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RESUMO

O estudo relacionado ao emprego de produtos naturais, como extratos vegetais e 6leos
essenciais, que apresentem atividades biologicas que possam ser usadas na industria cosmética, vem
aumentando intensamente. Pesquisas demonstram que varias plantas que fazem parte de nosso
cotidiano tém apresentado grande potencial quimico por seus efeitos farmacolégicos, tais como
atividade antimicrobiana, antioxidante, fotoprotetora e ainda podem apresentar baixa toxicidade.
A Amazonia dispoe de uma rica biodiversidade que estimula a pesquisa de biomoléculas ativas que
agreguem valor tecnolégico ao serem incorporadas em fitocosméticos. No presente trabalho
estudou-se a casca-preciosa (Aniba canelilla) visando a obtenc¢ao de fitocosméticos, obtendo-se 6leos
essenciais e extratos etanolicos de folhas e galhos finos que foram submetidos a parti¢ao liquido-
liquido. Foram realizados ensaios de atividade antioxidante, pelo sequestro do radical livre DPPH
e pelo sistema B-caroteno/4cido linoleico, de determinac¢io do fator de prote¢io solar (FPS), pelo
método espectrofotométrico de Mansur, de atividade antimicrobiana, por difusio em agar e de
citotoxicidade frente a _Artemia salina. Os componentes ativos foram monitorados e separados por
diferentes técnicas cromatograficas tais como, cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia em coluna aberta (CCA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os 6leos
essenciais foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM). Os extratos ativos passaram por uma triagem fitoquimica e apds a purificagao dos extratos,
as moléculas ativas foram elucidadas por espectrometria de massa (EM). Para a atividade
antioxidante, os extratos ativos foram obtidos da fase hidroalcodlica de folhas e galhos,
encontrando as moléculas acido protocatecuico nas folhas e luteolina nos galhos. O FPS
apresentou-se maior nos extratos da fase diclorometanica das folhas e dos galhos, encontrando-se
as moléculas ativas acido cinamico nas folhas e acido siringico nos galhos. Para a atividade
antimicrobiana, apenas os Oleos essenciais de folhas e galhos foram ativos contra os fungos
Aspergillus brasiliensis, Didymella bryoniae e Candida albicans, sendo que as bactérias avaliadas nao foram
inibidas. A atividade antifungica foi atribuida a substancia majoritaria presente no 6leo essencial
de preciosa, o 1-nitro-2-feniletano, em uma possivel acdo sinérgica com o cariofileno. Os 6leos
essenciais de folhas e galhos, assim como a fase hidroalcélica dos galhos apresentaram toxicidade
contra a_Artemia salina. Considerando as atividades encontradas, foram formulados: (i) uma emulsao
antioxidante; (ii) uma emulsio fotoprotetora; e (iif) um sabonete liquido intimo contra candida. As
formulagoes foram elaboradas e avaliadas quanto aos parametros organolépticos e fisico-quimicos.
Apbs serem submetidas aos testes de estabilidade preliminar notou-se que a emulsio antioxidante
nao deve ser submetida a temperaturas superiores a 40 °C pois a desestabiliza e provoca alteragdes

de pH comprometendo a integridade da formulagdo. A emulsio fotoprotetora apresentou



pequenas variagoes, apos ser submetida a mudangas bruscas de temperatura, e o sabonete liquido
intimo apresentou-se estavel durante todas as analises. Assim, com este estudo verifica-se que os
extratos e Oleos essenciais de folhas e galhos finos de .A. canelilla podem ser incorporados em
cosméticos, agregando atividades biolégicas aos mesmos. Estudos completos de desenvolvimento
de formulag¢oes devem ser realizados, a fim de otimizar o preparo dos fitocosméticos e alcangar
uma maior estabilidade fisico-quimica. Estudos mais abrangentes de toxicidade também devem ser

realizados, a fim de garantir a seguranga dos produtos quando em contato com a pele.

Palavras-chave: fitocosméticos, produtos naturais, antioxidante, fator de proteciao solar,

antimicrobiano, citotoxicidade.



ABSTRACT

The study regarding the employment of natural products, as plant extracts and essential
oils, that present biological activities and can be used in the cosmetic industry, has increased
intensely. Researches demonstrate that several plants that are part of our lives have presented a
significant chemical potential due to their pharmacological effects, such as antimicrobial and
antioxidant activities, and photoprotection effects, along with low toxicity. The Amazon has a rich
biodiversity that stimulates the search for active biomolecules that add technological value when
incorporated into phytocosmetics. In the present work, the plant casca-preciosa (Anzba canelilla)
was studied, aiming the formulation of phytocosmetics, acquiring its essential oils and ethanolic
extracts from leaves and branches, that were submitted to a liquid-liquid partition. Antioxidant
activitiy was assessed by the free radical DPPH scavenging method, as well as by the (-
carotene/linoleic acid system. Solar protection factor (SPF) was evaluated through the
spectrophotmetric method described by Mansur. Antimicrobial activity was tested by agar diffusion
method, and the citotoxicity was assessed against Artemia salina. The active compounds were
monitored and separated by different chromatographyc techniques, such as thin layer
chromatography (TLC), collumn chromatography (CC), and high efficiency liquid chromatography
(HPLC). The essencial oils were characterized by gas chromatography coppled to a mass
spectrometer (GC-MS). The active extracts were submitted to a phytochemical screening, and after
purification of the extracts, the active molecules were elucidated by mass espectrometry (MS).
Concerning the antioxidant activity, the active molecules were obtained from the hydroalcoholic
phase of leaves and braches, and characterized as protocatecuic acid in leaves and luteoline in the
branches. The SPF was higher in the dichloromethanic phase from leavess and branches, and the
active molecules were characterized as cinnamic acid in leaves and siringic acid in the branches.
Only the essential oils of leaves and braches were active against the fungi Aspergillus brasiliensis,
Didymella bryoniae and Candida albicans. None of the tested bacteria was inhibited. The antifungic
activity was probably due to the major component of the precisosa essential oil, 1-nitro-2-
phenylethane, acting synergiccally with cariophylene. The essential oils of leaves and branches, as
well as the hydroalcoholic phase from the branches presented toxicity against A. sa/ina. Considering
the found biological activitites, it was formulated: (i) an antioxidant emulsion; (ii) a photoprotecting
emulsion; and (iii) an anticandida liquid soap. The formulations were elaborated and evaluated
regarding its organoleptic and physical-chemical parameters. After being submitted to the
preliminar stability tests, it was noticed that the antioxidant emulsion should not be submitted to
temperatures above 40°C, since it leads to pH variations and instability, committing the integrity

of the formulation. The photoprotecting emulsion presented minor variations, after being



submitted to abrupt changes of temperature, and the anticandida liquid soap was stable during all
the analyses. Therefore, with this study it is verified that the extracts and essential oils of A. canelilla
leaves and branches can be incorporated in cosmetics, adding biological activities to them. Further
studies regarding the development of formulations should be accomplished, in order to optimize
the preparation of the phyitocosmetic, and to reach a better physical-chemistry stability. Toxicity
studies should also be accomplished, in order to guarantee the safety of the products when in

contact with the skin.

Key-words: phytocosmetics, natural products, antioxidant, solar protection factor, antimicrobial,

citotoxicity.
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1.1 INTRODUGCAO GERAL

Ha milhares de anos, plantas e produtos naturais de origens diversas vém sendo utilizados
com finalidades medicinais. Inicialmente, o emprego de plantas dava-se na forma de tinturas, chas,
cataplasmas e pos, entre outras formulagoes farmacéuticas (BALUNAS e KINGHORN, 2005).
Ao conhecimento tradicional agregou-se, posteriormente, uma base cientifica sélida, resultando no
desenvolvimento de novos fairmacos destinados ao tratamento de diferentes doencas humanas
(LEE, 2004).

A Amazonia, detentora de grande quantidade de recursos naturais, pode ser fonte de
estudos sobre matérias-primas para as industrias de medicamentos e cosméticos, o que
possibilitaria um maior desenvolvimento cientifico e econémico da regido, e a implantacio de
novas industrias para a obtenc¢ao de éleos essenciais e extratos dCARVALHO, 2015‘[GF1]>. A regiao
amazonica possul varias espécies vegetais que necessitam de uma maior investigacio quimica e
farmacoldgica para a otimizacao de seus potenciais biotecnolégicos, promovendo assim o
desenvolvimento de bioprodutos para a area médica e farmacéutica de forma sustentavel (MAIA e
ANDRADE, 2009).

Segundo Dweck (2009), as plantas produzem diversas substancias ativas, seja para proteger
seus frutos e folhas de pragas, suportar exposi¢oes diretas do sol, dentre muitas outras fungdes. Na
maioria das vezes, estes ativos agem por meio de sinergismo com outros componentes. Tais
componentes, para serem extraidos e utilizados em algum bioproduto, necessitam de métodos de
extracdo e conservacao adequados, bem como de adequado solo de cultivo, incidéncia solar, taxa
de precipitagdo, entre outros fatores que interferem no metabolismo vegetal.

Algumas espécies, mesmo sem um profundo conhecimento cientifico, vém sendo
comercializadas em feiras regionais, com a planta seca e triturada em forma de sachés, pedagos das
cascas do tronco ou folhas secas, como por exemplo, a casca-preciosa (Aniba canelilla), muito
utilizada na medicina tradicional da regidao amazonica contra diversos males (SILVA, 1977,
INTERAMINENSE et al., 2010). Segundo Lahlou e a/. (2005), as cascas do caule de .A. canelilla
possuem um teor de Oleo essencial de aproximadamente 1% do peso seco da planta, cujo
constituinte principal ¢ o 1-nitro-2-feniletano, responsavel pelo cheiro conferido a espécie que se
assemelha ao da canela. Nitroderivados encontrados em plantas sdo raros, e no caso do 1-nitro-2-
feniletano, a biossintese envolve a oxidagdo do aminoacido fenilalanina seguida por
descarboxilagao espontanea (SIQUEIRA ez a/. 2010).

Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas para os metabolitos de A. canelilla, tais

como, vasorrelaxante INTERAMINENSE ¢z a/., 2013; BRITO et al., 2013; ARRUDA-BARBOSA
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et al., 2014), cardiovascular (LAHLOU, 2005; SIQUEIRAez af., 2010; INTERAMINENSE ez /.,
2011), antinociceptiva (LIMAez al, 2009), antioxidante (SILVA e al., 2007; MARTINS, 2010),
antimicrobiana (SILVA, 2012), citotéxica (SILVA ez al., 2007), citoprotetora (COSKER ez al., 2014),
anti-inflamatéria (VALE ef al., 2013), inibitéria da acetilcolinesterase (SILVA e al, 2014), hipnotica,
anticonvulsiva, ansiolitica (OYEMITAN e al, 2013), fotoprotetora (MARTINS, 2016) e
antiulcerogénica (DE BARROS, 2015).

Uma forma de agregar valor aos recursos naturais da Amazonia, por exemplo, envolve a
transformagao do material vegetal detentor de atividade biologica em um fitocosmético, que pode
ser definido como um cosmético que contém ativo natural, seja um extrato, 6leo fixo ou dleo
essencial, cuja acdo define a atividade do produto (ISAAC ez al., 2008).

A adi¢do de extratos, ceras, 6leos fixos e essenciais em produtos cosméticos agrega
beneficios e valor comercial aos mesmos, pois devido a presenga de metabdlitos secundarios como
os fendis simples, acidos fendlicos, flavonoides, taninos, entre outros, confere-se uam série de
atividades clinicas desejadas pela industria cosmética, como a¢ao antioxidante, anti-inflamatoria,
antienvelhecimento e fotoprotetora (MARTINS, 2016; GURIB-FAKIM, 20006). Seguindo esta
tendéncia, surge a necessidade de estudos cientificos que comprovem os efeitos benéficos desses
componentes quando adicionados em diferentes formulagoes cosméticas, visando garantir sua
eficacia e seguranca (BALOGH, 2011). Da mesma forma, um fitocosmético ao ser formulado
precisa de estudos de estabilidade fisica e quimica, pois a substitui¢io de um ou mais componentes
da formulacao implica em mudancas das caracteristicas fisico-quimicas da mistura final
(BORELLA et al., 2010).

O desenvolvimento cientifico e tecnolégico ao longo dos anos promoveu um grande
avanco na pesquisa de produtos naturais. Impulsionado principalmente pelo apelo que a
biodiversidade exerce sobre as pessoas, nota-se um grande aumento no uso de produtos naturais
em substitui¢io aos derivados minerais e animais (FUNARI e FERRO, 2005). A vegetagao
amazonica, devido a sua rica biodiversidade e o grande potencial biotecnolégico, pode ser usada
para obtencao de fitocosméticos.

Sendo assim, o presente estudo pretende contribuir para viabilizar a utilizacio de 6leos
essenciais e extratos de uma espécie da Amazonia em formulagées cosméticas, verificando o
potencial biol6gico destes componentes e a aplicabilidade de interesse industrial da .Aniba canelilla

para subsidiar a elaboragdo de produtos fitocosméticos assegurando sua eficacia e qualidade.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial de extratos e 6leos essenciais de Anzba canelilla detentores de atividade

biolégica para o desenvolvimento de fitocosméticos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a atividade antioxidante de extratos e 6leos essenciais de folhas e galhos de A.
canelilla por reagao direta e indireta;

2. Investigar o fator de prote¢ao solar (FPS) dos extratos e 6leos essenciais de folhas e galhos
de A. canelilla;

3. Avaliar a atividade antifungica e antibacteriana de extratos e 6leos essenciais de folhas e
galhos de A. canelilla;

4, Mensurar a atividade citotoxica de extratos e 6leos essenciais das amostras que apresentam
atividade biolégica de interesse;

5. Analisar qualitativamente os constituintes quimicos de extratos e 6leos essenciais de folhas
e galhos de A. canelilla,

0. Isolar as substancias biologicamente ativas das amostras promissoras por técnicas
cromatograficas nos extratos e 6leos selecionados;

7. Caracterizar quimicamente as substancias ativas;

8. Desenvolver produtos cosméticos a partir dos extratos e/ou 6leos essenciais com a

atividade bioldgica de interesse;
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Capitulo 2

Revisao Teorica
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2.1 HISTORIA DOS COSMETICOS

A palavra ‘cosmético’ origina da palavra grega kosmeticds, que significa “habil em adornar”.
Existem evidéncias arqueoldgicas do uso de cosméticos para embelezamento e higiene pessoal
desde 4000 a.C. Os primeiros registros tratam dos egipcios, que pintavam os olhos com sais de
antimonio para evitar a contemplacdo direta do deus Ra, representado pelo sol. Para proteger sua
pele das altas temperaturas e secura do clima desértico da regiao, os egipcios recorriam a gordura
animal e vegetal, cera de abelhas, mel e leite no preparo de cremes para a pele. No Egito Antigo as
mulheres usavam p6 de Kajal e outros pigmentos como maquiagem e banhavam-se com agua de
carbonato no rio Nilo. Cleépatra (69 a.C.), a dltima rainha do Egito que até a atualidade é lembrada
como sinonimo de beleza, desfrutava de seus conhecidos banhos de leite de cabra e sua maquiagem
(PANDOLFO, 2010).

Os primeiros povos a produzirem sabdes foram os gregos, seguidos dos romanos, ¢ eram
preparados a partir de extratos vegetais do Mediterraneo, como o azeite de oliva e o 6leo de pinho,
e também a partir de outros minerais alcalinos obtidos a partir da moagem de rochas. Atores do
teatro romano, para compor seus personagens, eram grandes usuarios de maquiagens produzidas
com diversos tipos de 6leos, pigmentos naturais, vegetais e minerais, porém, muitos pigmentos
minerais continham chumbo ou merctrio na sua composic¢ao levando varios atores a morte por
intoxicacio (GALEMBECK e CSORDAS, 2011).

Na época do Império Romano (150 a. C.), o médico Claudio Galeno desenvolveu um
produto a base de cera de abelhas e borax que era conhecido como Unguentum Refrigerans, um creme
trio (cold cream) que produzia uma sensagao refrescante ao entrar em contato com a pele, liberando
a fase interna aquosa, considerado o ponto de partida para a era galénica dos produtos quimico-
farmacéuticos. Mais tarde, o 6leo de améndoas substituiu o azeite e a incorporagio de borax
contribuiu para a formagao da emulsido, minimizando o tempo de processo. Estava af a primeira
base para sustentar os pigmentos de didxido de titanio e facilitar a aplicag¢do na face; nascia a base
cremosa facial (PANDOLFO, 2010; GALEMBECK e CSORDAS, 2011).

Na Idade Moderna (séculos XVII e XVIII), era muito comum em Paris a venda de
cosméticos, pomadas, azeites, aguas aromaticas, sabonetes e outros artigos de beleza. Em 1725,
Giovanni Maria Faria estabeleceu-se em Colonia, na Alemanha, onde criou a famosa agua de
colonia. Entretanto, foi a partir do século XX que surgiram as primeiras indudstrias de cosméticos.
Helena Rubinstein foi pioneira e revolucionou os conceitos de tratamentos de beleza tradicionais,
criando, a partir de muita pesquisa, formulas inovadoras, consideradas milagrosas, para combater

rugas ¢ os efeitos do vento e do sol sobre a pele. Essas formulas seriam retomadas mais tarde por
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toda a industria cosmética mundial. Visionaria, abriu em 1902 um instituto de beleza, associando
pela primeira vez a dermatologia a cosmética (DE QUEIROZ ¢/ al., 2013).

Durante os anos 1970 e 1980 os aparelhos de /aser e os acidos retindico e glicélico
comecgaram a ser empregados no tratamento de rugas e manchas, e os filtros solares tomaram
espaco no mercado mundial e nacional. J4 nos anos 1990 surgiram os cosméticos multifuncionais,
como batons com protetor solar e hidratantes que previnem o envelhecimento. Com a entrada do
século XXI, ficaram cada vez mais claros os beneficios dos cosméticos sobre a pele, cabelos e
unhas. Surge, entdo, a denominagdo “cosmecéutico”, que remete a um produto de tecnologia mais
avangada e consequente agdo fisiologica comprovada. Atualmente as pesquisas avangam na diregao
da descoberta de matérias-primas cada vez mais eficazes, atuando na qualidade celular e no
rejuvenescimento sem intervengao cirargica (SIMILI e SOUZA, 2015).

Nos ultimos anos, os cosméticos com ingredientes naturais em sua formulagdo tém
ampliado seu mercado, pois os consumidores estao mais adeptos da consciéncia ambiental e
destacam o interesse pela flora brasileira. Em vista disso, varias espécies tém sido utilizadas para
estudo de estabilidade fisica ¢ quimica de formulacoes fitocosméticas, como as emulsoes O/A
desenvolvidas por Lima ez a/. (2008) contendo 6leo de babagu, cremes e géis contendo semente e
extratos de uva (SOUZA e FERREIRA, 2010), extratos de catuaba e marapuama (VELASCO ez
al., 2008), emulsoes com 6leo de andiroba (FERRARI ¢z a/., 2007), dentre muitos outros.

A industria de cosméticos moderna busca, entdo, receitas para o rejuvenescimento,
hidratacdo e relaxamento da pele e do cabelo a partir de matérias primas da floresta amazonica,
tranformando 6leos essenciais e extratos em géis, cremes, xampus, condicionadores, etc. (LEITE,
2009). Neste contexto, as plantas amazonicas ganham um destaque especial pois, com uma rica
biodiversidade, a floresta possui plantas aromaticas, produtoras de 6leos essenciais, que podem ser

empregadas em diversas formulagoes.

2.2 0 MERCADO DE COSMETICOS NO BRASIL

No Brasil, de acordo com a RDC N° 211, de 14 de julho de 2005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cosméticos, produtos de higiene e perfumes “sio preparagoes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais externos, dentes e membranas mucosas
da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua

apaténcia e/ou corrigir odotes corporais e/ou protegé-los ou manté-los em bom estado”.
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Portanto, o segmento de higiene pessoal é composto por sabonetes, xampus,
condicionadores, desodorantes, produtos de higiene bucal e de barbear. J4 o segmento de
cosmético é composto por maquiagens, protetores e bronzeadores solares, produtos para o cabelo,
cremes e logoes para o rosto e corpo. Por fim, no segmento de perfumes estao os sais e 6leos para
banho, extratos e os perfumes. Ha também um segmento voltado exclusivamente para produtos
de higiene infantil, composto por talcos, sabonetes, xampus, entre outros artigos (CALIARI, 2002).

No Brasil, as grandes industrias de cosméticos, como a Avon e a L’Oréal, s6 chegaram na
década de 1950, devido a politicas de incentivo. Essas novas empresas langaram a venda direta e
os produtos de beleza para o publico feminino (GALEMBECK e CSORDAS, 2011). Segundo
Silva e Tobias (2007), a primeira fabrica nacional de cosméticos foi a Natura, fundada em 1969.
Comegou como uma pequena loja e um laboratério em Sao Paulo (SP), e com a ideia de incorporar
a seus servicos uma abordagem personalizada, oferecendo produtos diferenciados para o clima
umido do Pafs e para os varios tipos de peles locais. Além desse diferencial, a empresa passou a
investir no sistema de vendas diretas, com vendas porta-a-porta, que permitia o contato direto e
personalizado da empresa com seus clientes. A Natura ¢ atualmente a maior empresa brasileira de
cosméticos e mantém a lideranga desde 2001, quando superou sua concorrente Avon (AYRES,
20106).

Outra importante fabrica brasileira é O Boticario, que teve sua origem em 1977, em Curitiba
(PR), em uma pequena farmacia de manipulag¢ao chamada A Botica. Além do aviamento de receitas,
uma linha prépria de cosméticos naturais comegou a ser desenvolvida, e seus primeiros produtos,
xampus e cremes para cabelo, obtiveram enorme sucesso. Foi o primeiro passo para o surgimento
de O Boticario. O passo seguinte foi a abertura de uma loja no aeroporto de Curitiba, em 1979,
quando um numero expressivo de pessoas teve a oportunidade de conhecer a nova e ja ampliada
linha de cosméticos naturais de O Boticario. Dessa forma, os passageiros, oriundos de diferentes
cidades passaram a adquirir e divulgar seus produtos, bem como o pessoal de bordo das
companhias aéreas, que se tornaram vendedores informais dos cosméticos em todo o Brasil
(GRUPO O BOTICARIO, 2012).

Segundo a Associa¢ao Brasileira de Industria de Higiene Pessoal e Cosméticos (ABIHPEC)
o setor apresenta consideravel crescimento no Brasil, sendo um dos que mais geram empregos
diretos e indiretos no pafs. Até 2014, os indices da industria de higiene pessoal, perfumaria e
cosméticos foram os mais vigorosos que o restante das industrias. Em 2015, com o aumento do
IPI em maio e com a recessao da economia, o setor retraiu quase 9% pela primera vez nos ultimos

23 anos. No entanto, o setor apresentou um crescimento médio deflacionado composto de 11,4%
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nos ultimos 20 anos, tendo passado de um faturamento ex-factory, liquido de imposto sobre vendas,
de R$ 15,4 bilhées em 2005 para R$ 42,6 bilhoes em 2015 (ABIHPEC, 2010).

Viarios fatores tém contribuido para este excelente crescimento do setor no pafs, dentre os
quais destacam-se: (i) a participa¢do crescente da mulher brasileira no mercado de trabalho; (if) o
aumento da expectativa de vida, o que traz a necessidade de conservar uma impressao de juventude
e cuidar de seu bem-estar; (iii) a utilizacao de tecnologia de ponta e o consequente aumento da
produtividade, favorecendo os precos praticados pelo setor, que tem aumentos menotres do que 0s
indices de precos da economia em geral; (iv) uma cultura cada vez mais voltada ao cuidado com a
saude e bem estar, que vem fazendo o publico masculino incorporar o uso de produtos do setor.

Segundo o panorama da ABIHPEC (2016), existem no Brasil 2.613 empresas atuando no
mercado de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, sendo que 20 empresas de
grande porte, com faturamento liquido de impostos acima dos R$ 200 milh&es, representam 75,0%
do faturamento total. Em relagdio ao mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos, conforme dados do Euromonitor de 2016, o Brasil ocupa a quarta posicao,
representando 7,1% do consumo mundial. E o segundo mercado em depilatérios, desodorantes,
perfumes, produtos masculinos; o terceiro em higiene oral, produtos infantis, produtos para

cabelos; quarto em produtos para o banho; quinto em maquiagem e oitavo em produtos para a

pele.

2.3 FITOCOSMETICOS: PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL EM COSMETICOS

A fitocosmética pode ser definida como o segmento da cosmetologia que se dedica ao
estudo e aplicacdo das substancias ativas extraidas de materiais vegetais, em proveito da higiene, da
estética, da correciio e da manutencio do estado normal e sadio da pele (ARAUJO ez al., 2010).

O fitocosmético é uma preparagao composta por substiancias de origem natural destinada
a ser posta em contato com as diversas partes superficiais do corpo humano, designadamente
epiderme, cabelo, unhas, labios, dentes e mucosas bucais, com o objetivo de limpar, perfumar,
proteger, modificar o aspecto ou conservar em bom estado e/ou cotrigir os odores corporais
RUIVO, 2012).

De acordo com Maimom (2000), as industrias europeia e americana se destacam em relagao
a utiliza¢ao de produtos naturais em cosméticos e esta dividida, basicamente, em dois grupos de
empresas. O primeiro grupo é especializado em produtos naturais e nele estio as empresas que
utilizam recursos naturais em suas linhas de producio, apresentado ainda forte apelo a ética

ambiental em sua politica institucional e de marketing. Sdo citadas neste grupo as empresas
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francesas Yves Rocher, Biotherm, Clarins e Ushua, as empresas americanas Aveda, Rose Brier,
Mahogany, e a inglesa The Body Shop.

O segundo grupo ¢é formado por empresas do ramo de cosméticos que, além de seus
produtos tradicionais, buscam se diversificar adicionando aromas, corantes e vitaminas naturais, ou
inserindo produtos naturais em suas plantas de fabricagao. Sio exemplos de empresas deste grupo:
1’ Oreal, Esther Lauder, Clinique, Procter ¢ Gamble e Unilever (MAIMOM, 2000).

Atualmente, a utilizacdo direta das plantas na indudstria de cosméticos esta cada vez mais
sendo substituida pela aplicagao de seus extratos (CUNHA ez 4/, 2008). Isso ocorre por conta das
desvantagens relacionadas ao primeiro processo. Com a utilizacao direta das plantas podem surgir
problemas microbiologicos e a presenca de grande quantidade de particulas sélidas nas
formulagoes, além de exigir a utilizagdo de grande quantidade de material vegetal para que a
quantidade de substancias ativas desejadas seja conseguida. Assim, a utiliza¢ao de extratos e 6leos
purificados em formula¢Ses cosméticas ¢ mais conveniente e segura (RUIVO, 2012) e tem

orientado a elabora¢io de diversas formulagdes, como as apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Cosméticos elaborados a partir de extratos, 6leos ou manteigas de espécies vegetais

brasileiras.
Extratos/6leos Cosmético Referéncia
Extratos do bagaco de uva Cremes e géis Souza e Ferreira (2010)
Extrato de acai Creme fotoprotetor Dabher e al. (2014)
Oleo de melaleuca Sabonete liquido intimo Garcia et al. (2009)
Extrato de pimenta malagueta Xampu esfoliante Scacheti ez al. (2011)
Extrato de Ginkgo biloba Filtro solar Pinto ez al. (2013)
Manteiga de manga Filtro solar Velasco ez al. (2012)
Extrato de barbatimao-verdadeiro Sabonete liquido Souza et al. (2007)
Oleo de café verde Filtro solar Savian ef al. (2011)
Oleo de copaiba e andiroba Repelente de insetos Oliveira (2008)
Extrato etandlico de goiaba Creme antioxidante Pietro ez al. (2008)

Extrato seco de cacau Creme hidratante Silva et al. (2013)
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2.3.1 EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos podem ser classificados quanto a sua consisténcia e em relagdo ao liquido
extrator. Eles podem ser definidos como “preparagdes farmacéuticas solidas obtidas pela
concentragao, até¢ determinado grau, das solucOes resultantes do esgotamento das substancias
medicamentosas por um dissolvente como agua, alcool, éter, acetona, metanol, entre outros”
(PRISTA et al., 2008).

De modo geral, os extratos poderio constituir preparagoes extrativas de consisténcia liquida
e concentrada, equivalentes no seu conteido em substancias ativas aos compostos vegetais de onde
sao extraidos, de consisténcia semi-solida com uma porcentagem de agua entre 20-25%; de
consisténcia sélida, suscetiveis de redugao a po, e cujo conteido em agua esta entre 2 e 5%, obtido
a partir de partes vegetais geralmente secas (PRISTA ez a/, 2008; CUNHA ¢z al., 2008).

Previamente a sua incorpora¢ao em um cosmético, o material vegetal deve ser submetido
a um processamento quimico significativo (como a inativacdo de enzimas ou moagem) que
interfere na sua atividade bioldgica, sendo que o fator mais importante se resume a fonte do
material vegetal a ser extraido, uma vez que cada parte da planta contém intimeras moléculas
quimicas diferentes (RUIVO, 2012). Além disso, os materiais indesejaveis podem ser eliminados

apos a extragao (PRISTA et al., 2008).

2.3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais, também chamados de dleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias, sao
misturas complexas de substancias volateis, com solubilidade baixa em agua e soluveis em solventes
organicos, geralmente odoriferas e liquidas a temperatura ambiente, com aparéncia de 6leo. Sio
chamados de esséncias por possuirem a volatilidade como principal caracteristica, e em geral
possuem o aroma agradavel e intenso. Sao principios imediatos de origem vegetal, proprios de
vérios grupos de espécies (SIMOES e SPITZER, 1999).

Os 6leos essenciais constituem, de uma maneira geral, uma mistura muito complexa de
hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos aromaticos e alcoois, encontrados no tecido vivo de
determinadas plantas, em geral concentrados na casca, nas flores, nas folhas, nos rizomas e nas
sementes (ARAUJO, 1995). Eles podem ser utilizados pelas indstrias farmacéuticas, como
fragrancia em cosméticos, perfumaria, sabonetes, aromatizantes de ambientes, aromatizantes de
alimentos, bebidas e produtos de utilidade doméstica, como, por exemplo, detergentes, sabdes,

desinfetantes, plasticos, tintas, borrachas, repelentes de insetos, além de seu emprego como
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intermediarios sintéticos de perfumes (COSTA, 1994; WOOLF, 1999; MAIA, ZOGHBI e
ANDRADE, 2001).

2.4 ESPECIES AMAZONICAS DE INTERESSE PARA USO EM COSMETICOS

Em seu estudo, Revilla (2000) descreve 72 plantas de interesse econoémico, nativas ou
aclimatadas na regiao amazonica, que poderiam ser manejadas de modo extrativo para atendimento
nos segmentos fitoterapico, cosmético, complemento alimentar, corante, inseticida, repelente e
fibras. De acordo com o autor, o nimero de espécies com potencial de mercado é superior ao
apresentado, pois o referido estudo ndo considerou outras espécies de importancia economica,
como cupuagu, guarana, buriti, etc., por serem plantas altamente pesquisadas.

No segmento de cosmético, Revilla (2000) cita especificamente as seguintes espécies com
potencial de uso: amor crescido, andiroba, babacu, babosa, castanha-do-para, cipé-alho, cipo-
cravo, copaiba, cumaru, mamona, mari, mulateiro, mulungu, murumuru, pataua, pau-rosa, pido
roxo, piquia, sacaca, sapucaia, tucuma e urucum.

O pau-rosa é um grande produtor de linalol em seu 6leo essencial (PIMENTEL, 2015),
que ¢é conhecido mundialmente por compor grandes marcas da perfumaria fina como Channel n.5.
Presente na mesma familia (Lauraceae) e género (Aniba), a casca-preciosa possui um 6leo essencial
com um composto nitroderivado incomum em produtos naturais, que lhe confere um aroma
caracteristico lembrando o de canela, e juntamente com seus extratos possui um grande potencial

para estudos cientificos de aplicabilidade cosmética.

2.4.1 CASCA-PRECIOSA

A espécie Aniba canelilla (Figura 1) é nativa da regiado Amazoénica, distribuindo-se
amplamente nas matas pluviais do interior da Guiana Francesa no leste, ao longo do escudo das
Guianas, atravessando Suriname, Venezuela e Colombia até a Amazonia peruana. No Brasil, ocorre
nos estados do Para e Amazonas (LUPE, 2007). Seus sinonimos botanicos sao Aniba elliptica A.C.
Sm. e Cryptocarya canelilla Kunth. E popularmente conhecida como: casca-do-maranhio, canela-
cheirosa, folha-preciosa, arapaima, amapaiama, pereiora, pau-precioso, pau-rosa; rosewood, bragilian
rosewood (Inglés); legno di rose; rosenholzbannz; bois de rose; palo de rosa (MAIA et al., 2000; MORS et al.,
2000).

Esta arvore fornece madeira de 6tima qualidade, apropriada para mobiliario e construgao

civil (LUPE, 2007) e ¢ enormemente utilizada na medicina popular contra artritismo, esgotamento
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nervoso (SILVA, 1977), ¢ usada também como redutora da albumina no sangue, hidropsia, catarro
cronico, sifilis, leucorréia, aerofagia, males do coragao INTERAMINENSE ef 4/, 2010), dor ap6s
extragao de dentes (MORS e al, 2000), anemia, anti-desentérico, anti-espasmodico e anti-
inflamatorio, digestivo, eupéptico, peitoral e estimulante (MAIA ez a/., 2000), bem como resfriados,

dor de cabeca e nauseas (SILVA, 1977; LUPE, 2007).

