculos ocorre
devido a alguns mecanismos. Um deles € a inibi¢ao do crescimento e agregacao de cristais de
oxalato de calcio por meio de compostos ativos que podem quelar e/ou competir pelos sitios
de ligacdo na superficie do cristal ou pelos efeitos em proteinas que podem modular o
crescimento e agregacdo dos calculos, facilitando sua eliminagdo. Essas atividades em
conjunto a atividade analgésica e antiespasmodica, podem atuar de maneira individualizada
ou simultanea, porém, sdo etapas importantes para o controle da urolitiase (CRUCES et al.,

2013; MARQUES, 2010; BARROS et al., 2006).

3.1.5.3. Composicao quimica

A Phyllanthus niruri L., assim como muitas plantas, apresenta uma diversidade de
compostos quimicos que desempenham papéis essenciais para a sobrevivéncia e para a
interagdo com o ambiente. Esses compostos podem ser classificados em dois grupos
principais: os metabolitos primarios e os secundarios. Os metabdlitos primarios fornecem as
substancias essenciais para a vida da planta, como a respiragdo e biossintese de substancias
essenciais, enquanto os secundarios participam de interagdes intra e intercelular do proprio
organismo ou atua em processos de producao de outras substancias que atraem agentes vivos
para polinizagdo, resisténcia contra insetos ou ajustes necessarios para a sobrevivéncia
ambiental (BRAZ FILHO, 2010; GARCIA, CARRIL, 2009). Devido aos potenciais
terapéuticos que o género Phyllanthus possui, diversos estudos fitoquimicos foram feitos,
permitindo que fossem isolados e detectados varios compostos abrangendo as classes dos

alcaloides, flavonoides, lignanas e terpenos (NAHAR et al., 2011).



Os alcaldides sdo compostos nitrogenados, de carater basico, que podem ser encontrados
em vegetais na forma combinada com acidos organicos e sdo farmacologicamente ativos. Os
alcaloides presentes em P. miruri incluem principalmente compostos do tipo securinega,
incluindo a norsecurinina e securinina, os quais possuem diversas atividades incluindo
antiespasmodicas, anti tumorais e anti microbianas. (DE OLIVEIRA et al., 2019; DA COSTA
et al., 2021). O alcaldide norsecurinina apresenta principalmente atividade antiespasmodica,
promovendo o relaxamento da musculatura lisa do ureter. Esse efeito auxilia a inibir a adesao
dos calculos renais a mucosa, facilitando o seu deslocamento em diregdo a bexiga e
favorecendo a eliminagdo pelo canal urindrio (KAUR et al., 2017; BAGALKOTKAR et al.,
20006).

Outro grupo significativo presente ¢ o dos terpenos. Eles constituem uma classe de
compostos semelhantes aos polimeros. Sdo formados pela unido de unidades de isopreno
(CsHg) formando cadeias maiores, desta forma, os terpenos sdo classificados de acordo com a
quantidade de unidades de isopreno que fazem parte de sua estrutura. Sua funcao na planta
estd ligada a agentes de atragcdo, hormdnios de sinalizacdo e defesa contra herbivoros. Na
espécie P. niruri alguns dos terpenos encontrados sdo o limoneno, p-cimeno e lupeol. Estes
compostos estdo ligados a agdo antioxidante, antinociceptiva, antiinflamatéria e também
atuam na prevenc¢ao da urolitiase (SILVA, 2013; KAUR et al., 2017; BAGALKOTKAR et al.,
2006). A estrutura quimica de alguns terpendides como o limoneno, p-cimeno e lupeol pode

ser observada na Figura 9.
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Figura 9. Estrutura quimica dos terpenoides presentes em Phyllanthus niruri L. Adaptado

de BAGALKOTKAR et al., 2006.



