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RESUMO

CAVALCANTE, G. Avaliagcao da atividade fotoprotetora de formulagao
contendo extrato de Camomila (Matricaria chamomilla). Sdo Paulo. 2022.
Trabalho de Concluséo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Palavras-chave: Protec&o solar, Camomila, Extrato glicdlico.

Extratos glicdlicos vegetais possuem diversas atividades biolégicas devido aos
diferentes componentes que os constituem como taninos, alcaléides, flavondides e
quinonas, por exemplo. O uso destes extratos em cosméticos € amplo e pode estar
relacionado ao seu poder fotoprotetor, antioxidante, anti-inflamatério, calmante,
estimulante, entre outros. O presente trabalho teve por objetivo elucidar a atividade
do extrato glicélico de camomila (Matricaria chamomilla) no aumento do Fator de
Protecdao Solar (FPS) de uma formulagdo fotoprotetora, bem como possiveis
alteracbes nas suas caracteristicas fisico-quimicas por meio do Teste de
Estabilidade Preliminar. O extrato glicdlico foi obtido através do método de
percolagdo, com uma relacdo de planta:extrato (p/p) igual a 1:5. O perfil de
absorbancia foi feito em espectrofotémetro UV-Vis, em uma diluigdo de vinte vezes
(1:20), em comprimentos de onda que variaram de 190 nm a 1100 nm em cubeta
de quartzo (ndo absorvente na regiao ultravioleta). A identificagdo e quantificagao
da apigenina foi feita através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
usando coluna cromatografica C18 com fase moével gradiente de 60% metanol e
40% agua, onde foi possivel ter boa resolu¢do do pico referente ao analito. As
formulagbes fotoprotetoras desenvolvidas apresentaram variagées na composi¢ao
e concentracdo dos filtros utilizados. FI era composta por 5% de Butil
Metoxidibenzoilmetano e 10% de p-Metoxicinamato de Octila, enquanto Fll era
composta por 7,5% de p-Metoxicinamato de Octila e 6% Benzofenona-3. Ambas
foram desenvolvidas e submetidas ao Teste de Estabilidade Preliminar durante 12
dias (6 ciclos), com e sem a adicdo de extrato glicdlico de camomila, onde
alteragdes de suas caracteristicas organolépticas (cor e odor) e fisico-quimicas
(pH) foram anotadas. A avaliagdo do FPS das formulagbes com 0%, 1% e 3% de
extrato glicodlico foi realizada através da espectrofotometria de reflectancia difusa
com esfera de integracdo. O resultado do Teste de Estabilidade Preliminar
demonstrou instabilidade da formulacdo F| através da alteracido da sua cor e
homogeneidade. A formulacdo FIl se manteve estavel durante e apds o periodo
avaliado, mantendo sua homogeneidade e cor inicial. Diante disso, Fll foi utilizada
na determinagao do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro. Observou-se que o FPS
nao sofreu alteragdo com a incorporagao do extrato entre 1% e 3%. Considerando
o perfil de composigéo de filtros e agentes reoldgicos e sensoriais da formulagéo,
nao houve interacdo do extrato na estabilidade do protetor solar, podendo ser um
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produto natural adicionado para conferir outros beneficios a serem estudados.
Estudos mais profundos sobre a acgado anti inflamatéria, comum da Matricaria
chamomilla, em fotoprotetores precisariam ser realizados para serem utilizados
como apelos neste tipo de formulacéo.



ABSTRACT

Keywords: sun protection, chamomile glycolic extract.

Glycolic plant extracts have different biological activities due to its composition. The
use of these extracts in cosmetics applications is wide and may be related to its
photoprotection, antioxidant, anti-inflammatory, calming and stimulating properties.
The present work aims to elucidate the effects of chamomile glycolic extract
(Matricaria chamomilla) in increasing the Sun Protection Factor (SPF) of a
photoprotective formulation, as well as the possible changes in physical-chemical
characteristics through the Stability Testing. The glycolic extract was developed by
percolation method, with a plant:extract (w/w) ratio equal to 1:5. The absorbance
profile was performed in a UV-vis spectrophotometer in a twenty-fold dilution (1:20),
at wavelength ranging from 190 nm to 1100 nm in quartz cuvette (non-absorbent in
the UV specter). The identification and quantification of apigenin was performed by
High Performance Liquid Chromatography, using a C18 chromatography column,
with a gradient mobile phase of 60% methanol and 40% water, which was possible
to have a good resolution of the peak referring to apigenin. The photoprotective
formulations developed showed variations in the composition and concentration of
the filters used. FI was composed by 5% of Butyl methoxydibenzoylmethane and
10% of Ethylhexyl methoxycinnamate, while Fll was composed by 7,5% Butyl
methoxydibenzoylmethane and 6% of Benzophenone-3. Both were submitted to the
Stability Testing during 12 days (6 cycles), with and without chamomile glycolic
extracts, where changes in their organoleptics (color and odor) and
physical-chemical (pH) characteristics were noted. The Sun Protection Factor
evaluation with 0%, 1% and 3% was performed by diffuse reflectance
spectrophotometer with integrating sphere. The result of the preliminary stability
test showed instability of FI formulation by changing its color and homogeneity. The
FIl formulation remained stable during and after the evaluated period, maintaining
its initial color and homogeneity. Therefore, FIl was used to determine the solar
protection factor (SPF) in vitro. It was noted that the incorporation of the glycolic
extract between 1% and 3% did not change the SPF value. Considering the
composition profile of filters and rheological and sensorial agents, there was no
interaction of the glycolic extract on the stability of the sun protector, and it may be
a natural product added to provide other benefits to be studied. Further studies on
the anti-inflammatory action, common of Matricaria chamomilla, in sunscreens
would need to be carried out to be used as appeals in this type of formulation.
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1. INTRODUCAO