Figura 1 - Folhas e flores de Aniba canelilla (casca-preciosa).

Fonte: https://encrypted-tbn0.gstatic.com.

Os 6leos essenciais das folhas e galhos finos foram analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM) por Lima (2004) e por CG-EM e Microextragao
em Fase Sélida (HS-SPME) por Lupe (2007), identificando como composto majoritario o 1-nitro-

2-feniletano (Figura 2), uma molécula rara em produtos naturais, derivada da fenilalanina.

Figura 2 - Estrutura quimica do composto majoritario do 6leo essencial de Anzba canelilla.

1-nitro-2-feniletano

Outras substancias presentes no 6leo essencial de A. canelilla sio eugenol, metileugenol
(Figura 3), anabasina, anibina e tanino (LORENZI ¢ MATOS, 2002), «- pineno, B-pineno, -

felandreno, B-catiofileno, B-sesquifelandreno, p-cimeno, linalol, a-copaeno e espatulenol (MATA ez

al., 2000).
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Figura 3 - Estrutura quimica de constituintes do 6leo essencial de Aniba canelilla.

= =

SN SN

metileugenol eugenol

Em outro estudo foram identificados sesquiterpenos no oleo essencial das folhas, bem
como a presenca de moléculas precursoras da biossintese de 1-nitro-2-feniletano como
benzonitrila, benzoacetaldeido e benzoacetonitrila (MAIA ez al, 1996). O 6leo essencial obtido das
cascas do caule apresenta os alcaléides benziltetrahidroisoquinolina (LORENZI e MATOS, 2002),
tetrahidroprotoberberina (TAVEIRA ez al, 2003), (R)-(+)-noranicanina, anicanina (OGER ef al.,
1992), canelila, norcanelilena (LUPE, 2007), (-) norcanelilina, (+) canelilina e canelilinixina (OGER
et al. 1994).

Silva ez al. (2007) verificaram a presenca de substancias fendlicas nos extratos metanolicos
da casca e do tronco de A. canelilla. Relatam uma notavel atividade antioxidante, atribuida a
benziltetrahidroisoquinolina e a alcaloides tetrahidroprotoberberinicos, afirmando que os grupos
N-H e as hidroxilas fenolicas existentes nestas estruturas contribuem para a eficiéncia antioxidante
dos extratos.

Fonseca Jr. ez al. (2015) relata a existéncia de substancias fendlicas presentes nos extratos
etanolicos de A. canelilla que possuem alto FPS que podem ser purificados e utilizados em
fitocosméticos fotoprotetores. Silva ez al. 2015 também relata que existem substancias antioxidantes
nos extratos etanodlicos de .A. canelilla que podem substituir antioxidantes sintéticos em formulagoes
cosméticas.

Destaca-se ainda que nao existem trabalhos utilizando A. canelilla em formulagGes
cosméticas, além dos realizados por este grupo de pesquisa (SILVA, 2012, FACANHA E
ALBUQUERQUE, 2014; REIS E SILVA, 2015; SILVA e¢f al., 2015; FONSECA Jr. ¢ al., 2015;
MONTEIRO e al., 2016).
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2.5 CONSTITUINTES COSMETICOS

Os cosméticos possuem componentes basicos com diferentes propriedades funcionais e
fisico-quimicas, que devem ser bem conhecidos a fim de possibilitar a preparagao de formulagoes
com qualidade e funcionalidades adequadas. No presente trabalho, foram elaborados sabonetes

liquidos e emulsGes, sendo seus principais componentes descritos a seguir.
2.5.1 AGENTE ESPESSANTE

Os agentes espessantes sao normalmente utilizados na forma de sais, alginatos e
alcanolamidas de acidos graxos, que também apresentam poder reengordurante e estabilizador de
espuma. Os agentes engordurantes como alcanolamidas, lanolina e derivados hidrossolaveis sao
doadores de viscosidade e espumacidade usados para se evitar a retirada excessiva de gordura pelo
tensoativo (MOTTA, 2007; CALEFFI ez al., 2012).

Apesar de o poder espumante nao ter nenhuma ligacio com o poder de limpeza, os
consumidores costumam levar em conta este fator na hora de escolher o produto. A formagio de
espuma depende do pH da solugio, do contetido em eletrélitos e da dureza da 4dgua. E possivel
melhorar ou estabilizar o poder espumante de um xampu ou sabonete liquido, por exemplo, através
da adi¢ao de varios componentes como carboximetilcelulose (Figura 4), fosfatos, alcanolamidas,

etc MOTTA, 2007, CALEFFI ¢ al., 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica de componentes espessantes utilizados em formulagdes cosméticas.

N
_ -%?gr- - o/ o

R=H or CH,COH

carboximetilcelulose dietanolamida de acido graxo
2.5.2 AGENTE PEROLIZANTE

Outro aspecto valorizado pelo consumidor é a aparéncia sedosa ou perolada de xampus e
sabonetes liquidos. Como agentes perolantes sao utilizados ésteres de acidos graxos, sabdes

metalicos e certas alcanolamidas de acidos graxos. O perolizante diestearato de etilenoglicol (Figura



37

5), tensoativo anionico de limpeza suave, é utilizado para modificar a aparéncia do produto

(MOTTA, 2007; CALEFFI ¢t al.,2012).

Figura 5 - Estrutura quimica de um surfactante anionico utilizado em formulagdes cosméticas como

agente perolizante.

diestearato de etilenoglicol

2.5.3 AGENTE CONSERVANTE

Devido a presenca de 4gua e de componentes organicos, os cosméticos sao susceptiveis a
ataques de microrganismos que alteram a qualidade do produto, por isso sao utilizados agentes
conservantes como metilparabenos (Nipagin) e propilparabenos (Nipazol) (LIMA e
COMARELLA, 2009) (Figura 0).

Figura 6 - Estrutura quimica dos conservantes parabenos utilizados em formulagdes cosméticas.
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2.5.4 AGENTE QUELANTE

Os agentes quelantes ou sequestrantes de metais sdo essenciais na formulaciao de xampus.
A agua contém sais minerais e a queratina do cabelo tem uma estrutura carregada de cargas
negativas. Por atragdo eletrostatica, os metais contidos na agua se depositam sobre o cabelo.
Quanto mais poroso estiver o cabelo, maior a deposi¢ao de metais sobre os fios, tornando-os
opacos, sem maleabilidade e com aparéncia suja. Quelantes como o EDTA (acido etilenodiamino

tetracético) impedem que os metais contidos na agua se depositem sobre os fios de cabelo, ja que
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eles se ligam ao EDTA (Figura 7) e sio totalmente removidos durante o enxagie (LIMA e

COMARELLA, 2009).

Figura 7 - Estrutura quimica do agente quelante EDTA (acido etilenodiamino tetracético).

acido etilenodiamino tetraacético

2.5.5 AGENTE EMOLIENTE

Substancias sao adicionadas a formula¢ao para amaciar e hidratar os cabelos, restaurando a
oleosidade perdida e evitando o ressecamento da pele do couro cabeludo. Como agentes emolientes

podem ser usados uréia, 6leo de améndoas ou 6leo mineral (LIMA e COMARELLA, 2010).
2.5.6 AGENTE REFRESCANTE

O composto organico mentol, obtido por sintese ou pela extracio do 6leo de menta, é
adicionado a algumas formulag¢Ges para causar a sensagao de frescor na pele durante e apds a
lavagem. Quando aplicado na pele, ele produz vasodilatagao, provocando efeito refrescante seguido
de efeito analgésico. Segundo a Catec, em Resolucio RDC n° 8 de 1 de novembro de 2005, em
baixas concentracbes o mentol nao produz efeitos téxicos, porém em concentragdo igual ou
superior a 3% ele causa efeitos irritantes (ANVISA, 2006). Na Figura 8 estdo as estruturas quimicas

do mentol e da canfora, agentes refrescantes utilizados em cosméticos.
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Figura 8 - Estrutura quimica de agentes refrescantes utilizados em cosméticos.
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2.5.7 ADITIVOS

Esséncias e corantes sao adicionados aos cosméticos para satisfazer as exigéncias do
consumidor, porém podem provocar alteragdes na estabilidade, transparéncia, viscosidade e cor
final. Aditivos especiais sao adicionados aos produtos para caracteriza-los, dependendo da proposta
do produto, como por exemplo: agentes sequestrantes, antioxidantes, filtros solares,
medicamentos, etc. Quanto ao diluente, o mais utilizado ¢é agua tratada, destilada ou deionizada

(MOTTA, 2007; CALEFFTI et a/.,2009). Alguns exemplos de aditivos sio:

2.5.7.1 Corantes
Os corantes sdo os compostos responsaveis pela cor nos cosméticos. Devem apresentar

alto grau de pureza e boa estabilidade, além de serem aprovados para uso em cosméticos pela

ANVISA.

2.5.7.2 Esséncias
As esséncias sao composi¢oes aromaticas formadas pela combinagdo de dezenas e algumas

vezes centenas de compostos odoriferos de origem natural e sintética.

2.5.7.3 Acido citrico

O acido citrico ¢é utilizado para correcao do pH em sistemas como xampus,
condicionadores e sabonetes liquidos. No entanto, em agumas formulagdes, o acido citrico (Figura
9) também ¢ usado como antioxidante. Para sua utilizacdo é necessario a sua previa dissolu¢ao em

agua.
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Figura 9 - Estrutura quimica do componente utilizado como corretor de pH acido citrico.
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2.5.7.4 Agua

A 4gua ¢ a matéria prima basica para a fabricacao de cosméticos, desta forma deve ser de
excelente qualidade, tanto no aspecto quimico/fisico, quanto microbiolégico. A mais utilizada em
cosméticos é a agua deionizada embora outras formas de purificagio da agua possam ser

empregadas sem afetar a qualidade do produto final.
2.6 PRODUTOS COSMETICOS

No presente trabalho foram formulados sabonetes liquidos e emulsoes contendo extratos
e/ou 6leos essenciais de A. canelilla. A seguir apresenta-se a descri¢ao destes produtos cosméticos,

bem como de seu local de uso (pele), e do principal componente de sabonetes, o surfactante.
2.6.1 SABONETE

O sabonete ¢ o produto cosmético mais consumido no Brasil e tem como principal fun¢ao
limpar a pele, removendo as impurezas e eliminando os residuos da pele. De acordo com a
ABIHPEC, siao consumidas aproximadamente 218 mil toneladas de sabonetes em barra e 4,8 mil
toneladas por ano de sabonetes liquidos no pafs, sendo o segundo maior consumidor mundial deste
produto per capita (MOTTA, 2007; GALEMBECK e CSORDAS, 2009).

O sabonete possui moléculas de carater anfifilico em sua composi¢ao, os surfactantes
(SANTOS et al., 2007). Moléculas de sujidade com carater apolar ligam-se com a parte apolar,
enquanto que a extremidade polar se liga com a 4gua podendo assim serem removidas (ROSSI ez
al, 2006; CONDE, 2003).

Geralmente, os sabonetes podem ser encontrados nas formas sélidas, liquidas ou pastosas.
Cada forma, de acordo com o costume popular, é utilizada em diferentes situagoes. Para o banho,

por exemplo, a forma sélida é a mais utilizada. Ja para barbear ou para depilagao, costuma-se utilizar
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os aerossois. Os sabonetes liquidos sdo utilizados para ambos os fins, e o seu uso tem alcangado
mais adeptos com o passar do tempo (MERCANTE ez a/., 2009).

A diferenga no processo de fabrica¢ao de sabonetes liquidos e em barra esta na base. A
base para os sabonetes em barra é obtida através da reagao de gorduras vegetais ou animais com
soda caustica. Apds esse processo sao adicionados preservantes, corantes ¢ o produto ¢ prensado.
Os sabonetes liquidos sio obtidos em uma unica etapa através da mistura de diferentes surfactantes
com preservantes, emolientes, corantes, hidratantes e perfumes (MOTTA, 2007).

A produgio de sabonetes liquidos subdivide-se entre sintéticos, aqueles feitos com
compostos previamente processados a partir do petréleo ou de plantas, e naturais, produzidos por
reagao direta entre 6leos e uma base (UNIOESTE, 2009). Devido ao processo de fabricagao, ¢é
mais facil agregar ingredientes benéficos para a pele aos sabonetes liquidos (MOTTA, 2007).

Em se tratando de sabonete liquido intimo, a principal modificagdo em relagao ao sabonete
liquido tradicional esta relacionada ao pH, que deve ser por volta de 3,8 a 4,2, com o objetivo de
manter as condi¢des de pH vaginal, preservando a flora normal feminina. As principais vantagens
do sabonete liquido intimo sao: (i) utilizagao de pouco perfume, diminuindo a sensibilidade quanto
aos componentes das esséncias; (i) sio excelentes veiculos para substancias ativas; (iii) menor
possibilidade de contaminag¢ao por microrganismo, pois nao ficam exposto ao ar; e (iv) dificilmente
havera contaminagao pelo uso de pessoas diferentes, como ocorre com o sabonete comum em

barra (GARCIA e7 al., 2009).

2.6.1.1 Surfactantes

O principal componente de xampus e sabonetes liquidos é o surfactante ou detergente, o
qual é o responsavel pela limpeza dos cabelos e pele. Em cremes hidratantes, por exemplo, sio
responsaveis pela mistura das fases oleosa e aquosa. Eles reduzem a tensao superficial da agua
permitindo a formagao de emulsoes estaveis e a incorporagao de ativos lipofilicos nas preparagoes.
Surfactantes sao moléculas anfipaticas que possuem uma porgao apolar hidrofébica, que se liga aos
lipidios, e uma por¢ao polar hidrofilica, que interage com a 4gua, permitindo assim a remog¢ao de
impurezas e o enxague do material desejado. A parte apolar das moléculas dos surfactantes é
formada por cadeias alquilicas ou alquil-arilicas longas que, dissolvidas em liquidos, associam-se
formando micelas (Figura 10), estruturas esféricas formadas quando varias moléculas de
tensoativos sao colocadas em contato com o dleo e a agua (ABRAHAM ez a/, 2009; GALEMBECK
e CSORDAS, 2009; KOHLER, 2011).
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Figura 10 - Estrutura das micelas, formadas pela associacio de moléculas de surfactantes.

Fonte ltc.nutes.uftj.br (2013).

A tensao superficial ¢ a for¢a necessaria para que a superficie de um liquido se espalhe por
um centimetro e ¢é resultante das forcas de coesio entre as moléculas do liquido. A tensao
superficial da dgua é 72,6 dinas/cm a 20°C, com a adi¢do de pequenas quantidades de tensoativos
ela é reduzida para 30-40 dinas/cm (MOTTA, 2007). As propriedades dos surfactantes fazem com
que eles sejam apropriados a uma ampla gama de aplicagdes industriais, sdo elas: detergéncia,
emulsifica¢do, lubrificagao, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacao e dispersao
de fases (HEWITT, 2002).

Segundo Abraham ef al. (2009), existem quatro categorias basicas de surfactantes (baseadas

na sua dispersao em meio aquoso): anidnico, catidonico, nao idnico e anfoétero.

2.6.1.2 Tensoativo aniénico

Os surfactantes anionicos se dissociam em meio aquoso. Este tipo de surfactante, como o
lauril sulfato de s6dio e de amonio, laureto sulfato de amonio e alfa-olefin sulfonado sio os mais
utilizados comercialmente, pois sio exelentes removedores de sebo do couro cabeludo. Porém,
nao sao bem aceitos pelo consumidor porque deixam os fios opacos, pouco maleaveis e dificeis de
pentear. Por todos estes fatores, muitas férmulas adicionam outros surfactantes considerados
secundarios, como os nao anionicos (ABRAHAM ez al., 2009; MOTTA, 2007).

Os surfactantes anionicos representam cerca de 50% da produgiao mundial. Possuem alta
capacidade de formag¢do de espuma e sao amplamente utilizados na produgio de creme dental,
sabonete, xampu e detergente (SILVA, 2012A).

O lauril, quimicamente denominado como lauril éter sulfato de sédio (Figura 11) e
popularmente conhecido como “espumante”, apresenta-se como liquido incolor ou levemente
amarelado, de odor caracteristico e que ao ser agitado produz espuma abundante. E uma das

matérias-primas mais importantes na preparacao de xampus e sabonetes liquidos.



43

Figura 11 - Estrutura quimica do surfactante anionico lauril éter slfato de sédio.
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2.6.1.3 Tensoativo ndo i6nico

Os surfactantes nao i6nicos nao se ionizam em solugao aquosa, pois seu grupo hidrofilico
¢ do tipo nao dissociavel, como alcool, fenol, éter, éster e amida. A maioria destes surfactantes sao
polioxipropileno ou polioxietileno derivados de alquifenol, acidos graxos, alcodis e amidas
(FERREIRA, 2004).

Os surfactantes nao anionicos geralmente sio usados em combina¢do com os anidnicos,
funcionando como limpadores secundarios, ja que apresentam pequena capacidade de limpar o
couro cabeludo e suavizam o sutfactante anionico. Estes sio considerados bons emulsionantes,
umectantes e solubilizantes (ABRAHAM e al., 2009; MOTTA, 2007).

A dietanolamina de acido graxo de coco (Figura 12) é um surfactante nio i6nico muito
utilizado na industria na fabricagao de diferentes produtos como xampu, detergente, sabao liquido,
gel para as maos, além de ser utilizado como um inibidor da corrosio em fluidos para metais e em
produtos para polimento de superficies. E doadora de viscosidade, estabilizadora de espuma,
sobreengordurante e solubilizante de dleos e esséncias (OLIVEIRA, 2005).

Para uso em cosméticos, a amida 80 e a amida 90 sao bastante utilizadas, sendo que a
diferenca esta no grau de pureza. A amida 90 é um produto mais puro que a amida 80. As amidas
sao tensoativos derivados de dleos lauricos (6leo de babacu ou dleo de palmiste) que quimicamente
sao denominadas dietanolamidas de acidos graxos de coco. Sio utilizadas como espessantes,

sobrengordurantes e solubilizantes de esséncias em xampus e sabonetes liquidos.

Figura 12 - Estrutura quimca do surfactante nao ionico dietanolamida de 4acido graxo de coco.
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2.6.1.4 Tensoativo catiénico

Os surfactantes cationicos tém uma molécula de nitrogénio carregada positivamente ligada

diretamente no dltimo grupo hidrofébico. Eles transportam carga positiva quando em solugao
aquosa, esta carga consiste um grupo amino ou nitrogénio quaternario (FERREIRA, 2004).
Os surfactantes catidnicos mais comuns sao haletos de trimetilamonio quaternario (Figura 13). Em
meio acido, este tensoativo adquire caracteristicas cationicas mais acentuadas, podendo apresentar
incompatibilidades com alguns tensoativos anidnicos, reagindo e formando um sal insoluvel em
agua (SILVA, 2012A).

Surfactantes cationicos geralmente sio utilizados em xampus para cabelos secos ou
quimicamente tratados devido ao seu poder limitado de remover o sebo e por deixar os fios macios
e maleaveis. Proporcionam efeitos como aumento de viscosidade, condicionamento e efeito
antiestatico. Sao utilizados na formulacio de condicionadores (MOTTA, 2007; ABRAHAM ¢z al.,
2009).

Figura 13 - Estrutura quimica geral do trimetilamonio quaternario
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2.6.1.5 Tensoativos anféteros

Os surfactantes anféteros sao substancias que apresentam tanto o polo negativo quanto o
positivo, em meio acido formam cations e em meio alcalino formam anions. Este é o caso de
produtos sintéticos como betainas ou sulfobetainas. Possuem 6tima compatibilidade com a pele,
proporcionam aumento da viscosidade e estabilizacio da espuma. Eles sao utilizados em xampus
para bebés, pois nao irritam os olhos e sao indicados para cabelos finos. Este tensoativo nao ¢
utilizado como detergente principal devido ao seu alto pregco e baixo poder de detergéncia
MOTTA, 2007; ABRAHAM et al., 2009; SILVA, 2012A).

O anfétero coco betaina ou anfotero betainico (Figura 14), se apresenta como liquido
amarelado de odor caracteristico e que produz espuma abundante ao ser agitado. Dependendo do
pH do meio onde ¢ utilizado apresenta caracteristicas diferentes de condicionamento e espumagao.
E utilizado para aumentar a espuma em sistemas tensoativos como xampus e sabonetes liquidos e
promover limpeza suave em tonicos para pele. Em conjunto com outros tensoativos apresenta

6timo poder de espessamento.
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Figura 14 - Estrutura quimica do surfactante anfétero betainico.
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2.6.2 EMULSOES

Os sistemas emulsionados sao formas quimico-farmacéuticas semi-solidas constituidas por
dois liquidos imisciveis um no outro, em geral 4gua e componentes graxos, sob a forma de goticulas
obtidas com o auxilio de um agente emulsivo (OLIVEIRA ¢ al, 2004). Segundo Patravale e
Mandawgade (2008), de acordo com a consisténcia, as emulsdes podem ser classificadas em cremes,
locgdes e leites.

A agua e o 6leo saio componentes naturalmente e mutuamente insolaveis, portanto ha
necessidade de um componente (tensoativo) que adsorva nas interfaces e tenha afinidade por
ambas, a fim de evitar a separagao das fases, com a fungao de estabilizar a emulsao, que passa a ter
uma fase interna e outra externa (PATRAVALE e MANDAWGADE, 2008).

Nas emulsdes o ativo vegetal pode estar dissolvido ou suspenso nas fases aquosa ou oleosa,
e esta versatilidade permite o incremento de uma grande variedade de ativos no sistema, tornando-
se uma das principais vantagens ao usar emulsoes. As emulsoes possibilitam ainda aperfeicoar a
biodisponibilidade e a biocompatibilidade com a pele (CACERES e CRUZ, 2015).

O processo de emulsificagdo permite a dispersao de um liquido em outro, sendo um
hidréfilo e o outro lipéfilo, de forma que o sistema fique estavel, mesmo depois no estado de
repouso. Este processo se da pela adi¢ao do tensoativo, que diminui a tensao interfacial e aumenta
a energia livre de Gibbs dos glébulos menores formados. Naturalmente, estes glébulos tendem-se
a se unirem novamente, voltando assim ao seu estado inicial e diminuindo a energia livre. O
tensoativo age justamente na preservacao destes pequenos glébulos, impedindo a coalescéncia
entre as particulas, adsorvendo-se na superficie globular, diminuindo a tensio interfacial, mantendo
as goticulas menor formando as duas fases (a interna e externa) (KUMAR, ez 4/, 2015). Ja neste
processo, forma-se um filme de tensoativos entre as goticulas de uma das fases, que se orienta para

formar uma barreira fisica entre um glébulo e outro.
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2.6.2.1 Tipos de Emulsdes

Os dois componentes basicos de uma emulsdo sio a agua e o 6leo, classificando as
emulsoes em dois tipos distintos (Figura 15), de acordo com a natureza da respectiva fase dispersa,
ou interna. As emulsées simples podem ser do tipo 6leo em dgua (O/A), que possui a fase interna
(descontinua) formada por goticulas de 6leo envoltas pela fase aquosa (continua), e 4gua em 6leo
(A/O), onde a fase interna (descontinua) formada por goticulas de dgua, é envolta por uma fase

oleosa continua (dispersante) (PATRAVALE e MANDAWGADE, 2008).

Figura 15 - Classificagdo das emulsoes de acordo com a natureza das fases dispersa e interna.
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Fonte: http://s3.amazonaws.com/magoo/ABAAAe14YAF-5.jpg.

Segundo Rosen (1989), as emulsGes classificam-se em quatro tipos de acordo com o
tamanho das goticulas da sua fase dispersa ou interna: (i) macroemulsdes: emulsdes opacas,
termodinamicamente instaveis, com goticulas de tamanho maior que 400 nm (0,4 pm), facilmente
visiveis no microscopio; (i) nanoemulsoes: sistemas termodinamicamente estaveis, dispersoes
isotropicas, transparentes com goticulas de tamanho inferior a 100 nm (0,1 pm) e de baixa
viscosidade; (iii) microemulsoes: tipo intermediario entre os dois primeiros, com tamanho de
particula variando entre 100 a 400 nm (0,1 a 0,4 um) e aparéncia branco-azulada; e (iv) emulsdes
multiplas (Figura 16): as goticulas dispersas sao emulses delas mesmas, ou seja, sao gotas de um
liquido dispersado em gotas maiores de outro liquido, que ¢ entao disperso em uma fase continua,

que geralmente ¢ de mesma natureza que o primeiro liquido.
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Figura 16 - Fotomicrografia de uma emulsao mualtipla.

Fonte: Mahmood e# a/. (2013).

Myers et al. (1988) e Chhabra (1997) relacionam o tamanho da particula ao tipo de emulsao,
e comparam com os tipos de estruturas micelares dos tensoativos. Segundo Mahmood ez a/. (2013),
as emulsoes podem ser avaliadas por microscopia 6tica com aumento de 100x. A Tabela 2 compara
o tamanho com a aparéncia da emulsio, entranto estas classificagdes sdo arbitrarias, podendo

ocorrer sobreposicao de faixas.

Tabela 2 - Tipo, aparéncia da emulsao e tamanho da particula da fase interna.

Tamanho da particula (nm) Tipo de emulsio/solucio Aparéncia da emulsio/ solu¢io
<10 Solugao molecular Transparente

1,0 - 20,0 Solucio Micelar Transparente

< 50,0 Nanoemulsao Transparente ou transluzente
50,0 - 100,0 Nanoemulsio Opalescente-cinza

100 a 400 Microemulsao Branca- azulada

100,0 — 1000,0 Dispersao coloidal Opalescente a opacas

> 400 - 10000,0 Macroemulsio, suspensio Opacas brancas

> 0,5 mm Fases separadas Globulos visiveis

Fonte: Mahmood e a/. (2013).

2.6.2.2 Pele

A pele forma a superficie externa continua ou tegumento do corpo, sendo o maior 6rgao,
constituindo quase um sexto do seu peso total (1,75m?). E representada pela epiderme com o seu
manto corneo, a qual se assenta sobre um tecido de sustentacao fibrilar, a derme, que por sua vez,
repousa sobre o paniculo célulo-adiposo da hipoderme (YANNAS, 2015). A pele possui as fungoes

principais de: (i) prote¢do contra lesbes mecanicas, quimicas e térmicas; (i) termo-regulacio,
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impedindo a perda de calor; (iii) impermeabilidade a agua sobre a entrada ou saida dela no
organismo (conservagao de fluidos); (iv) barreira fisica a organismos patogénicos; e (v) detec¢ao de
estimulos sensoriais.

Segundo Stamatas ef a/. (2011), apesar dessas variagdes que refletem diferentes demandas
funcionais, todos os tipos de pele possuem a mesma estrutura basica. A pele espessa cobre a palma
da mao e a plantados pés, possui glandulas sudoriparas, mas nao possuem foliculos pilosos (pele
glabra), musculos eretores do pélo e glandulas sebaceas. A pele delgada cobre a maior parte do
resto do corpo e contém foliculos pilosos, musculos eretores do pélo, glandulas sudoriparas e

glandulas sebaceas (pele pilificada) (Figura 17).

Figura 17 - Anatomia da pele.
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Fonte: http://www.fisiotetrapiaesaude.com/wp-content/uploads/2012/02/pele6.jpg.

A pele é preenchida em toda sua superficie por diversos tipos de microrganismos (fungos
ou bactérias), constituindo a flora cutanea. Ela é formada por uma flora chamada residente ou
permanente, contendo germes saprofitos, normalmente nao patogénicos, mas podendo tornar-se
devido a certas condi¢oes. Em sua constituicio também ha uma flora transitéria ou patogénica,
resultantes da contaminagao diaria. Os microrganismos que a compoem sao héspedes acidentais
da pele, cuja sobrevivéncia sobre o territorio cutineo ¢ fraca e temporaria. A competicio entre 0s

microrganismos permanentes e os transitorios permite uma prote¢ao relativa contra estes ultimos.
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E, portanto, primordial conservar a flora cutinea resistente em bom estado, garantindo maior
prote¢do contra a inoculagdao de patégenos (AL-GHAZZEWI e TESTER, 2014).

Michael-Jubeli e colaboradores (2011), afirmam que uma emulsio do tipo A/O recobre a
camada cornea, a fim de: (i) manter a hidratacao da camada cérnea; (if) manter a acidez cutanea
devido ao poder tampao dos aminoacidos; (iii) funcionar como barreira contra agressoes externas;
e (iv) permitir a presenca da flora saprofita, que defende a pele contra os microrganismos
patogénicos.

O filme hidrolipidico varia conforme a idade, sexo, regides do corpo, e sio formadas por
substancias como: produtos de desintegragao dos queratindcitos (queratina); cimento intercelular
(colesterol, ceramidas, 4acidos graxos, triglicerideos); componentes do NMF — Natural
Moisturinzing Factor (uréia, acido latico, acido pilorridonico carboxilico); secre¢ao sudoral (agua e
sais minerais como NaCl, KCI, Ca e Mg).

A epiderme ¢ a camada mais externa do corpo e esta em contato direto com o meio externo.
E um epitélio queratinizado estratificado pavimentoso composto principalmente de queratinécitos
onde encontram-se as células epiteliais especializadas responsaveis pela renovagiao, coesio e
barreira da epiderme. A Figura 18 mostra as diferentes camadas que compdem a epiderme,
formadas pela diferenciacdo sequencial de células migrando da camada basal para a superficie.
Composta por quatro tipos de células, os melandcitos, os queratinécitos, as células de Merkel e as
células de Langerha, e, dependendo da regido da pele, se renova a cada 20 a 30 dias
(KIERSZENBAUM e TRES, 2012; DUAN e/ al., 2013).

A camada basal (stratum basale) ou camada germinativa é a mais profunda da epiderme e fica
sobre a derme. F a camada com a maior atividade mitética, pois contém células-fonte da epiderme,
onde ha constante renovagao celular. A camada espinhosa (stratum spinosum), apresenta células com
caracteristicas poligonais cubéides. E importante por conferir a epiderme coesio nas células e
resisténcia ao atrito. A camada granulosa (szratum granulosum) possui células com granulos que sao
expulsos para o meio extracelular, conferindo a epiderme impermeabilidade a agua e a outras
moléculas. A camada lacida (stratum lucidum) é pouco representativa, consistindo em uma camada
de transicao entre a camada granulosa e a camada cérnea. A camada coérnea (stratum corneuns) tem
espessura muito variavel e é constituida por células achatadas, mortas e sem nucleo. O citoplasma
destas células apresenta-se repleto de uma escleroproteina dura chamada de queratina, rica em
ligacGes dissulfeto (S-S), que confere forga e resisténcia. A esta camada ¢é conferida 98% da
habilidade de retencao de agua da epiderme, a membrana plasmatica se torna grossa devido a

deposicao e ligacao cruzada de proteinas, como a involucrina, ao longo da superficie interna para
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formar o envelope corneo. O stratum lucidum é parte desta camada (BAUMANN E SAGHARI,
2009).

Figura 18 - Camadas que compoe a epiderme.
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Fonte: https://funcionalfisioestetica.files.wordpress.com/2011/09/camadas_pele.jpg.

Outros integrantes da epiderme sao as células de Langerhans que apresentam antigeno, os
linfocitos T epidérmicos, ambos derivados da medula 6ssea; os melanécitos formadoresd e
pigmentos e as células de Merkel neuroepiteliais, queratinécitos modificados que possuem

queratinas e formam ligacoes desmossomais de queratindcitos (ELIAS, 2012).

2.7 DESENVOLVIMENTO DE UM PRODUTO COSMETICO

Os cosméticos devem obedecer a criteriosos estudos, passando pela proposicao, criagao e
desenvolvimento. Durante todo o processo, devem ser monitoradas as alteragoes fisicas, quimicas,
biolbgicas e organolépticas incluindo os testes de estabilidade. Faria ef a/. (2012), Souza ef al. (2010)
e Silva e Albuquerque (2014) afirmam que existe a necessidade de assegurar a qualidade do
cosmético, desde a fabricagao até o término do prazo de validade dos mesmos. Segundo Vilegas e
Cardoso (2007), o estudo de estabilidade nao era um parametro de importancia primaria,
consequentemente, sua validacio era pouco descrita, antes da ocorréncia de diversos problemas
com o uso de cosméticos.

Segundo os trabalhos de Isaac e a/ (2008) e Daher e al. (2014), diversas variaveis
relacionadas a formulagdao podem influenciar as caracteristicas do produto final, como o processo

de fabricagdo, o material de acondicionamento, as condi¢oes ambientais e transporte, assim como
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cada componente da formulacdo. Essas alteracGes distinguem-se em extrinsecas, ou seja,
relacionadas a fatores externos aos quais o produto esta exposto (tempo, temperatura, luz e
oxigénio, umidade, material de acondicionamento, microrganismos e vibra¢do) e intrinsecas,
relacionadas aos componentes quimicos das formulag¢oes e sua interagao, bem como a interagao
dos componentes com o material de acondicionamento, podendo ocorrer incompatibilidade fisica
e incompatibilidade quimica.

O aspecto do cosmético deve ser desenvolvido a fim de corresponder com a sua finalidade.
Por exemplo, xampus transparentes transmitem a sensa¢ao de pureza e limpeza e sio indicados
para cabelos oleosos, ja os perolados sao indicados para cabelos secos, pois transmitem a ideia de
tratamento. Viscosidade, espuma, elimina¢do com o enxague, estabilidade, inocuidade, brilho, cor,
odor, funcionalidade e economia sao fatores importantes para se avaliar a qualidade do produto.
Em geral, o que se espera de um cosmético é que seja estavel frente as alteragdes de temperatura

ambiental e exposicao a luz durante seu tempo de vida (FUJIWARA ez al., 2009).