Além desses compostos, os flavonoides também estdo presentes. Flavondides como a
catequina e quercetina (Figura 10) tém sido associados a prevengdo de processos oxidativos e
a protegdo contra doencgas cardiovasculares, atuando na longevidade, reduzindo lesdes
ateroscleroticas e agindo como agente antiinflamatorio e anti-colesterolémico. A presenca de
flavondides refor¢ca o perfil antioxidante, ajudando a combater radicais livres e
consequentemente, a proteger as células contra danos oxidativos. Os radicais livres sdo
considerados responsaveis por até 90% das doengas humanas, incluindo cancer,
arteriosclerose, acidente vascular cerebral e senilidade, devido ao envelhecimento. O
flavonodide rutina também ¢ capaz de fortalecer as paredes capilares, sendo benéfico em
condi¢des como arteriosclerose e hipertensdo. (KAUR et al., 2017; BAGALKOTKAR et al.,
20006).

Rutina Galocatequina

Quercetina Catequina

Figura 10. Estrutura quimica dos flavondides presentes em Phyllanthus niruri L.

Adaptado de BAGALKOTKAR et al., 2006.



4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade fotoprotetora de extratos de Phyllanthus niruri L. e desenvolver uma
formulacao fotoprotetora do extrato que apresentar um valor de FPS significativo em

formulagao contendo o Gel de Pemulen TR-1.

4.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a fotoprotecdo dos extratos hexanico, diclorometinico e etanodlico de
Phyllanthus niruri L.;

2. Realizar a triagem fitoquimica do extrato com maior valor de FPS;

3. Incorporar o extrato de Phyllanthus niruri L. com maior valor de FPS em Gel Pemulen
TR-1®;

4. Avaliar a fotoprotecdo do extrato de Phyllanthus niruri L. incorporado em Gel
Pemulen TR-1®.

5. Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de Phyllanthus niruri L.

6. Avaliar o potencial citotdxico do extrato de Phyllanthus niruri L.

5. Material e métodos

5.1. Condicoes gerais

O material vegetal obtido pertence a marca Vida Alternativos Produtos Naturais
(Figura 11), seu peso ¢ de 20 g, ¢ composto por todas as partes da planta e foi adquirido no

Mercado Central em Belo Horizonte, Minas Gerais.
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Quebra-pedra

Pego: 20G Parte utilizada: Toda a planta
Nome cientifice: Phylianthus airur L.
Infusde. — Utilizar 1 colher das de sopa da quebra-pedra para

1 litre de dgua. Werter agua fervente sobre 2 erva, lampar e
dear em repouso durante 20 minutos. Coar & beter o aha
fric. Devera ser consumido ne mesma dia do prepars

Smtado: 1012022 [T -

Validade: 2 anos 789859360108

Figura 11. Material vegetal contendo toda as partes da planta Phyllanthus niruri L. (Fonte:
Autor, 2023)

O gel Pemulen TR-1foi adquirido em Itabirito, Minas Gerais, na Biofarma Farmacia

de Manipulacgao.
Os solventes utilizados foram etanol 95%, diclorometano e hexano da marca VETEC.

As leituras de absorbancia foram feitas em um espectrofotometro UV-VIS Genesys

10S equipado com uma cubeta de quartzo de 1 cm.

5.2. Preparacio dos extratos de Phyllanthus niruri L.

A preparagdo dos extratos foi feita utilizando solventes de polaridade crescente
(hexano P.A., diclorometano P.A e etanol absoluto P.A.). A extragdo foi feita por maceragao
estatica, método onde a amostra vegetal ¢ colocada em contato com o solvente por um
periodo de tempo, em temperatura ambiente (RODRIGUES et al., 2016) e envolveu a
utilizagdo de 20 g de amostra com cada um dos solventes por um periodo de dez dias em
temperatura ambiente. Em seguida, os extratos foram secos através de um evaporador
rotatorio (Figura 12), obtendo-se por fim trés extratos secos hexénico, diclorometanico e

etandlico.



Figura 12. Evaporador rotatorio. (Fonte: Autor, 2023)

5.3. Preparo das solugoes dos extratos de Phyllanthus niruri L.

O preparo da solugdo mae de extrato hexanico (Figura 13) de quebra-pedra iniciou-se
com o auxilio de uma balanga analitica, onde foram pesados 10,0 mg de extrato hexanico e
este transferido para um baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, foi adicionado hexano até
até completar o volume do baldao volumétrico, obtendo-se a solucdo mae na concentracao de

1,0 mg/mL.