A radiagdo solar a qual estamos constantemente expostos sdo ondas
eletromagnéticas de alta frequéncia, de comprimentos que variam entre 100nm e
400nm (UV), 400nm e 800nm (visivel) e acima de 800nm (infravermelho). A
radiacdo UV pode ser dividida em UVA (320nm - 400nm), UVB (290nm - 340nm) e
UVC (100nm - 290nm). Dentre os maleficios causados pela exposi¢cao a radiagcéo
UV estdo a inibigcdo de resposta imune da pele e também danos ao DNA (FLOR;
DAVOLOS; CORREA, 2007). Uma forma importante de protecao contra todos os
danos causados pela radiagado UV é transformar a alta energia prejudicial em outra
forma de energia nao prejudicial, como o calor, propriedade caracteristica dos
filtros quimicos (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Protetor solar € um produto cosmético disponivel em diferentes
apresentagdes como emulsdes, sprays ou bastdes, destinado a bloquear, refletir e
absorver os raios solares por diferentes mecanismos, sendo a reflexdo através dos
filtros fisicos (diéxido de titénio e 6xido de zinco) e a absorgéo pelos filtros quimicos
(homosalate, avobenzone, ethylhexyl methoxycinnamate, entre outros), protegendo
as células da pele contra os efeitos danosos provocados pela radiagao UV, como
as queimaduras e até o cancer. Estdo disponiveis comercialmente desde 1928,
mas foi somente a partir da década de 1980 que o seu uso deixou de estar
relacionado somente a preveng¢ao de queimaduras e passou também a prevencao
de neoplasias cutaneas, queratoses actinicas, carcinoma espinocelular e
fotocarcinogénese - por isso a importancia do seu uso (SCHALKA; REIS, 2011).

Dentro da area cosmética, a sustentabilidade tem sido o principal agente de
mudanca nos habitos dos consumidores, incentivando, com isso, o0
desenvolvimento de novas formulagcbes com matérias-primas naturais, de fontes
renovaveis, que otimizem recursos energéticos, biodegradaveis, sem efeito
acumulativo e bioacumulativo, que gerem menor quantidade de residuos e tenham
incremento na seguranga de uso. Cosméticos que utilizam produtos naturais séo
produtos regidos por uma filosofia de produgao sustentavel e respeito a vida e ao

meio ambiente durante toda sua cadeia de produgao, contribuindo para
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conservagao e renovagao de recursos naturais (WEISS et al., 2011). A redugéo do
uso de substancias fotoprotetoras como os filtros quimicos e o aumento de
substancias naturais, em comparagdo aos ja utilizados atualmente, poderia
também reduzir os riscos de permeacao cutanea e o aparecimento de eventos
adversos causados por esses agentes quimicos (FLOR; DAVOLOS; CORREA,
2007).

Para que uma formulagao fotoprotetora funcione de maneira adequada ao
ser aplicada, é importante que esta seja considerada estavel, levando em
consideragdo a legislagcéo vigente onde sera comercializada (BRASIL, 2012). A
estabilidade do produto € uma condi¢gdo importante, uma vez que este sera
exposto a diferentes condicdes ambientais, como temperatura, umidade e
luminosidade desde sua fabricagdo e envase até o término de sua validade.
Diferentes componentes adicionados a formulagdo, sejam compostos ativos ou
nao, naturais ou ndo, e até mesmo diferentes materiais de acondicionamento
podem afetar a estabilidade do produto (ANVISA, 2004).

Portanto, a escolha de um produto natural para utilizagdo em uma
formulacdo cosmeética como “booster” de FPS auxilia o desenvolvimento de
cosméticos cada vez mais sustentaveis, fisico-quimicamente estaveis,
vegetalizados e organicos, aumentando a confianga de consumidores e guiando
novos langamentos para apelos como “blue beauty”, “green beauty”, promogéo de
saude e bem-estar, entre outros. Neste cenario, o Brasil tem grande potencial de
desenvolvimento tecnoldgico, por possuir uma vasta extensdo fitoecoldgica, com

biomas variados e matéria-prima abundante (ISAAC, 2016).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. RADIAGAO SOLAR E SUA RELAGAO COM A PELE

A radiagao solar incidente sobre a Terra que genericamente chamamos de
luz solar pode ser denominada radiacdo eletromagnética (CORREA, 2013). As

ondas de comprimentos variados que atingem a superficie terrestre possuem altas
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frequéncias e podem ser divididas entre radiagao ultravioleta (200nm a 400nm),
radiacdo de luz visivel (400nm a 800nm) e radiacao infravermelha (acima de
800nm). Destas, apenas a radiagdo de luz visivel estd em comprimentos que
podemos enxergar em formas de cores. Quanto menor o comprimento de onda,
maior € a frequéncia e, consequentemente, a energia carregada - motivo pelo qual
existe maior preocupac¢ao no bloqueio da radiacdo UV através de filtros solares,
pois seu alto valor energético induz reagdes fotoquimicas ao permear mais
profundamente a estrutura da pele, até atingir a derme. A relagado entre a energia (
E) de uma onda eletromagnética e sua frequéncia (f) (ou comprimento) esta

descrita na equacgao de Plank (Equagao 1), onde h é a constante de Plank:

Equacao 1 - Equagao de Plank.
E=h.f (1)

Os comprimentos de onda da radiacdo ultravioleta podem ser divididos
didaticamente em trés por¢des: UVA (320nm - 400nm), UVB (290 nm - 320 nm) e
UVC (200nm - 290nm) (ANVISA, 2012). Estes diferentes comprimentos de onda
incidem em diferentes propor¢gdes na superficie terrestre: 56% de infravermelho,
39% de luz visivel e 5% de ultravioleta. Destes 5% de luz UV, 95% corresponde a
radiagcdo UVA, 5% a UVB enquanto a radiagdo UVC, que possui alta energia e é
extremamente prejudicial aos seres humanos, é filtrada pela camada de oz6nio e
praticamente nao atinge a superficie terrestre (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).
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Figura 1 - Representacdo do espectro eletromagnético e seus diferentes comprimentos de onda.
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Fonte: Adaptado de Andrade (2022, p. 23)

Os diferentes niveis energéticos dos raios solares que atingem a camada
mais superficial da Terra podem ser percebidos de diferentes formas pelo nosso
organismo, desde a forma de calor pela radiagao infravermelha (IV), até as cores
(luz visivel) e reagdes fotoquimicas pela radiacdo UV (FLOR; DAVOLOS;
CORREA, 2007).

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, que faz fronteira entre o
organismo interno e o0 meio ambiente. Ela é responsavel por fornecer barreira fisica
e bioquimica através de diversos mecanismos de defesa, além de evitar a invaséo
de microrganismos patogénicos, agressdes quimicas, desidratacdo e perda de
solutos (CORREA, 2013).

Superficialmente, a pele é dividida em duas partes fundamentais: a derme e
a epiderme. A epiderme é a camada mais superficial que faz contato direto com o
meio externo através do estrato corneo, células anucleadas e achatadas, ricas em

filamentos de queratina que garantem boa protecao fisica e quimica. Na camada
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mais interna da epiderme se localizam as células geradas através da divisdo
celular (mitose), que se diferenciam até completa queratinizagdo, se deslocando
para a superficie da epiderme. Nesta porcdo também estdo localizados os
melandcitos, que sdo responsaveis pela produ¢gao da melanina que confere a cor
visivel da pele, cabelo e olhos (CORREA, 2013).

A segunda camada da pele é a derme, possuindo a capacidade de garantir
nutricdo & epiderme através da sua vascularizagdo. E nesta camada que estdo
localizadas glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, foliculo piloso, além dos
vasos linfaticos, sendo responsavel pela sustentacdo da epiderme e também pela
elasticidade e firmeza da pele pela producdo de colageno e elastina (CORREA,
2013).

Os efeitos da radiagdo solar sdo danosos, causados pela luz UV sobre
nosso organismo, com destaque para a radiagao UVB, que é altamente absorvida
pelo DNA. Segundo Balogh et al. (2011), existem diversos cromdéforos na pele
capazes de absorver radiagao UV, como: melanina, DNA, RNA, proteinas e
aminoacidos aromaticos (tirosina e triptofano). A absor¢éo desta radiagdo gera
reacgdes fotoquimicas que resultam em efeitos mutagénicos, carcinogénicos e letais
aos organismos vivos. Os efeitos mais superficiais sdo o surgimento acelerado de

rugas, ressecamento e pigmentacao irregular (BALOGH et al, 2011).
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Figura 2 - Diferentes comprimentos de onda e suas percepgdes sensoriais.
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As lesdes da radiacdo UVB no DNA podem ser divididas, majoritariamente,

em duas: formacado de ciclobutanos de pirimidina (CPDs) e os fotoprodutos

(6-4)-pirimidina-pirimidona (6-4PPs). As CPDs sao formadas quando bases

pirimidinicas adjacentes formam um anel ciclobutano pela ligagdo covalente entre

os atomos C5 e C6 das duas bases nitrogenadas. Ja as 6-4PPs sao formadas pela

ligacédo covalente entre pirimidinas da mesma fita, envolvendo carbonos C6 e C4

das pirimidinas 5 e 3’, respectivamente. A Figura 3 ilustra as reagdes citadas

acima a partir de duas timinas adjacentes (SANTOS, 2010).
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Figura 3 - Formacgéao de ciclobutano de pirimidina (CPD) e (6-4)-pirimidina-pirimidona

(6-4PP) a partir de duas pirimidinas adjacentes.
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Fonte: Santos, 2010.

As alteragdes quimicas em bases nitrogenadas do DNA levam a desordens
e distor¢des estruturais na dupla hélice, prejudicando mecanismos celulares
constitutivos como transcricido e replicagdo que contribuem para processos
mutagénicos e carcinogénicos (SANTOS, 2010).