2.7.1 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS AVALIADOS EM COSMETICOS

2.7.1.1 Teste de Centrifuga

O teste de centrifuga é o primeiro a ser feito apos a elaboragdo de uma formulagao, pois a
ocorréncia de alteragdes no aspecto da formulacao apos a centrifugacao indica que os componentes
nao estdo estaveis e a formulagao deve ser reelaborada. A nio ocorréncia de separagao de fases nao
assegura sua estabilidade, somente indica que o produto pode ser submetido, sem necessidade de
reformulagdo, aos testes de estabilidade ISAACef al. 2008).

Este ensaio produz estresse na amostra pela acao da forga da gravidade, que atua sobre esta,
fazendo com que suas particulas se movam em seu interior. A simulagao do aumento da forga da
gravidade aumenta a mobilidade das particulas e antecipa possiveis instabilidades. Estas
instabilidades podem ser observadas caso ocorra precipitagao, formagao de sedimentos, separagao

de fases, coalescéncia ou qualquer outra alteracao na amostra (ANVISA, 2007).

2.7.1.2 Viscosidade

Para a maioria dos consumidores, a viscosidade esta relacionada com a qualidade do
produto, mesmo que essa relagdo nio seja verdadeira normalmente. A viscosidade ¢ a resisténcia
de um fluido frente a um fluxo resultante da aplicagdio de uma for¢a, que causa deformagio
temporaria ou permanente da matéria. Quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia ao fluxo. A

formulacao nao deve permitir que o xampu, por exemplo, escorra das maos durante a aplicagao,
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mas se espalhe com facilidade no couro cabeludo. Nos xampus anticaspa a viscosidade deve
permitir uma aderéncia ao couro cabeludo para que haja a agdo antimicrobiana. Os principais
agentes espessantes utilizados em cosméticos sao amidas, betainas, oleato de decila, acool laurilico
etoxilado, sais organicos, derivados da celulose, gomas, polimeros carboxivinilicos e alcodis
polivinilicos (FUJIWARA et al., 2009; CALEFFT e/ al., 2009).

Sais como o cloreto de sédio sio utilizados no controle da viscosidade. Quando diluido em
agua, os fons se separam em soluc¢ao, rodeados por moléculas de solvente. O cloreto de sédio é o
espessante mais utilizado, aumentando a viscosidade do produto através da interagdo com agentes
tensoativos empregados. O uso de eletrolitos é o meio mais barato e eficiente para espessar xampus.
Com o acréscimo de quantidades crescentes de sal, a viscosidade aumenta até um ponto maximo e
depois comega a decrescer. A quantidade maxima de sal para evitar a turvagao ¢ de 1%. Atualmente
existe um forte apelo no mercado sobre os maleficios da presenga de sal nas férmulas dos xampus.
Porém, caso nao estejam em quantidades acima do ideal, os sais nao oferecem nenhum risco a
saude dos cabelos. Em quantidades elevadas eles reduzem o poder condicionante dos produtos
(ABRAHAM ¢t al., 2009; CALEFFI ¢t al., 2009).

Segundo Fugiwara ez al. (2000), os xampus devem apresentar viscosidade de no minimo

2000 cP. A maioria dos produtos industrializados apresenta viscosidade entre 2000 e 5000 cP.

2.7.1.3 Potencial Hidrogeniénico (pH)

A camada hidrolipidica que protege o cabelo tem pH compreendido entre 4,0 e 6,0,
levemente acido. O pH natural para a queratina do cabelo ¢ em torno de 4,0. Quando sao utilizados
produtos muito acidos ou muito alcalinos, as cuticulas se abrem e deixam o cortex exposto,
aumentando a porosidade do cabelo.

Os sabonetes liquidos intimos devem ser mais acidos, entre 3,8 e 4,2, que ¢é a faixa de pH
ideal para preservar a flora normal feminina, pois o produto deve ter as caracteristicas quimicas

compativeis com as do local a ser aplicado, evitando assim, rea¢oes adversas (GARCIA, 2009).

2.7.1.4 Densidade

A densidade ¢ definida como o quociente entre a massa e o volume de um corpo, medindo
o grau de concentra¢ao de massa em determinado volume. Ela é determinada com o uso de
picnometro ou densimetro. De um modo geral, a densidade dos xampus encontra-se entre 1,010 e

1,020 g/cm’. Nos liquidos ou semiss6lidos, este parimetro pode indicar a incorporagdo de ar ou a

perda de ingredientes volateis (ANVISA, 2007; FUGIWARA ez al., 2000).



53

2.7.1.5 Condutividade e Resistividade

A condutividade elétrica mede, através de condutivimetros, a passagem da corrente elétrica
no meio avaliado. Esta ¢ uma analise importante, pois alteracdes na condutividade elétrica de
sistemas dispersos podem ser indicativas de instabilidades. O aumento da condutividade pode estar
relacionado com a coalescéncia e a diminui¢ao da condutividade pode estar relacionada com a

agregacao. O inverso da condutividade ¢ a resistividade, definida como a oposi¢ao do material ao

fluxo de corrente elétrica (ISAAC ez al.,, 2008).

2.7.1.6 Solidos Totais
A analise dos solidos totais dissolvidos revela o conjunto de substancias organicas e
inorganicas sob formas ionizadas, moleculares ou micro-granulares contidas no cosmético

(ANVISA, 2007).

2.7.1.7 Indice de Espuma

A espuma ¢ formada por pequenas bolhas de gas espalhadas na fase liquida. O poder
espumante do produto é um indicativo de qualidade, pois os consumidores consideram um fator
importante. Entretanto, nao ha nenhuma relagao entre o poder de formagao de espuma e o poder

detergente do produto. E possivel produzir sabao com alto poder detergente e quase nenhum

poder de produzir espuma (BITTENCOURT ef al., 1999).

2.7.1.8 Espalhabilidade

A espalhabilidade de um cosmético esta correlacionada com as caracteristicas reologicas
dos produtos. Esta é uma resposta importante a ser monitorada, pois define se o xampu, por
exemplo, podera ser aplicado sobre o couro cabeludo de maneira facil e agradavel. O alto indice de
espalhabilidade do produto diminui a quantidade necessaria no momento da aplicagao, reduzindo
o consumo (SOUZA, 2007; BORELLA ef al., 2010).

Pardeike ef al. (2010) relatam que as emulsdes com uma alta espalhabilidade podem possuir
uma sensagao ao toque mais agradavel e melhor sensacao de hidratacdo, além de uma menor

quantidade necessaria de produto a ser aplicada sobre a pele.

2.8 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE INTERESSE EM COSMETICOS

A utilizacao de extratos vegetais e/ou 6leos vegetais em produtos cosméticos, tem se

mostrado promissora, tornando-se uma tendéncia mundial que cresceu significativamente nos
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ultimos anos (SOUZA et al., 2005; IHA et al., 2008). Isaac ez al. (2008) afirmam que a a¢do define a
atividade do produto, e os fitocosméticos, assim chamados, devem ser elaborados a partir de uma
acao encontrada na espécie vegetal, o qual orienta o tipo de produto a ser desenvolvido.

Existe a necessidade crescente no desenvolvimento de métodos analiticos especificos para
quantificar os metabdlitos secundarios de plantas, sendo os teores destes utilizados como
parametros para se avaliar a qualidade e a padronizacido de extratos vegetais. O teor de
componentes ativos ¢ fator imprescindivel para a eficacia do fitocosmético. Baixos teores em
substancias ativas representam menor biodisponibilidade desses componentes, afetando, assim, sua
eficacia e terapéutica.

Entre as atividades biologicas de interesse, destacam-se as avaliadas neste trabalho, como
produtos com agdo antioxidante, antimicrobiano, antisséptico, com protecao solar, entre outros. A
ANVISA (2003) ressalta que como outros produtos que promovem a saide e o bem-estar, estes
devem ser avaliados também quanto aos aspectos toxicologicos. Sendo assim, os ensaios bioldgicos
de toxicidade para avaliagio de seguranga devem preceder a disponibilidade do cosmético no
mercado.

A formulagao para obtencao de cosméticos naturais significa dar a preferéncia, sempre que
possivel, aos derivados vegetais, evitando a sua substituicio por substincias sintéticas. E
extremamente importante realizar um balanceamento logico e coerente entre as matérias-primas
sintéticas e naturais, maximizando a agdo farmacoldgica, a fim de alcangar melhores efeitos

(RODRIGUES, 2001; PIETRO et al., 2000).

2.8.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Um dos grandes problemas relacionados com a qualidade de cosméticos a base de produtos
naturais e matérias-primas, principalmente em seu estado cru, ¢ a sua contamina¢ao microbiolégica,
que pode se tornar um sério risco para os usuarios de plantas medicinais, pois pode compreender
a contaminac¢ao inclusive com agentes potencialmente patogénicos (TASSANEEYAKUL e al.,
2004). Material contaminado pode representar falta de cuidado nas etapas de plantio, colheita e
processamento do material (MARTINS ez a/., 2001). A propria agua de irrigagdo pode ser uma fonte
de contaminacio microbiana.

Em principio, a carga microbiana de uma planta é o resultado de uma série de influéncias
causadas por fontes animadas e inanimadas, podendo ser facilmente transferida por vetores aéreos

ou pelo solo (KNEIFEL e a/, 2002). No entanto, certas plantas contém barreiras naturais e
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metabdlitos com agdo antimicrobiana que exercem efeito inibitério no crescimento de
microrganismos (DORMAN e DEANS, 2000; SANTOS ef al., 2007).

Produtos naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento de novas substancias,
permitindo a descoberta de agentes terapéuticos ndo somente para tratar doengas infecciosas, mas
também para tratar o cancer, imunodeficiéncia e outras doencas (ANGELICO, 2011). Extratos e
6leos essenciais de plantas mostram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla
variedade de microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias. O interesse dos
pesquisadores pelas plantas para investigacoes de novos antimicrobianos ocorre devido a variedade
de substancias quimicas pertencentes as diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como,
cumarina, flavondides, terpenodides, alcaldides e taninos (COWAN, 1999). Varias pesquisas
realizadas com plantas demonstraram que os compostos fendlicos como os flavonodides possuem
potente agao antibacteriana (NASCIMENTO e a/., 2000).

O uso de plantas aromaticas na medicina popular ¢ bastante difundido no tratamento de
infeccOes microbianas. Varios estudos relatam a atividade antimicrobiana em 6leos essenciais como
de espécies da familia Asteraceae (CARRILLO-HORMAZA ¢t al., 2015), algumas espécies de Piper
(da SILVA et al., 2014) e varias outras da propria familia Lauraceae como Litsea cubeba NGUYEN
¢t al., 20106), Ocotea candata (GIL et al., 2016) e Endlicheria arenosa (da SILVA et al., 2016). Em estudos
prévios, verificou-se atividade contra Candida albicans nos 6leos esseciais de Anzba canelilla (SILVA,
2012; OGER, 1994). Os 6leos essenciais também podem ser utilizados na industria alimenticia por
suas atividades antibacterianas e antifingicas como aditivos nos alimentos e na ra¢io animal
(WALACE, 2004). Alguns monoterpenos e sesquiterpenos, como mirceno, canfeno, a-pineno e
longifoleno (Figura 19) retardam o crescimento de fungos decompositores (KELSEY ¢z a/., 1984;
DELL e MCCOMB, 1987).

Figura 19 - Estruturas quimicas de mono e sesquiterpenos com agao antifingica.
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Fonte: DELL e MCCOMB (1987).
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2.8.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A presenca de substancias naturais antioxidantes e anti-radicais livres em formulagoes
cosméticas tem favorecido as propriedades curativas e de prevengido relativas a envelhecimento
precoce, além de possuir baixa toxicidade em relagao aos sintéticos e elevar a qualidade do produto

bl

minimizando os fenémenos de oxidacao durante as fases de processamento e armazenagem
(PIETRO et al., 20006).

O oxigénio ¢ uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido para formar
um numero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de elétrons, ou a
absorcdo de energia pode levar o oxigénio a gerar as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO?s), as
quais abrangem moléculas com um elétron desemparelhado no dltimo orbital, ou seja, ocupando
um orbital atdbmico ou molecular sozinho. Essas moléculas, conhecidas como Radicais Livres (RL),
sao muito instaveis, extraordinariamente reativas, ¢ com uma enorme capacidade para combinar-
se com diversas moléculas integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas
(GASPARRI, 2005).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz constantemente radicais
livres. Estas moléculas, geradas 7z vivo, sao altamente prejudiciais para os constituintes celulares,
pois reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis, promovendo danos que
podem contribuir para o envelhecimento e a instalacio de doencas degenerativas, como cancer,
aterosclerose, artrite reumatica, entre outras (MELO ez al., 20006).

O oxigénio atmosférico ¢ o principal agente responsavel pela deterioragdo de materiais
organicos e alimentos expostos ao ar. Diversas classes de moléculas sao susceptiveis ao ataque de
O; e acabam formando hidroperdxidos. Tais hidroperéxidos contribuem para a deterioragao e
disfuncao em células e membranas celulares (LARSON, 1988).

A maioria dos radicais livres age muito rapidamente, podendo ser produzidos com a mesma
velocidade com que desaparecem, sendo que quando atacam podem transformar a molécula
atacada em outro radical livre, gerando reacdes em cadeia bastante danosas (YOUNGSON, 1995;
CHORILLI ef al., 2007a). Se estes radicais atacarem o DNA, ocorrem reacoes em cadeia causando
danos e mutagdes no material genético ou até mesmo o rompimento dos filamentos de DNA
(BUCHLI, 2002; HALLIWELL e GUITTERIDGE, 2000; CHORILLI ¢t al., 2007b). Em termos
gerais, o dano provocado pelos radicais livres apresenta uma reacao quimica conhecida como
oxidagao, e os ataques dos radicais livres sobre o tecido sao conhecidos como estresse oxidativo

(CHORILLI ef al., 2007a).
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A produgio continua de radicais livres durante os processos metabodlicos leva ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis intracelulares
e impedir a indugdo de danos (SIES, 1993).

Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibi¢ao e redugao das lesoes causadas pelos
radicais livres nas células. Formam um grupo de substancias que, quando presentes em
concentragoes ideais em relagao aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres impedindo
ou diminuindo o estresse oxidativo. Os mecanismos de atuagao dos antioxidantes podem ser
diferenciados. Seus efeitos consistem na inativagao dos radicais livres, na complexa¢ao de ions
metalicos ou na redu¢ido dos hidroperéxidos para produtos incapazes de formar radicais livres e
produtos de decomposigao (SHAHIDI e NACZK, 2003). Outros oxidantes podem reparar o dano
oxidativo a biomoléculas ou podem influenciar as enzimas que catalisam os mecanismos de
reparagao.

Um grande numero de plantas aromaticas e medicinais contém substancias quimicas que
exibem propriedades antioxidantes, e estes efeitos devem-se principalmente aos compostos
fenolicas, tais como flavonoides (Figura 20), diterpenos e acidos fendlicos (MILIAUSKAS ez 4/,
2004).

|

Figura 20 - Estrutura ‘[GFZ]quimica geral de um flavondide e um diterpeno.
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Alguns estudos relatam a presenca de substancias antioxidantes em Aniba canelilla, nos
extratos e 6leo essencial obtidos da casca (SILVA ez al.,, 2007), nos extratos de folhas e de galhos
finos (SILVA e# al., 2012; MESQUITA ez al., 2015), sendo atribuida tal atividade a presenca de

substancias fendlicas e flavonoides.

2.8.3 FATOR DE PROTECAO SOLAR

As radiagOes solares, além de proporcionar saide e bem-estar ao homem, também podem
ocasionar danos agudos ou cronicos a pele humana, dependendo da duracio e frequéncia de

exposi¢do. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer de pele ocupa o
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primeiro lugar dentre todos os tumores malignos registrados no Brasil BALOGH ez a/., 2011). Por
essa razdo, o uso de filtros solares tem sido indicado como uma profilaxia contra os raios
ultravioletas (URBACH, 2001).

Atualmente, devida a a¢do fotoprotetora, muitos extratos e Oleos de plantas tém sido
empregados em produtos cosméticos como protetores solares. Porém, os mesmos devem
apresentar moléculas com estruturas semelhantes as dos filtros sintéticos. Segundo Henrique ef a/.
(2000), os alcaloides sao metabdlitos com nucleos aromaticos que agem como absorvedores da
radiagdo ultravioleta e de acordo com Santana e# a/.( 2001), a presenca de taninos na planta identifica
um potencial na absor¢ao da radiagio UV.

O fator de protecao solar (FPS) avalia a capacidade dos filtros solares para a por¢io UVB
do espectro eletromagnético. Como o UVB ¢ o responsavel por causar eritema na pele, um filtro
bastante eficaz é aquele que ¢é capaz de proteger a pele exposta contra a queimadura solar. O valor
de FPS consiste na razao entre o tempo de exposicao a radia¢ao ultravioleta necessario para
produzir eritema na pele protegida pelo protetor solar e o tempo, para 0 mesmo efeito, com a pele
desprotegida (RIBEIRO ez al., 2004).

O comprimento de onda critico (kc) é utilizado para determinacio da medida de
“amplitude” da prote¢do nos comprimentos de onda de 290 a 400 nm, referente a radiagio UVA.
O Ac é aquele que corresponde a, no minimo, 90% ou mais da curva integral de absorc¢ao entre os
referidos comprimentos de onda. Essa técnica tem sido avaliada e proposta tanto pela COLIPA
(European Cosmetic, Toiletries and Perfumery Association) como pela CTFA (Cosmetic,
Toiletries and Frarance Association) (COLE, 2000).

Um fotoprotetor, para ser indicado como adequado na protecao a radiagao UVA, deve
apresentar valor de Ac maior ou igual a 370 nm. Quanto maior o valor de comprimento de onda
critico, maior a prote¢ao com relagao a radiagao UVA. No entanto, o comprimento de onda critico
nao leva em considerag¢io a intensidade de todo espectro, possibilitando que um filtro com
protegdao inferior possa apresentar mesmo valor de Ac que outro, com prote¢ao supetrior
(SPRINGSTEEN ¢t al., 1999; DIFFEY et al., 2000; BOOTS THE CHEMISTS, 2004).

A Equacao 1, utilizada para determinacao do comprimento de onda critico, permite a
classificacio das amostras em 5 diferentes categorias, conforme a Tabela 3 (BOOTS THE

CHEMISTS, 2004).

A
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Tabela 3 - Classificagao da prote¢ao UVA em funcio do comprimento de onda critico (Ac).

Ac (nm) Classificagaio Amplo Espectro
<325 0
>325 e <335 1
>335 e <350 2
2350 e <370 3
>370 4

Em estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, Fonseca Jr. e a/. (2015) investigaram
a atividade fotoprotetora de A. canelilla sendo verificada alta absor¢ao da radiagao UVB em seus
extratos etanolicos obtidos de folhas e galhos. No trabalho de Martins ez a/. (2016), verificou-se que
extratos etanodlicos de A. canelilla tem um bom potencial fotoprotetor, tendo em vista a caracterisca
de seu espectro de absor¢ao, com comprimentos de ondas criticos semelhantes aos de flavonoides.

O espectro de absor¢ao dos flavonoides quando dispersos em etanol e metanol mostra-se
com dois picos, sendo um entre 240 a 280 nm e o outro nos comprimentos de 300 a 500 nm

(BOBIN ¢ al., 1994).

2.8.4 CITOTOXICIDADE

Os produtos cosméticos sao raramente associados com sérios danos a saide. Entretanto,
isto nao significa que produtos cosméticos sejam sempre seguros, especialmente considerando os
efeitos a longo prazo. Partindo do pressuposto de que estes produtos podem ser usados
extensivamente durante um amplo periodo de tempo, se faz necessario garantir a seguranca €
eficacia dos mesmos, através do controle da toxicidade do produto final e dos seus ingredientes
(ROMANOWSKI e SCHUELLER, 1996; ANVISA, 2003; CHORILLI ¢ al., 2007b).

A utilizacdo de bioensaios para monitoramento da atividade de extratos, fragoes e
compostos isolados de plantas tem sido incorporada a pesquisa fitoquimica com o objetivo de
avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES e FORBES, 1994). A letalidade de organismos simples, como Artemia salina,
tem sido utilizada para um rapido e relativamente simples monitoramento da resposta biologica
(MEYER e al., 1982), onde existe apenas um parametro envolvido: morte ou vida. Os resultados
podem ser facilmente tratados estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagio da

toxicidade geral e, portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de

compostos com potencial atividade biologica (COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).



60

Ensaios com células também podem ser utilizados, com fibroblastos primarios da derme
humana ou outras linhagens celulares como, por exemplo queratinécitos, de acordo com a
finalidade do estudo, onde ¢ avaliada visualmente a morte celular pela presenca da substancia em
estudo (IHA ez al., 2008).

Em um estudo prévio (SILVA, 2012) foi verificada atividade citotoxica no subproduto da
destilagao do 6leo essencial de A. canelilla, o hidrolato, indicando, portanto, a importancia de um

estudo mais aprofundado dos constituintes dessa espécie.
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Capitulo 3

Avaliagao da atividade antioxidante dos extratos hidroetanoélicos de
Aniba canelilla, caracterizagio quimica e desenvolvimento de uma

formulagao cosmética
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE ANIBA CANELILLA, CARACTERIZACAO QUIMICA E
DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULACAO COSMETICA

3.1 INTRODUGAO

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz constantemente radicais
livres. Estas moléculas, geradas zz vive, sao altamente prejudiciais para os constituintes celulares,
pois reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis, promovendo danos que
podem contribuir para o envelhecimento e a instalagio de doengas degenerativas, como cancet,
aterosclerose, artrite reumatica, entre outras (MELO e7 al., 2000).

Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibi¢ao e redugao das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células. Formam um grupo de substancias que, quando presentes em
concentragoes ideais em relagao aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres impedindo
ou diminuindo o estresse oxidativo. Os mecanismos de atua¢ao dos antioxidantes podem ser
diferenciados. Seus efeitos consistem na inativagao dos radicais livres, na complexagao de fons
metalicos ou na redu¢ao dos hidroperéxidos para produtos incapazes de formar radicais livres e
produtos de decomposigao (SHAHIDI e NACZK, 2003). Outros oxidantes podem reparar o dano
oxidativo a biomoléculas ou podem influenciar as enzimas que catalisam os mecanismos de
reparagao.

Segundo Tomei e Salvador (2007), varios métodos podem ser encontrados na literatura
para determina¢ao da atividade antioxidante e sao divididos em métodos diretos e indiretos. Os
métodos diretos consistem em estudos de cinética quimica onde o sistema é caracterizado pela
competi¢ao de uma sonda oxidavel e o antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de
radicais livres (ROGINSKI, 2005). Os métodos indiretos sao mediados pela transferéncia de
elétrons por uma reagdo de oxirreducio (BENZIE e al, 1999) e sio monitorados
espectrofotometricamente.

Um grande numero de plantas aromaticas e medicinais contém compostos quimicos que
exibem propriedades antioxidantes (MILIAUSKAS ez a/., 2004). A adigao de extratos, ceras e 6leos
essenciais em produtos cosméticos agrega caracteristicas benéficas aos mesmos, uma vez que
apresentam atividades bioldgicas interessantes, devido a presenca de metabélitos secundarios como
os fenodis simples, acidos fendlicos, flavonoides, taninos, entre outros (SOUZA et al, 2009).

Seguindo esta tendéncia, surge a necessidade de estudos cientificos que comprovem os efeitos
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benéficos desses componentes quando adicionados as diferentes formulagoes cosméticas, visando
garantir a eficacia das mesmas (BALOGH, 2011).

A espécie Aniba canelilla (HB.K.)) Mez é nativa da regido Amazonica, popularmente
conhecida como casca-preciosa, casca-do-maranhio, canela-cheirosa, folha-preciosa, arapaima,
amapaiama, pereiora, pau-precioso, e pau-rosa (MAIA et al, 2000; MORS e al., 2000), ¢ muito
utilizada na medicina popular contra artritismo, esgotamento nervoso, como redutora da albumina
no sangue (SILVA, 1977; LUPE 2007), contra hidropsia, catarro cronico, sifilis, leucorréia,
aerofagia, males do coracio INTERAMINENSE e/ 4/, 2010), para amenizar a dor apds extragao
de dentes (MORS e al, 2000), tratar anemia, além de ser usada como anti-desentérico, anti-
espasmodico e anti-inflamatério, digestivo, eupéptico, peitoral e estimulante (MAIA ez a/., 2000),
bem como no tratamento de resfriados, dor de cabeca e nauseas (SILVA, 1977; LUPE, 2007).

Diversas atividades biolégicas ja foram descritas para os metabolitos dessa espécie, tais
como, vasorrelaxante INTERAMINENSE ¢z a/., 2013; BRITO et al., 2013; ARRUDA-BARBOSA
¢t al., 2014), cardiovascular (LAHLOU, 2005; SIQUEIRA ¢7 al., 2010; INTERAMINENSE ¢ 4/,
2011), antinociceptiva (LIMA e al, 2009), antioxidante (SILVA e al, 2007; SILVA, 2012),
antimicrobiana (SILVA, 2012), citotéxica (SILVA ez al., 2007), citoprotetora (COSKER ez al., 2014),
anti-inflamatéria (VALE ez al., 2013), inibit6ria da acetilcolinesterase (SILVA ¢ 4/, 2014), hipnotica,
anticonvulsiva e ansiolitica (OYEMITAN ez al., 2013).

Nesse sentido, com o intuito de favorecer o uso sustentavel da biodiversidade amazonica
utilizando-se do potencial dos metabolitos secundarios de A. canelilla para formulacio de um
fitocosmético, foram investigadas as atividades antioxidante, por métido direto e indireto, e
citotoxica dos extratos e 6leos essenciais desta espécie. Foram investigadas as classes quimicas
presentes nos metabolitos de folhas e galhos de .A. canelilla, caracterizando-se as moléculas
bioativas. Finalmente, foi formulada uma emulsio antioxidante, avaliando suas caracteristicas

fisico-quimicas e sua estabilidade preliminar.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 OBTENCAO E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas e galhos finos de .A. canelilla foram coletados no periodo de cheia (abril de 2011) e
de seca (setembro de 2014) na Reserva Florestal Adolpho Ducke (3° 05'S, 60° 00" W) em Manaus,
Amazonas, no perfodo matutino. Os dados referentes aos indices pluviométricos foram obtidos
no site do Instituto Nacional de Metereologia. Os mapas climaticos analisados indicaram que nao

houve quaisquer mudangas atipicas referentes ao clima da regiao no periodo da coleta do material
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vegetal INMET, 2014). As plantas coletadas foram identificadas comparando-as com uma excicata
depositada no Herbario do INPA pelo projeto “Potencial biotecnolégico da produgio sustentavel
de 6leos essenciais e compostos com atividade antifingica de espécies da familia Lauraceae”, edital
MCT/CNPq/FNDCT — A¢ao Transversal/ CT-Amazdnia/CT-Biotec/ Bionorte n® 066/2009.

O material vegetal foi colhido de onze arvores, seco por 10 dias a temperatura ambiente e
a sombra e triturado em um moinho elétrico de facas com tela de 3 mm. O material vegetal seco e
triturado foi macerado a frio em alcool etilico 92,8° INPM a temperatura ambiente por 3 ciclos de
48 horas com filtragdo e renovagao do solvente a cada ciclo, seguido de 20 min no ultrassom
(SILVA, 2012; CURSINO, 2011). O filtrado foi submetido a evaporagao sob pressao reduzida, a
40 °C, em evaporador rotativo. Parte do extrato bruto resultante foi dissolvido em etanol-dgua (1:3)
e submetido a parti¢ao liquido-liquido, utilizando #-hexano e diclorometano, restando ainda uma
fracao hidroetanodlica que foi levada ao liofilizador (Christ — Alpha 1-2 LD plus) sob pressao de
0,04 mbar e temperatura de -45°C. Assim, o material obtido para analise consistiu em extrato
etanodlico (bruto), fase #-hexanica (parti¢ao), fase diclorometanica (parti¢ao) e fase hidroalcodlica
(particdo), de folhas e galhos de A. canelilla.

Os 6leos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla foram obtidos por arraste a vapor em
aparelho tipo Clevenger modificado, onde 100 g do material vegetal foram destilados com um litro
de 4gua destilada a 100°C durante 3,5 h para folhas e 6 h para galhos (CHAAR, 2000; FERRAZ,
2012). Posteriormente, os 6leos foram levados a centrifugacio para separagao da agua e secos por

percolacao em Na,SO, anidro, obtendo-se assim, os 6leos essenciais.

3.2.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Neste trabalho, 6leos e extratos de folhas e galhos de casca-preciosa foram avaliados pelo
método direto para determinagdo da atividade antioxidante, utilizando-se o sistema §-
caroteno/4cido linoleico, inicialmente desenvolvido por Marco (1968) e Miller (1971), sendo
adaptado por Mattos ¢ al. (2009). As amostras também foram avaliadas pelo método indireto, de
reducao do radical livce DPPH, descrito inicialmente por Brand-Williams e a/. (1995), modificado
por Sanchez-Moreno e al. (1998), Mensor ef al. (2001), Silva ez al. (2007) e Rufino ez al. (2007) e
adaptado por Silva (2012).

3.2.2.1 Método de Captura do Radical Livre DPPH-
Um dos métodos mais usados na determinacio da atividade antioxidante consiste em
avaliar a capacidade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-), de

coloracdo purpura que possui absor¢ao maxima em 517 nm. Por a¢do de um antioxidante (AH) ou



65

uma espécie radicalar (R), o DPPH- ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragiao
amarela, com consequiente desaparecimento da absor¢ao, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem da
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livtes (BRAND-WILLIAMS ez af, 1995;
SANCHEZ-MORENO ¢ al., 1998; 2002).

A solugio de DPPH:* foi preparada na concentracio 0,06 mol/L com metanol P. A., no
mesmo dia da analise e protegida da exposi¢ao a luz. Para o preparo das solugoes teste foram
pesados 0,0128 g de extrato seco ou de dleo essencial e solubilizados em metanol P. A.,
avolumando-se para 10 mL. A partir da solugdo estoque foram feitas dilui¢bes sucessivas em
progressao geométrica com razao igual a 0,5 utilizando como solvente metanol P. A., em
microtubos, até a concentragao de 5,0 pg/ml. Solucoes estoque dos padroes acido ascorbico e
quercetina foram preparadas a 800 pg/mlL. Em seguida, foram feitas as diluicGes necessarias
obtendo-se as concentra¢des finais de 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50 e 0 pg/mL para a construcio
das curvas analiticas.

Para o ensaio da atividade antioxidante foram transferidos 50 ul. de cada concentracio da
amostra teste, em triplicata, para tubos de ensaio, protegidos da exposi¢ao direta da luz, sendo
adicionados 1950 pL da solugao de DPPH-* seguido de homogeneizagao da mistura. O controle
foi preparado de modo semelhante, substituindo a amostra por metanol P. A. O branco foi
preparado adicionando-se 1950 pL de metanol P. A. e 50 puL da solugio-teste contendo a mesma
concentragao de cada ensaio para a calibragao do espectrofotometro. Apds 30 minutos de reagao,
verificou-se a absorbancia em espectrofotometro a um comprimento de onda de 517 nm.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo de DPPH* conforme a
Equagio 2, e por meio de regressao linear foi determinado a Concentragao Eficiente (CEsg),

concentracao de amostra necessaria para o sequestro de 50% dos radicais livres DPPH* (SILVA e#

al., 2007).

AA% — (Abscontrole — Absamostra) XlOO (2)

Abs

controle

3.2.2.2 Sistema 3-Caroteno / Acido Linoléico

A solucdo controle foi preparada com icido ascérbico a 200 mg/L em dlcool etilico. A
solucdo de B-caroteno/acido linoleico foi preparada pesando-se 1 mg de B-caroteno seguido da
adicao de 1 mL de cloroférmio P.A. A esta mistura foram adicionados 400 plL de Tween 80, 50 pL

de acido linoleico e 5 mlL de agua oxigenada, seguida de total evaporagdao do cloroférmio. A agua
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utilizada para este ensaio foi oxigenada por borbulhamento durante 30 min. Essas solugoes foram
armazenadas em vidro ambar e utilizadas imediatamente apds o preparo. Foram entio adicionados
mais 95 mL de 4gua oxigenada, totalizando 100 mL. A absorbancia da solugdo foi avaliada em
espectrofotémetro, calibrado com agua oxigenada, a 480 nm, devendo estar entre 0,7 e 0,9. Essa
solugio sistema deve apresentar uma coloragao amarelo-alaranjada e deve ser protegida da luz e
imediatamente utilizada.

A solugio teste foi preparada na concentragio de 1280 mg/ml,, utilizando-se metanol. O
teste entao foi realizado com 1900 ul da solu¢io de B-caroteno/4cido linoleico reagindo com 100
puL. da solug¢do das amostras, seguido de homogeneizagio. O branco foi preparado com a
substitui¢ao da solugdao do extrato por metanol P.A. A solucido foi incubada em banho-maria a
50°C. Leituras das absorbancias a 470 nm foram realizadas a cada 30 min durante 120 min.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢ao da oxidagao. A redugao da

absorbancia do sistema sem antioxidante (Equag¢ao 3) foi considerada como 100% de oxidagao.

Redugdo da absorbancia = Absipiciai — AbSfinal 3)

Os decréscimos de absorbancia das amostras foram correlacionados com o sistema e
estabeleceu-se a porcentagem de oxidagao (Equagio 4), subtraindo-se a porcentagem de oxidagao
de cada amostra de 100 (Equagdo 5). A agao antioxidante da amostra foi comparada com a atividade

dos antioxidantes padrio acido ascorbico e quercetina.