Figura 13. Solucao mae na concentracao de 1,0 mg/mL de extrato hexanico de

Phyllanthus niruri L. (Fonte: Autor, 2023)

Para o preparo das dilui¢des, foram retiradas aliquotas de 0,02 mL; 0,03 mL; 0,05 mL; 0,07



mL e 0,1 mL da solu¢do mae. Estas foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e
completados com o solvente até o menisco, resultando em cinco concentragdes (0,02 mg/mL;
0,03 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,07 mg/mL; 0,1 mg/mL).

O preparo das solucdes dos extratos diclorometano e etanol 95% seguiu o mesmo
procedimento. Foram pesados 10,0 mg do extrato e em seguida, a quantidade pesada foi
transferida para um balao volumétrico de 10 mL. Posteriormente, adicionou-se o solvente até
completar o volume do baldo volumétrico, obtendo assim, a solu¢do mae. As solu¢des mae
foram de concentragdo igual a 1 mg/mL. Para a obtengdo das dilui¢des, o mesmo

procedimento da diluicdo do extrato hexanico foi aplicado.

Sendo assim, ao final do procedimento obtiveram-se cinco concentragdes (0,02
mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,07 mg/mL; 0,1 mg/mL) para cada um dos trés extratos
de Phyllanthus niruri L.

Além disso, com o intuito de avaliar a atividade em concentra¢des mais elevadas,
foram feitas cinco novas concentragdes para garantir uma analise comparativa entre diferentes
concentragdes. O mesmo procedimento foi realizado para a obtengdo das solugdes mae de
cada um dos extratos. Para as dilui¢des, retiraram-se aliquotas de 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4
mL; 0,5 mL de cada solugdo mae. Estas aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos
de 10 mL e completadas com o solvente até o menisco, resultando em cinco novas
concentragdes para cada um dos extratos obtidos (0,1 mg/L; 0,2 mg/L; 0,3 mg/L; 0,4 mg/L;
0,5 mg/L).

5.4. Determinacao in vitro do FPS dos extratos utilizando espectrofotometro UV-VIS

Com o objetivo de determinar a absorbancia maxima na regido do ultravioleta do
UVB, cada amostra em sua concentracdo especifica foi transferida para uma cubeta de
quartzo com caminho Optico de 1,0 cm. A varredura foi realizada utilizando um
espectrofotometro e em intervalos de 5 nm entre os comprimentos de onda de 290 nm a 320

nm. As leituras foram feitas em triplicata, garantindo a precisao dos resultados.

Em seguida, os dados coletados foram processados utilizando o software Excel,
empregando-se 0 método de Mansur para determinar o valor do FPS (fator de protecao solar)
correspondente a cada concentragdo. E importante destacar que para a obtengio de resultados
satisfatorios, € crucial que o valor do FPS apresente um aumento progressivo, indicando que a

maior concentragdo utilizada resulta no maior valor de FPS. A avalia¢ao dos resultados



provenientes da varredura das amostras ¢ conduzida mediante a aplicacdo do método Mansur,

fundamentado na Equagao 2.

5.5. Formulaciao fotoprotetora do extrato de Phyllanthus niruri L. contendo

Gel Pemulen TR-1

A formulagdo foi desenvolvida utilizando o extrato que apresentou o maior valor de
fator de protecdo solar (FPS). Esse extrato foi incorporado em uma formulagdo fotoprotetora

contendo gel Pemulen TR-1 sem filtro solar.

Para o processo de incorporagdo, o extrato foi previamente solubilizado em uma
mistura de solvente e propilenoglicol na propor¢do de 1:1. Em seguida, a solug¢do obtida foi
adicionada ao gel Pemulen TR-1 e submetida a agitagdo por 20 minutos para que ocorresse a

homogeneizag¢ao dos componentes.

Paralelamente, foi preparada uma solucdo de controle negativo composta

exclusivamente pelo gel Pemulen TR-1 sem filtro.

5.6. Caracteriza¢do quimica

5.6.1. Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada no extrato que apresentou o maior fator de
protecao solar (FPS), com o objetivo de determinar a presenca de diferentes classes de
metabolitos secundarios. Para isso, foram aplicados testes quimicos especificos com
procedimentos padrdo com poucas modificacdes. (EGWAIKHIDE; GIMBA, 2007; EDEOGA
et al.,2019; USMAN, 2009).