Considerando as ondas UVA, de menor energia e maior comprimento de
onda, estudos mostram seus efeitos nos processos de carcinogénese e de
envelhecimento. Esta frequéncia de onda é capaz de excitar croméforos que atuam
como fotossensibilizadores enddgenos, formando espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem causar danos a estruturas da pele como membranas,

aminoacidos e lipideos, como a peroxidagao lipidica (SANTOS, 2010).
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A Figura 4 relaciona o comprimento de onda com a capacidade de
penetracdo na pele humana. Quanto maior o comprimento de onda, maior a
penetracdo. Ao atingir as camadas mais basais da pele, onde estdo localizadas as
suas ceélulas progenitoras, acredita-se que a radiacdo UVA exerce seu papel
carcinogénico sobre células em divisdo, estando assim, associada ao

desenvolvimento de canceres de pele (SANTOS, 2010).

Figura 4 - Diagrama de penetracdo da radiagao eletromagnética na pele humana.
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O fotoenvelhecimento € um processo causado pela radiagao UV, onde ha o
envelhecimento acelerado da pele, causando alteragbes caracteristicas de uma
pele envelhecida. Este processo é causado pela exposicdo crénica a radiagao, e
suas alteragbes bioquimicas podem ser observadas especialmente no tecido
conectivo da derme - estresse oxidativo, lipoperoxidagao, foto-oxidacdo de

proteinas, desequilibrio na produ¢do de enzimas antioxidantes e a indugao de
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metaloproteinases de matriz (CORREA, 2013). Em termos Vvisiveis, o
fotoenvelhecimento causa manchas, descamacgdes, aspereza, ressecamento,
rugas profundas, flacidez e dilatagdo anormal dos vasos sanguineos (CORREA,
2013). O uso de protetores solares de amplo espectro se faz necessario pois 0s
prejuizos a pele nado sao causados exclusivamente pela radiagdo UVB, mas
também pela UVA.

Diante de processos danosos ao DNA e a estrutura celular, o organismo
humano possui mecanismos de reparo capazes de evitar processos de morte
celular, instabilidade gendmica, mutagdes e outros processos degenerativos. Entre
estes mecanismos, o mais eficiente em humanos € o reparo por excisdo de
nucleotideos (NER), processo que envolve multiplos passos intermediarios e a
acdo coordenada de diversas proteinas. Destaca-se também o fotoreparo,
realizado pela enzima fotoliase que é capaz de remover lesées do tipo CPD e
(6-4)PP. Porém, este ultimo mecanismo esta ausente em humanos (SANTOS,
2010). Apesar de presentes, os mecanismos de reparo podem ser prejudicados

pelo excesso de exposigao solar (BALOGH et al, 2011).

2.2. PROTETOR SOLAR E FATOR DE PROTEGAO SOLAR

Protetor solar € uma preparagado cosmética que tem o objetivo principal ou
exclusivo de proteger a pele ou labios contra a radiacdo UVB e UVA, absorvendo,
dispersando ou refletindo a radiacédo (ANVISA, 2012). Estas formulagdes estéo
disponiveis em diferentes apresentagdes como emulsées 6leo em agua (O/A),
emulsdes agua em oleo (A/O), aerossois, sprays, bastdes, 6leos, géis oleosos,
logdes hidroalcodlicas, entre outras (BALOGH et al, 2011). A proteg&o solar destas
formulacbes acontece através de filtros que sao moléculas que podem absorver,
refletir ou dispersar a radiagao UV.

Filtros inorganicos agem refletindo e dispersando as radiagcdes UV e visivel
através da formacao de um filme de particulas sobre a pele. Entre os mais
utilizados estdo: oxido de zinco e didxido de titdnio. Estes filtros s&o bastante

inertes, sendo recomendados para peles sensiveis de pacientes com historico
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alérgico, s&do atoxicos e estaveis. Porém, ao formarem uma barreira opaca sobre a
pele, podem facilmente transferir sua cor para a vestimenta comprometendo a
eficacia da fotoprotecdo, além de deixar aspecto branco sobre a pele. Com a
posterior micronizagdo das particulas destes filtros inorganicos durante o avango
tecnolégico no desenvolvimento de cosméticos, algumas caracteristicas
indesejaveis de branqueamento da pele foram diminuidas, mantendo a boa
qualidade na fotoprotecdo (BALOGH et al., 2011). O recobrimento das particulas
micronizadas com agentes como dimeticone, silica e também cera de carnauba
mostraram melhorias na estabilidade fotoquimica destas matérias-primas, além de
aumentar o FPS e FPUVA.

Filtros organicos sdo moléculas que agem pela absor¢ao da radiagdo UV,
transformando-a em radiacdo ndao maléfica ao organismo humano. Em relacéo a
sua estrutura molecular, filtros organicos sao compostos aromaticos com um grupo
doador de elétrons na posigado orfo ou para do anel aromatico, geralmente uma
amina ou metoxila. Eles podem ser tanto hidrossoluveis (Disodium Phenyl
Dibenzimidazole Tetrasulfonate) quanto lipossoluveis (Butil
Metoxidibenzoilmetano). Ao serem irradiados com a luz solar, os elétrons do orbital
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital - orbital molecular de maior energia
ocupado por elétrons) sao excitados e transferidos para camadas mais energéticas
- orbital LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital - orbital molecular de menor
energia nao ocupado por elétrons). Parte da energia absorvida é utilizada para esta
transicdo eletronica, e, ao voltarem ao estado fundamental, a energia absorvida &
liberada em forma de calor - mecanismo de absor¢do (ARAUJO e SOUZA, 2008;
BALOGH et al., 2011).