[(Redugdo AbSgmostra)x100]
Redugdo Absgistema

)

% Oxidagdo =

% Protegido = 100 — (% Oxidagdo) (5)

Por meio de regressao linear foram obtidos os valores de CPs, que corresponde a

concentragao que oferece 50% de prote¢ao da oxidagao.

3.2.2.3 Anailise Estatistica dos Resultados

Os dados de atividade antioxidante foram expressos em média e desvio padriao da média,
sendo aplicado o teste t de Student para comparagao entre duas médias e teste de ANOVA One
Way para analise de variancia em mais de duas médias, seguida de teste de Tukey para discriminagao

das diferencas. Foram consideradas as diferencas com p<0,05 como significativas.



67

3.2.3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica das amostras que apresentaram atividade antioxidante foi avaliada
através de letalidade contra Artemia salina Leach, de acordo com o método proposto por Meyer ez
al. (1982) e McLaughlin ez a/. (1991).

As solugdes testes foram preparadas na concentragio de 1 mg/ml, seguindo-se de
dilui¢oes seriadas até a concentragio de 0,125 mg/ml. solubilizando-se em 1% de Tween 80 para
6leos e DMSO para extratos e particoes. As solucdes foram avolumadas com solu¢io salina na
mesma concentracao do meio de cultivo. Como meio de crescimento, foi utilizada uma solucao
salina contendo 38 g de sal marinho sintético em agua destilada, preparando-se 1 L. de solugao
(3,8%), e para a eclosao, foram adicionados 10 mg de cistos de Artemia salina. O crescimento
ocorreu em temperatura ambiente, de 25 a 28°C, sob iluminagao em lampada fluorescente durante
48 h e aeracao constante.

Apbs as 48 h da eclosao, os nauplios foram transferidos para tubos de ensaio, sendo
distribuidas 15 larvas de Artemia salina para cada tubo. Nos tubos foram adicionados 5 mlL das
solugoes teste, em triplicata. No controle, a solugio teste foi substituida pelo solvente utilizado para
solubilizar o 6leo ou extrato. Para evitar a mortalidade no grupo controle, foi elaborado um sistema
de aeragdo constante e os tubos de ensaio contendo as larvas de Artemia salina foram mantidas por
24 h sob iluminag¢ao de lampada fluorescente.

Apbs o periodo de exposicao, foi analisado o numero de larvas sobreviventes, tanto nos
tubos de controles quanto nos tratamentos. Foram feitas dilui¢cGes sucessivas das solugdes seguindo
uma progressio geométrica para a determinagao da Concentragdo Letal que causa morte de 50%

de uma populacio (CLsg), obtida por meio de regressao linear.

3.2.4 TRIAGEM FITOQUIMICA DOS OLEOS E EXTRATOS DE Aviba canelilla

Para a prospec¢ao fitoquimica preliminar dos metabdlitos presentes em folhas e galhos de
A. canelilla, foi utilizada a metodologia descrita por Matos (2009) e pela Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (20106), com adaptagdes. Para cada procedimento foram preparadas solugdes a 2
mg/ml em dlcool etilico P. A. Os ensaios realizados consistiram em testes para verificar a presenca
de alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas, taninos e compostos fendlicos.

Alcaloides: em tubo de ensaio com 2,0 mL. de amostra acrescentaram-se trés gotas do
reagente de Drangendorff para a observacao da presenca de precipitado (precipitado floculoso, em

pelo menos dois tubos ¢ indicativo de alcaloides).
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Esteroides: foi realizada a reagio de Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido
sulfurico concentrado), misturando 2,0 ml. de amostra a 2,0 ml. de cloroférmio. A soluciao
cloroférmica foi filtrada em um funil com algodao coberto com sulfato de sédio anidro em um
tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético, agitando suavemente e
acrescentaram-se trés gotas de HoSO4 concentrado observando-se o desenvolvimento de cores:
coloracdo azul seguida de verde permanente indica presenca de esteroides livres.

Flavonoides: foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e¢ Mg).
Adicionou-se a 2,0 mL de amostra, aproximadamente 0,5 cm de Mg em fita e 2,0 mL de HCI
concentrado. O fim da reacdo é determinado pelo término da efervescéncia e pode ser considerado
positivo se houver o aparecimento da cor vermelha. Além disso, para confirmacao dos resultados,
foi realizado o teste de alcalinizacdo das amostras, utilizando uma solu¢ao de NaOH a 2%
adicionada gota a gota a 3,0 mL. da amostra em um tubo de ensaio, até pH 11,0 observando-se a
mudanca de cor. O aparecimento de cor amarela indica a presenca de flavonas, flavonodis e xantonas
e a coloragao vermelho laranja a de flavonois.

Saponinas: para determinagao da presenca de saponinas nas amostras foram misturados 2,0
mL de cloroférmio junto a 2,0 mL de extrato e 5,0 mL de 4gua destilada. Em seguida, foi separada
a fragdo aquosa e depois agitada para observacao de uma possivel formagao de espuma. Espuma
persistente e abundante (colarinho) é indicativa da presenga de saponinas.

Fendis e Taninos: para determinag¢ao da presenca de taninos nas amostras, em um tubo de
ensaio contendo 2,0 mL de extrato foram adicionadas trés gotas de FeCls. Apos forte agitagao foi
observada a mudanca de cor ou formacgao de precipitado abundante. Coloragao entre azul e
vermelho indica presenca de fenodis e precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a

presenca de taninos.

3.2.5 SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA ABERTA (CCA)

A fim de purificar as amostras ativas, estas foram submetidas a separa¢ao por cromatografia
em coluna aberta, utilizando como fase estacionaria silica gel 60. Foram empregados como sistemas
de eluicio: acetona, acetato de etila/etanol (8:2), acetato de etila/etanol (1:1), acetona/etanol (1:1),
acetona/etanol (8:2), etanol/acetona (8:2), metanol, metanol/acido acético (8:2), metanol/dgua
(8:2), metanol/acido acético (1:1). Foram usados 60 mL de cada eluente, seguindo a ordem

crescente de polaridade, coletando-se fragoes de 5 mL.
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3.2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As fragoes obtidas em coluna foram analisadas por CLAE utilizando-se um cromatégrafo
Shimadzu Promience com detector Diode Array (DAD), uma coluna Shim-pack 2,0 mm ID x 100
mm e acetonitrila/4agua como eluente (35:65). As amostras foram preparadas em balao volumétrico

de 10 mL em acetonitrila com massa seca de cada fragao de 5,0 mg. As solugoes foram filtradas em
membrana de 0,45 um e injetadas no equipamento. Os cromatogramas obtidos foram usados para

avaliar o perfil quimico e reunir as fracoes semelhantes.

3.2.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA

Apbs reunir as fragdes semelhantes, os grupos e fragdes isoladas foram avaliadas
novamente quanto a atividade antioxidante e as que apresentaram as maiores atividades foram
submetidas a caracterizagao quimica por espectrometria de massa usando um espectrometro 7on
trap 1.CQ Fleet™ (Thermo Scientific) equipado com uma fonte eketrospray, operando no modo
negativo e programado para monitorar a faixa de m/z 50-200. As solucées foram diluidas a 5 ppm
em metanol grau HPLC e aplicadas por inser¢ao direta através da bomba seringa do proprio
equipamento. Para analisar as fragdes utilizaram-se os seguintes parametros de operagao: spray
voltage: 5KV, sheath gas: 8atb, aunx gas: 5 arb, sweep gas: 5 arb, capilar temp: 175 °C, capilar voltage: 50V
(folhas) e 35V (galhos), tube lens: 120 V, syringe pump: 8 plL./min.

3.2.7 PREPARO DAS FORMULACOES COSMETICAS

As emulsoes foram elaboradas pela técnica da inversao de fases em quatro formulagoes
diferentes e em duplicata contendo cera automemulsionante nao-ionica Crodabase CR2 (35,0 g),
miristrato de isopropila (17,5 g), silicone (17,5 g), propilparabeno (0,50 g), 6leo mineral (17,5 g),
agua (370,0 g), propilenoglicol (10,0 g), EDTA (0,50 g), metilparabeno (0,75 g), glicerina (20,0 g),
ureia (0,50 g) e esséncia (1,0 mL). As quatro formulagdes foram divididas pelo antioxidante
utilizado sendo: (i) contendo BHT (0,1750 g); (ii) com extrato hidroalcodlico de galhos (0,1750 g);
(i) com extrato hidroalcodlico de folhas (0,1750 g); e (iv) com glicerina, como controle. As fases
aquosas e oleosas foram aquecidas a 75°C vertendo-se posteriormente a fase aquosa a fase oleosa
sob agitacao constante (1200 rpm) até o arrefecimento natural a temperatura ambiente, onde os
conservantes e antioxidantes foram adicionados. Apds 24 h do preparo das emulsoes, foram

determinadas as caracteristicas macroscopicas, fisico-quimicas e a atividade antioxidante.



70

3.2.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As emulsées formuladas foram conduzidas ao estudo de estabilidade preliminar (estresse
térmico e ciclo gela-degela), sendo monitorados os parametros organolépticos e fisico-quimicos
(centrifugacao, pH e condutividade, densidade e espalhabilidade) das formulagdes.

Estresse Térmico: consistiu no aquecimento das emulsoes na faixa de temperatura de 40 a
80°C. O aumento da temperatura ocorreu de 5F1°C em 521°C, por 30 min em cada temperatura.
Os ensaios fisico-quimicos foram realizados ao término do aquecimento a 80°C, apds o
arrefecimento natural das amostras a temperatura ambiente (FERRARI, 1998).

Ciclo Gela-Degela: as emulsoes foram expostas a variagoes de temperatura por um periodo
de 12 dias. As amostras foram submetidas a 4+£2°C durante 24 h em geladeira e 45+2°C durante
24 h em estufa, completando assim, um ciclo. As analises foram realizadas ao final do 6° ciclo (12
dias).

Teste de Centrifugacao: os testes de centrifugacao foram realizados 24 h apds o preparo
das emulsbes, em duplicata, acondicionando-se 5,0 g de amostra em tubos centrifugos e
submetendo-os a 1000, 2500 e 3500 rpm, correspondentes a 70, 440 e 863 g, respectivamente,
durante 30 min em cada rotagao a 25°C, em uma centrifuga Centrifuge Model 90-1.

pH e Condutividade: os valores de pH foram determinados com auxilio de pHmetro
(GEHAKA PG 1800), por meio da dispersao aquosa a 10% (p/p) da amostra ensaiada em dgua
destilada, avaliando a diferenga de potencial entre dois eletrodos imersos na amostra em estudo
(BRASIL, 2004). Da mesma maneira, foi avaliada a condutividade das emulsées em condutivimetro
(GEHAKA CG 1800). As analises foram realizadas em duplicata.

Densidade Relativa: a densidade relativa das formula¢des foi obtida de acordo com a
ANVISA (2007), por meio de um picnéometro de vidro e uma balanga analitica, avaliando a relagao
entre a massa da amostra e da agua a 20° C. O ensaio foi realizado em duplicata.

Espalhabilidade: a medida da espalhabilidade foi realizada posicionando-se uma lamina de
vidro sobre outra contendo 25 mg da amostra. O raio formado pelo espalhamento da base cremosa
foi medido e repetiu-se o procedimento, sempre a intervalos de 1 min, adicionando-se pesos
aferidos de 2,1 g, 2,1 g e 4,6 g FPERNANDEZ-MONTES, 2005).

Paraimetros Organolépticos: foram avaliados cor, odor e aspecto, comparando as
formulagoes apds 24 h de sua elaboragio e ap6s os testes de estabilidade. Para esta avaliacao, levou-

se em conta a classificacio em: normal, levemente modificada, modificada e intensamente

modificada (ANVISA, 2004).
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3.2.9 TESTE DE EFICACIA (ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA EMULSAO)

O ensaio consistiu em determinar a atividade antioxidante das formulagcoes obtidas
comparando-as com as formulagées contendo o antioxidante de reféncia utilizados em cosméticos,
o BHT. A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro do radical livte DPPH
(secao 3.2.2). As solugoes teste foram preparadas utilizando a formulagao obtida em substituigao

aos extratos e Oleos da planta.

3.2.10 ANALISE ESTATISTICA
Os dados analisados foram submetidos ao teste t de Sttudent para comparagao entre duas
médias independentes e emparelhadas, e a ANOVA (Analise de Variancia) para comparagao de

mais de duas médias. Os dados foram tratados com o programa Biostat, Versao 5.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL, EXTRATOS ETANOLICOS E PARTICOES
Os 6leos essenciais foram obtidos com um rendimento médio de 1,02 % m/m para as
folhas e 1,409 % m/m para os galhos finos. Os 6leos essenciais apresentaram coloracao escura nos
das folhas e amarelada nos dos galhos que iam também escurecendo conforme o progresso da
extra¢ao. O rendimento dos extratos etanodlicos foi de 5,916 g (1,48% do material vegetal) para as
folhas e 5,197 g (1,30% do material vegetal) para os galhos. Apos submeter 3,9442 g de extrato
etanodlico das folhas a particao liquido-liquido, obteve-se 1,7249 g (43,73% do extrato bruto) de
fase hexanica, 0,6324 ¢ (16,03% do extrato bruto) de fase diclorometanica e 1,5243 g (38,65% do
extrato bruto) de fase hidroalcodlica. Para os galhos, com 3,4648 g de extrato etandlico foram
obtidos 0,5003 g (14,44% do extrato bruto) de fase hexanica, 0,4213 g (12,16% do extrato bruto)

de fase diclorometanica e 2,4932 g (71,96% do extrato bruto) de fase hidroalcodlica.

3.3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DO DPPH

Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em percentual de atividade
antioxidante, e por meio de regressio linear foram obtidas as CEs, para cada extrato e dleo
essencial, obtidos de folhas e galhos de A. canelilla coletados no periodo da seca e da cheia. Os
resultados foram comparados com as CEsy das solugoes padrées (acido ascorbico e quercetina),

conforme apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade antioxidante expressa em porcentagem de inibicdo com os calculos da concentracio eficiente (CEs) expressa em pg/mlL patra os

extratos, particoes e 6leos essenciais de folhas e galhos dos periodosde cheia e seca.

% Inibi¢do * desvio Padrio

[ Jug/mL  EBF CHEIA EBF SECA FHF CHEIA FHFSECA  FDCMF CHEIA FDCMFSECA  FHAFCHEIA  FHAF SECA
80 10,79 + 2,65 303 + 0455 7,86 + 131 0799 + 0,652 618 + 131 6976 + 022 11,69 + 259 21,05 + 1,181
160 2724 + 299 833 + 0182 1662 + 086 0,188 + 0293 1402 + 057 14244 + 117 3617 + 16,553 3480 + 1,034
320 5201 + 263 17,63 + 0350 3557 + 1,80 0940 + 0,165 2443 + 0,17 27,024 + 051 60,06 + 1879 63,62 + 1,464
640 9223 + 1,17 3676 + 0520 64,44 + 086 2,679 + 0287 4407 + 038 47415 + 1,68 80,57 + 036 9548 + 0,703
1280 92,65 + 040 6890 + 002> 8983 + 014c 6532 + 0990¢ 7334 + 055 80,049 + 1,54c 8216 + 0,13 9597 + 0,077
CEso 336,18 + 1023 876,16 + 7,898 48627 + 10,07 23167,52 789,46 + 4789 665468 + 17,39 34424 + 2131 301,76 + 10,91

[ Jug/ml.  EBG CHEIA EBG SECA FHG CHEIA FHG SECA  FDCMG CHEIA FDCMG SECA  FHAG CHEIA  FHAG SECA
80 928 + 088 818 * 0,80 832 + 074 -0125 + 0250 208 + 0,53 2809 + 051 13,76 + 1,79 21,75 + 1,834
160 18,72 + 025 1747 + 1,00 1738 + 214 0584 + 0313 579 + 1,79 5865 + 0,0 2884 + 336 3713 + 2536
320 3644 + 0,72 3299 + 055 3213 + 076 0417 + 0255 2029 + 491 13948 + 0,17 60,86 + 421 61,63 + 2136
640 69,63 + 184 70,56 + 042 6320 + 201 0459 + 0134 3139 + 0,70 30409 + 1,88 7883 + 033 9380 + 1,083
1280 92,07 + 0,100 89,39 + 0300 91,16 + 015 2,003 + 0,125 5305 + 001c (2297 + 174c 7798 + 0,54 9482 + 0,230f
CEso 45372 + 1136 460,98 + 2837 50325 + 14,16 39283,09 107497 + 1539 101336 + 6692 3583 + 1628 299,69 + 10,909

[ Jug/mL  Acido Ascérbico Quercetina OFEF CHEIA OEF SECA OEG CHEIA OEG SECA
75 26,16 + 159 737 + 1,90
100 41,08 + 242 61,66 + 073 . . . .

125 56,45 + 381 8452 + 1,14
150 73,04 + 257 8811 + 0,04
175 80,09 + 030 8848 + 0,58
200 88,65 + 1,05 8816 + 146
CEso 113,55 + 242 10435 + 0,73

EBF-Extrato etandlico bruto das folhas; EBG-Extrato etandlico bruto dos galhos; FHF-Fase hexanica das folhas; FHG-Fase hexanica dos galhqs; FDCMEF-Fase
diclorometanica das folhas; FDCMG-Fase diclorometanica dos galhos; FHAF-Fase hidroalcodlica das folhas; FHAG-Fase hidroalcodlica dos galhos; OEF-Oleo essencial das
folhas; OEG-Oleo essencial dos galhos; CEs-Concentragio eficiente que inibe 50% dos radicais livres (ug/ml). Letras mintsculas sobreescritas indicam as diferencas

estatisticas.
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Os padroes apresentaram CEsy de 104,35 * 0,73 pg/mL (R*=0,825) para quercetina e
113,55 * 2,42 pg/ml. (R*=0,987) para o 4cido ascorbico. A Figura 21 apresenta a curva analitica
da atividade antioxidante do acido ascérbico. O mesmo procedimento foi adotado para a obtengao

da CEsy das amostras dos extratos de 4. canelilla.

Figura 21 - Curva analitica do 4cido ascérbico utilizada para determinagao da Concentragao
Eficiente (CEsp). As linhas tracejadas representam o limite de confianga em 95%.

100

y = 0,473x - 3,7133 . ]
r>=0,987 Lo 707
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, observa-se que os extratos
etanolicos brutos de A. canelilla apresentaram valores significativos de atividade antioxidante,
chegando a inibir mais de 90% dos radicais livres presentes nas solugdes. Nota-se também que os
extrato etandlico bruto das folhas coletadas do periodo da cheia apresentaram mais componentes
antioxidantes (CEs= 336,18 + 10,23 pug/ml,, aproximadamente 3 vezes menos eficiente que o
padrao acido ascorbico), que o extrato bruto das folhas coletadas na seca (CEs= 876,16 £ 7,898
pg/ml., 7,75 vezes menos eficiente que o padrio acido ascorbico). Os extratos etanolicos brutos
dos galhos também apresentaram alta atividade antioxidante, tanto para o extrato obtido dos galhos
coletados na cheia (CEs= 453,72 £+ 11,36 ng/mL), como na seca (CEs= 460,98 *+ 2,837 ng/mL),
ambos se mostrando aproximadamente 4 vezes menos eficientes que o acido ascérbico (sem
diferenca estatistica entre os periodos de coleta).

Para as fases hexanicas de folhas e galhos, foi observada atividade antioxidante apenas para
as fases obtidas com material vegetal coletado no periodo de cheia. As fases hexanicas de folhas

(CE50=486,27 £ 10,07 ng/mL), e de galhos (CEs= 503,25 + 14,16 pg/ml) apresentaram-se
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aproximadamente 4,5 vezes menos eficiente que o padrio acido ascérbico. As fases hexanicas
obtidas de folhas e galhos coletados na seca nao apresentaram atividade antioxidante significativa,
sendo observados valores de CEs extremamente altos.

As fases diclorometanicas apresentaram-se similares, quando se comparam os dois perfodos
de coleta, sendo a CEso= 789,46 + 47,89 ug/ml. para a fase das folhas coletadas na cheia, e CEs=
665,468 = 17,39 pug/ml,, para as coletadas na seca (aproximadamente 6,5 vezes menos eficiente
que o acido ascorbico). Os valores de CEs para as fases diclorometanicas obtidas de galhos foram
de 1074,97 £ 153,9 ug/ml (cheia) e de 1013,36 + 66,92 pg/ml. (seca), sendo aproximadamente
10 vezes menos eficiente que o padrio acido ascorbico.

Os extratos das fases hidroalcodlicas das folhas apresentaram as mais altas atividades
antioxidantes, inibindo até 95% dos radicais livres. As fases hidroalcodlicas das folhas coletadas na
cheia apresentaram CEs= 344,24 + 21,31 ug/mlL, e as das coletadas na seca CEs= 301,76 £ 10,91
pg/mL (2,66 vezes menos eficiente que o padrio acido ascérbico). As fases hidroalcodlicas dos
galhos apresentaram CEs= 358,3 £ 16,28 pg/mlL (cheia), e CEs= 299,69 £ 10,909 pg/mlL. (seca).

Os oleos essenciais de folhas e galhos obtidos de material vegetal coletado nos dois
periodos de coleta nao apresentaram atividade antioxidante pelo método estudado, corroborando
os resultados encontrados anteriormente por nosso grupo de pesquisa, onde os éleos essenciais de
folhas e galhos de A. canelilla foram analisados em 30, 60 e 90 minutos de reagao com o DPPH, e
também ndo apresentaram atividade antioxidante (SILVA, 2012).

Verifica-se ainda que a maior parte das substancias responsaveis pela atividade antioxidante
foi separada na fase hidroalcodlica, que possui o carater mais polar dos extratos, sendo este
resultado de concentracio eficiente bem proximo ao do antioxidante padrio, acido ascorbico. Tal
resultado pode ser explicado pela maior solubilidade das substancias antioxidantes em solvente
polares, pois o ensaio utilizando o radical estavel DPPH mede a capacidade das substancias testadas
em doar hidrogénio radicalar a este radical, e assim, quanto maior o nimero de hidroxilas presentes
na amostra, maior seu potencial antioxidante (DUARTE-ALMEIDA ¢/ al., 2006). O aumento do
numero de hidroxilas nas substancias também aumenta sua polaridade, e consequentemente, essas
substancias podem ser extraidas nas fases mais polares da particao.

As substancias responsaveis pela inibi¢ao da oxidagdao deste extrato, ao doar hidrogénios
radicalares para a redu¢ao do DPPH, podem possuir a capacidade de deslocalizar o radical para sua
estrutura, devido a alta estabilidade do novo radical formado, pois além da redugao do DPPH
ocorrer no primeiro minuto da rea¢do (observado visualmente), apds trinta minutos de reagao, a

absorbancia permaneceu constante.
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Silva et al. (2007), ao analisar extratos metanolicos de .A. canelilla, encontraram alta atividade
antioxidante, com concentragoes eficientes equivalentes as encontradas neste trabalho. Analisando
os 6leos essenciais do tronco, folhas e galhos, os autores perceberam que, embora menor que nos
extratos, havia atividade antioxidante relevante nos 6leos (CEso = 223,81 £ 1,88 ug/mlL) e, ao
analisarem a atividade antioxidante do composto majoritario 1-nitro-2-feniletano (CEsy = 792,50
+ 9,97), concluiram que o potencial antioxidante da espécie nao é devido exclusivamente a este
composto. A diferenca nos resultados encontrados por Silva ¢# al., quando comparados com os
obtidos no presente trabalho pode ser explicada levando em consideragdo a amostra vegetal, que
foi coletada em Ulinépolis-PA e Novo Airdo-AM, enquanto que os individuos de .A. canelilla
utilizados neste trabalho foram oriundos de Manaus-AM. Vale ressaltar que neste trabalho foram
feitos estudos em duas épocas de coleta diferentes, cheia e seca, com uma amostragem de 10
arvores (n=10), e em nenhuma amostra de 6leo observou-se atividade antioxidante.

De acordo com Soares ¢# al. (2008), os compostos fendlicos sao substancias com grande
potencial antioxidante, pertencentes as classes de taninos e flavonoides. Sao formados no
metabolismo secundario de vegetais, possuindo fun¢oes de defesa contra o ataque de pragas. Silva
et al. (2007), ao analisarem os 6leos essenciais de folhas e galhos finos de A. canelilla descreveram a
presenca do terpeno B-cariofileno. Associado com compostos fendlicos, o B-cariofileno tem seu
potencial antioxidante aumentado através do efeito sinérgico, o que pode ter sido um dos

responsaveis pela boa atividade antioxidante descrita pelos autores.

3.3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO
Os resultados foram obtidos pelo monitoramente da redugdo da absorbancia ao longo do
tempo de reagdo. As Figuras 22 a 25 mostram os graficos para o extrato bruto e parti¢des obtidos

das folhas de A. canelilla coletadas no periodo da seca.
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Figura 22 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para o extrato etandlico das folhas de

Abniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema -caroteno/4cido linoleico).
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Figura 23 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase diclorometanica das folhas

de Aniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema -caroteno/acido linoleico).
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Figura 24 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase hexanica das folhas de .Aniba

canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema P-caroteno/4cido linoleico).
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Figura 25 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase hidroalcodlica das folhas de

Abniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema -caroteno/4cido linoleico).
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As Figuras 26 a 29 mostram os graficos para o extrato bruto e particdes obtidos dos galhos

de A. canelilla coletados no periodo da seca.
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Figura 26 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para o extrato etandlico dos galhos de

Abniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema -caroteno/4cido linoleico).
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Figura 27 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase diclorometanica dos galhos

de Aniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema 3-caroteno/acido linoleico).
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Figura 28 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase hexanica dos galhos de .Aniba

canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema P-caroteno/4cido linoleico).
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Figura 29 - Curvas do descréscimo da absorbancia obtidas para a fase hidroalcodlica dos galhos de

Abniba canelilla submetido ao teste de atividade antioxidante (sistema -caroteno/4cido linoleico).

0,9 —&— Solucdo Controle
0,8 —o—5 pg/mL
07 ] —o—10 pg/mL
£ .
% 06 20 pg/mL
2 1 ——
‘_‘;E 05 1 40 pg/mL
5 : —e—80 ug/mL
2 04 ] Hg
< . —8— 160 pg/mL
0,3 A
] : —— 320 pg/mL
0,2 4 \\
. —8— 640 pg/mL
0.1 _ —0— 1280 ug/mL
O . LINNNL L B B I B B B B NN B B B B N BN N N B B B B B N N B R B |
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Na Tabela 5 observam-se os valores percentuais da atividade antioxidante para cada extrato
e particao, obtidos de folhas e galhos no perioda da seca. Os resultados foram expressos em
percentual de prote¢ao da oxidagao (%P) do 4cido linoleico e em valores de CPs, correspondente

a concentragao que oferece 50% de protecao da oxidagio.
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Nos extratos das folhas, a fase hidroalcodlica é a particio que se destaca com um percentual
de protecdo de 85,58%. Nos extratos de galhos, o mesmo ¢ observado, tendo em vista que o
percentual de protegdo da fase hidroalcodlica é de 88,58%. Os dleos essenciais nao apresentaram
atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, confirmando os resultados
observados utilizando o método de sequestro do radical DPPH.

O sistema B-caroteno/acido linoleico avalia a atividade antioxidante através da analise
espectrofotométrica da descoloragido ou oxidag¢ao do B-caroteno induzida pelos produtos de
degradagdo oxidativa do acido linoleico (MATTOS ef al, 2009). Comparando os valores de CEs
(Tabela 4) com os valores de CPs (Tabela 5), verifica-se que os resultados sao similares, ou seja, os
extratos e partigoes que se mostraram aptos a sequestrar o radical DPPH também se apresentaram
eficazes na protecao da oxicao lipidica, indicando que os metabdlitos de A. canelilla presentes nas
fases hidroetanodlicas e nos extratos etanélicos brutos sao eficazes também como antioxidantes de
produtos com alto teor de lipidios, caracteristica que pode ser util para a industria de alimentos.

A CPs encontrada para o padrio quercetina foi de 116,94 ng/ml.. Portanto, verifica-se que
a fase hidroetandlica de folhas (CPsy = 317,44 ug/ml) foi apenas 2,71 vezes menos eficiente que
o padrio, e que a fase hidroetandlica de galhos (CPsy = 228,25 pg/mlL) foi 1,95 vezes menos
eficiente que a quercetina na protec¢ao lipidica.

O acido ascorbico é amplamente conhecido por sua atividade antioxidante e por isso é
utilizado em cosméticos ou em tratamentos de doencas degenerativas (IRACHE e7 4/, 1993). O
acido ascorbico no sistema [-caroteno/acido linoléico apresentou atividade pré-oxidante
(porcentagem de inibicdo negativa), como pode ser visto na. Duarte-Almeida e a/ (2006) e
Hassimoto e al. (2005) verificaram esse mesmo comportamento e afirmam que a atividae pro-
oxidante ocorre porque o acido ascérbico, apds doar os dois hidrogénios redutores, fica passivel
de receber elétrons, devido ao radical ascorbila formado, que é um agente oxidante. Ja na reagao
com o radical DPPH o radical ascorbila nio interfere na reagao e, portanto, verifica-se a atividade

antioxidante (DUARTE-ALMEIDA e¢f al., 2000)
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Tabela 5 - Resultados da atividade antioxidante para os extratos e parti¢oes obtidos de folhas e

galhos de Awiba canelilla no periodo da seca expressos em porcentagem de prote¢ao do acido

linoléico (%oP).

% Protecao * desvio padrio

[ ]

ng/mL EBF FHF FDCMF FHAF
5 946 + 0,73 470 + 743 327 + 529 217 + 433
10 682 + 157 259 + 296 270 + 854 2,83 + 3,68
20 432 + 081 313 + 274 224 + 2,64 597 + 517
40 431 + 1,05 443 + 2,77 0,22 + 418 9,55 + 4,59
80 840 + 005 215 + 213 219 + 251 2763 + 465
160 2580 + 1,73 10555 + 426 339 £ 629 3693 + 6,46
320 57,79 + 0,87 1328 + 3,53 638 + 570 5556 + 7,84
640 76,13 + 1,12 3151 + 484 1920 + 2,04 7421 + 1,89
1280 7781 + 378 5689 + 1091 8048 + 421 8558 + 414
CPs 367,89 pe/ml.  1111,73 pg/ml. 919,68 pe/mlL 317,44 pe/ml
[ Jue/mL EBG FHG FDCMG FHAG
5 499 + 476 298 * 3,00 0,35 + 476 418 + 10,26
10 593 + 494 370 + 281 0,66 + 4,65 334 + 11,87
20 623 + 580 330 + 0,75 1,48 + 371 236 + 8,66
40 9,65 + 424 469 + 282 0,88 + 4,53 419 + 1328
80 2387 + 632 893 + 341 426 + 470 2786 + 1531
160 3573 + 281 977 + 131 2023 + 124 4877 + 18,79
320 5992 + 504 2539 + 627 4645 + 1,92 70,82 + 127
640 7954 + 300 4544 + 1621 6294 + 460 73,49 + 752
1280 8742 + 245 8033 + 494 7529 + 1,19 8858 + 456
CPs 302,34 ug/ml 75944 po/mL 571,78 ug/mL 228,25 pg/mlL

EBF-Extrato etandlico bruto das folhas; EBG-Extrato etandlico bruto dos galhos; FHF-Fase hexanica das
folhas; FHG-Fase hexanica dos galhos; FDCMF-Fase diclorometanica das folhas; FDCMG-Fase
diclorometanica dos galhos; FHAF-Fase hidroalcoodlica das folhas; FHAG-Fase hidroalcodlica dos galhos;
CPso- concentragdo da amostra com capacidade de protecdo de 50% da oxidagdo do acido linoléico.

3.3.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DAS FASES ATIVAS

Por apresentarem a maior atividade antioxidante, as solugoes das fases hidroalcoodlicas de

folhas e galhos de A. canelilla coletadas na seca foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade,

conforme mostra a Figura 30. O valor de CLs obtido para a fase hidroalcodlica das folhas foi de

3,207 mg/mL e de 0,855 mg/mL para a fase dos galhos. Os dados mostram que os galhos de A.

canelilla produzem substancias mais ativas quanto a citotoxicidade do que a folhas.
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Figura 30 - Grafico de mortalidade das larvas de Artemia salina expostas aos extratos da fase

hidroalcodlica de folhas (a) e de galhos (b) de Aniba canelilla.
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Souza et al. (2007) analisaram o hidrolato de pau-rosa (Aniba duckei Kostermans) contra 4.
salina, utilizando as concentrag¢oes de 12,5%, 25% e 50%, e perceberam que na concentragao a
12,5% ainda existiam larvas vivas, porém debilitadas, considerando o hidrolato ativo frente ao
crustaceo. Estes autores, ao analisar 6leos essenciais extraidos das cascas do tronco, bem como o
1-nitro-2-feniletano isolado de .A. canelilla, observaram uma alta atividade citotoxica frente a .A.
salina, com CLs igual a 21,61 + 1,21 e 20,37 + 0,99 pug/ml, respectivamente. Por outro lado, os
autores verificaram que os extratos metandlicos da madeira apresentaram ClLsg igual 2 91,38 + 7,20
pg/mL, mostrando uma citotoxicidade quatro vezes menor, demonstrando a grande correlacio
entre 0 composto majoritario 1-nitro-2-feniletano encontrado no éleo essencial com a bioatividade
(citotoxicidade).