5.6.1.1. Teste para flavonoides

A identificacao de flavonoides foi realizada pela dissolucao de aproximadamente 5 mg
do extrato em 2 mL de hidroxido de sédio 2%, com a observagdo de coloracdo amarela

intensa como indicativo da presenga desses compostos.



5.6.1.2. Teste para taninos e fenois

A presenga de taninos e fendis foi investigada pela dissolucdo de aproximadamente 5
mg do extrato em 2 mL de dgua, seguida pela adi¢do de solugdo de cloreto férrico (5%) e

observag¢ao de precipitado preto azulado, verde ou verde azulado.

5.6.1.3. Teste para saponinas

Para a detec¢do de saponinas, aproximadamente 5 mg do extrato foram dissolvidos em
5 mL de agua, agitados e observados quanto a formacdo de espuma persistente apds 30

segundos de repouso.

5.6.1.4. Teste para terpendides

A presenca de terpendides foi avaliada pela dissolugdo de aproximadamente 5 mg do
extrato em 2 mL de cloroférmio, seguida pela adi¢do de 3 mL de 4cido sulfurico concentrado,

observando-se a formagdo de coloragdo castanho avermelhada na interface.

5.6.1.5. Teste para antraquinonas

Por fim, para o teste de antraquinonas, 10 mg de extrato foram dissolvidos em 5 mL de
soluc¢do diluida de NH,OH, com o aparecimento de coloragao rosa ou vermelha indicando a

presenga desses compostos.

5.6.2. Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (GC-MS)

Foi possivel identificar compostos volateis por meio de GC-MS com uma coluna de
GC (30 m x 250 um x 0,25 pm de tamanho de particula). Hélio foi utilizado como gés

transportador (1,4 ml/min).

O extrato de diclorometano de Phyllanthus niruri L. foi injetado no modo “splitless”.
O injetor e o detector foram ajustados para 290°C. A temperatura da coluna iniciou a 100 °C
por um minuto, sendo progressivamente elevada para 200 °C a uma taxa de 5°C por minuto.
Posteriormente, houve um aumento adicional de 10 °C por minuto até atingir 290 °C,
permanecendo em condigdes isotérmicas por dez minutos. Seguiu-se para a analise e

identificacao dos compostos.



5.6.3. Avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada utilizando a concentragdo
maxima de 1mg/mL, de acordo com o método de microdiluicdo em caldo. O teste envolveu
cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, cultivadas em agar Miieller-Hinton a 37 °C. Apos a
incubacdo, foi determinada a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), observando-se a menor

concentragdo sem alteracdo visivel de cor (AMPARO et al., 2018).

5.7. Viabilidade celular

A citotoxicidade foi determinada pelo método de redugdo de MTT. As células de
fibroblastos humanos MRCS5 foram cultivadas em frascos de cultura plastica utilizando meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidtico (anfotericina B). As células
foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade. Uma densidade de
2x10* células foi distribuida em placas de 96 pogos €, apos 24 horas de incubagio, as células
foram tratadas com amostras dissolvidas em 2% de dimetilsulféxido (DMSO). As
concentragdes variaram de 1000 a 62,5 ug/mL e as células foram incubadas por 24 horas.
Ap6s esse periodo, as células foram fixadas com 4cido tricloroacético 20% por uma hora a
4°C. Em seguida, as placas foram lavadas com agua destilada e secas. As células fixadas
foram entdo coradas por 30 minutos com 0,1% de SRB dissolvido em 1% de acido acético. As
placas foram lavadas novamente com &cido acético a 1%, secas e 200 pL de tampao TRIS 10
mM (pH 10,5) foram adicionados para solubilizar o corante a temperatura ambiente por
aproximadamente 30 minutos. A absorbancia das amostras foi medida a 570 nm utilizando
um leitor ELISA. A viabilidade celular foi expressa como uma porcentagem, comparando-se

os resultados com o controle, que consistiu nas células ndo tratadas (SKEHAN et al., 1990).