Os filtros quimicos, ou organicos, sdo moléculas que podem absorver
radiacdo UV e transforma-la em comprimentos de onda inofensivos ao organismo
humano (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Eles podem ser divididos em duas
categorias de acordo com sua faixa de absorgao: filtro UVA e filtro UVB. A radiacao
UVB corresponde aos comprimentos de onda de 290 a 320 nm, e
aproximadamente 90% desta radiagao é filtrada pelos filtros desta categoria. Seus

principais representantes sdo os cinamatos e os salicilatos (Ethylhexyl
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Methoxycinnamate e Ethylhexyl Salicylate) (BALOGH et al., 2011). Os filtros UVA
sdo representados pela avobenzona (Butil Metoxidibenzoilmetano) e pelas
benzofenonas (Benzophenone-3).

Ethylhexyl Methoxycinnamate (p-Metoxicinamato de Octila ou MCO) é um
filtro quimico que absorve radiagao solar na faixa de UVB, com faixa de absorgao
entre 270nm e 328 nm. Foi desenvolvido em meados da década de 50, sendo
ainda muito utilizado atualmente pela sua baixa capacidade de causar irritabilidade,
fotossensibilizagdo e fotoalergias. Pode apresentar diminuicdo na fotoprotegao,
uma vez que a radiagdo UV incidida pode causar isomerizagdo. Este filtro &
insoluvel em agua e pode apresentar isomerizagao ao ser exposto a radiacdo UV
(SILVA, 2013, PINTO, 2014, FREIRE, 2022).

Figura 5 - Estrutura molecular do Ethylhexyl Methoxycinnamate (p-metoxicinamato de octila).

O

Fonte: Adaptado de Pinto (2014, p. 14).

Butil Metoxidibenzoilmetano & um filtro UVA introduzido no mercado na
década de 80, quando a preocupacgado com prote¢ao solar deixou de ser restrita as
ondas UVB e também passou as ondas UVA. O pico de absorgao da forma endlica
se da na faixa de 350 nm a 365 nm. A fototautomerizagao para a forma cetdnica
leva a perda de capacidade de absorver raios UVA - passando para absor¢céo na
faixa de 260nm a 280nm (UVC). Conhecido como avobenzona ou BMBM, este &
um filtro insoluvel em agua, e, na presenca desta e de radiagcdo UV, apresenta
degradacgao fotoquimica da molécula. A avobenzona é um filtro organico que esta
em equilibrio tautomérico na forma enol-ceto (PINTO, 2014, FREIRE, 2022).
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Figura 6 - Estrutura do equilibrio tautomeérico ceto-enol do Butyl Methoxydibenzoylmethane (Butil

Metoxidibenzoilmetano/Avobenzona).

0. -H \.O O O
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Fonte: Adaptado de Pinto (2014, p. 13).

A benzofenona-3 € um filtro que absorve faixas de radiagcdo UVA e UVB e

apresenta grande fotoestabilidade frente as radiagdes solares (SILVA, 2013).

Figura 7 - Estrutura molecular da Benzophenone-3 (benzofenona-3).

OH O

~0

Fonte: Adaptado de Baby et al. (2007).

A perda de efetividade na fotoprotegdo de um filtro solar, seja ele UVA ou
UVA, esta relacionada a capacidade de absorver a energia recebida e manter sua
configuracao original apds a dissipagao desta energia, principalmente em forma de
calor. Se a energia absorvida nao for dissipada, processos fotoquimicos, quebras
ou rearranjos que levam a fragmentacao e cicloadigdo podem ocorrer. N&o s6 a
capacidade fotoprotetora pode diminuir, como também os novos compostos
formados podem interagir com os componentes da formulagdo e também com o
organismo humano, aumentando o potencial toxicolégico do protetor solar (PINTO,
2014).
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Comercialmente, protetores solares estdo disponiveis desde 1928, mas foi
somente em 1980 que seu uso deixou de estar relacionado a prevencao de
queimaduras e passou também a prevencido de neoplasias cutaneas, queratoses
actinicas, carcinoma espinocelular e fotocarcinogénese - por isso a importancia do
seu uso (SCHALKA,; REIS, 2011).

Em ensaios in vivo, o Fator de Protegdo Solar (FPS) indica o grau de
protecao que a formulacédo oferece contra os raios UVB, mostrando o tempo que
podemos ficar expostos ao sol sem formar eritemas na pele (Dose eritematosa
minima - DEM). Ou seja, se uma exposi¢cdo de 5 minutos ao sol em determinada
incidéncia solar foi suficiente para causar eritemas na pele, um protetor solar com
FPS 15 aumentaria este tempo para 75 minutos, enquanto um protetor com FPS
30 protegeria a pele por 150 minutos (CABRAL; PEREIRA; PARTATA, 2011). Os
eritemas devem ser observados entre 16 e 24 horas apds a exposi¢cao a radiagao
UV (BRASIL, 2012). A razdo entre os diferentes tempos citados anteriormente é o
valor numérico do FPS da formulacdo cosmética, ndo podendo ser menor do que 6

(Equagao 2):

Equacgao 2 - Calculo do FPS.
FPS = DEM pele com protegio /| DEM pele sem protecio (2)