No presente estudo, a fase hidroalcodlica das folhas apresentou CLsy maior que 1000
pg/mL sendo considerada nio toxica. A fase hidroalcodlica dos galhos, por outro lado, por
apresentar a CLs) abaixo de 1000 pg/mlL, foi considerada ativa.

Estudos comparativos efetuados pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA) apontam que,
em geral, a alta toxicidade (ou seja, baixa ClLsg) de substancias frente as larvas de Arzemia pode ser
correlacionada a alta inibi¢do (ou baixa concentragao letal mediana (CLso) 7z vitro de linhagens de
células provenientes de tumores solidos. Tendo em vista esses resultados, pode-se afirmar que a
fase hidroalcodlica dos galhos de A. canelilla (H.B.K) Mez posui substincias potencialmente
citotoxicas e antitumorais (ANDERSON ez a/, 1991). Por outro lado, uma baixa toxicidade pode
ser uma boa caracteristica para utilizacdo de extratos vegetais em ambientes naturais, por exemplo,

para o controle da populagdo de caramujos (NUNES ez 4/, 2008).
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3.3.5 ANALISE QUALITATIVA DOS METABOLITOS PRESENTES NAS FASES
HIDROALCOOLICAS DE FOLHAS E GALHOS DE Aniba canelilla

A analise fitoquimica preliminar das fases hidroalcodlicas obtidas dos extratos etandlicos
de folhas e galhos de A. canelilla coletados na seca, revelou a presenca de fendis, taninos e
flavonoides, corroborando os resultados de atividade antioxidante encontrados.

O teste realizado para fendis e taninos forneceu uma coloragio escura e azulada, decorrente
da formacio de complexos coloridos com o fon Fe®, indicando a presenca de taninos hidrolisaveis
em todos os extratos e particdes. Os taninos sio compostos polifendlicos soluveis em dgua e em
solventes organicos polares. Plantas que apresentam em sua composicio quimica certas
quantidades de taninos tendem a ser utilizadas na medicina popular para o tratamento de diarreias,
hipertensao arterial, reumatismo, problemas no estomago e inflamagdes (SANTOS e MELLO,
1999). Sao utilizadas também como antioxidantes em sucos e refrigerantes pela industria alimenticia
pot possuirem a¢ao sequestradora de radicais livres (SANTOS e MELLO, 2004) e agao protetora
contra danos ao DNA (BARNEJEE 7 4/, 2005).

No teste para determinacdo da presenca de flavonoides, as fases hidroalcodlicas
apresentaram uma colora¢ao vermelha parda ao reagirem com magnésio em meio acido, indicando
a presenca de moléculas que contém o nucleo benzopirona na sua estrutura quimica (MARTINEZ
2005). Para o teste em que se utilizou NaOH, as amostras apresentaram uma colora¢ao vermelha
alaranjada, indicativo da presenca de flavondis. Para o extrato proveniente das folhas observou-se
uma colorac¢ao amarelada, indicativo da presenca de flavonas, flavondis e xantonas. Os flavonoides
sao substancias com nucleo fendlico que possuem alto poder de captagao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) agindo como importantes agentes antioxidantes, capazes de inibir e retardar a
oxidag¢ao de lipidios e alguns danos causados as células (CHANWITHEESUK ez /., 2005). Além
disso, esses metabdlitos secundarios fornecem as plantas acao anti-inflamatoria, antialérgica, anti-
hemorragica, antimutagénica e antiespasmodica (WOLLENWEBER ez a/., 2000; AMARAL e7 al.,
2001; ZUANAZZI e MONTANHA, 2004; AMARAL 7 al., 2006; BARBOSA-FILHO ¢t al., 2000).

3.3.6 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FASE HIDROALCOOLICA
Apbs a analise da atividade antioxidante, foi realizada a cromatografia em camada delgada
(CCD) para determinar os possiveis solventes que seriam utilizados na cromatografia em coluna
aberta (CCA) para separagdo dos constituintes quimicos da fase hidroalcodlica de folhas e galhos
de A. canelilla coletados na seca (amostras que apresentaram os maiores valores de atividade
antioxidante). Os sistemas de elui¢ao escolhidos dispersavam as substancias na placa com valores

de Rrentre 0,3 e 0,7 para melhor separacdo das biomoléculas.
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Apbs ser realizada a CCA em coluna de silica gel 60, obtiveram-se 114 fracGes para as folhas
e 72 para os galhos. As fracoes foram analisadas novamente por cromatografia em camada delgada
(CCD) e por Cromatografia Iiquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com o intuito de unir as fragoes
semelhantes. A partir da semelhanc¢a quimica observada para as amostras, as fracdes foram unidas,
resultando em 15 amostras provenientes de folhas e quatro de galhos. Apds todas as fragdes terem
sido reunidas, realizou-se novamente a analise de atividade antioxidante para determinar quais
fracoes ou grupos de fracoes apresentavam os maiores valores. Os valores estao dispostos na

Tabela 6 e 7.

Tabela 6 — Atividade antioxidante (sequestro do radical DPPH) obtida para as fragdes reunidas,

apos separagao por cromatografia em coluna aberta da fase hidroalcodlica das folhas de Aniba

canelilla.

Amostra  Fragio AA% Massa () Rendimento (%)
Fl 1-42 9,730 + 1,582 0,3307 15,60
F2 43 - 45 0,660 £ 0,990 0,008 0,38
E3 46 - 50 2,160 £ 0,530 0,0019 0,09
F4 51-65 0,150 £ 0,367 0,0061 0,29
F5 066 - 67 92,60 £ 0,367 0,0389 1,83
Fo6 68 - 74 93,17 £ 0,220 0,2472 11,66
E7 75 83,49 £ 0,767 0,2472 11,66
E8 76 - 81 84,52 £ 1,498 0,0941 4,44
F9 82 -83 88,72 £ 0,300 0,0107 0,50
F10 84 - 88 92,66 £ 0,145 0,0981 4,63
F11 89 - 92 69,86 £ 13,55 0,3217 15,17
F12 93-99 06,760 £ 1,515 0,4307 20,31
F13 106 15,53 £ 7,150 0,011 0,52
F14 113 2,620 = 1,094 0,0029 0,14
F15 114 4,340 £ 1,094 0,0031 0,15

AAY%= percentagem de inibi¢io do DPPH.

E possivel observar que as fracdes F10 de folhas e G2 de galhos se mostraram as mais
promissoras, pois apresentam as maiores porcentagens de inibicao do radical livre DPPH, sendo
de 92,66% e 94,13%, respectivamente. Na Figura 31 esta apresentado o cromatograma obtido por

CLAE para a fragao F10, obtida das folhas de _A. canelilla.
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Tabela 7 — Atividade antioxidante (sequestro do radical DPPH) obtida para fra¢ées reunidas, apos

separagao por Cromatografia em Coluna Aberta da fase hidroalcodlica dos galhos de Aniba canelilla.

Amostra  Fracio AA% Massa (g) Rendimento (%)
Gl 1-30 0,510 £ 1,30 0,0245 2,26
G2 31-51 94,13 + 0,13 0,8203 75,83
G3 52 -57 74,63 £ 3,13 0,0789 7,29
G4 58 -72 25,76 = 3.11 0,1581 14,61

AA%= percentagem de inibigdo do DPPH.

Figura 31 - Cromatograma da fragao F10 obitida da fase hidroalcodlica de folhas de Aniba canelilla.
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3.3.7 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS MOLECULAS BIOATIVAS

Por apresentar os mais altos valores de atividade antioxidante (Tabelas 4 e 5), as fracoes
F10 e G2 foram analisadas por espectrometria de massas para caracterizagao quimica das moléculas
bioativas. No espectro de ions totais da fragao FF10 (Figura 32), observam-se dois grandes picos, o
ion molecular 153 m/z, caractetistico do acido protocatecuico desprotonado [M-H)] e 0 109 m/~,
[(M-44)7] carcteristica fragmento carboxilato (COO). Dessa forma, pode-se inferir que a atividade
antioxidante da fra¢ao F10 deve-se ao acido protocatecuico (composto majoritario). Entretanto, as
demais moléculas presentes na fracio F10, observadas na analise de CLAE (Figura 31), também

podem ser responsaveis pelo alto valor da atividade antioxidante (92,66% de inibigao do radical

DPPH).
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Figura 32 - Espectro de fons totais em modo negativo do acido protocatecuico obtido por

espectrometria de massa da fragao F10 obtido de folhas de .Aniba canelilla.
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Os acidos fendlicos sao divididos em dois grupos, os derivados do acido hidroxibenzoico
e os derivados do acido hidroxicinamico. Os acidos hidroxibenzoéicos incluem os acidos galico, p-
hidroxibenzéico, protocatecuico, vanilico e siringico, e possuem sete atomos de carbono (Ce—Cy),
enquanto os acidos cafeico, ferulico, p-cumarico, cinamico e sinaptico fazem parte dos acidos
hidroxicinamicos, compostos aromadticos com nove 4atomos de carbono (CeCs)
(BALASUNDRAM ¢/ al., 2006; SOARES, 2002).

O 4cido protecatecuico ¢ um acido fendlico conhecido, e pode ser formado pela degradagao
da fenilalanina e pela hidroxilagio do acido parahidroxi-benzdico. A hidroxilagao direta do acido
protocatecuico para formar o acido galico, embora rara, também é conhecida (LIANDA, 2009).

A atividade antioxidante do acido protecuico ja foi descrita. Moura ez a/. (2011) avaliaram a
atividade antioxidante de constituintes de Indigofera hirsuta Linn. (Fabaceae), entre eles o acido
protecatecuico, que apresentou CEsy de 192,2 pg/ml. frente ao radical DPPH. Em outro estudo,
Sroka e Cisowski (2003) demonstraram que a atividade antioxidante e anti-radical dos acidos
fendlicos esta correlacionada positivamente com o numero de grupos hidroxila ligados ao anel
aromatico, e observaram maior atividade antioxidante e anti-radical para o acido galico (trés grupos
hidroxila ligados ao anel aromatico), seguido pelo acido protocatecuico (dois grupos hidroxila
ligados ao anel aromatico). Lianda (2009) verificou que o extrato de mel de laranjeira apresentou
excelente resultado para a atividade antioxidante (9,74 pg/mL), e que este extrato continha seu
perfil cromatografico acido protocatecuico como constituinte majoritario. Bonilla ez a/ (1999)

também observaram alta atividade antioxidante do acido protocatecuico no ensaio do tempo de
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inducdo da oxidagdo em o6leo de oliva. Portanto, pode-se inferir que o alto valor de atividade
antioxidante encontrado nas fragoes obtidas de folhas de A. canelilla seja devido a presenca desta
substancia.

No espectro de fons totais da fracaio G2 (Figura 33), observa-se o fon molecular 284 m/z,
caracteristico da luteolina desprotonada [(M-H)] seguido de uma importante reagao de
fragmentacao chamada Retro-Diels-Alder (RDA). Segundo Coutinho (2014) este tipo de
fragmentacao ocorre em anel de seis membros contendo uma ligagao dupla e envolve a relocagao
de trés pares de elétrons no anel, de acordo com o mecanismo da Figura 34. Dessa forma, pode-se
inferir que a atividade antioxidante da fracio G2 deve-se a luteonina (composto majoritario).
Entretanto, as demais moléculas presentes na fragao G2, observadas na analise de CLAE (Figura
34), também podem ser responsaveis pelo alto valor da atividade antioxidante (94,13% de inibigao

do radical DPPH).

Figura 33 - Espectro de {ons totais em modo negativo da luteolina obtida por espectrometria de

massa da amostra G2 obtido de galhos de .Aniba canelilla.
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Figura 34 - Mecanismo de reagdo para a formacio dos fons fragmentos ’A” e "B para luteolina e

via de fragmentacao para flavonoides pelo rompimento de ligacdo no anel.
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Fonte: COUTINHO, 2014.

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de substancias quimicas de origem natural e
apresentam uma série de propriedades farmacoldgicas que lhes permite atuar em sistemas
biolégicos e assim favorecer a saide humana Mais de 8000 diferentes flavonoides ja foram
descritos, sendo as suas principais classes: flavonois, flavonas, flavanonas, flavanas, isoflavonoides
e antocianinas. A luteolina ¢ uma flavona, antigamente usada em tinturaria téxtil como corante
amarelo, presente em especiarias, cereais e frutos (FLAMBO, 2009).

A atividade antioxidante da luteolina esta descrita na literatura. Silva ez /. (2007) realizaram
o fracionamento do extrato metandlico de Leiothrix flavescens que apresentou atividade antioxidante
frente ao radical DPPH e identificaram as substancias isoladas, entre elas a luteolina. Re ez a/ (1999),
ao estudarem os efeitos antioxidantes de varios flavonodides, verificaram que a atividade
antioxidante decresce no sentido quercetina > luteolina > canferol, evidenciando que o grupo
catecOlico no anel B tem maior influéncia na atividade do que a hidroxila na posi¢ao 3. Além disso,
o maior nimero de hidroxilas fenélicas confere maior hidrofilicidade a xantona 3, o que também
¢ considerado um fator de extrema importancia para a atividade antioxidante (VAN DEN BERG

et al., 2000).


https://pt.wikipedia.org/wiki/T%C3%AAxtil
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3.3.8 FORMULAGAO COSMETICA

As emulsbes cosméticas formuladas apresentaram aparente compatibilidade quimica com
os extratos de A. canelilla. As caracteristicas obtidas foram consideradas desejaveis, tais como,
emulsoes homogéneas e brilhantes, com aspecto fino e macio ao toque. Apos o estresse térmico e
ciclo gela-degela, que visa acelerar interagdes fisico-quimicas entre as matérias-primas num
reduzido espago de tempo (RIEGER, 1996), a homogeneidade foi perdida e o produto adquiriu
um aspecto heterogéneo, opaco e fibroso, tidos como defeitos sérios ISAAC ez al., 2008).

As amostras submetidas a centrifugacao apresentaram aspecto normal e sem alteracio,
quando comparadas as analises macroscopicas realizadads no tempo zero (24 h ap6s a formulagao).
O procedimento de centrifugacao é eficaz na determinagao da instabilidade dos produtos
emulsificados, ja que a simulagdo de aumento da forca de gravidade pode promover separagao de
componentes de diferentes densidades, como nas fases 6leo e agua. Velocidades de rotagao
moderadas entre 2000 e 5000 rpm, durante curto periodo, sao muito uteis para verificar o
comportamento das goticulas emulsionadas frente a for¢a da gravidade (RIEGER, 1996).

As emulsdes caracterizadas como macroscopicamente estaveis apos 24 h da formulagio,
foram submetidas ao estudo preliminar de estabilidade, por um periodo de 15 dias (ANVISA,
2004). As amostras foram submetidas ao ciclo gela-degela e estresse térmico. Os resultados das

analises de densidade, pH e condutividade encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros fisico-quimicos analisados 24 horas apés o preparo das formulagoes das

emulsoes, apos o estresse térmico e ciclo gela-degela.

24 h Estresse Térmico Ciclo Gela-degela

Amostra | Dens pH Cond | Dens pH Cond| Dens pH Cond
Controle 0,970 422 199 | 0,968 4,13 1,85 | 0,966 4,40 2,03
0,976 3,86 1,88 | 0,970 3,88 1,86 | 0,957 430 224
0,977 417 2719 | 0,957 394 2712 | 0976 433 227
BHG 0,971 3,90 209 | 0,974 3,85 221 | 0,959 421 230
0,965 4,02 206 | 0,947 395 205 | 0966 433 227
PRE 0,960 3,88 1,55 | 0,954 392 1,67 | 0,956 442 1,53
0,966 4,00 1,81 | 0,972 3,81 1,76 | 0,957 429 217
Bt 0,974 3,63 1,78 | 0,975 3,83 1,48 | 0,980 430 1,83

Dens = densidade (g/mL); Cond = condutividade elétrica (uS/cm); EHG = formulagio contendo
fase hidroalcoodlica dos galhos; EHF = formulacio contendo fase hidroalcélica das folhas; BHT =

formulando contendo butilhidroxitolueno.
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As densidades das formulagoes nao apresentaram diferengas significativa entre os lotes
avaliados. Os valores medidos durante os ensaios de estabilidade preliminar também nao diferem

entre si nos produtos elaborados (Figura 35).

Figura 35 - Grafico das analises de: a - densidade (g/mL) sem diferenca estatistica entre os grupos

e b - analises de pH apresentando diferenca estatistica entre as formulagoes.
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Controle: Sem antioxidante, EHF: Extrato Hidroalcoolico de Folhas, EHG: Extrato Hidroalcoolico de Galhos, BHT: Butilhidroxitolueno.
E324nh Estresse Térmico Ciclo gela-degela

O pH de uma formula¢ido deve garantir a estabilidade dos ingredientes da formulag¢ao, sua
eficacia e seguranca (ANVISA, 2004), bem como ser compativel com os fluidos biolégicos de
acordo com a via de administragao pretendida. A maior estabilidade dos sistemas da-se quando
estes sdo mantidos dentro de uma pequena variagao de pH. Desta forma, a diminui¢ao progressiva
da estabilidade da-se quando o pH se afasta de seu limite 6timo (GENNARO, 2000).

Apesar do valor do pH nao ser uma medida tao sensivel quando comparado a
condutividade elétrica, alteragdes deste durante o perfodo de estocagem nas diferentes
temperaturas podem indicar um processo de instabilidade. Segundo Masmoudi ef @/ (2005), a
diminui¢ao do pH pode representar uma oxidagao da fase oleosa com formagao de hidroperoxidos,
ou mesmo a hidroélise de triglicerideos levando a formagao de acidos graxos.

A condutividade elétrica apresentou valores constantes durante os ensaios de estabilidade
preliminar, nao havendo diferenca estatistica entre os valores observados conforme a Figura 36a.
A medi¢ao da condutividade elétrica é considerada como uma ferramenta tutil para a avaliagio da
estabilidade da emulsio imediatamente apds a sua preparagao e¢ depende também do grau de
dispersao. As preparacdoes O/A com particulas pequenas apresentam resisténcia reduzida, um
aumento da resisténcia revela agregacdo de goticulas de dleo e consequentemente revela
instabilidade. Uma emulsdo fina de 4gua num produto A/O nio conduz a corrente até que se

verifique coalescéncia das goticulas, isto ¢, quando se torna instavel (LACHMAN, 2001).
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Avaliando a espalhabilidade das emulsées formuladas, notou-se que as manipulagoes
Controle e BHT apresentaram valores maiores que as obtidas com os extratos vegetais, EHF e

EHG, como mostra a Figura 36b.

Figura 36 - Grafico das analises de: a - condutividade elétrica (uS/cm) sem diferenca estatistica

entre as formulagoes e os grupos e b - espalhabilidade apresentando diferenca estatistica entre os

grupos.
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Os dados referentes a espalhabilidade sao importantes, pois se a emulsio produzida tiver
melhores caracteristicas reologicas, ela podera melhorar a percepgao sensorial no momento de sua
aplicacao sobre a pele e utilizar menor quantidade, levando a uma redu¢do do consumo dessa
preparagio.

Estudos de Borella, ¢f a/. (2010) demonstraram que preparagdes obtidas sem aquecimento
tém melhores caracteristicas de espalhabilidade que aquelas obtidas com aumento da temperatura.
Patil e Ravindra (2009) concluiram que o aquecimento utilizado na prepara¢io da forma
farmacéutica contendo 6leo de alho afetava diretamente a atividade da droga. Sendo assim, a
elaboragao de emulsoes cosméticas utilizando extratos hidroalcodlicos de A. canelilla podem ser
estudadas preparando-as a frio, a fim de melhorar a espalhabilidade e ainda preservar os extratos

ativos no fitocosmético.

3.3.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FORMULACOES

As atividades antioxidantes das formulagdes apresentaram-se iguais estatisticamente nas
emulsoes elaboras com os extratos da planta e o BHT e diferentes da emulsio elaborada sem o
antioxidante como observado na Figura 30.

Os dados obtidos demonstram que os extratos hidroalcodlicos de A. canelilla mostraram-se

eficientes como componentes antioxidantes na formula¢do, pois apresentaram valores iguais
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estatisticamente aos obtidos com o BHT, amplamente utilizado em cosméticos (Figura 37). Estes
valores demonstram ainda que nao houve incompatibilidade quimica entre os componentes da

formulacao mantendo a atividade antioxidante.

Figura 37 - Grafico das analises de atividade antioxidante das formulagdes elaboradas com extratos
hidroalcodlicos de folhas e galhos de Aniba canelilla. Controle: Sem antioxidante e BHT:
Butilhidroxitolueno com EHF: Extrato Hidroalcodlico de Folhas e EHG: Extrato Hidroalcodlico

de Galhos.
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. 27

Controle EHF EHG BHT
Controle: Sem antioxidante e BHT: Butilhidroxitolueno com EHF: Extrato Hidroalcodlico de Folhas e EHG:

Extrato Hidroalcoodlico de Galhos.

3.4 CONCLUSAO

O extrato de A. canelilla apresenta biomoléculas capazes de inibir os processos de oxidacao,
através do sequestro de radicais livres. As fases hidroalcodlicas obtidas de folhas e galhos foram as
que apresentaram as maiores atividades antioxidantes, pelos diferentes métodos utilizados. A fase
hidroalcodlica dos galhos apresentou citotoxicidade frente a Artemia salina, que deve passar por
maior investigacio quanto as substancias ativas. As substancias encontradas na fase hidroalcdlica
de folhas, o 4cido protocatecuico, e¢ nos galhos, a luteolina, possuem alta atividade antioxidante.
Por fim, a fase hidroalcodlica de folhas de A. canelilla apresentou compatibilidade quimica com os
componentes da formulagio cosmética, podendo substituir o BHT, normalmente usado em

cosméticos, incorporando produtos naturais na formulagao.
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Capitulo 4

Avaliagdo do fator de protegao solar de extratos e 6leos essenciais
de Aniba canelilla, estudo quimico e incorporagio em formulagao

cosmética
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AVALIACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR DE EXTRATOS E OLEOS
ESSENCIAIS DE ANIBA CANELILLA, ESTUDO QUiMICO E INCORPORACAO
EM FORMULAGCAO COSMETICA

4.1 INTRODUCAO

A luz do Sol ¢ uma fonte de energia que permite a ocorréncia de diversas reagdes
metabdlicas, as quais favorecem a produciao de agua, oxigenio e de biomoléculas necessarias para
a existéncia da vida. No corpo humano, a luz do Sol estimula a produgao da vitamina D na pele
(ARAUJO ¢t al,, 2008). Em trabalho recente, Radice ¢ /. (2016) relatam outros efeitos benéficos
da energia solar sobre o corpo humano, tais como, aumento da produ¢ao de melanina, melhora da
psotiase, do vitiligo e, ainda, melhora de humor por meio da libera¢ao de endorfinas no organismo.

As radia¢des ultravioletas presentes na superficie terrestre causam também alguns efeitos
indesejaveis como o surgimento de canceres cutaneos na pele humana, alteracdes quimicas e
histolégicas na epiderme, causando danos ao DNA (ARAUJOet al, 2008). Por isso, o uso de
fotoprotetores tem aumentado continuamente nos ultimos anos, pois reduzem a quantidade de
radiagdo absorvida pela pele, servindo como uma barreira fotoprotetora (CEFALI ez al., 2016).

Nas ultimas décadas, verifica-se um aumento na aten¢ao dos consumidores sobre questoes
de satde, e a0 mesmo tempo, um crescimento no interesse de cosméticos a base de produtos
naturais, de origem vegetal (CEFALI ¢ a/.,2016). Muitos extratos e 6leos essenciais de plantas tém
sido empregados em formulacGes cosméticas como logdes e cremes fotoprotetores, pois exibem
moléculas ou complexos moleculares, geralmente compostos fendlicos, que sao substancias
semelhantes aos filtros sintéticos (VIOLANTE ef 4/, 2009), capazes de absorver e refletir a radiagao
ultravioleta e neutralizar os radicais livres, intensificando assim o efeito protetor das emulsoes
(DEUSCHLEe# al., 2015). Normalmente, moléculas organicas usadas como protetores solares sao
compostos aromaticos conjugados com grupos carbonila. Estas moléculas podem absorver
radiacOes ultravioletas defendendo a pele dos efeitos e de danos causados pela radiacio UV
(SAEWAN e JIMTAISONG, 2013).

A classe dos flavondides é a mais estudada quando se fala de fotoprotetores, pois sio uma
classe de compostos polifendlicos sintetizados pelas plantas através da via metabdlica de
fenilpropanoides que tem grande interesse cientifico (DOMAS e¢f al., 2007). Os flavonoides nao s6
tém potencial anticarcinogénico e antioxidante, mas também protegem os sistemas
cardiovasculares, renais e hepaticos (AHLENSTIEL ez a/., 2003; BEHLING e/ al., 2004, HERTOG
et al., 1992; SU et al., 2003).
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A presenca de anéis aromaticos na estrutura molecular dos flavonoides confere-lhes a
capacidade de absorver radiacio UV entre 200 e 400 nm, o que os torna adequados para utilizagao
como agentes de protecao solar. Conforme estudado por Bobin ez a/. (1994) e descrito por Orlanda
et al. (2015), o espectro de absor¢io dos flavondides 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. Santana e a/. (2001) relatam que plantas que contenham taninos como metabdlitos
secundarios possuem um bom potencial de absor¢ao da radiagao UV, proporcionando protecao a
radiagdao também ao vegetal.

O Brasil ¢ detentor de grande biodiversidade e possui uma das mais ricas floras do mundo
(GUERRA ez. a/, 2001). Entretanto, estudos existentes sobre moléculas oriundas de espécies
amazonicas com atividade fotoprotetora sio poucos, o que evidencia a necessidade de maior
desenvolvimento de pesquisas nesta area. A biodiversidade amazonica pode ser explorada como
ope¢ao de investimento, principalmente pela industria de cosméticos e de medicamentos (SEBRAE,
2008). Uma forma de agregar valor a um produto natural ¢ transforma-lo em um fitocosmético,
definido como um cosmético que contém ativo natural, de origem vegetal, seja um extrato, 6leo
ou 6leo essencial, cuja agao define a atividade do produto (ISAAC et al., 2008).

A Aniba canelilla (casca preciosa) é uma planta amazonica que além de oferecer madeira de
6tima qualidade, é utilizada para extracdo do Odleo essencial de interesse, cujo componente
majoritario é o 1-nitro-2-feniletano. Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas para os
metabélitos dessa espécie, tais como, vasorrelaxante INTERAMINENSE e a/., 2013; BRITO ef
al., 2013; ARRUDA-BARBOSA ¢f al., 2014), cardiovascular (LAHLOU, 2005; SIQUEIRA e/ .,
2010; INTERAMINENSE ¢f al., 2011), antinociceptiva (LIMA e7 al., 2009), antioxidante (SILVA
et al., 2007; MARTINS, 2016), antimicrobiana (SILVA, 2012), citotéxica (SILVA e al., 2007),
citoprotetora (COSKER ¢ al, 2014), anti-inflamatéria (VALE e al, 2013), inibitéria da
acetilcolinesterase (SILVA e al., 2014), hipnética, anticonvulsiva, ansiolitica (OYEMITAN ef al.,
2013) e anticorrosiva (DE BARROS, 2015). Propoe-se entio, neste trabalho, avaliar a capacidade
fotoprotetora dos extratos e do 6leo essencial da espécie A. canelilla, determinar o perfil quimico

de seus metabdlitos e elaborar uma emulsao O/ A contendo a amostra que apresentar o maior FPS.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL
Folhas e galhos finos de A. canelilla foram coletados no periodo seco (setembro de 2014)

na Reserva Florestal Adolpho Ducke (3° 05' S, 60° 00' W) em Manaus, Amazonas, no petiodo
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matutino. Os dados referentes aos indices pluviométricos foram obtidos no site do Instituto
Nacional de Metereologia. Os mapas climaticos analisados indicaram que nido houve quaisquer
mudangas atipicas referentes ao clima da regiao no periodo da coleta do material vegetal INMET,
2014). As plantas coletadas foram identificadas comparando-as com uma excicata depositada no
Herbario do INPA pelo projeto “Potencial biotecnolégico da produgao sustentavel de 6leos
essenciais e compostos com atividade antifungica de espécies da familia Lauraceae”, edital
MCT/CNPq/FNDCT — A¢do Transversal/ CT-Amazdnia/CT-Biotec/Bionorte n° 066/2009.

O material vegetal foi colhido de dez arvores, enviado ao laboratério de Quimica Aplicada
a Tecnologia da UEA para secagem por 10 dias a temperatura ambiente e a sombra. Folhas e galhos
finos foram triturados separadamene em um moinho elétrico facas com tela de 3 mm e foram

utilizados para a obtenc¢ao do 6leo essencial e dos extratos etandlicos.

4.2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

O material vegetal seco e triturado foi macerado a frio em dalcool etilico 92,8° INPM a
temperatura ambiente por 3 ciclos de 48 horas com filtracdo e renovagao do solvente a cada ciclo,
seguido de 20 min no ultrassom (SILVA, 2012; CURSINO, 2011). O filtrado foi submetido a
evaporagao sob pressio reduzida, a 40°C, em evaporador rotativo. Parte do extrato bruto resultante
foi dissolvido em etanol-agua (1:3) e submetido a parti¢ao liquido-liquido, utilizando #-hexano e
diclorometano, restando ainda uma fracao hidroetandlica que foi levada ao liofilizador (Christ —
Alpha 1-2 LD plus) sob pressio de 0,04 mbar e temperatura de -45°C. Assim, o material obtido
para analise consistiu em extrato etandlico (bruto), fase #-hexanica (particao), fase diclorometanica

(particao) e fase hidroalcodlica (particao), de folhas e galhos de .A. canelilla.

4.2.3 OBTENGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla foram obtidos por arraste a vapor em
aparelho tipo Clevenger modificado, onde 100 g do material vegetal foram destilados com um litro
de 4gua destilada a 100°C durante 3,5 h para folhas e 6 h para galhos (CHAAR, 2000; FERRAZ,
2012). Posteriormente, os 6leos foram levados a centrifugacdo para separar da agua e secos por
percolagdo em Na,SO, anidro, obtendo-se assim, os 6leos essenciais de folhas e de galhos de A.

canelilla.

4.2.4 DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)
Os 6leos essenciais, extratos e parti¢oes de A. canelilla foram analisados quanto ao FPS

utilizando método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur ¢z al. (19806). Esta metodologia
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ganhou notoriedade entre os métodos 7 vitro em substitui¢ao ao uso de animais, como mostram
os trabalhos de Ferrari ez a/. (2007) e Savian e al. (2010), e a revisdo sistematica realizada por Radice
et al. (2016), que mostra a evolugdo da técnica ao longo dos anos e como a técnica foi sendo
adaptada aos diferentes objetivos.

As solugbes dos 6leos essenciais e extratos de 4. canelilla foram preparadas em isopropanol
e etanol, respectivamente, na concentracao de 1% (m/m) para andlise, seguidas de dilui¢oes
sucessivas até a concentracao de 0,1%. Em um espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV-1800)
realizou-se uma varredura entre os comprimentos de onda de 280 a 400 nm em cubeta de quartzo
com 1,0 cm de caminho 6ptico, sendo a linha de base calibrada com seu respectivo solvente. As
absorbancias obtidas foram utilizadas para o calculo do FPS 7 vitro utilizando a Equagao 1, e
também para a elaboragdo dos espectros de absorcao. Além disso, determinou-se a razao
UVA/UVB a fim de conhecer sua protecio em relacio a radiacio UVA, conforme desctito por
Boots the Chemists (2004). Quercetina, benzofenona e um protetor comercial foram utilizados
como padroes. Os parametros 7z vzvo utilizados na Equagao 6 foram determinados por Mansur e7

al. (1980) e estao apresentados na Tabela 9.

FPS = Ffo EE(A)XI (1)xAbs(1) ©

290
Onde: FC ¢ o fator de correcao; EE(V) € o efeito eritemogénico da radiacio de comprimento de
onda A; I(A) ¢ a intensidade do Sol no comprimento de onda A; e Abs()) é a absorbancia da solucdo

no comprimento de onda A.

Tabela 9 - Parametros iz vivo para determinagao do Fator de Protegao Solar (FPS).

A (hm) EE (\) x I (A) valores relativos

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

1,0000

Fonte: MANSUR ¢7 a/., 1986.
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A razio entre a curva UVA/UVB foi obtida de acordo com Boots the Chemist (BOOTS,
2004), conforme a Equagdo 7, e associada com a protecio frente a radiagio UVA. Os resultados
podem ser expressos com estrelas (Tabela 10), sendo que o maior nimero destas corresponde a

uma maior protecao antiUVA estimada.

B —  ~320nm
uv f290nm A)\, dA

Tabela 10 - Classificacio em estrelas segundo a razio UVA/UVB.

Protecio AntiUVA

Razao UVA Estrelas Desricio
0,0 até < 0.2 * Muito baixa
0,2 até < 0,4 Hok Moderada
0,4 até < 0,6 Hofok Boa

0,6 até < 0,8 Hokotok Superior
0,8 at¢ < 0,9 ootk Mixima
>0,9 K Ultra

Fonte: DIFFEY, 1998.

Ap6s a analise dos resultados de FPS, o extrato, patticao e/ou 6leo essencial ativos foram
submetidos ao estudo quimico, utilizando técnicas de separacido cromatografica e identificagao

espectrométrica.

4.2.5 ANALISE FITOQUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS DE Aniba canelilla

Para a prospeccao fitoquimica preliminar dos 6leos essenciais, extratos e particdes de A.
canelilla, foi utilizada a metodologia de Matos (2009) e da Sociedade Brasileira de Farmacognosia
(2016), com adaptagbes. Para cada procedimento foram preparadas solugoes dos extratos e
patticdes a 2 mg/mL em alcool etlico P. A. Os ensaios consistitam em testes qualitativos para
verificar a presenca de alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas, taninos e compostos
tenolicos.