6. Resultados e Discussao

6.1. Rendimento dos extratos de Phyllanthus niruri L.

A obtencdo dos extratos vegetais resultou em rendimentos distintos para cada solvente
utilizado. O extrato etanolico apresentou maior rendimento, enquanto o hexanico apresentou o
menor rendimento (Tabela 2), indicando que os compostos presentes na planta possuem maior
solubilidade em solventes polares, como o etanol, do que em solventes apolares, como

hexano. Isso sugere que a matriz vegetal ¢ rica em metabolitos polares, como por exemplo os



flavonoides, enquanto a extracdo com hexano pode ter sido menos eficiente na obte¢do desses

constituintes.

Tabela 2 - Valores de rendimento dos extratos de Phyllanthus niruri L.

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
Extrato hexanico de Phyllanthus niruri L. 0,5313 2,66
Extrato de diclorometano de Phyllanthus 0,5533 2,77

niruri L.
Extrato etanolico de Phyllanthus niruri L. 0,7257 3,63

6.2. Determinaciao do FPS dos extratos de Phyllanthus niruri L. in vitro

O FPS foi avaliado pela metodologia desenvolvida por Mansur e colaboradores. A

analise foi realizada em um espectrofotometro UV/VIS (Genesys 10S) acoplado a um

computador, onde os valores obtidos para as absorbancias foram colocados na Equacgao 2,

fornecendo os dados dos valores de FPS para cada um dos extratos nas concentracdes de 0,02

mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,07 mg/mL e 0,1 mg/mL conforme apresentados na

Tabela 3 e nas concentracdes de 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL e 0,5 mg/mL

apresentados na Tabela 4.

Tabela 3 - Valores de FPS (média + desvio padrao) dos extratos de Phyllanthus niruri L.

Conc. mg/mL

Extrato hexanico

Extrato de diclorometano

Extrato etanolico

0,02
0,03
0,05
0,07
0,1

0,12553 +0,00081
0,15165 + 0,04559
0,37363 + 0,00635
0,42801 + 0,09453
0,78250 + 0,00373

0,88704 + 0,01262
1,04305 £ 0,26569
2,37795 £ 0,88918
3,13819 £ 0,43041
5,53310 £ 0,05003

1,64266 + 0,01228
1,62693 + 0,00485
2,40880 +0,01163
3,33340 £+ 0,00952
2,76660 = 0,00833




Tabela 4 - Valores de FPS (média + desvio padrdo) das novas concentrag¢des de Phyllanthus

niruri L.

Conc. mg/mL.  Extrato de diclorometano

Extrato etanoélico

0,1 5,53310 £ 0,05003 2,76660 £ 0,00833
0,2 10,8875 £+ 0,05427 3,67881 £ 1,57577
0,3 11,4112 £0,17123 8,33149 £ 0,01078
0,4 14,3102 £ 0,09191 8,33367 + 0,00834
0,5 15,2971 + 0,02603 13.6930 + 0,00896

Os resultados demonstram que conforme a concentracdo do extrato foi aumentada,
também aumentou-se o FPS. Esse efeito esta diretamente relacionado as substancias presentes
na composi¢do do extrato, capazes de exercer o efeito fotoprotetor, pois foram capazes de

absorver a radiagdo ultravioleta, proporcionando protecao aos raios UV.

Com base nos valores de FPS demonstrados na Tabela 3 e Tabela 4, nota-se que o
extrato de diclorometano de Phyllanthus niruri L. foi o que apresentou maior atividade
fotoprotetora em comparagdo aos demais. Esse achado pode ser atribuido ao fato de que, em
todas as concentragdes testadas, o extrato diclorometanico exibiu os maiores valores de FPS,
sugerindo uma maior capacidade de absor¢do na regido do espectro UV e, consequentemente,
uma prote¢ao mais eficiente contra a radiacdo ultravioleta. Esse resultado sugere a presenca
de metabolitos secundéarios com potencial fotoprotetor significativo nesse extrato em

comparagdo aos demais.
Além disso, o extrato de diclorometano apresentou um valor de FPS adequado de

acordo com a RDC n° 30 de 1° de junho de 2012 (BRASIL, 2012), onde um produto para ser

utilizado como fotoprotetor deve apresentar FPS de no minimo 6.