Em relacdo ao Fator de Protecdo UVA (FPUVA), o calculo é feito
considerando a pigmentagdo da pele, e ndo a formagcdo de eritemas. Assim,
considera-se o tempo necessario para pigmentagdo observada entre 2 e 4 horas
apos a exposic¢ao aos raios UV entre uma pele protegida por um protetor solar e
outra desprotegida (Dose Pigmentaria Minima). Os valores encontrados devem ser,
no minimo, %3 do FPS, com comprimento de onda critico igual a 370 nm (BRASIL,

/2012), seguindo a Equacgao 3:

Equacgao 3 - Calculo do FPUVA.
.FPUVA = DMP pele com protecdo / DMP pele sem protegao (3)
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Considerando meétodos in vitro para determinacdo do FPS de uma
formulacdo, existe o método espectrofotométrico, que leva em consideragdo o
espectro de absor¢cdo ou transmissdo da radiacdo UV em solucdes diluidas do
protetor solar (utilizando-se como solvente o etanol). Existe também a
determinagao do espectro de transmissao ou reflexdo obtido em espectrofotdmetro
de reflectancia, que n&o exige diluicdo da amostra e serve também para analise de
filtros inorganicos, além dos organicos (BALOGH et al., 2011).

Para que uma formulagao fotoprotetora funcione de maneira adequada ao
ser aplicada, é importante que esta seja considerada estavel, levando em
consideragao a legislagdo vigente onde sera comercializada. A estabilidade do
produto € uma condigao importante, uma vez que este sera exposto a diferentes
condigcbes ambientais, como temperatura, umidade e luminosidade desde sua
fabricagdo e envase até o término de sua validade. Diferentes componentes
adicionados a formulagao, sejam compostos ativos ou ndo, naturais ou sintéticos, e
até mesmo diferentes materiais de acondicionamento podem afetar a estabilidade
do produto (ANVISA, 2004).

2.3. EXTRATO GLICOLICO E SEU USO EM COSMETICOS

Por ter variada composigédo quimica, extratos glicolicos vegetais apresentam
diferentes atividades clinicas como ag¢ao antioxidante, anti-inflamatéria,
envelhecimento, fotoprotecdo, entre outros, de acordo com a espécie utilizada para
sua elaboragao (BALOGH, 2011). Diante da complexidade quimica, ha certa
dificuldade em denominar e quantificar as substancias especificas responsaveis
pela acao fotoprotetora (RUSCINC, 2018).

Antes que se pudesse sintetizar moléculas artificialmente com as mesmas
propriedades daquelas encontradas na natureza, a unica forma de obté-las era
retirando-as de plantas através de extratos, infusdes ou outros processos. Nao &
de hoje que produtos naturais tém feito parte do nosso dia-a-dia. Registros
arqueoldgicos revelam o uso medicinal de plantas ha aproximadamente 60.000

anos a.C. Outros achados indicam o uso de uma espécie de pomada feita com
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Oleo de oliva fresco, cera e casca de cipreste trituradas para reduzir as rugas
faciais. Produtos naturais tém sido amplamente valorizados pelo mercado e por
grandes companhias, sendo necessaria a incorporagao cada vez maior de extratos
vegetais, matérias-primas e principios ativos naturais em formulagées cosméticas
(BALOGH, 2011).

Extratos sdo preparagdes obtidas a partir de drogas vegetais com aspecto
liquido, semissdlido ou sélido. A matéria-prima utilizada pode sofrer processos
preliminares a preparagao do extrato como inativagcdo de enzimas, moagem ou
desengorduramento, de acordo com o resultado que se deseja obter (ANVISA,
2019).

Extratoslglicélicos e hidroglicolicos apresentam boa compatibilidade com
diversas bases cosméticas. Sao preparados com glicois, sendo o principal o
propilenoglicol (propano-1,2-diol), que é amplamente utilizado na obtencédo desses

extratos por ser incolor, inodoro, limpido e higroscopico (BALOGH, 2011).

2.4. CAMOMILA (Matricaria chamomilla), FLAVONOIDES E APIGENINA

A camomila é uma planta herbacea, anual, com cerca de 20 a 50 cm de
altura, com caule desprovido de pélos e folhas verdes e lisas na parte superior,
recortadas em segmentos estreitos e pontiagudos. Suas flores sao organizadas em
inflorescéncias (flores sem pedunculos), brancas, amarelas no centro, sobre o
receptaculos conico e oco; flores centrais hermafroditas; frutos do tipo simples,
secos, com Unica semente. E originaria da Europa central e Norte da Africa
(Bruneton, 1991).

Sua composigdo quimica € variada contendo camazuleno (confere cor
azulada ao Oleo essencial), a-bisabolol, apigenina (flavondide) e herniarina
(cumarina). Por causa de suas diferentes atividades farmacoldgicas, a camomila €
utilizada desde a antiguidade como antiinflamatério e espasmolitico através de
preparacdes feitas por infusdo, tinturas e extratos. Seus extratos e seu Oleo
essencial sao utilizados em pomadas e lo¢gdes anti inflamatérias e cicatrizantes. Em

cosmetologia, a camomila é muito utilizada em shampoo para clareamento dos fios
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de cabelo e sua esséncia é utilizada em perfumaria e saboaria (BRUNETON,
1991).