Alcaloides: em tubo de ensaio com 2,0 mL de amostra acrescentaram-se trés gotas do
reagente de Drangendorff para a observacdo da presencga de precipitado (precipitado floculoso, em

pelo menos dois tubos ¢ indicativo de alcaloides).



99

Esteroides: foi realizada a reagio de Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido
sulfurico concentrado), misturando 2,0 ml. de amostra a 2,0 ml. de cloroférmio. A soluciao
cloroférmica foi filtrada em um funil com algodao coberto com sulfato de sédio anidro em um
tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético, agitando suavemente e
acrescentaram-se trés gotas de HoSO4 concentrado observando-se o desenvolvimento de cores:
coloracdo azul seguida de verde permanente indica presenca de esteroides livres.

Falvonoides: foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e¢ Mg).
Adicionou-se a 2,0 mL de amostra, aproximadamente 0,5 cm de Mg em fita e 2,0 mL de HCI
concentrado. O fim da reacdo é determinado pelo término da efervescéncia e pode ser considerado
positivo se houver o aparecimento da cor vermelha. Além disso, para confirmagao dos resultados,
foi realizado o teste de alcalinizacdo das amostras, utilizando uma solu¢ao de NaOH a 2%
adicionada gota a gota a 3,0 mL. da amostra em um tubo de ensaio, até¢ pH 11,0 observando-se a
mudanca de cor. O aparecimento de cor amarela indica a presenca de flavonas, flavonodis e xantonas
e a coloragao vermelho laranja a de flavonois.

Saponinas: para determinagao da presenca de saponinas nas amostras foram misturados 2,0
mL de cloroférmio junto a 2,0 mL de extrato e 5,0 mL de 4gua destilada. Em seguida, foi separada
a fragdo aquosa e depois agitada para observacao de uma possivel formagao de espuma. Espuma
persistente e abundante (colarinho) é indicativa da presenga de saponinas.

Fendis e Taninos: para determinag¢ao da presenca de taninos nas amostras, em um tubo de
ensaio contendo 2,0 mL de extrato foram adicionadas trés gotas de FeCls. Ap6s forte agitagao foi
observada a mudanca de cor ou formagao de precipitado abundante. Coloracao entre azul e
vermelho indica presenca de fendis e precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a

presenca de taninos.

4.2.6 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As amostras que apresentaram atividade fotoprotetora foram analisadas por CCD
utilizando-se cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 UVs4, nas quais foram aplicadas aliquotas
da particao biologicamente ativa das folhas e galhos de .A. canelilla e solubilizadas em quantidade
suficiente de solvente. Foram empregados como sistemas de eluigdao: hexano, diclorometano,
acetato de etila, etanol, hexano/diclorometano (1:1), hexano/diclorometano (2:8), diclorometano,
diclorometano/acetato de etila (8:2), diclorometano/acetato de etila (1:1), diclorometano/acetato
de etila (2:8), acetato de etila, acetato de etila/etanol (8:2), acetato de etila/etanol (1:1), acetato de
etila/etanol (2:8), acetato de etila/metanol (8:2), metanol e metanol/4cido acético (8:2). As

cromatoplacas foram eluidas em cubas saturadas com o solvente da fase mével, e ap9s a finalizagio,
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a visualizagdo das manchas foi realizda numa camara de luz ultravioleta nos comprimentos de onda

254 e 365 nm (SILVA et al., 2015).

4.2.7 CROMATOGRAFIA EM COLUNA ABERTA (CCA)

A fim de purificar as amostras ativas, estas foram submetidas a separa¢ao por cromatografia
em coluna aberta, utilizando como fase estacionaria silica gel 60, eluida com os solventes
selecionados pela CCD. Foram usados 60 mL de cada eluente, seguindo a ordem crescente de

polaridade, coletando-se fragdes de 5 mL.

4.2.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As fragoes obtidas em coluna foram analisadas por CLAE utilizando-se um cromatégrafo
Shimadzu Promience com detector Diode Array (DAD), uma coluna Shim-pack 2,0 mm ID x 100
mm e acetonitrila/4gua como eluente (35:65). As amostras foram preparadas em balio volumétrico

de 10 mL em acetonitrila com massa seca de cada fracio igual a 5,0 mg. Apds preparadas, as
solugoes foram filtradas em membrana de 0,45 pm e injetadas no equipamento. Os cromatogramas

obtidos foram usados para avaliar o perfil quimico e reunir as fragdes semelhantes, auxiliando as

anilises de CCD.

4.2.9 ESPECTROMETRIA DE MASSA

Apbs reunir as fragdes semelhantes, os grupos e fragdes isoladas foram avaliadas
novamente quanto ao FPS e as que apresentaram as maiores atividades foram submetidas a
caractetizagdo quimica por espectrometria de massa usando um espectrémetro ion trap LCQ Fleet™
(Thermo Scientific) equipado com uma fonte eletrospray, operando no modo negativo e programado
para monitorar a faixa de m/z 50-200. As solu¢des foram diluidas a 5 ppm em metanol grau HPLC
e aplicadas por inser¢ao direta através da bomba seringa do préprio equipamento. Para analisar as
fracoes utilizaram-se os seguintes parametros de operacao: spray voltage: 5kV, sheath gas: 8atb, aux

gas: 5 arb, sweep gas: 5 arb, capilar temp: 175 °C, capilar voltage: 50V (folhas) e 35V (galhos), tube lens:
120V, syringe pump: 8 pl./min.

4210  DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES COM  ATIVIDADE
FOTOPROTETORA
As emulsoes O/ A foram elaboradas em trés formulagoes distintas, diferenciando-se apenas

com relagao a presenca dos ativos fotoprotetores sendo: (i) com ativo vegetal, (ii) com benzofenona
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e (iii) sem ativo fotoprotetor (controle). A composicao das formulacées encontra-se descrita na

Tabela 11.

Tabela 11 - Composicao das formulagdes de emulsoes fotoprotetoras I, 1T e I11.

Formulac¢oes
I 1I 11T
Componentes
Quantidade (%)

Base nio ionica croda 7,00 7,00 7,00

Oleo mineral USP 3,50 3,50 3,50
S Misistrato de isopropila 3,50 3,50 3,50
£ Nipazol (Propilparabeno) 0,10 0,10 0,10

Oleo de silicone 3,50 3,50 3,50

Nipagin (Metilparabeno) 0,15 0,15 0,15
m  Propilenoglicol 2,00 2,00 2,00
;;é EDTA 0,10 0,10 0,10

Agua destilada 72,05 72,05 72,05

Uréia 0,10 0,10 0,10
o  Glicerina 4,00 4,00 4,00
L% Benzofenona — 3 - 0,03 -

Extrato ativo de A. canelilla - - 0,14

As emulsoes foram preparadas por inversio de fase. As fases A (fase oleosa) e B (fase
aquosa) foram aquecidas a 70°C, e em seguida verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa,
homogeneizando-se em agitador mecanico até o arrefecimento natural da emulsio formada. A fase
C foi adicionada durante a agitagao da emulsdo quando a temperatura atingiu 40°C, evitando assim
qualquer tipo de degradagao térmica do extrato da planta e do filtro quimico. As formula¢bes foram
elaboradas em duplicatas e os parametros fisico-quimicos foram avaliados apds 24 h do seu
preparo, seguidos dos testes de estabilidade.

Analise Macroscopica: a analise macroscopica foi realizada apés 24 h do preparo das
formulagoes, onde foram avaliadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), com a
finalidade de identificar possiveis indicios de instabilidade tais como cremeagao, floculagao e
coalescéncia (FERRARI, 1998).

Teste de Centrifugacao: os testes de centrifugacao foram realizados 24 h apds o preparo

das emulsGes, em duplicata, acondicionando-se 5,0 g de amostra em tubos centrifugos e
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submetendo-os a 1000, 2500 e 3500 rpm, correspondentes a 70, 440 e 863 g, respectivamente,
durante 30 min em cada rotagao a 25°C, em uma centrifuga Centrifuge Model 90-1.

pH e Condutividade: os valores de pH foram determinados com auxilio de pHmetro
(GEHAKA PG 1800), por meio da dispersao aquosa a 10% (p/p) da amostra ensaiada em dgua
destilada, avaliando a diferenca de potencial entre dois eletrodos imersos na amostra em estudo
(BRASIL, 2004). Da mesma maneira, foi avaliada a condutividade das emulsées em condutivimetro
(GEHAKA CG 1800). As analises foram realizadas em duplicata.

Densidade Relativa: a densidade relativa das formulacbes foi obtida de acordo com a
ANVISA (2007), por meio de um picnéometro de vidro e uma balanga analitica, avaliando a relagao

entre a massa da amostra e da agua a 20° C. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.2.11 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As emulsoes formuladas foram conduzidas ao estudo de estabilidade preliminar, com
duracao de 12 dias, onde foram expostas as condi¢oes extremas de temperatura e a exposicao a luz
solar com a finalidade de acelerar possiveis sinais de instabilidade. Apos este periodo, avaliaram-se
as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), valores de pH, condutividade e densidade
relativa (ANVISA, 2004). As emulsées foram submetidas ao estresse térmico, ciclo gela-degela e a
exposicao a radiagao solar. Uma amostra foi mantida protegida da luz, em local seco e arejado,
sendo utilizada como controle.

Estresse Térmico: consistiu no aquecimento das emulsoes na faixa de temperatura de 40 a
80°C. O aumento da temperatura ocorreu de 5£1°C em 5£1°C, por 30 min em cada temperatura.
Os ensaios fisico-quimicos foram realizados ao término do aquecimento a 80°C, apds o
arrefecimento natural das amostras a temperatura ambiente (FERRARI, 1998).

Ciclo Gela-Degela: as emulsoes foram expostas a variagoes de temperatura por um periodo
de 12 dias. As amostras foram submetidas a 4£2°C durante 24 h em geladeira e 45+2°C durante
24 h em estufa, completando assim, um ciclo. As analises foram realizadas ao final do 6° ciclo (12
dias).

Exposicao a Radiacao Luminosa: as amostras foram submetidas a incidéncia luminosa
direta por 12 h durante o dia, e em local escuro por 12 h durante o dia, ambos a temperatura

ambiente durante 12 dias, para detecgdo de sinais de instabilidade decorrente da exposi¢ao a luz

(ANVISA, 2004).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL, EXTRATOS E PARTICOES DE Aniba canelilla
Os 6leos essenciais foram obtidos com um rendimento médio de 1,02% (m/m) para as
folhas e de 1,41% (m/m) para os galhos finos. Os 6leos essenciais das folhas apresentaram
coloracdo escura ¢ os dos galhos cor amarelada, que foi escurecendo conforme o progresso da
extracdao. O rendimento dos extratos etanolicos de folhas e galhos e suas particdes podem ser

observados na Figura 38.

Figura 38 - Massas e rendimentos dos extratos etanolicos e partigdes liquido-liquido obtidos de

folhas e galhos secos de Awniba canelilla.

Material Vegetal

Periodo Seco

1 1
400¢g 400g
_| Folhas secas _| Galhos secos
5,916 g (1,48%) 5,197 g (1,30%)
_l Extrato etandlico _l Extrato etandlico

Ressuspensdo de
3,9442gem -
etanol:dgua 1:3

Ressuspensdo de
3,4648 g em —
etanol:dgua 1:3

Partigdo quuido-ll’quid?l Particdo Il'quido-liquu;l
1 1 1 1

1,7249 g (43,73%) 0,6324 g (16,03%) 1,5243 g (38,65%) 0,5003 g (14,44%) 0,4213 g (12,16%) 2,4932g (71,96%)

Hexano | DicIorometano| Hidroalcodlico | Hexan0| DicIorometano| Hidroalcodlico |

4.3.2 ANALISE DO FATOR DE PROTECAO SOLAR

Os resultados da atividade fotoprotetora mostram que as amostras de 6leos essenciais e de
extratos de folhas e galhos de A. canelilla apresentam um alto fator de protecio solar. Nota-se ainda
que os extratos possuem maior atividade fotoprotetora que os dleos essenciais. O valor maximo
de FPS foi encontrado nas fases diclorometanicas, das folhas e galhos, obtidas a partir dos extratos
etanolicos. Observa-se ainda, que os extratos exibiram uma alta absor¢ao da radiagio UVB em
comparagdao com os padroes quercetina, benzofenona e o protetor solar comercial. Os valores de

FPS e a razaio UVA/UVB encontram-se dispostos na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de FPS e razao UVA/UVB calculados para padrdes e para os extratos, particoes

e 6leos essenciais de galhos e folhas de Aniba canelilla.

Amostras FPS UVA/UVB
Extrato Etandlico Bruto de Galhos 27,70 1,06
Extrato Etandlico Bruto de Folhas 42,80 2,82
Fase Diclorometanica de Galhos 122,60 1,12
Fase Diclorometanica de Folhas 116,52 1,54
Fase Hexanica de Galhos 54,23 3,92
Fase Hexanica de Folhas 37,21 4,19
Fase Hidroalcoodlica de Galhos 37,77 2,10
Fase Hidroalcodlica de Folhas 74,09 0,52
Oleo Essencial de Galhos 5,49 0,44
Oleo Essencial de Folhas 7,54 0,60
Quercetina 261,23 5,79
Benzofenona 289,80

Protetor Comercial 72,08

A partir dos dados de FPS obtidos, nota-se que os extratos e particdes absorveram de
maneira significativa a radiacio UV, em comparagao com os padrdes. Os 6leos das folhas e dos
galhos apresentaram uma boa protecao na regiao do UVA, segundo os critérios de classificagao de
Boots the Chemists (2004). No entanto, os extratos e suas particdes apresentaram uma classificagao
ultra nessa regido. E importante salientar que, segundo Radice ef @/ (2016), a razao UVA/UVB é
um bom indicativo de protegao UVA quando o UVB possui resultados significativos de FPS, pois
assim, a curva de absor¢do da radiagio UVA passa a apresentar maior correlagao com os testes 77
vivo.

Na Figura 39 estao apresentados os espectros de absor¢ao (280 a 400 nm) dos extratos,

particOes e Oleos essenciais de folhas (a) e de galhos (b) de A. canelilla e de um protetor comercial.



105

Figura 39 - Espectros de absor¢ao dos extratos, particGes e 6leos essenciais de folhas (a) e de galhos

(b) de Aniba canelilla e de um protetor solar comercial.
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Em um estudo recente realizado em nosso grupo de pesquisa, Fonseca Jr ef al. (2015)
avaliaram o FPS de extratos etandlicos de folhas e galhos de A. canelilla a 0,1% (m/m) coletados
no periodo de cheia. Foram encontrados os valores de FPS = 90,25 para o extrato de folhas e de
34,83 para o de galhos, sendo considerados muito ativos. Os 6leos essenciais de folhas e de galhos
coletados na época da cheia apresentaram FPS de 14,08 e de 6,91, respectivamente. Comparando-
se os dados de Fonseca Jr ez al. (2015) obtidos para o material vegetal coletado no periodo de cheia,
com os obtidos no presente estudo (planta coletada no periodo da seca), verifica-se que
possivelmente a variagao sazonal e a temperatura provocaram mudangas de rotas biossintéticas no
vegetal, implicando em uma diminui¢ao dos metabélitos ativos no periodo seco, acarretando em
uma diminui¢ao do fator de protecao solar.

Outros estudos ja demonstraram a influéncia sazonal na producao de compostos
biologiamcnete ativos em plantas. Nunes ¢ a/ (2009) observaram que a variagdo sazonal
influenciou na composi¢iao quimica e na atividade citotoéxica da propolis vermelha. Martins e al.
(2016) analisaram o FPS de varias espécies, incluindo os extratos hidroetanolicos da casca de A.
canelilla, e confirmaram a presenca de substancias fotoprotetoras, no entanto, com baixo valor de
FPS (3,010,5) e comprimento de onda critico de Ac 380.

Um fotoprotetor, para ser indicado como adequado na protecdo a radiagio UVA, deve
apresentar valor de Ac maior ou igual a 370 nm. Quanto maior o valor do comprimento de onda
critico, maior sera a prote¢ao com relacao a radiacio UVA. No entanto, o comprimento de onda
critico nao leva em consideragao a intensidade de todo o espectro eletromagnético, possibilitando
que um filtro solar com prote¢ao inferior possa apresentar mesmo valor de Ac que outro, com

protegao superior (VELASCO ez al., 2011).
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4.3.3 ANALISE QUALITATIVA DOS METABOLITOS DE Aniba canelilla

De acordo com o estudo fitoquimico preliminar, os extratos de folhas e galhos de A. canelilla
apresentam flavonoides, fenois, taninos, alcaloides e esteroides. As fases diclorometanicas tanto
das folhas como dos galhos apresentaram fendis e esteroides, que sdo compostos aromaticos
interessantes para a fotoprotegao.

Diferentes espécies de plantas respondem de forma distinta frente a radiagao UVB.
Segundo Rayan e 2/ (2002), a via biossintética dos fenilpropanoides responde as situagdes de
estresse ambiental, inclusive ao aumento de radiacao UVB, levando a um aumento da concentracao
de flavonoides nas folhas e flores. Os flavonoides absorvem fortemente na regiao UVB, e existem
evidéncias de que eles protegem as plantas dos efeitos da radiagao, atuando como um filtro solar
(REUBER ¢# al., 1996). O espectro de absor¢ao tipico dos flavonoides possui dois picos, sendo um
na faixa de 240 a 280 nm e outro nos comprimentos de 300 a 500 nm, quando dispersos em etanol
(BOBIN ez al., 1994).

Os picos presentes nos espectros das fases diclorometanicas (Figura 38), que demonstram
maior FPS quando comparadas com as outras fases da particdo, representam transicdes que
envolvem combinacdes de niveis vibracionais e rotacionais do estado fundamental e uma
combinagdo correspondente no nivel eletronico excitado. De acordo com Silverstein ef 4/ (2005),
quando a molécula absorve luz em seu comprimento de onda mais longo, um elétron é excitado
do seu orbital ocupado de maior energia para o seu orbital vazio de menor energia.

Portanto, verifica-se que os extratos e parti¢oes de folhas e galhos de A. canelilla apresentam
compostos, tais como flavonoides e compostos fendlicos, cujas moléculas apresentam ligacoes
conjugadas que possuem absor¢ao maxima em comprimentos de onda maiores que 200 nm, pois
as flavonas e flavondis oxigenados em seu anel-A apresentam uma alta intensidade na banda entre
240-285 nm e uma fraca intensidade na regiao 300-550 nm, quando analisados no UV /Vis. Dessa
forma, os componentes quimicos dos extratos e parti¢oes de folhas e gahos de A. canelilla justificam

os altos valores de FPS observados.

4.3.4 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA FASE DICLOROMETANO
Apbs a analise do FPS nos extratos etandlicos, particdes e Oleos essenciais, foi realizada a
cromatografia em camada delgada (CCD) para determinar os possiveis solventes que seriam
utilizados na cromatografia em coluna aberta (CCA) para separagao dos constituintes quimicos da
fase diclorometanica de folhas e galhos de A. canelilla (amostras que apresentaram os maiores
valores de FPS). Os sistemas de elui¢ao escolhidos dispersavam as substancias na placa com valores

de R¢ entre 0,3 e 0,7 para melhor separagao das biomoléculas. Nota-se na Figura 40 que no
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comprimento de onda de 365 nm aparecem distintas cores referentes as possiveis substancias que
absorvem a radiacio UVB, as quais sao provavelmente, responsaveis pelo FPS dos metabdlitos de

A. canelilla.

Figura 40 - Cromatografia em camada delgada da fase diclorometano de folhas (1) e de galhos (2)
de Aniba canelilla, utilizando diclorometano/acetato de etila (8:2) como fase mével e silica gel como

fase estacionaria, sob luz UV a 365 nm.

ApOs ser realizada a cromatografia em coluna de silica gel 60 (CCA), obtiveram-se 113
fracdes para os galhos e 140 fracoes para as folhas. As fracdes foram analisadas novamente por
cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 41) e analisadas em Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (CLAE), com o intuito de unir as fracées semelhantes.

Figura 41 - Cromatografia em Camada Delgada apés a Cromatografia em Coluna Aberta da
particiao diclorometano dos Galhos (Fragoes 27-37) eluidas com diclorometano e fase estacionaria

silica-gel sob luz UV de 254 nm (a) e 365 nm (b).

®

Devido a intensidade da luz emitida na fracio 31 (G4), esta foi mantida sozinha, conforme
pode ser visto no cromatograma obtido por CLAE (Figura 42), onde o composto majoritario

apresenta indice de retencao IR = 7,893.
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Figura 42 - Cromatograma das fragoes G3, G4, G5 e G6 obtidas da fase diclorometanica de galhos
de Aniba canelilla.
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Apbs todos os frascos terem sidos examinados e reunidos, realizou-se novamente a analise
do FPS para determinar quais fragdes ou grupos de fracdes apresentavam os maiores valores de
FPS. Os valores estao dispostos na Tabela 13, para as fragdes obtidas da fase diclorometanica de
folhas e na Tabela 14 para as de galhos.

E possivel notar na Tabela 13 que as fragGes obtidas das folhas apresentam valores
superiores de FPS quando comparados com os galhos. A amostra F13 das folhas (fragdes 54-59)
foi a que apresentou o maior FPS entre as demais (152,63); a mesma foi obtida com o eluente
diclorometano/acetato de etila (1:1). Portanto, a possivel substancia se mostra parcialmente polat.
Ja a fragao que apresentou o maior FPS nos galhos foi G4 (86,40), fracao 31 isolada durante o
desenvolvimento da coluna, obtida com o eluente diclorometano/acetato de etila (8:2).

De acordo com a metodologia de determina¢do do fator de protegao solar por
espectrofotometria de Mansur e a/. (1986), todos os extratos e suas particoes foram considerados
muito ativos, tendo em vista que RDC 30/2012, que determina um FPS minimo de 6 (seis) para
poder ser considerado ativo (ANVISA, 2012). Extratos de plantas que absorvem na regiao UV
apresentam em sua composi¢ao uma mistura complexa de metabdlitos secundarios que absorvem
na regiao ultravioleta, como os flavonodides, taninos, antraquinonas, alcaloides e os polifendis,

contudo a absor¢do maxima destes compostos nao ¢ muito bem definida (MEDINA ¢z a/.,, 2015).
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Tabela 13 — Fator de Protecio Solar e razio UVA/UVB obtidos das fracoes reunidas, apos
separacio por Cromatografia em Coluna Aberta da fase diclorometanica das folhas de .Aniba

canelilla.

Amostra  Fracgao FPS UVA/UVB Massa (g) Rendimento (%)

F1 1-7 2,50 0,20 0,0080 1,83
F2 8-9 3,41 0,39 0,0029 0,66
F3 10-15 6,20 0,72 0,0016 0,37
T4 15-20 7.83 0,72 0,0033 0,75
F5 21-26 1548 0,37 0,0046 1,05
F6 27-28 4219 1,68 0,0100 2,28
F7 2932 6474 1,38 0,0056 1,28
Fs8 33-39 2,87 0,12 0,0024 0,55
F9 40 4,89 0,53 0,0050 1,14
F10 4142 69,86 1,56 0,0027 0,62
F11 43-49 97,19 1,76 0,0155 3,54
F12 50-53 nd nd 0,0005 0,11
F13 5459 152,63 1,11 0,0055 1,26
P14 60-63 13,78 121 0,0004 0,09
F15 6473 69,80 1,24 0,0024 0,55
F16 74 nd nd 0,0001 0,02
F17 75-79 5,94 2,87 0,0013 0,30
F18 80-81 nd nd 0,0005 0,11
F19 82-85 12,01 2,80 0,0016 0,37
F20 86-92 3829 1,19 0,0030 0,68
F21 93-94 8,6 2,76 0,0017 0,39
F22 95 67,95 1,31 0,0424 9,68
F23 9 74,29 1,27 0,0190 434
F24 97-99 2348 1,17 0,0121 2,76
F25 100-101 9,92 1,00 0,0109 2,49
F26 102-107 3545 1,19 0,0191 436
F27 108-113 12,79 0,80 0,0164 3,74
F28 114 nd nd 0,0482 11,00
F29 115-116 5,99 0,83 0,0172 3,93
F30 117-121 10,69 1,09 0,0136 3,10
F31 122-123 8,92 1,07 0,0070 1,60
F32 124-133 9,42 1,24 0,0275 6,28
F33 134-135 0,38 0,51 0,0228 5,20
F34 136-138 1,68 1,52 0,0209 477

nd = nao detectado
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Tabela 14 — Fator de Protecio Solar e razio UVA/UVB obtidos das fracoes reunidas, apds
separacdo por Cromatografia em Coluna Aberta da fase diclorometanica dos galhos de Aniba

canelilla.

Amostra  Fracao FPS UVA/UVB Massa(g) Rendimento (%)

Gl 1-18 2,56 0,01 0,0232 13,54
G2 19-29 14,00 0,37 0,0023 1,34
G3 30 81,60 0,53 0,0031 1,81
G4 31 86,40 1,10 0,0019 1,11
G5 32 nd nd 0,0007 0,41
G6 33 nd nd 0,0007 0,41
G7 34 nd nd 0,0005 0,29
G8 35 nd nd 0,0013 0,76
G9 36 nd nd 0,0006 0,35
G10 37 5,63 1,22 0,0029 1,69
Gl1 38 9,52 1,11 0,001 0,64
G12 3941 26,64 1,19 0,0052 3,04
G13 4251 972 0,60 0,0155 9,05
Gl14 5261 32,56 0,99 0,0148 8,64
G15 6263 1,50 0,43 0,0688 40,16
G16 6471 325 0,61 0,0202 11,79
G17 7273 6,69 1,38 0,0269 15,70
G18 7484 216 1,20 0,0226 13,19
G19 8595 306 0,66 0,0484 28,25
G20 96-113 2,98 0,62 0,107 64,62

Ebrahimzadeh ez al. (2014) realizaram um estudo que envolveu cinco espécies diferentes de
plantas, avaliando os extratos metandlicos obtidos por ultrassom e por maceracao a frio de Crataegus
pentagyna e Feijoa sellowiana como potenciais aditivos para formulagdes de protetor solar. O maior
valor de FPS (2 mg/7 mL de metanol) determinado pelo método de Gharavi ez a/. (1994), foi obtido
no extrato de C. pentagyna (FPS = 24,47), seguido do extrato de F. se/lowiana (FPS = 1,30). Além
disso, embora exista uma boa correlacio entre o FPS e conteido fendlico, os autores nao
encontraram cortrelacao entre o FPS e a concentracio de flavonoides.

No trabalho de Khazaeli ez a/. (2011), os autores relatam os efeitos protetores de radiagao
UV de dezesseis extratos de acetato de etila de plantas medicinais, ricas em flavonoides e outros
compostos fenolicos, usando o método de Gharavi e¢f al (1994). Apenas duas espécies,
Dracocephalum  moldavica e 1iola tricolor, mostraram altos valores de FPS, de 24,79 e 25,69,
respectivamente. As mesmas plantas também exibiram as maiores quantidades de flavonoides e

compostos fenolicos, que justificam os valores de FPS relatados.
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4.3.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS MOLECULAS BIOATIVAS

Por apresentarem os mais altos valores de FPS, as amostras F13 (Tabela 13) e G4 (Tabela
14) foram analisadas por espectrometria de massas para caracterizagdo quimica das moléculas
bioativas. No espectro de ions totais da amostra F13 (Figura 43), observam-se dois grandes picos,
o {fon molecular 146 m/z, caractetistico do 4cido cindmico desprotonado [M-H)] e o 103 m/z,
fragmento do acido cinamico sem o grupo carboxila. Dessa forma, pode-se inferir que a atividade
fotoprotetora da fragao F13 deve-se ao acido cinamico (composto majoritario). Entretanto, as
demais moléculas presentes na fracdo F13, observadas na analise de CLAE (Figura 44), também

podem ser responsaveis pelo alto valor de FPS (152,63).

Figura 43 - Espectro de fons totais em modo negativo do acido cinamico obtido por espectrometria
de massa da amostra F13 (fracio obtida da fase diclorometanica de folhas de Awiba canelilla).
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O espectro de fons totais da amostra G4 (Figura 45) é caracteristico do acido siringico, pois
apresenta o fon molecular 197 m/z [(M-H)] e seu fon base 182 m/z [(M-15)] caractetizado pela
perda de um grupo metila (CHs)-, seguido de outra perda de grupo metila (CH3)*. O pico em 153
m/z é otiundo de uma fragmentacio direta do fon molecular [(M-44)] seguido de uma saida do
grupo carboxilato (COO"). Neste caso, considerando que a fracio G4 apresentou mais de um pico
na analise por CLAE (Figura 406), nao se pode afirmar que o 4cido siringico é a unica molécula
detentora da atividade fotoprotetora. Entretanto, pode-se inferir que esta substancia ¢ uma das

responsaveis pelo alto valor de FPS encontrado na fracio obtida de galhos de A. canelilla.

Figura 45 - Espectro de fons totais em modo negativo do acido siringico obtido por espectrometria
de massa da amostra G4 (fracdo obtida da fase diclorometanica de galhos de Aniba canelilla).
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Os acidos fendlicos sao divididos em dois grupos, os derivados do acido hidroxibenzéico
e os derivados do acido hidroxicinamico. Os acidos hidroxibenzdéicos incluem os acidos galico, p-
hidroxibenzéico, protocatecuico, vanilico e siringico, e possuem sete atomos de carbono (Cs—Cy),
enquanto os 4acidos cafeico, ferulico, p-cumarico, cinamico e sinaptico fazem parte dos acidos
hidroxicinamicos, compostos aromdticos com nove 4atomos de carbono (CeCs)
(BALASUNDRAM e al., 2006; SOARES, 2002).

Nas plantas, os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas
biossintéticas: pela via do acido chiquimico, a partir de carboidratos, ou pela via do acetato-
polimalato, que se inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A via de origem determinara
o padrio de substitui¢do do composto fenodlico resultante. Dessa forma, pela via do acido
chiquimico obtém-se compostos com grupo hidroxila em posi¢ao orto, que se formam a partir do
acido cinamico. J4 a via acetato-polimalato origina compostos com grupos hidroxilas dispostos em
meta (SIMOES ¢z al., 2010).

O acido cinamico ¢ um acido fendlico muito conhecido, cujo potencial antioxidante ja foi
descrito (Soares, 2002). Em um estudo recente, Souza (2016) isolou o acido cinamico a partir do
extrato da canela do Ceilao e verificou alta atividade antioxidante da fragdo que continha esta
substancia. Zeggio (2016) relata outras atividades biolégicas do acido cinamico, além da
antioxidante, tais como antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria. A atividade fotoprotetora
do acido cinamico também ja foi relatada por Bobin e a/. (1995), Santos (2010) e Ramos (2010),
sugerindo que o alto valor de FPS encontrado nas fragoes obtidas de folhas e galhos de .A. canelilla
seja devido a presenca desta substancia.

As pesquisas de novos filtros quimicos, contendo ativos vegetais tém se revelado muito
promissoras, tendo em vista a busca de moléculas ativas com alta protecio a UVA e UVB com
baixa toxicidade. Skotarczak ez al. (2015) relataram que filtros fisicos, como diéxido de titanio, nao
causam reagdes adversas ou alergias na pele; no entanto, quando ocorre a aplicagao oclusiva do
produto, a fim de otimizar a refracao de UV, pode ser comedogénico. E ainda, segundo Radice e
colaboradores (2016), a incorporacao de diéxido de titanio em nanoemulsoes e filtros UV com
filtros quimicos sintéticos tem provocando dermatite de contato.

O 4acido p-aminobenzoéico (PABA) e seus derivados foram reconhecidos por serem
responsaveis por muitas reagoes alérgicas, assim como existem relatos de reagdes adversas para
avobenzona, octocrileno e benzofenona-3. Porém, ainda assim, essas susbtancias sio amplamente
utilizadas em cosméticos (SKOTARCZAK e7 al., 2015). Em outro estudo (NISHIKAWA, 2012)
foi relatada a presenca de benzofenona-3 no plasma e urina de voluntarios humanos, mesmo depois

de quatro dias apds a aplicacdo inicial topica de protetores solares. Estes dados, além de serem
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inaceitaveis para o Regulamento da UE 1223/2009, servem de alarme sobre a difusio de filtros de
UV para o sistema circulatério, onde a sua acumulagdo pode causar efeitos desconhecidos ou
reagbes adversas em outros 6rgaos.

A consciéncia de que os recursos do planeta nao sao inesgotaveis esta fazendo com que os
consumidores mudem seus habitos de vida, buscando produtos cosméticos mais sustentaveis, mais
ecoldgicos e mais seguros em sua aplicagao na pele. Estudos recentes realizados por Sanchez-Quiles
e Tovar-Sanchez (2015) relatam que o uso de protetores solares estd aumentando, e isso tem gerado
um maior risco potencial de polui¢ao das aguas, devido a capacidade de muitas substancias toxicas
entrarem na teia alimentar e bioacumularem.