6.3. Formulacio fotoprotetora contendo extrato de diclorometano de Phyllanthus

niruri L.

A formulagdo fotoprotetora foi desenvolvida utilizando o extrato de P. niruri L. com
maior valor de FPS, sendo este, o extrato de diclorometano. Esse extrato foi incorporado em

uma formulagao fotoprotetora composta por gel Pemulen TR-1, um gel sem filtro.

O processo de incorporagdo consistiu na solubilizacdo de diclorometano em uma

solugdo de diclorometano e propilenoglicol na propor¢do de 1:1. A solugdo resultante foi



entdo adicionada ao gel Pemulen TR-1 e submetida a agitacdo constante por 20 minutos para
garantir a homogeneizagdo dos componentes.

A composi¢cdo final da formulagdo resultou em 0,0126 g de extrato, 0,5 mL de
diclorometano, 0,5 mL propilenoglicol e 1,25g de gel Pemulen TR-1 q.s.p. 100%.
Paralelamente, foi preparada uma solu¢do controle negativo, contendo apenas o gel Pemulen

TR-1 sem a adi¢do de extrato ou filtro, para fins de comparacao.

6.4. Determinacio do FPS da formulacido fotoprotetora contendo extrato de

diclorometano de Phyllanthus niruri L. e gel Pemulen TR-1

Foi realizada a avaliacdo da atividade fotoprotetora da formulagdo e do controle
negativo contendo apenas o gel Pemulen TR-1 através de andlises espectrofotométricas. Os
valores de FPS obtidos para a formulacdo e para o controle negativo sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de FPS (média + desvio padrao) do Gel de Pemulen TR-1.

Formulag¢io na concentracio de 0,01g/mL FPS DP
Gel Pemulen TR-1 0,28173 0,00339
Formulag¢ao de extrato de diclorometano de 12,1099 0,0224

Phyllanthus niruri L. incorporado ao Gel Pemulen

TR-1

Conforme apresentado na Tabela 4, o gel Pemulen TR-1 (controle negativo)
apresentou valor de FPS de 0,28173. No entanto, ao ser incorporado ao extrato
diclorometanico de quebra-pedra ocorreu um aumento significativo no valor de FPS,

atingindo o valor de 12,1099.

Este incremento no valor de FPS pode ser atribuido a presenca de metabdlitos
secundarios no extrato de quebra pedra, o que potencializa a atividade fotoprotetora da
formulagdo. E possivel que esses compostos apresentem propriedades fotoprotetoras,
contribuindo para a protegdo da pele contra os danos causados pela exposi¢dao solar e
indicando que a planta possui substancias promissoras para o desenvolvimento de produtos

fotoprotetores eficazes.



6.5. Triagem fitoquimica

Os testes realizados foram baseados nas mudancas de cor apds a reagao do extrato de
diclorometano de Phyllanthus niruri L. com reagentes a fim de detectar as classes de

metabdlitos secundarios.

A presenga de flavondides, taninos e fenois foi detectada. Da mesma forma, a presencga
de terpendides também foi positiva pois formou-se uma colora¢do avermelhada na interface
da solu¢do (Figura 14). Entretanto, as analises para saponinas e antraquinonas (Figura 15)

determinaram a auséncia desses componentes.

Figura 14. Reagao positiva para presenga de terpendides com a formacao da coloragdo

castanho avermelhada na interface. (Fonte: Autor)

A auséncia de espuma persistente apds a agitacdo, indicou que nao haviam saponinas.
Por fim, a auséncia das antraquinonas foi confirmada pela inexisténcia de coloracdo rosa ou
vermelha na solugao (Figura 15). Os resultados obtidos para a anélise fitoquimica, indicando a

presenca ou auséncia das susbstancias investigadas, estdo apresentados na Tabela 6.



Figura 15. Reagdo negativa para a presenca de antraquinonas devido a auséncia de

coloragdo rosa ou avermelhada. (Fonte: Autor)

Tabela 6 - Resultados da analise fitoquimica do extrato de diclorometano de Phyllanthus

niruri L.

Saponinas Taninos e fenois Flavonéides Terpenoides Antraquinonas

- + + + -

Analise mostra a presenga de flavonoides e terpenoides; + substancia presente, - substancia ausente.