Figura 8 - Anatomia da Matricaria chamomilla.

Fonte: adaptado da ANVISA (2015).

Extratos aquosos e hidroalcodlicos produzidos através de infusdo ou
decoccdo das inflorescéncias e apices floridos reportaram concentragdes de
flavonoides e flavonoides glicosideos como a rutina ou quercetina presentes na
camomila. Apesar da diversidade da composicdo desta espécie, estudos
toxicoldgicos realizados (toxicidade aguda) por administracdo via oral nao
resultaram em morte de roedores ou qualquer outra alteragao fisiolégica quando
utilizados extratos aquosos, hidroalcodlicos, metandlicos ou 6leo essencial. O

poder cicatrizante do extrato aquoso de camomila também foi estudado através da
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administragdo via oral, onde se obteve maior redugcdo na area da ferida,
epitelizacdo mais rapida e uma forca de quebra da ferida mais elevada. Em
estudos de agado anti inflamatéria, a apigenina isolada foi extraida do extrato
aquoso de flores e mostrou reducéao significativa da IL-6 e TNF-a, além do efeito
protetor contra danos oxidativos. A apigenina € um flavondide da classe das
geninas (C4sH;,05) (ANVISA, 2015).

Figura 9 - Estrutura molecular da apigenina.

OH

HO O

OH O

Fonte: Adaptado de Bruneton (1991).

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios e fazem parte da composigao
de diversas plantas. Sdo compostos que possuem 15 atomos de carbono (dois
nucleos benzénicos unidos por 3 atomos de carbono (Ar-Cr;-Ar). Sao diferenciados
em flavondides, isoflavondides e neoflavondides. Estes sdo encontrados em
abundéancia no reino vegetal, presentes em grande abundancia em angiospermas
(com maxima diversidade estrutural) (BRUNETON, 1991).

A funcao dos flavondides em plantas ndo é bem definida, mas podem atuar
como antioxidantes (quelando metais), inibidores enzimaticos ou como protetores
da radiacao solar nociva. Sua fungao ecoldgica, porém, € evidente: conferem cores

as flores, o que guia a polinizagao feita pelos insetos (BRUNETON, 1991).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito do extrato glicélico de camomila quanto ao aumento do fator
de protecdo solar em formulagdes fotoprotetoras contendo os filtros
organicos butil metoxidibenzoilmetano e p-metoxicinamato de octila (FI) e

benzofenona-3 e p-metoxicinamato de octila (FlI).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a interferéncia de diferentes concentragdes do extrato glicdlico de
camomila (Matricaria chamomilla) no Teste de Estabilidade Preliminar de
uma formulacédo fotoprotetora com estabilidade previamente comprovada
(FI);

- Conduzir Teste de Estabilidade Preliminar de formulagao fotoprotetora (Fll) e
a interferéncia de diferentes concentragbes do extrato glicolico de camomila
(Matricaria chamomilla) na sua estabilidade;

- Mensurar o aumento do fator de protecdo solar (FPS) através da
espectrofotometria de reflectdncia difusa com esfera de integragdo das
formulacbes fotoprotetoras acrescidas do extrato camomila (Matricaria
chamomilla);

- Produzir extrato glicélico de camomila (Matricaria chamomilla), identifica-lo e
quantifica-lo através de técnicas analiticas como Espectrofotometria

Molecular e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. EQUIPAMENTOS

e Cromatografo (SHIMADZU Prominence-i LC-2030)

e Coluna cromatografica C18
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Vial transparente com tampa de rosca (SHIMADZU)

Filtro 0,2um PVDF (WHATMAN)

Micropipeta monocanal H1000 (OLEN)

Micropipeta monocanal H200 (OLEN)

Espectrofotdmetro (AGILENT 8453 UV-visible)

Cubeta Quartzo (SHIMADZU)

Tamiz série Tyler 35 (0,42mm)

Béquer de vidro transparente 250 mL (LABORGLAS)
Placa aquecedora em ceramica (IKA C-MAG HS 7)
Balanga semi-analitica (MARTE AS 2000C)

Balanca analitica ATY 224 com capela de calibracédo (SHIMADZU)
Agitador mecéanico com hélice centrifuga (FISATOM 713D)
Tira Universal de pH K36-014 (KASVI)

4.2. MATERIAS-PRIMAS

No desenvolvimento e identificagdo (CLAE) do extrato glicélico de Camomila

foram utilizadas as seguintes matérias-primas:

Agua destilada

Propilenoglicol (MAPRIC)

Planta Matricaria chamomilla desidratada
Metanol grau HPLC (MERCK)

Acido cloridrico (pH = 2,5)

No desenvolvimento das formulag¢des fotoprotetoras Fl e Fll foram utilizadas

as seguintes matérias-primas:

Agua destilada

Co-polimero de acido sulfénico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado (PHARMA SPECIAL)

Propilenoglicol (MAPRIC)

Triglicérides de acido caprico e caprilico (HENRIFARMA P.Q.F.)
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e Alcool cetearilico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de &lcool cetilico etoxilado
(10 OE) (CHEMISTRY DO BRASIL)

e Fenoxietanol (e) metilparabeno (e) etilparabeno (e) butilparabeno (Croda do
Brasil)

e Avobenzona (PHARMA SPECIAL)

e p-Metoxicinamato de Octila (VOLP)

e Benzofenona-3 (MAPRIC)

e Extrato glicélico de Camomila

4.3. PREPARO DO EXTRATO GLICOLICO DE CAMOMILA (Matricaria

chamomilla)