O mecanismo principal de protecdao de filtros quimicos é a absor¢ao de radiagao UV e
posterior emissao da energia com menor risco potencial. Pela absor¢ao de um féton de UV, uma
molécula organica vai desde o estado eletronico fundamental (So) para o primeiro estado eletronico
excitado (Si). Esta energia absorvida pode ser langada através de diversos caminhos. Do estado de
Si, pode ser perdido diretamente por fluorescéncia, uma transicao radioativa, ou através de
fotoreagoes. Também existem perdas em transicio radioativa, pela qual a energia absorvida ¢
redistribuida dentro da molécula, cruzamento entre sistemas (CES), e leva a um estado onde a
energia migra para modos de vibra¢ao da molécula, fazendo uma conversao interna (CI), levando
a energia para o estado fundamental Sy’. O mecanismo de inativagao da radiagao UV em filtros
sintéticos normalmente sao por conversao interna, como podem ser observadas nas conversoes

ceto/enodlicas e isomerizacio cis-trans, cinamatos, benzofenonas, salicilatos, e, raramente,

3
degradacao. Produtos naturais possuem moléculas geralmente maiores, contendo cromoéforos e
grupos funcionais que influenciam diretamente no comprimento de onda maximo de absor¢iao
(Mmax) e, consequentemente, a capacidade de absorver a radiagao UV (HERZOG, 2002; GIUSTI

e WROLSTAD, 2001).

4.3.6 ESTABILIDADE DAS EMULSOES

As emulsodes desenvolvidas contendo benzofenona, fase diclorometano e controle, foram
analisadas ap6s 24 h de seu preparo quanto aos parametros organolépticos e fisico-quimicos. As
formulagoes apresentaram aspecto homogéneo e macio ao toque com colora¢io branca. As

formulag¢oes que continham a fase diclorometano apresentaram-se mais esverdeadas (Figura 47).
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Figura 47 - Emulsoes obtidas ap6s 24 h de sua elaboragdo com extrato de .Aniba canelilla (a); com

benzofenona (c); e sem ativo fotoprotetor (c).

Apés 24 h de formuladas as emulsGes foram analisadas quanto aos parametros

organolépticos: aspecto, cor, odor; e parametros fisico-quimicos: centrifugacao, densidade, pH,

condutividade, so6lidos totais e viscosidade. Os resultados estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados das analises organolépticas e fisico-quimicas apés 24 h do preparo das

emulsoes.
Analise Controle Benzofenona Aniba canelilla
Cremoso e Cremoso e Cremoso e
Aspecto _ ) _
brilhante brilhante brilhante
Cor Branco Branco Vetde claro
Caracteristico dos  Caracteristico dos Caracteristico de 4.
Odor .
componentes componentes canelilla (suave)
Centrifugacao Normal Normal Normal

Densidade (g/mL)

pH

Condutividade (uS/cm)
Viscosidade (cP)
Solidos Totais (%o)

0,9677 + 0,0134°
3,7225 + 0,3472°
121,625 + 3,018
134,667 + 17,267*
3,3830% 0,1570°

0,9460 + 0,0081°
3,4200 + 0,3375°
120,200 + 2,969°
157,417+ 5,200°
3,4620% 0,1890°

0,9533 + 0,0040*
3,7425 + 0,6186°
133,550 + 1,485"
100,267+ 4,283
3,2313% 0,1286°

Letras iguais indicam que nio ha diferenca estatistica considerando a significancia estatistica com p=0,05.

Na analise dos parametros organolépticos, foi possivel observar que a presenga do extrato

da fase diclorometanica de A. canelilla nas formulacGes alterou a cor, ficando mais esverdeada, e o

odor, pois a formulagao adquiriu um leve cheiro caracteristico dos 6leos esséncias da planta, o que
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nao representa prejuizo para a formulacdo. Para que a formulagao adquira a mesma cor que as
demais, pode-se extrair os pigmentos verdes presentes no extrato, pois as fracdes ativas
apresentavam-se transparentes em solu¢ao, conforme verificado na separagiao por CCA.

Na analise fisico-quimica das formulag¢des, apos o teste inicial da centrifuga¢ao, percebeu-
se que em nenhuma formula¢ao houve separagio dos componentes das emulsdes elaboradas,
indicando que estas podem seguir para o estudo de estabilidade. Os componentes que nao
apresentaram diferencas entre as formulacoes foram pH, densidade, solidos totais e condutividade.

A densidade ¢ um parametro importante, pois a quantidade de produto a ser envasado em
um material de embalagem primaria, por exemplo, depende principalmente da densidade
(MARTINS, 2015). O pH das formula¢ées apresentou-se baixo, indicando que devem ser
adicionados corretores de pH nas formulagdes ajustando-as ao pH ideal para a parte do corpo a
ser aplicada.

Dentre os parametros fisico-quimicos, o unico que apresentou diferenca estatistica entre as
formula¢des foi a viscosidade. A diferenca observada mostra que os extrato de A. canelilla diminuiu
um pouco a viscosidade das emulsées, no entato, nao ha necessidade de corre¢ao, tendo em vista
que a viscosidade alcangada permitiu uma boa estabilidade da emulsio elaborada, nao sendo
observada separa¢ao de seus componentes.

As emulsbes foram submetidas aos estudos preliminares de estabilidade, por um periodo
de 12 dias, conforme metodologia da ANVISA (2004). As amostras foram examinadas
macroscopicamente e submetidas aos ciclo gela-degela, estresse térmico e exposicao a luz solar,
tendo como controle um lote armazenado a temperatura ambiente em local seco, arejado e
protegido da luz. Na Tabela 20 encontram—se os resultados das analises de pH, densidade relativa
e condutividade.

A interpretacao dos dados obtidos durante o estudo de estabilidade depende de critérios
estabelecidos para a finalidade de uso do produto final. Neste ensaio foi adotado o critério de
comparagdo da amostra em teste com uma amostra do produto armazenada a temperatura
ambiente, amostra de referéncia (ANVISA, 2004). De acordo com resultado da estabilidade
preliminar, obsevou-se que nao houve alteragoes significativas de pH e densidade. Ja os valores da
condutividade térmica sofreram alteragdo quando exposto ao estresse térmico e quando exposto a
luz solar.

O estudo do pH da formulagao é muito importante, tendo em vista que o pH do produto
deve ser mantido durante seu prazo de validade, pois a alteragao do pH pode significar alteracao
da estabilidade da formulacao (GARCIA et al, 2009), pois sua alteragdo pode ser devido a

degradacao de qualquer componente do fitocosmético. Na Tabela 16, observa-se que nao houve
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alteragOes significativas do pH em fungao das diferentes condi¢ées submetidas ao longo do tempo.

Além disso, a temperatura de armazenamento também nao interferiu no pH da formulacio.

Tabela 16 - Resultados obtidos das analises fisico-quimicas ap6s a produgio, teste estresse térmico,

protegao contra a luz, ciclo gela-degela e exposto a luz solar.

Parametro Controle Benzofenona Antba canelilla
Densidade (a) 0,9665 £ 0,0015 0,9520 £ 0,0019 0,9603=+ 0,0029
(g/mL) (b) 0,9208 + 0,0187 0,9614 + 0,0038 0,9847 + 0,0058
(©) 0,9708 £ 0,0087 0,9625 £ 0,0028 0,9727 £ 0,0018
(d) 0,9821 = 0,0007 0,9675 + 0,0002 0,9747 + 0,0028
(a) 3,68 = 0,00 3,60 + 0,03 3,56 + 0,00
pH (b) 3,45+ 0,17 3,20 + 0,00 3,56 + 0,03
(© 3,72 £ 0,11 3,72 £ 0,01 3,65 £ 0,03
(d) 3,72+ 0,03 3,69 + 0,00 3,60 £ 0,04
Condutividade (a) 93,200 + 1,202 91,000 £ 5,657 96,000 £ 3,960
(uS/cm) (b) 157,450 + 0,990 159,025 £ 0,389 163,650 + 8,485

(©) 91,950 *+ 1,061
(d) 78,575 + 3,217

90,900 + 3,606
81,675 + 3,500

96,825 + 1,874
85,875 + 8,167

(a) = protecao contra luz, (b) = apds estresse térmico, (c) = apos ciclo gela-degela e (d) = exposto

a luz solar.

A condutividade elétrica apresentou alteragcdes, quando comparada com a amostra de
referéncia. De acordo com Castelli ez /. (2008), a condutividade é frequentemente usada para
determinar a natureza das emulsdes e para controlar a sua estabilidade durante o periodo de
estocagem, pois é um parametro sensivel a pequenas mudangas na estrutura das emulsoes
(MASMOUDI et al., 2005) e pode estar relacionada com a agregagao das particulas e o aumento da
coalescéncia da emulsao.

Silva (2002) apresentou estudos que comprovaram a eficacia de ativos naturais em
cosméticos, e relata a importancia da associagao da tecnologia com a cultura popular, para o estudo
e consequente uso de ingredientes naturais em cosméticos. A eficicia dos ativos naturais tem
aumentado a pesquisa referente ao isolamento, identificagio e quantificagado de compostos ativos
das plantas e suas atividades biolégicas (TEODOR ez al., 1998; GALHARDO ez al., 2007).

Kale ez al. (2010) estudaram a atividade fotoprotetora de uma emulsio contendo 6leo

essencial da resina de Commiphora mukul, usando métodos de espectroscopia de transmissiao e
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espectroscopia de absor¢do. Os autores relataram que o FPS foi de 2,23 * 0,48, concluindo que o
creme formulado pode ser considerado como um eficiente protector solar.

Em outro trabalho de Kale ez a4/ (2011) o FPS de trés formulagdes contendo
respectivamente extrato de Tageteserecta, 6leo das sementes de Moringaoleifera e 6leo da semente de
M. oleifera com extratos de Tageteserecta fol avaliado, sendo as formulagdes consideradas potenciais

fotoprotetoras, tendo obtido valores de FPS em torno de 2 e razaio UVA/UVB em torno de 1.

4.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que Aniba canelilla possui componentes nos extratos
e nos Oleos essenciais que podem ser incorporados em formulagdes cosméticas fotoprotetoras. Os
componentes mais ativos foram isolados dos extratos etandlicos de folhas (acido cinamico) e de
galhos (acido siringico). A atividade fotoprotetora nao foi atribuida ao composto majoritario do
6leo essencial, o 1-nitro-2-feniletano. As emulsdes desenvolvidas mostraram-se promissoras na
continuidade do estudo de suas formulagoes, apresentando compatibilidade quimica entre os
componentes da formulagdo. Sendo assim, este trabalho apresenta um grande potencial de base
cientifica para outros trabalhos que visem o uso dos recursos naturais e a incorporagao de produtos
naturais em formulagoes cosméticas, bem como o desenvolvimento de novas emulsoes

fotoprotetoras.
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Capitulo 5

Desenvolvimento de um sabonete liquido intimo contendo 6leos

essenciais de Aniba canelilla
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DESENVOLVIMENTO DE UM SABONETE LIQUIDO INTIMO CONTENDO
OLEOS ESSENCIAIS DE ANIBA CANELILLA

5.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento cientifico e tecnolégico ao longo dos anos vem oportunizando um
grande avanco na pesquisa de produtos naturais. Impulsionado principalmente pelo apelo que a
biodiversidade exerce sobre as pessoas, nota-se um grande aumento no uso de produtos naturais
em substitui¢ao aos sintéticos (FUNARI e FERRO, 2005). A vegetacdo amazonica tem sido
evidenciada neste contexto, devido sua rica biodiversidade e grande potencial biotecnolégico, em
especial, para obtencao de fitocosméticos (CARVALHO, 2015). As espécies aromaticas e as que
produzem 6leos alcangam alto valor no mercado, pois sao frequentemente usadas como fonte de
matéria prima nas industrias, sendo que as pertencentes a familia Lauraceae estao entre as mais
utilizadas (BRITO, 2009).

O género Aniba compreende cerca de 41 espécies cujos representantes se encontram em
sua maioria na Amazonia. Dentre elas, a Awiba canelilla, popularmente conhecida como casca-
preciosa, produz no caule um 6leo essencial (1% do peso seco da planta), rico em 1-nitro-2-
feniletano (TAVEIRA ez al, 2003; LAHLOU et al., 2005), responsavel pelo cheiro de canela da
planta. Nitroderivados encontrados em plantas sao raros. Segundo Siqueira ¢f 2/ (2010), a biogénese
do 1-nitro-2-feniletano envolve a oxidacao da fenilalanina seguida por descarboxilagao espontanea
(SIQUEIRA ¢t al., 2010).

Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas para os metabdlitos de A. canelilla, tais
como, vasorrelaxante INTERAMINENSE ez a/., 2013; BRITO et al., 2013; ARRUDA-BARBOSA
et al., 2014), cardiovascular (LAHLOU, 2005; SIQUEIRA ¢7 a/., 2010; INTERAMINENSE e /.,
2011), antinociceptiva (LIMA ez al., 2009), antioxidante (SILVA e al, 2007, MARTINS, 2016),
antimicrobiana (SILVA, 2012), citotéxica (SILVA ez al., 2007), citoprotetora (COSKER ez al., 2014),
anti-inflamatéria (VALE ez al., 2013), inibitéria da acetilcolinesterase (SILVA ez al., 2014), hipnotica,
anticonvulsiva, ansiolitica (OYEMITAN e¢7 a/., 2013) e anticorrosiva (DE BARROS, 2015).

A adigdo de extratos, ceras e 6leos essenciais em produtos cosméticos agrega caracteristicas
benéficas aos mesmos, uma vez que apresentam atividades bioldgicas interessantes, devido a
presenca de metabdlitos secundarios como os fendis simples, acidos fenolicos, flavonoides,
taninos, entre outros (SOUZA ez al, 2009). Seguindo esta tendéncia, surge a necessidade de estudos
cientificos que comprovem os efeitos benéficos desses componentes quando adicionados as

diferentes formulacGes cosméticas, visando garantir a eficacia das mesmas (BALOGH, 2011).
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Nesse sentido, com o intuito de favorecer o uso sustentiavel da biodiversidade amazobnica
utilizando-se do potencial dos metabolitos secundarios de .A. canelilla para formulacio de um
fitocosmético, foram investigadas as atividades antibacteriana, antifingica e citotoxica dos extratos
e 6leos essenciais desta espécie. Foram investigadas as classes quimicas presentes nos metabolitos
de A. canelilla, bem como a composicao dos Oleos essencais. Finalmente, foi formulado um

sabonete liquido intimo, avaliando suas caracteristicas fisico-quimicas e sua estabilidade preliminar.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Folhas e galhos finos de A. canelilla foram coletados no periodo seco (setembro de 2014)
na Reserva Florestal Adolpho Ducke (3° 05' S, 60° 00' W) em Manaus, Amazonas, no petiodo
matutino. Os dados referentes aos indices pluviométricos foram obtidos no site do Instituto
Nacional de Metereologia. Os mapas climaticos analisados indicaram que nao houve quaisquer
mudangas atipicas referentes ao clima da regiao no periodo da coleta do material vegetal INMET,
2014). As plantas coletadas foram identificadas comparando-as com uma excicata depositada no
Herbario do INPA pelo projeto “Potencial biotecnolégico da produgao sustentavel de o6leos
essenciais e compostos com atividade antifungica de espécies da familia Lauraceae”, edital
MCT/CNPq/FNDCT — A¢ao Transversal/ CT-Amazénia/CT-Biotec/Bionotte n® 066/2009.

O material vegetal foi colhido de dez arvores, enviado ao laboratério de Quimica Aplicada
a Tecnologia da UEA para secagem por 10 dias a temperatura ambiente e a sombra. Folhas e galhos
finos foram triturados separadamene em um moinho elétrico facas com tela de 3 mm e foram

utilizados para a obtenc¢ao do 6leo essencial e dos extratos etandlicos.

5.2.2 OBTENGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla foram obtidos por arraste a vapor em
aparelho tipo Clevenger modificado, onde 100 g do material vegetal foram destilados com um litro
de agua destilada a 100°C durante 3,5 h para folhas e 6 h para galhos (CHAAR, 2000; FERRAZ,
2012). Posteriormente, os 6leos foram levados a centrifugacio para separagdo da agua e secos por

percolagao em NaxSO, anidro, obtendo-se assim, os 6leos essenciais.

5.2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS E PARTICOES
O material vegetal seco e triturado foi macerado a frio em dalcool etilico 92,8° INPM a

temperatura ambiente por 3 ciclos de 48 horas com filtracdo e renovagao do solvente a cada ciclo,
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seguido de 20 min no ultrassom (SILVA, 2012; CURSINO, 2011). O filtrado foi submetido a
evaporagao sob pressao reduzida, a 40°C, em evaporador rotativo. Parte do extrato bruto resultante
foi dissolvido em etanol-agua (1:3) e submetido a particao liquido-liquido, utilizando #-hexano e
diclorometano, restando ainda uma fracao hidroetandlica que foi levada ao liofilizador (Christ —
Alpha 1-2 LD plus) sob pressio de 0,04 mbar e temperatura de -45°C. Assim, o material obtido
para analise consistiu em extrato etandlico (bruto), fase #-hexanica (parti¢ao), fase diclorometanica

(particao) e fase hidroalcodlica (particao), de folhas e galhos de A. canelilla.

5.2.4 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

As solugbes obtidas a partir dos extratos e particoes de folhas e galhos de .A. canelilla,
ressuspendidos em dimetil-sulféxido (DMSO), e as obtidas a partir dos oleos essenciais,
ressuspendidos em Tween 80, foram testadas em microrganismos que compdem o teste desafio do
sistema conservante (Challenge Test) proposto pela ANVISA, utilizando as cepas padrao de Candida
albicans (ATCC 12.031), Aspergillus brasiliensis (NTCC 16.404), Escherichia coli (ATCC 8.739),
Psendomonas — aernginosa (ATCC  9.027) e Staphylococcus — anrens (ATCC 6.538). A atividade
antimicrobiana de 6leos e extratos de A. canelilla também foi avaliada contra outros microrganismos
patégenos, como Colletotrichum  guaranicola, Alternaria spp., Didymella bryoniae (cedidos pelo
Laboratério de Fitopatologia do INPA) e Streptococcus pyogenes (ATCC 19.615).

As cepas bacterianas liofilizadas foram inicialmente hidratadas em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas por 24 h para reativacao. Apds esse periodo, as bactérias foram
semeadas em Agar BHI e reincubadas a 36°C por 24 h. Uma pequena fracio de colonias em
crescimento foi retirada e apropriadamente diluida em solugdo salina estéril (NaCl a 0,9%), para
obtengao do inéculo no padrio de turbidez 0,5 na escala de MacFarland, que equivale a
concentracio final de 1,5 x 10 UFC/mlL. (NCCLS, 2002).

As cepas fingicas foram reativadas através de sua inoculagao em 1 puL de caldo Sabouraud
e incubacio a 30°C. Apés reativagio, as culturas foram sub-cultivadas em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) e incubadas. Decorrido o periodo de crescimento, as culturas foram
apropriadamente diluidas em solucio salina estéril (NaCl a 0,9%), para obten¢ao do inéculo no
padrio de turbidez 0,5 na escala de MacFarland, que equivale a concentragio final de 2 a 5 x 10°
UFC/mL.

Os esnsaios de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, extratos etandlicos e suas
particbes foram realizados pelo método de cavidade-placa. Os microrganismos foram inoculados
em camara de fluxo através da técnica de spread-plate, em placas de Petri contendo o meio de cultura

Saboraund para fungos e Miller-Hinton para bactérias, onde foram feitas cavidades circulares de
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6 mm de diametro (BANHOS, 2014). Em seguida, adicionaram-se nas cavidades as solugoes testes
a 2 mg/ml. Utilizou-se como controle negativo de atividade antimicrobiana as solu¢des de DMSO
e Tween 80, e como controle positivo Cetoconazol 200 mg para fungos e Amoxicilina 875 mg com
Acido Clavulanico 125 mg para bactérias, ambos a 2 mg/mL.

Apbs 24 horas de incubagao a 30°C em estufa tipo BOD, procedeu-se a verificagido da
formacao dos halos de inibi¢ao de crescimento e, em caso de atividade positiva, a verificagao do
diametro do halo com o auxilio de um paquimetro. A atividade antimicrobiana foi determinada
pela mensuragao do halo de inibicdo e classificada segundo Alves ez a/. (2010), sendo halos inferiores
a 9 mm considerados inativos, halos entre 9 e 12 mm pouco ativos, entre 13 e 18 mm ativos, e

maiores que 18 mm muito ativos. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.2.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A atividade citotdéxica dos extratos etandlicos, fases hexanicas, fase diclorometanicas, fase
hidroalcodlicas e 6leos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla foi avaliada através de letalidade
contra Artemia salina Leach, de acordo com o método proposto por Meyer ef al. (1982) e
McLaughlin ef a/. (1991b).

As solucdes testes foram preparadas na concentragio de 1 mg/ml., seguindo-se de
dilui¢Ges seriadas até a concentracdo de 0,125 mg/mlL solubilizando-se em 1% de Tween 80 para
6leos e DMSO para extratos e particdes. As solugdes foram avolumadas com solugao salina na
mesma concentracio do meio de cultivo. Como meio de crescimento, foi utilizada uma solucao
salina contendo 38 g de sal marinho sintético em agua destilada, preparando-se 1 L de solucao
(3,8%), e para a eclosio, foram adicionados 10 mg de cistos de Artemia salina. O crescimento
ocorreu em temperatura ambiente, de 25 a 28°C, sob iluminagao em lampada fluorescente durante
48 horas e aeracio constante.

Apbs as 48 h da eclosdo, os nauplios foram transferidos para tubos de ensaio, sendo
distribuidas 15 larvas de Artemia salina para cada tubo. Nos tubos foram adicionados 5 mL das
solugoes teste, em triplicata. No controle, a solugio teste foi substituida pelo solvente utilizado para
solubilizar o 6leo ou extrato. Para evitar a mortalidade no grupo controle, foi elaborado um sistema
de aeragdo constante e os tubos de ensaio contendo as larvas de Artemia salina foram mantidas por
24 h sob iluminac¢ao de lampada fluorescente.

Apbs o periodo de exposicao, foi analisado o numero de larvas sobreviventes, tanto nos
tubos de controles quanto nos tratamentos. Foram feitas dilui¢des sucessivas das solugoes seguindo
uma progressao geométrica para a determinagao da Concentragao Letal que causa morte de 50%

de uma populacio (CLsg), obtida por meio de regressao linear.
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52.6 AVALIACAO QUALITATIVA DAS CLASSES QUIMICAS NOS EXTRATOS,
PARTICOES E OLEOS ESSENCIAIS

Para a prospeccao fitoquimica preliminar dos metabdlitos presentes em folhas e galhos de
A. canelilla, foi utilizada a metodologia descrita por Matos (2009) e pela Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (2016), com adaptagdes. Para cada procedimento foram preparadas solugdes a 2
mg/ml em édlcool etilico P. A. Os ensaios realizados consistiram em testes pata verificar a presenca
de alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas, taninos e compostos fendlicos.

Alcaloides: em tubo de ensaio com 2,0 ml. de amostra acrescentaram-se trés gotas do
reagente de Drangendorff para a observacao da presenga de precipitado (precipitado floculoso, em
pelo menos dois tubos ¢ indicativo de alcaloides).

Esteroides: foi realizada a reacdo de Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido
sulfarico concentrado), misturando 2,0 ml de amostra a 2,0 mL de cloroférmio. A solucio
cloroférmica foi filtrada em um funil com algodao coberto com sulfato de sédio anidro em um
tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético, agitando suavemente e
acrescentaram-se trés gotas de HSO4 concentrado observando-se o desenvolvimento de cores:
coloragdo azul seguida de verde permanente indica presencga de esteroides livres.

Flavonoides: foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCl concentrado e Mg).
Adicionou-se a 2,0 mL de amostra, aproximadamente 0,5 cm de Mg em fita e 2,0 mL de HCI
concentrado. O fim da reacdo ¢ determinado pelo término da efervescéncia e pode ser considerado
positivo se houver o aparecimento da cor vermelha. Além disso, para confirmaciao dos resultados,
foi realizado o teste de alcalinizacio das amostras, utilizando uma solu¢io de NaOH a 2%
adicionada gota a gota a 3,0 mLL da amostra em um tubo de ensaio, até pH 11,0 observando-se a
mudanga de cor. O aparecimento de cor amarela indica a presenca de flavonas, flavonois e xantonas
e a coloragao vermelho laranja a de flavonois.

Saponinas: para determinagao da presenca de saponinas nas amostras foram misturados 2,0
mL de cloroférmio junto a 2,0 mL de extrato e 5,0 mL de 4gua destilada. Em seguida, foi separada
a fragcao aquosa e depois agitada para observacao de uma possivel formagao de espuma. Espuma
persistente e abundante (colarinho) ¢ indicativa da presenca de saponinas.

Fendis e Taninos: para determinagao da presenca de taninos nas amostras, em um tubo de
ensaio contendo 2,0 mL de extrato foram adicionadas trés gotas de FeCls. Apos forte agitagao foi
observada a mudanca de cor ou formagao de precipitado abundante. Coloragao entre azul e
vermelho indica presenca de fendis e precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a

presenca de taninos.
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5.2.7 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DOS OLEOS ESSENCIAIS

A analise dos constituintes volateis foi realizada utilizando cromatoégrafo a gas acoplado a
um detector de massas da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 series Ultra, utilizando
software de tratamento de dados GCMS-QP2010 solution Ver. 2.6., coluna capilar 5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm) nas seguintes condi¢des de injecao: split de 1:40, temperatura do injetor de
220°C, coluna de 60°C com taxa de aquecimento de 3°C/min até 240°C e detector a 250°C, sendo
utilizado o hélio como gas de arraste, numa vazao de 1 mL/min. O detector seletivo de massas
operoua 70 eV, m/z = 30 a 500 u.m.a. A identificacao foi realizada por meio do calculo dos indices
de retengao dos analitos, utilizando-se a coinje¢io de uma mistura de padroes de hidrocarbonetos
(C8 a C22), comparagao com a biblioteca eletronica do equipamento (NIST-05) e com dados da
literatura (ADAMS, 2007).

5.2.8 FORMULACAO DO SABONETE LIQUIDO

As matérias-primas utilizadas para formular o sabonete liquido intimo foram:
lauriletersulfato de sodio (24%), perolizante (surfax) (3%), cocoamidopropilbetaina (anfétero)
(3%, dietanolamida de acido graxo de coco (amida 90) (3%), propilenoglicol (3%), metilparabeno
(0,15%), propilparabeno (0,05%), mentol cristal (0,3%), cloreto de sédio (solugao 10 %) (q.s), agua
(q.s.p 100%) e EDTA (0,10%). A partir destes materiais foram elaboradas quatro formulagdes
distintas: (i) Branco (sem antifungico); (i) com triclosan a 0,05%; com cetoconazol a 0,05%; e (iv)
com Oleo essencial de A. canelilla a 0,05%. As formula¢des foram preparadas pela mistura dos

componentes a 40°C, sendo adicionados os ativos apos o arrefecimento natural das amostras.

5.2.9 TESTES DE ESTABILIDADE DA FORMULACAO

As formulagoes foram submetidas ao teste de estabilidade preliminar: estresse térmico e
ciclo gela-degela, sendo monitorados os parametros organolépticos e fisico-quimicos
(centrifugacao, pH, condutividade, viscosidade, indice de espuma e densidade).
Estresse Térmico: As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos de poliestireno e
submetidas ao aquecimento em estufa na faixa de temperatura de 40 a 80°C. O ensaio foi realizado
com aumento da temperatura de 5+1°C em 5+1°C, mantendo-se por 30 min. em cada temperatura
(FERRARI, 1998; 2002). Apoés a submissao do teste foram avaliados novamente os parametros
organolépticos e fisico-quimicos.

Ciclo Gela-Degela: as formula¢bes permaneceram nas temperaturas padronizadas durante

12 dias. O 1° dia correspondeu as 24 h apds o preparo das formulagdes. As amostras foram
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submetidas a 4£2°C/24 h em geladeira e 45+2°C/24 h em estufa, completando-se assim, um ciclo.
As leituras dos parametros foram realizadas ao final do 6° ciclo (FERRARI, 1998; 2002).

Centrifugagao: 10 ml de amostra de sabonete liquido foram colocados em tubos de
centrifuga e submetidos a 1000, 2500 e 3500 rpm, mantendo-se por 15 minutos em cada rotagao.
Avaliou-se de forma visual algum de tipo de alteragao.

pH e condutividade: esses valores foram determinados inserindo-se o eletrodo diretamente
na diluicio aquosa 1:10 (p/p) das amostras homogeneizadas a temperatura de 25°C (DAVIS, 1977).
As leituras foram realizadas em triplicata para cada formulagao.

Viscosidade: foi avaliada em um viscosimetro copo Ford, apds a escolha do orificio
apropriado de acordo com o tempo de interrup¢ao de escoamento. Em seguida retirou-se a
vedagao e imediatamente acionou-se o cronometro. Anotou-se o tempo, e utilizou-se a expressio
adequada fornecida pelo fabricante, para o calculo da viscosidade em centistokes.

Indice de espuma: aferido através de uma proveta de 100 mL colocando-se 5 ml. de 4gua
destilada, solucdo de acido acético (4%) e uma solugao do sabonete liquido (1:10). Em seguida,
colocou-se 5 mL solugdo de bicarbonato de sédio a 5%, fazendo-se com que produzisse bolhas,
obtidas pela liberagao de didxido de carbono. Anotou-se o volume maximo de espuma formada e
o total de volume para a relagao de porcentagem (FILHA, 1999).

Densidade especifica: foi utilizado picnémetro de 50 mL e uma balanga analitica. Com a
medida da massa, a densidade foi calculada de acordo com a relacio massa/volume.

Parametros Organolépticos: foram avaliados cor, odor e aspecto, comparando as formula¢Ses apds
24 h de sua elaboragao e apos os testes de estabilidade. Para esta avaliagao, levou-se em conta a

classificacao em: normal, levemente modificada, modificada e intensamente modificada (ANVISA,

2004).

5.2.10 TESTE DE EFICACIA (ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO SABONETE LIQUIDO)
Os ensaios foram realizados pela técnica de difusao em discos que permite a determinagao
de halo de inibicao de crescimento para a substancia em estudo (amostras do sabonete liquido). A
superficie de cada colonia foi tocada com uma alca, e os microrganismos foram transferidos para
um tubo contendo solugdo salina. Ajustou-se a turbidez da cultura em crescimento com solugao
salina estéril, de modo a obter uma turbidez éptica comparavel a da solugdo padrao de McFarland
a 0,5. Colocou-se 100 uL. de suspensio da C. albicans nas placas de Petri ja contendo o meio BDA
arrefecido. Em seguida foram feitos furos de diametros de 6,0 mm no meio BDA. A cada furo

foram adicionados 100 L de cada solugio teste em estudo com concentracio de 2 ug/mL. Apds
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48 horas de incubagao, foram examinadas as placas. Os diametros dos halos de inibi¢cao foram

mensurados, incluindo o diametro do disco.

5.2.10 ANALISE ESTATISTICA
Os dados analisados foram submetidos ao teste t de Sttudent para comparagao entre duas
médias independentes e emparelhadas, e a ANOVA (Andlise de Variancia) para comparagao de

mais de duas médias. Os dados foram tratados com o programa Biostat, Versao 5.0.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados de atividade antimicrobiana de extratos, parti¢oes e 6leos essenciais de folhas
e galhos de A. canelilla encontram-se na Tabela 17. De acordo com os dados obtidos, nenhum
extrato ou particio a 2 mg/ml. foi ativo frente aos microrganismos testados. Os fungos Alternaria
sp. e C. gnaranicola e as bactérias S. aureus, S. pyogenes, E. coli e P. aeruginosa também nao sofreram
inibi¢do do crescimento na presenga dos 6leos essenciais de A. canelilla , indicando que essas
amostras nao apresentam substancias antimicrobianas contra essas linhagens.

Para o fungo A. brasiliensis houve forma¢ao de halo de inibi¢do na presenca dos 6leos
essenciais das folhas e dos galhos de A. canelilla. Os 6leos essenciais avaliados sao considerados
muito ativos frente a este fungo, uma vez que apresentaram halos de inibicao maiores que 18 mm
segundo a classificacao de Alves ¢f al. (2010). Resultado similiar foi observado para o fitopatégeno
D. bryoniea na presenca dos dleos essenciais de folhas e galhos de .A. canelilla.

Os oleos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla também se mostraram muito ativos
contra a levedura patogénica C. albicans. A alta atividade dos 6leos essenciais de A. canelilla pode ser
verificada quando se comparam os diametros dos halos de inibi¢ao do crescimento da levedura C.

albicans (34,5-38,3 mm) frente a agao do cetoconazol usado como controle positivo (25,2 mm).
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Tabela 17 - Atividade antimicrobiana de dleos essenciais, extratos e parti¢oes de folhas e galhos de Awzba canelilla obtida por difusao em agar, expressa

em média F desvio-padrio da média do diametro do halo de inibigao (mm).

i) = S ) % “ S
z < S 3 3 3 N = 3
Amostra 3 S § § S S ) S §o
S S S ~ g & . S
= X S0 J Q “ o) .
< ~ ) aw
OEF 285+ 138 - - 383126 28+17 - - - -
OEG  295+2)0 ; ; 345422 212+ 2.1 ; ] ; ]
EETG ] ] ] ; ] ] ; ] ]
FHAF - - - - - NR NR - -
FHAG - - - - - NR NR - -
FHXF - - - - - - - - -
FDF ; NR NR ; : ; ; - -
FDG i NR NR i i i i i i
CET 135+14 142410 138+12 252419 223422 NR NR NR NR
AMOX NR NR NR NR NR 420420  440+20 380+21 200+16

OEF — Oleo essencial das folhas; OEG - Oleo essencial dos galhos; EETF — Extrato etandlico das folhas; EETG — Extrato etandlico dos
galhos; FHAF — Fase hidroalcodlica das folhas; FHAG - Fase hidroalcodlica dos galhos; FHXF — Fase hexanica das folhas; FHXG - Fase
hexanica dos galhos; FDF — Fase diclorometano das folhas; FDG — Fase diclorometano dos galhos; CET — Cetoconazol (2 mg/mL); AMOX
— Amoxilina + Acido Clavulanico (2 mg/mL); NR - Nio realizado; ( - ) Nio apresenta halo de inibicio do crescimento microbiano.
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Oger et al. (1994), ao analisarem os 6leos essenciais e extratos hexanicos das cascas do tronco
de A. canelilla, relataram a existéncia de atividade fungistatica contra C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis e Aspergillus fumigatus. A atividade antifingica encontrada foi atribuida a toxicidade do 1-
nitro-2-feniletano contra leveduras, especialmente contra C. albicans (MIC: 170 pg/mL), enquanto
que A. fumigatns foi mais resistente (MIC: 1500 pg/mL). Os resultados encontrados no presente
estudo (Tabela 17) corroboram os de Oger ¢f al., tendo em vista a atividade dos 6leos essenciais
contra C. albicans. Nota-se ainda que os Oleos foram ativos também para o A. brasiliensis, assim

como para o A. fumigatus, no estudo de Oger et al.