6.6. Componentes volateis identificados no extrato de diclorometano de Phyllanthus

niruri L. por GC-MS.

A andlise feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
(GC-MS) foi feita do extrato que apresentou maior atividade fotoprotetora, o extrato de
diclorometano, e permitiu a identificacdo de 52 substancias. Esses compostos foram anotados
com base em seus tempos de reten¢dao. Os compostos encontrados em maior quantidade foram
0 1-Octadecino (10,67%), acido n-hexadecanoico (8,37%), 6-metil-heptan-3-ol (5,25%),
2-(2-hidroxipropoxi)-1-propanol (5,17%) e Oxirane, octyl- (4,20%).

A Tabela 7 demonstra todos os componentes identificados por meio da cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas. Alguns compostos identificados sdo terpénicos
oxigenados como 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-0ol  9,12,15-Octadecatrien-1-ol,
(Z,2,Z)-, que podem estar associados a atividades antioxidantes e anti-inflamatorias (XIA et
al., 2018; KAYASHRINI et al., 2025). A presenca de 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
também foi identificada. Essa substdncia ¢ reconhecida por suas propriedades

anti-inflamatorias e antibacterianas (XU et al., 2022). Outro composto, este sendo o segundo



em maior quantidade, foi o acido n-hexadecandico, também conhecido como 4cido palmitico.
O 4cido n-hexadecandico apresenta beneficios, atuando como agente antioxidante e
citoprotetor, além de possuir propriedades antiflingicas e antimicrobianas (SAYUTI; PUTRI,

2019)

Tabela 7 - Componentes presentes no extrato de diclorometano de Phyllanthus niruri L.

N° Composto tr %
1 6-Metil-heptan-3-ol 4.20 5.25
2 trans-2-Metil-3-(1-metiletil)-1-(fenilmetil)aziridina 4.37 0.97
3 2,3-Dimetil-2-hepteno 4.49 1.44
4 Acido propidnico, 2-isopropoxi-, éster metilico 4.74 2.28
5 2-Metil-4-propil-octano 5.01 0.45
6 3-Heptino 5.15 2.64
7 Octil-oxirano 5.58 4.20
8 Acetato de 1-[(1-metil-2-propinil)oxil]-2-propanol 5.99 0.56
9 2,3-Dimetil-1,4-pentadieno 6.38 1.00

10 3-Metilciclopent-2-en-1-ona 6.64 2.57

11 3-Metil-1,3,5-pentanetriol 6.82 2.37

12 2-Metil-1,3-pentanodiol 7.32 4.00

13 3,trans-(1,1-Dimetiletil)-4,trans-metoxiciclohexanol 7.71 1.48

14 2-Nitro-2-hepten-1-ol 8.00 0.48

15 1,1'-Oxibispropanol 8.22 2.60

16 2,3-bis(Metileno)-1,4-butanodiol 8.59 0.22

17 2-(2-Hidroxipropoxi)-1-propanol 8.86 5.17

18 2-Nonadecanona 9.38 2.61

19 2,2,3-Trimetil-3-oxetanol 9.93 0.89

20 1,2-Ciclooctanodiona 10.30 0.50

21 Bis(2,3-epoxipropil)butano 10.64 0.70



Tabela 7 - Componentes presentes no extrato de diclorometano de Phyllanthus niruri L.