5.3.2 ANALISE DAS CLASSES QUIMICAS PRESENTES NOS EXTRATOS, PARTICOES E
OLEOS ESSENCIAIS

A analise fitoquimica preliminar dos extratos etandlicos, particoes e Oleos essenciais de
folhas e galhos de A. canelilla revelou a presenca de fendis, taninos, flavonoides e alcaloides. Dentre
as cinco classes de metabolitos secundarios avaliados, a tnica que nao esta presente € a classes das

saponinas. Os resultados dos ensaios podem ser observados na Tabela 18.

Tabela 18 - Analise fitoquimica dos extratos, particoes e 6leos esenciais de folhas e galhos de Aniba

canelilla.
Classe de
EBG EBF FHG FHF FDF FDG HAF HAG OEG OEF

Metabdlitos
Fenois + + + + + —+ + + - _
Taninos + + + + + + + + + +
Saponinas - - - - - - - _ _ -
Flavonoides + + - - - + + + + +
Alcaloides - + + + - - - _ - -
Esteroides - - + + + + - - + +

EBG = Extrato Bruto Galhos; EBF = Extrato Bruto Folhas; FHG = Fase Hexanica Galhos; FHF = Fase
Hexanica Folhas; FDF = Fase Diclorometano Folhas; FDG = Fase diclorometano Galhos; HAF = Fase
Hidroalcodlica Folhas; HAG = Fase Hidroalcodlica Galhos; OEG = Oleo Essencial Galhos; OEF = Oleo
Essencial Folhas; + presenca; - auséncia.

O teste realizado para fendis e taninos forneceu uma coloragio escura e azulada, decorrente
da formacio de complexos coloridos com o fon Fe*, indicando a presenca de taninos hidrolisaveis

em todos os extratos, particdes e 6leos essenciais. Os taninos sao compostos polifendlicos solaveis
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em agua e em solventes organicos polares. Plantas que apresentam taninos em sua composi¢ao
quimica tendem a ser utilizadas na medicina popular para o tratamento de diarreias, hipertensao
arterial, reumatismo, problemas no estomago e inflamag¢des (SANTOS e MELLO, 1999). Sio
utilizadas também como antioxidantes em sucos e refrigerantes pela industria alimenticia por
possuirem a¢ao sequestradora de radicais livres (SANTOS e MELLO, 2004) e a¢dao protetora
contra danos a0 DNA (BARNEJEE ¢ 4/, 2005). De acordo com Simdes (2003), a atividade
antimicrobiana observada em plantas esta diretamente relacionada com a presenca de taninos, uma
vez que ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e antifingico
(MONTEIRO ¢f al., 2005). Estes compostos possuem a¢ao comprovada no tratamento de mastite
bovina causada por Sthaphylococcus anrens (HIGINO ez al., 2015), e sdo responsaveis, junto com 0s
flavonéides, pela atividade antimicrobiana do suco de roma (TURKYILMAZ et al., 2013).

No teste para determinac¢ao da presenga de flavonoides os 6leos essenciais e o extrato bruto
de folhas apresentaram uma colora¢do vermelha parda ao reagirem com magnésio em meio acido,
indicando a presenca de moléculas que contém o nuicleo benzopirona na sua estrutura quimica
(MARTINEZ, 2005). Para o teste em que se utilizou NaOH, o extrato etandlico dos galhos
apresentou uma coloracao vermelha alaranjada, indicativo da presenca de flavonois. Para o extrato
proveniente das folhas observou-se uma coloragao amarelada, indicativo da presenca de flavonas,
flavonois e xantonas. Os flavonoides sdo substancias com nucleo fendlico que possuem alto poder
de captacio de espécies reativas de oxigénio (EROs) agindo como importantes agentes
antioxidantes, capazes de inibir e retardar a oxidacao de lipidios e alguns danos causados as células
(CHANWITHEESUK et al., 2005). Além disso, esses metabolitos secundarios fornecem as plantas
acdo anti-inflamatéria, antialérgica, anti-hemorragica, antimutagénica e antiespasmoédica
(WOLLENWEBER ¢ al., 2000; AMARAL et al., 2001; ZUANAZZI ¢ MONTANHA, 2004;
AMARAL et al., 2006; BARBOSA-FILHO e al., 2000).

A atividade antimicrobiana dos flavonoides ¢ amplamente reportada na literatura. As
propriedades curativas do prépolis, utilizado ha muitos séculos no tratamento de feridas, foram
atribuidas principalmente aos flavonoides galangina e pinocembrina (CUSHNIE e LAMB, 2005).
A presenca de rutina no mel da abelha sem ferrao Melipona compressipes manaosensis foi descrita como
uma das responsaveis pela sua ativiade microbiana (PIMENTEL ez 4/, 2013). Os flavonoéides
possuem capacidade de inibir a germinacao de esporos fingicos, sendo reportados como potentes
antifingicos (SALAS e al, 2011). A atividade antifingica deve-se provavelmente a capacidade
destes compostos em formar complexos com protefnas soluveis presentes nas paredes das células
fungicas, bem como pela natureza lipofilica dos flavonoéides, capaz de romper as membranas dos

fungos (ARIF e al., 2011; SALAS et al., 2011). A atividade antifungica de flavonas purificadas a
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partir de cinco diferentes plantas medicinais da familia Moraceae foram descritas por Arif e al.
(2011) como potentes antifungicos contra C. albicans.

A presenga de alcaloides em plantas de uso medicinal provoca o estimulo do sistema
nervoso central e acdo antiviral, anestésica, antimalarica e antitumoral. Porém, estas substancias
podem gerar dependéncia de uso, e normalmente apresentam alta toxicidade (BARBOSA e 4/,
2006; RODRIGUES e¢# al, 2010). Dentre as amostras avaliadas, verificou-se a presenca de
alcaloides no extrato bruto de folhas e nas fases hexanicas de folhas e galhos de A. canelilla.

A presenca de esteroides foi verificada nos 6leos essenciais e nas particdes de folhas e
galhos de A. canelilla. Os esteroides sdo substancias bastante abundantes e fazem parte de um grupo
fitoquimico proveniente de metabdlitos dos triterpenos. Inclusas nos grupos dos esteroides, estio
as saponinas, outra classe de metabélitos que possui atividade antifungica, inclusive para variagoes
de Candida sp. (BRUNETON, 1999). Taleb-Conbtini e 4/ (2003) reportaram atividade contra
bactérias gram-positivas de estedides isolados dos extratos de duas espécies de Chromolaena. Em
outro estudo, Santos ez /. (2010) também relatam a atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas de 6leos essenciais de folhas de sucupira-branca (Prerodon emarginatus), das quais foi isolada
uma mistura de fitoesterdides (B-sitosterol e estigmasterol).

Segundo Matos (1997), a diferenca na presenca de algumas classes de metabdlitos em
plantas da mesma espécie esta relacionada a fatores como o clima, solo, temperatura e forma de
coleta do material. Outro fato interessante ¢ a influéncia da concentracio dos metabdlitos
secundarios nos resultados, podendo apresentar falsos negativos quando a concentracao ¢ muito

baixa em relacao aos demais metabdlitos da amostra.

5.3.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Aviba canelilla

A composi¢ao quimica do dleo essencial de folhas e galhos de A. canelilla esta apresentada na Tabela
19.

Anilises de CG/EM do 6leo essencial obtido a partir da hidrodestilagio das folhas e galhos de A.
canelilla permitiu detectar 22 substancias diferentes, sendo 20 constituintes do 6leo das folhas e 11
constituintes dos galhos. Estes constituintes foram identificados por meio da comparagao dos seus
espectros de massa com espectros da literatura, e com da espectroteca eletronica e seus indices de
reten¢ao obtidos por comparagio com os tempos de retengao de hidrocarbonetos lineares, nao
sendo possivel identificar 2 dos constituintes dos 6leos essenciais de A. canelilla usando esses

métodos.



Tabela 19 - Composicao quimica do 6leo essencial de folhas e galhos de Aniba canelilla.
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Picos Moléculas IR Folhas (%) Galhos (%) Identificacao
1 Butanoato de etila 800 3,10 3,10 a,b
2 Etilbenzeno 823 0,28 0,22 a,b,c
3 a-pineno 859 0,62 0,60 a,b,c
4 Benzaldeido 875 0,63 - a,b
5 B-pineno 886 0,24 - a,b,c
6 Limoneno 1027 0,35 0,65 a,b
7 Fenilacetaldeido 1043 0,88 0,99 a,b,c
8 Linalol 1100 0,52 0,83 a,b
9 a-terpineol 1190 0,44 0,56 a,b,c
10 1-nitro-2-feliletano 1304 87,03 90,32 a,c
11 Eugenol 1357 - 0,85 a,b
12 ®-copaeno 1375 0,36 - a,b
13 Z.-cariofileno 1406 1,10 - a,b
14 Cariofileno 1418 1,12 - a,b
15 «-cariofileno 1453 0,38 - a,b
16 B-selineno 1485 0,69 - a,b,c
17 «-selineno 1493 0,64 - a,b,c
18 B-bisaboleno 1508 0,65 0,95 a,b,c
19 Oxido de cariofileno 1582 0,68 - ab
20 o-muurolol 1644 - 0,91 a,b,c
21 «-cadinol 1654 0,26 - a,b,c
22 ni 1657 0,32 -
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,22 1,25
Monoterpenos oxigenados 0,96 1,41
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 5,63 0,95
Sesquiterpenos oxigenados 0,26 0,91
Componentes aromaticos 92,06 95,49
ni 0,32 -
Total (%) 100 100

2A Identificacio foi baseada pelo IR (Indice de retencio) determinado em uma coluna capilar HP-5MS utilizando

uma série homologa de n-hidrocatbonetos (indice Kovats). PA Identificagio foi baseada na comparagio dos
espectros de GC-MS e IR com aqueles da biblioteca NIST e aqueles descritos por Adams (2007). <A identificacdo

foi baseada na comparacdo com o IR descritos por Babushok ez 4/, (2011) e os disponibilizados no banco de dados

online "The pherobase". ni - ndo identificado.

No o6leo essencial de A. canelilla os componentes aromaticos volateis foram os mais

predominantes compondo até 92,06% do 6leo das folhas e 95,49% do 6leo dos galhos, devido a

alta concentracdo da molécula 1-nitro-2-feniletano nos

bleos

essenciais desta planta.



133

Hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos, e monoterpenos e sesquiterpenos
oxigenados sio outros grupos de moléculas encontrados nos 6leos das folhas e dos galhos.

A maioria dos constituintes identificados esta de acordo com o que tem sido descrito na
literatura, onde a molécula de 1-nitro-2-feniletano ¢ identificada como o principal componente do
6leo essencial desta espécie (LIMA et al, 2004, MANHAES e# al, 2012). Outros compostos
aromaticos volateis também foram identificados nos dleos estudados, como o etilbenzeno,
benzaldeido, fenilacetaldeido e eugenol, os quais também foram identificados no dleo essencial
desta mesma espécie em dois estudos anteriores (OGER ez. al., 1994; LIMA et. al., 2004), indicando
serem compostos caracteristicos do éleo essencial de A. aanelilla. F importante ressaltar que estes
compostos nao sao comuns na maioria das plantas produtoras de 6leos essenciais, pois possuem
uma rota de sintese diferente da dos terpenos.

O cariofileno é um sesquiterpendide de ocorréncia comum em muitos 6leos essenciais.

Ocorre na natureza como mistura dos isomeros isocariofileno, a-cariofileno (humuleno) e -

catriofileno. O P-cariofileno possui efeito espasmolitico, anestésico local e antiinflamatério
(MARTIN ez al., 1993). No trabalho realizado por Pedrosa (2012), o 6leo essencial bruto de Ocimun
tenuiflorum, com 18,86% de trans-cariofileno em sua composicao, foi eficiente contra C. albicans e §.
anreus.

De acordo com trabalho realizado por Laohaprasit e al (2011), é possivel notar que
compostos sesquiterpénicos como o catiofileno podem ser extraidos por solventes organicos como
hexano e diclorometano, ou seja, é possivel que nos extratos obtidos existam quantidades
significativas desses metabdlitos, que conferem a estes capacidade antioxidante, observada nos
trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa (SILVA, 2012; MARTINS ez al., 2016).

Duarte ¢ al. (2005) investigaram 6leos essenciais e extratos etandlicos obtidos de 35 plantas
medicinais comumente usadas no Brasil para atividade anti C. albicans. Os 6leos essenciais de 13
plantas mostraram atividade anti Candida incluindo Alpysia triphylla, Anthemis nobilis, Cynibopogon
martinii, C. winterianus, Cyperus articulatus, C. rotundus, Lippia alba, Mentha arvensis, M. piperita, Mentha
sp., Mikania glomerata, Stachys byzantina e Solidago chilensis com concentracdes minimas inibitérias de
0,25 a 2,0 mg/mlL.. Portanto, considerando os resultados encontrados no presente estudo, verifica-

se que a_A. canelilla pode ser incluida na lista de espécies com atividade anti C. albicans.

5.3.4 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
Os resultados de citotoxidade de 6leos essenciais, extratos e particdes de folhas e galhos de

A. canelilla estao expressos na Tabela 20. Nao se verificou diferenca significativa em nenhum dos
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grupos, logo se pode afirmar que o surfactante e o solvente utilizados, respectivamente, na dilui¢ao

dos 6leos esseciais e dos extratos ndo foram os responsaveis pela mortalidade dos microcrustaceos.

Tabela 20 - Concentracao de letalidade média (CLsy) dos metabdlitos de Aniba canelilla trente a

Avrtemia salina.

Amostras CLs (mg/mlL)
Extrato Etandlico das Folhas 1,8751
Extrato Etandlico dos Galhos 0,9476
Fase Hexanica das Folhas 4,5751
Fase Hexanica dos Galhos 11,359
Fase Hidroalcodlica das Folhas 3,2074
Fase Hidroalcodlica dos Galhos 0,8545
Oleo Essencial das Folhas 0,4787
Oleo Essencial dos Galhos 0,4815

O teste do extrato etandlico das folhas foi realizado com uma concentragao inicial de 3
mg/ml,, devido a pouca atividade apresentada pelo extrato. A CLs igual a 1,8751 mg/ml indica
que a solugdo nao apresenta atividade citotoxica (MEYER e 4/, 1982). O coeficiente de
determinagao obtido no grafico da Figura 48a demonstra que 92% da mortalidade observada pode

ser explicada pelo aumento da concentragao da substancia avaliada.

Figura 48 - Grafico de mortalidade de Artemia salina exposta aos extratos etanolicos das folhas (a)

e dos galhos (b) de Aniba canelilla.
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Para os extratos etanodlicos dos galhos (Figura 48b), a concentragao inicial utilizada foi de 1

mg/mlL, pois este apresentou maior indice de mortalidade que o extrato das folhas. A CLs, de
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0,9476 mg/mL indica que a solucdo apresentou atividade citotéxica (MEYER ez af, 1982). Pela
andlise do R?, os resultados de mortalidade apresentaram alta correlagio nas condi¢des utilizadas.
Os resultados obtidos para as fases hexanicas (Figura 49) apresentaram linearidade e baixa
mortalidade para todas as concentragoes testadas. Nota-se que nao houve grande altera¢io na
mortalidade entre os testes de maior concentragido e menor concentragao. Logo, a fase hexanica
nao apresentou substancias com alta citotoxicidade nas condi¢oes analisadas. As CLsy de 4,5751
mg/ml. para a fase das folhas e de 11,359 mg/ml. para a dos galhos confirma a auséncia de

citotoxicidade (MEYER e¢7 a/., 1982).

Figura 49 - Grafico de mortalidade de Artemia salina exposta as fases hexanicas das folhas (a) e dos

galhos (b) de Aniba canelilla.
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Os graficos obtidos para as fases hidroalcodlicas estao apresentados na Figura 3. A CLs, de
3,2074 mg/mL para a fase hidroalcodlica de folhas indica que a solu¢io nio apresentou atividade
citotoxica (Meyer et al., 1982). Pela anilise do R* a mortalidade teve boa correlagio com as

concentragoes analisadas, sendo proxima a 80% (Figura 50a).

Figura 50 - Grafico de mortalidade de Artemia salina exposta as fases hidroalcodlicas das folhas (a)

e dos galhos (b) de Anzba canelilla.

[
o

3,5
y=2,1186x+ 0,7048 (a) Y = 8,4645x+0,2667 (b)
R?=0,9775

3 R?=0,7963 .

Mortalidade Média
I N
= [5,] N w
*
.

&
v

Mortalidade Média
O BN WA O N W

[=}

0,2 0,4 0,6 038 1 1,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)

(=}




136

Para a fase hidroalcodlica dos galhos (Figura 50b) foi observada excelente reprodutibilidade
entre as réplicas, demonstrando também alta linearidade entre as variaveis. A CLs igual a 0,8545
mg/mL indica que, segundo Meyer ¢7 al. (1982) a solucao apresenta atividade citotoxica. A alta
linearidade indica alta correlagao entre a mortalidade e as concentragoes utilizadas, tendo-se um
coeficiente de determinagao de aproximadamente 98%.

Os testes realizados com os 6leos essenciais apresentam resultados semelhantes aos das
solugoes da fase hexanica, com boa linearidade e alta taxa de mortalidade para as concentracdes
utilizadas. Segundo estudo realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa, solu¢oes do
hidrolato (residuo liquido da hidrodestilagdao) de .A. canelilla mostraram atividade citotoxica frente
a A. salina com CLs igual 2 0,572 mg/mL (SILVA, 2012). Logo, esperava-se que os 6leos essenciais
também apresentassem atividade citotoxica.

Os graficos obtidos para as solu¢oes dos 6leos essenciais das folhas e dos galhos de A.
canelilla podem ser observados na Figura 51. As CLs foram de 0,4787 mg/ml. para os 6leos
extraidos de folhas e de 0,4815 mg/mL patra os de galhos. Portanto, segundo Meyer ez al. (1982),
as solugdes apresentam atividade citotoxica. Os valores de R* foram superiores a 80%, indicando

correlacdo entre a mortalidade e as concentragoes utilizadas.

Figura 51 - Grafico de mortalidade de Artemia salina exposta aos 6leos essenciais das folhas (a) e

dos galhos (a) de Aniba canelilla.
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Assim como observado no presente estudo, Silva e a/. (2007) verificou que o 6leo essencial
extraido da madeira do troco de A. canelilla toi ativo contra Artemia salina. O autor também
observou que os extratos metandlicos da madeira foram igualmente ativos, porém com

concentragao letal quatro vezes maior.

5.3.5 DESENVOLVIMENTO DO SABONETE LIQUIDO INTIMO
Tendo em vista a atividade antifungica observada nos 6leos essenciais de A. canelilla, e o

potencial dessa atividade biol6gica no desenvolvimento de cosméticos, foi formulado um sabonete
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liquido intimo. Vale ressaltar que fitocosméticos elaborados com oleo essencial de preciosa

apresentam um carater inovador, uma vez que essa planta ainda nao foi utilizada pela industria de

cosméticos.

Na Tabela 21 estao apresentados os valores dos parametros fisico quimicos resultantes das

formula¢oes dos sabonetes liquidos e a analise estatistica correspondente.

Tabela 21 - Parametros fisico-quimicos das formula¢des de sabonetes liquidos.

Parametro Controle Oleo Essencial Triclosan Cetoconazol
(a) 1,033 £ 0,005 1,030 = 0,004 1,036 = 0,002 1,033 = 0,003
Densidade
(o/mD) (b)| 1,035 £ 0,001 1,036 + 0,001 1,037 = 0,002 1,037 £ 0,001
m
(o] 1,105 =% 0,001* 1,105 £ 0,002" 1,105 + 0,001" 1,103 + 0,001"
(@ | 7,423 0,037 7,110 £ 0,038 7,243 + 0,061 7,177 £ 0,055
pH Mb)| 7,533 £ 0,024" 7,402 + 0,010 7,423 £ 0,076 7,463 £ 0,046
(o | 7,527 0,024" 7,490 £ 0,017 7,525 + 0,023" 7,457 £ 0,033"
(a) | 64,450 + 11,825 | 57,017 £ 9,754 75,883 + 8371 67,267 + 11,285
Condutividade .
(b)| 55,017 £ 6,996 61,200 = 7,275 | 78,370 * 6,466 67,267 + 11,285
(mS/cm?)
(o) | 61,533+ 7417 64,933 + 4,422 62,200 * 5,861 66,033 £ 5,126
Indice de (@) | 75,360 = 1,425 77,423 £ 6,507 74,202 + 1,418 79,984 + 3311
Espuma ()| 77,930 * 4,549 79,190 £ 7,735 78,368 * 6,466 79,984 £ 8,956
(%) (©) | 65,236 *+ 6,405" | 54,420 £ 2,692" | 62,023 + 8,394 58,656 + 7,072"
(a) | 718,498 £ 10,251 | 715,685 £ 13,015 | 729,993 £ 7,746 | 712,781 + 11,150
Viscosidade )
(mm?/s-cSt) ) ) )
(c) | 770,558 £ 5,941% | 780,904 + 2.301* | 795,515 + 9,778 | 781,993 + 22.675"
(a) 2 1 2 3
Centrifugacao (b) 1 2 1 3
(©) 1 2 1 3

(a) = Ap6s a formulacio, (b) = Estresse Térmico, (c) = Ciclo Gela Degela, 1 = Normal, 2 = Pouco sedimentado, 3 =
Sedimentado, - = Sem anilise, * = Diferenca significativa em relagdo a formulacdo Branco, pelo teste t.

Os dados observados mostram que houve diferenca na viscosidade e no indice de espuma

durante o estudo de estabilidade, contudo a diferenca nao foi significativa entre as diferentes

formulagoes. Pianovski (2008) afirma que a viscosidade e a produgdo de espuma siao parametros

muitos valorizados pelos consumidores, devido a impressio de maior concentragio que 0S

sabonetes liquidos mais viscosos e que produzem mais espuma passam. Entretanto, estes
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parametros nao estao relacionados com o poder de limpeza ou maior rendimento do produto. De
acordo com os resultados obtidos, o parametro viscosidade apresentou alteragdo quando
submetido ao teste ciclo gela degela, e tal fato pode ser explicado pela evaporagao da agua resultante
do tempo exposto a temperatura da estufa ISAAC ez al., 2008).

Na avaliacao do indice de espuma nio se constatou alteracao apos o teste de estresse
térmico. Para o ciclo gela degela observou-se alteragdo em todas as formulagdes, menos para a
formula¢ao com o antifungico triclosan, tnica formula¢ao que se mostrou estavel com respeito a
este teste. A espuma, assim como a viscosidade, nao tem influéncia no poder de limpeza, porém,
comercialmente ¢ importante e dependendo da aplicagio do detergente pode tornar-se fator
decisivo para a compra (AMARAL, 2007).

A densidade é um parametro farmacopéico de controle de qualidade, sendo justificado seu
uso quando hda um valor ja esperado, que possibilite comparagao dos limites aceitaveis, ja que
valores fora desta faixa podem indicar alteragdes na composicao dos sabonetes (ISAAC et al,,
2008). Para este trabalho a densidade mostrou-se inalterada apos o teste de estresse térmico. As
formulagoes, quando submetidas ao ciclo gela degela, apresentaram diferencas significativas
quando comparadas as formulagdes recém formuladas. Tal fato também pode ser explicado pela
evaporag¢ao da agua contida nas formula¢ées. Com a perda da agua ha variagao de volume e massa,
tendo em vista que existe grande quantidade de agua na formulagao, e a densidade esta diretamente
relacionada com tais parametros.

Os valores de pH observados mantiveram-se constantes durante os estudos de estabilidade.
De acordo com Lima (2008) e a Anvisa (2004), apesar do valor do pH nio ser uma medida tao
sensivel a instabilidade quando comparado a condutividade elétrica, a alteragao desta podem indicar
um processo de instabilidade entre os ingredientes, e tal instabilidade pode ser observada tanto
apos o ciclo gela degela como apds o teste de estresse térmico. O aumento do pH em uma
formulagio antifungica, pode tornar o produto ineficiente, tendo em vista que os microrganismos
tornam-se mais ou menos resistentes de acordo com o pH. Assim, um aumento do pH no sabonete
liquido, pode favorecer a proliferacao da candida e outros patdgenos, além de causar irritabilidade
da mucosa ocasionada pela alcalinidade (CAMPOS, 2013). Segundo Bernardis (1998), o pH vaginal
¢ em torno de 4,5, sendo necessaria a verificagdo da interagio do pH com a instabilidade da
formulagdo de acordo com o pH da regiao de uso, ja que o pH resultante das formulagoes
elaboradas neste estudo foi neutro.

Para a condutividade elétrica verificou-se uma diminui¢ao significativa apenas para a
formulacdo contendo triclosan. Essa alteracio pode estar relacionada com a agregacio das

particulas e o aumento da coalescéncia, alterando a estabilidade da formulacao (ANVISA, 2004).
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Os resultados obtidos com o teste de centrifugacio nido foram satisfatérios, ja que se
observou decantagdo, apesar das formula¢oes apresentarem aspectos homogéneos e boa
incorporagao dos principios ativos, sendo necessarios estudos mais detalhados dos componentes
da formulacio.

Na Tabela 22 estao apresentados os resultados obtidos para os parametros organolépticos.

Tabela 22 - Parametros organolépticos observados nas formulagdes de sabonetes liquidos.

Parametro Controle  Oleo Essencial Triclosan Cetoconazol

(@  Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo

Transliacido  Translacido Translucido Translucido

cor (b) L L L L

(©) M M M M

(a) Menta Menta Menta Menta
Odor (b) N N N N

(© N N N N

(a) Perolado e Perolado e Perolado e Perolado e
Aspecto Viscoso Viscoso Viscoso Viscoso

(b) M M M M

(©) 1 I I 1

(a) = Ap6s a formulagio, (b) = Estresse Térmico, (c) = Ciclo Gela Degela, N = Normal sem alteracio, L.
= Levemente modificado, M = Modificado e I = Intensamente modificado.

Segundo a Anvisa (2002) o produto deve manter-se integro durante todo o teste de
estabilidade, mantendo seu aspecto inicial em todas as condigoes, exceto em temperaturas elevadas,
freezer ou ciclos em que pequenas alteragoes sio aceitaveis. Nos resultados obtidos para os
parametros organolépticos, verificaram-se alteragdes no aspecto para o teste de estresse térmico e
para o ciclo gela degela, neste dltimo mais significativo. Na analise do odor observou-se que nos
dois testes aplicados ndo ocorreu nenhuma alteracio perceptivel. Para a cor verificou-se que a
tendéncia foi ficar mais transparente, possivelmente devido a degradagcao do Surfax com a
temperatura (GARCIA ¢z al., 2009).

Ap6s a formulacao do sabonete liquido, foi realizado um ensaio de atividade antifungica
do fitocosmético frente a C. albicans. Os resultados mostram que mesmo incorporado ao sabonete
liquido, os ativos mantiveram-se intactos pois verificaram-se halos de inibi¢do do crescimento

fungico para todos os sabonetes formulados, inclusive para o 6leo essencial na concentracio de 2
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ug/mL (controle positivo). Dessa forma, verificou-se a compatibilidade do ativo antifungico,
mesmo apos a interagdo com os demais componentes cosméticos. Para a formulagdo “controle
negativo”, ndo se constatou atividade antifingica, mesmo com o conservante microbiano

empregado.

5.4 CONCLUSAO

Os o6leos essenciais obtidos de folhas e galhos finos de A. canelilla, constituidos por
componentes aromaticos volateis, monoterpenos e sesquiterpenos, apresentam potencial
antifungico, principalmente contra as leveduras do género Candida. Apods a interacio com 0s
componentes da formulagdo cosmética, os 6leos essenciais mantiveram a atividade antifingica no
sabonete liquido. Entretanto, os 6leos essenciais avaliados apresentaram atividade citotéxica, e
estudos mais abrangentes devem ser realizados a fim de se conhecer a concentragao indicada e
segura para uso em cosméticos. A partir da formulacdo apresentada através dos testes empregados
e analise de estabilidade, observou-se instabilidade entre alguns componentes da formulacgao,
principalmente apds o ciclo gela degela, sendo necessario o ajuste do pH e otimizagdo da

formulagdo proposta.
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Capitulo 6

Conclusao
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6 CONCLUSAO GERAL

A partir da pesquisa realizada com os 6leos essenciais, extratos etanolicos e particbes de
folhas e galhos de A. canelilla verificou-se a presencga de biomoléculas capazes de inibir os processos
de oxidacio demonstrados pelo sequestro do radical livie DPPH e pelo sistema 3-caroteno/4cido
linoleico. Os 6leos essenciais nao apresentaram atividade antioxidante, e dentre os extratos, a fase
hidroalcodlica de folhas e de galhos obtidos do periodo da seca apresentaram os melhores
percentuais de inibi¢ao do radical livrte DPPH e de protegao da oxidagao do acido linoleico.

Os ensaios 7z vitro para avaliar o fator de protecao solar (FPS) demonstraram que os extratos
etandlicos, as fases hexanicas, diclorometanicas e hidroalcodlicas, e os dleos essenciais das folhas e
galhos apresentam 6timos valores de FPS, com alta absor¢io no UVB, sendo os mais ativos, as
fases diclorometanicas obtidas de folhas e galhos, apresentando altos valores de FPS a 0,1% em
solucio.

Para a atividade antimicrobiana, dentre todos os componentes obtidos de folhas e galhos,
apenas os Oleos essenciais apresentaram atividade antifingica contra Didymella bryoniae, Aspergillus
brasiliensis e Candida albicans, apresentando inibicao significativa do crescimento fungico. Os extratos
etanolicos e suas particdes nao foram ativos contra as cepas testadas.

Para a atividade citotoxica, os 6leos essenciais foram os que apresentaram maior atividade,
com CLs abaixo do valor de referéncia (1,0 mg/mL). Os extratos e as parti¢oes apresentaram CLsg
proximas ou superiores ao valor de referéncia, sendo considerados nio citotoxicos. Os dados
apresentados demonstram a necessidade de maiores investigagdes quanto ao tipo de toxicidade que
os 6leos essenciais de A. canelilla podem apresentar as células humanas.

De acordo com a triagem fitoquimica, foram detectados compostos fendlicos, taninos,
flavonoides, alcaloides e esteroides nos 6leos essenciais, extratos etandlicos e parti¢oes de folhas e
galhos de A. canelilla. A atividade antioxidante e o FPS presente nos extratos foram atribuidos aos
compostos fendlicos e flavonoides, que sao as classes de substancias mais reportadas neste quesito.
As atividades antimicrobiana e citotoxica foram atribuidas aos hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicosnos, além de hidrocarbonetos aromaticos nitroderivados oriundos da fenilalanina.

As substancias ativas dos extratos foram extraidas por maceragao a frio, seguido de parti¢ao
liquido-liquido e isoladas com o auxilio das técnicas cromatograficas, CCD, CCA e CLAE e
caracterizadas por Espectrometria de Massas. Para a atividade antioxidante, as biomoléculas ativas
isoladas foram 6 acido protocatecuico e a luteolina, encontradas nos extratos da fase hidroalcodlica
das folhas e dos galhos, respectivamente. Para o FPS, as biomoléculas isoladas que apresentaram

as maiores atividades foram o acido cinamico e o acido siringico, obtidas dos extratos das fases
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diclorometanicas de folhas e galhos, respectivamente. Para a atividade antifingica observada,
supoe-se que o principal componete ativo seja o composto majoritario 1-nitro-2-feniletano,
identificado por CG-EM, com possivel sinergismo de outras substincias presentes no 6leo, como
o cariofileno.

Os resultados obtidos demonstraram que Aniba canelilla possui componentes organicos
nos extratos e nos o6leos essenciais que podem ser incorporados em formulagdes cosméticas,
atribuindo atividades biolégicas de interesse. Para a atividade antioxidante foram formuladas
emulsoes contendo as fases hidroalcoodlicas de folhas e galhos que podem substituir o BHT,
composto comumente utilizado como antioxidante em cosméticos. Considerando o FPS, foram
formuladas emulsoes contendo a fase diclorometancia de folhas e galhos que podem potencializar
o efeito de protecio contra UVB. J4 a atividade antimicrobiana orientou a elaboragao de um
sabonete liquido intimo que, apds teste de eficacia, foi ativo também contra C. albicans. Os
fitocosmeticos elaborados mostraram-se promissores na continuidade do estudo de suas
formula¢oes, apresentando compatibilidade quimica entre seus componentes.

Sendo assim, este trabalho apresenta base cientifica para outros trabalhos que visem o uso
dos recursos naturais amazonicos e a incorporagao de produtos naturais em formulagoes

cosmeéticas.
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