(continuacao)
N° Composto tr %
22 1,2-Epoxinonano 10.88 0.33
23 Acido 1,4-Di-hidro-2-metilbenzoico 11.20 1.10
24 1-(Diclorometil(dimetil)sililoxi)butano 11.62 0.69
25 2-Metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexanol 12.59 1.07
26 5-Trifluorometil-tiazolidina-2-tiona 12.82 0.18
27 3-Nonin-1-ol 13.13 1.14
28 2-Metil-3-heptin-2-ol 13.96 0.56
29 Anidrido a-(Aminometileno)glutaconico 15.47 0.29
30 3,7-Dimetil-decano 22.99 0.20
31 5,6,7,7a-Tetrahidro-4,4,7a-trimetil-2(4H)-benzofuranona 25.45 0.73
32 Cis-2-Ciclohexen-1-ol, 2-metil-5-(1-metiletenil) 28.61 0.16
33 2-Hidroxi-1,1,10-trimetil-6,9-epidioxido-decalina 30.57 0.33
34 6-Metil-ciclodec-5-enol 32.43 2.73
35 1-Octadecino 34.11 10.67
36 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona 34.28 1.47
37 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 34.77 1.68
38 Acido 1,2-benzenodicarboxilico, bis(2-metilpropil) éster 34.99 0.41
39 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 35.25 3.13
40 N-[4-Bromo-n-butil]-2-piperidinona 36.32 0.88
41 Acido n-hexadecanéico 343 8.37
42 (Z2,2.,7)-9,12,15-Octadecatrien-1-ol 42.49 1.60
43 Acido sulfuroso, éster hexilico tetradecil 4393 0.93
44 (Z)-9,17-Octadecadienal 44 .24 3.96




Tabela 7 - Componentes presentes no extrato de diclorometano de Phyllanthus niruri L.

(continuacao)
N° Composto tr %
45 Acetilcitrato de tributil 52.81 0.89
46 4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-olideo 54.11 1.11
47 Acido hexan-di6ico, mono(2-etilhexil)éster 55.93 3.26
48 (3p)-Colesta-4,6-dien-3-ol 57.62 2.92
49 Ftalato de di-n-octila 60.03 2.57
50 Vitamina E 61.97 0.36
51 Octadecanal 64.37 3.25

6.7. Atividade antibacteriana

O extrato etandlico de quebra-pedra ndo demonstrou atividade antibacteriana contra as
cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa
avaliadas. Considerando que essas bactérias fazem parte da microbiota normal da pele
(SCHOMMER; GALLO, 2013), a auséncia de atividade antibacteriana ¢ considerada um

resultado positivo.

Este resultado ¢ satisfatorio, pois estudos sugerem que os fotoprotetores devem ser
formulados de forma a ndo intervir na microbiota cutinea, ja que a diminui¢do dessa
microbiota pode levar ao desenvolvimento de condi¢cdes como dermatite (GILABERTE et al.,

2025).

6.8. Viabilidade celular

A avaliagdo da viabilidade celular revelou auséncia de citotoxicidade nas trés menores
concentragdes testadas, sendo elas 62,5 ug/mL, 125 pg/mL e 250 pg/mL, com viabilidade

superior a 70%.

Considerando que as concentracdes efetivas para a fotoprote¢do e antioxidante sdo

menores que as concentracdes citotoxicas, indica-se seguranga no uso.



7. Conclusao

Diante dos resultados obtidos, foi possivel verificar que a planta medicinal
quebra-pedra pode ser uma promissora candidata para o desenvolvimento de um fotoprotetor
natural em formulagdes topicas, contribuindo para a prevencao e reducdo dos danos causados
pela radiagao UV. O extrato diclorometanico destacou-se por apresentar valores de FPS
satisfatorios, além de apresentar a maior atividade fotoprotetora entre os trés extratos, ele
também foi capaz de aumentar significativamente o valor do FPS para o gel pemulen TR-1,

sem a adicao de filtros solares.

A analise fitoquimica do extrato indicou a presenca de metabolitos secundarios como
flavonoides, taninos, fenois e terpendides, os quais podem estar associados as propriedades
fotoprotetoras observadas. Além disso, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) identificou compostos como acido n-hexadecandico,
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, entre outros, que possuem propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e antimicrobianas, refor¢cando o potencial do extrato como agente protetor
da pele. A auséncia de atividades antibacterianas contra cepas especificas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa e a auséncia
de citotoxicidade nas concentracdes testadas sugerem que o extrato pode ter um perfil seguro

para uso cosmético.

A presente pesquisa reforca a relevancia e o potencial de utilizagdo de extratos
vegetais em preparacdes de protetores solares, evidenciando o aumento significativo dos
valores de FPS na formulacdao desenvolvida com gel Pemulen TR-1. Esses achados indicam
uma alternativa mais sustentavel para a criagdo de produtos fotoprotetores eficazes contra a

radiagao ultravioleta.
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