O extrato glicolico de Camomila foi preparado através da técnica de
percolagao, baseado no Processo A de producao de extrato fluido da Farmacopéia
Brasileira 6° edicao, volume 1, tendo como liquido extrator uma mistura de agua
(50%) e propilenoglicol (50%) (ANVISA, 2019). As preparacgdes liquidas extrativas
sé&o obtidas utilizando como solventes de extragdo alcool etilico, agua, glicerol,
propilenoglicol e 6leos fixos, sendo o extrato fluido um produto desta categoria. O
Processo A é empregado na preparagédo dos extratos fluidos por percolagéo, no
qual o liquido extrator € o alcool etilico ou uma mistura hidroetilica. A planta seca
foi pulverizada e teve sua granulometria definida por um tamis da série Tyler (n°
35) de abertura de malha de 0,42 mm.
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Figura 10 - Planta pulverizada antes da tamisagao.

Figura 11 - Planta pulverizada apés tamisacao.

L

Posteriormente, cinquenta gramas do pd foi precisamente pesado e

umedecido com solvente extrator e colocado de forma levemente compactada em

funil de separacgéao (preparado como um percolador).
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Figura 13 - Planta pulverizada umedecida com liquido extrator.

O funil de separagcado foi preenchido com liquido extrator até que este
estivesse em nivel mais alto do que o p6. Dessa forma, iniciou-se a percolacao até
que o extrato possuisse o0 volume de 250 mL, cumprindo uma relacdo de

planta:extrato (p/p) igual a 1:5.
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Figura 14 - Funil de separacao preparado como percolador.

Fluxograma 1 - Método de obtengéo do extrato glicélico de camomila através da percolagao.

Matricaria chamomilla seca

1)  Pulverizacao
2)  Determinagdo granulométrica

3) Pesagem

50g da planta em po

Agua:Propilenoglicol \

Funil de separagao (preparado
como percolador)

4) Percolagéo

250 mL de extrato glicdlico
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4.4. PREPARO DAS FORMULAGCOES FOTOPROTETORAS E ESTABILIDADE
PRELIMINAR

As formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas para posterior adicdo do

extrato glicélico de camomila foram feitas em formato de emulséo 6leo em agua. A

composicao das formulagdes Fl e Fll esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao das formulacoes Fl e FII.

Componentes (INCI)

Formulagoes

Fase aquosa

Fl FI+1% FI+3% Fll FIl+1% Fll+3%

Agua destilada (aqua)

Co-polimero de acido sulfonico acriloildimetiltaurato e

qsp 100% qsp 100% qsp 100% qsp 100% qsp 100% qsp 100%

vinilpirrolidona neutralizado (Ammonium
. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
acryloyldimethyltaurate/VP copolymer)
Propilenoglicol (Propylene Glycol) 5 5 5 5 5 5
Fase oleosa

Triglicérides de acido cdprico e caprilico (Caprylic/Capric

g lcert P prilico (Caprylic/Cap 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Triglyceride)
Alcool cetearilico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de alcool
cetilico etoxilado (10 OE) (Cetearyl alcohol (and) dicetyl 6 6 6 6 6 6
phosphate (and) ceteth-10 phosphate)
Fenoxietanol (e) metilparabeno (e) etilparabeno (e)
butilparabeno (Phenoxyethanol (and) methylparaben (and) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
ethylparaben (and) butylparaben)
Avobenzona (Butil Metoxidibenzoilmetano) 5 5 5 0 0 0
p-Metoxicinamato de Octila (Ethylhexyl methoxycinnamate) 10 10 10 75 75 75
Benzofenona-3 (Benzophenone-3) 0 0 0 6 6 6
Extrato glicélico de Camomila 0 1 3 0 1 3
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A formulagdo F| desenvolvida sem o extrato glicolico de camomila foi
anteriormente testada em relagado a sua estabilidade (PINTO, 2014), onde foram
realizados teste de centrifugacdo durante trinta minutos, a 3000 rpm (ANVISA,
2004), teste de estabilidade preliminar (ANVISA, 2004) e teste de estresse térmico
(ANVISA, 2004). A formulagdo FIl seguiu a mesma base de emulsionantes e
agentes de consisténcia utilizados em FIl, no entanto, com diferentes filtros e
quantidades, conforme estudo realizado anteriormente (COELHO, 2005), onde foi
avaliado o potencial fotoprotetor do extrato glicdlico de camomila e caléndula,
isolados ou associados, e em concentragcdes de 2% e 4% nesta configuragao de
filtros solares.

Foram preparados 200g de cada formulacdo (FI e Fll), e cada uma destas
foi submetida ao Teste de Estabilidade Preliminar em trés duas condi¢cdes de
temperatura diferentes, em triplicata. Os procedimentos no preparo das

formulagbes sdo descritos a seguir:

Fase Aquosa - O agente emulsionante (co-polimero de acido sulfénico
acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona neutralizado) foi hidratado na mistura de agua
e propilenoglicol, conforme quantidades indicadas na Tabela 1, sob agitagdo de
1000 rpm com agitador mecanico, com hélice do tipo centrifuga, durante 10 min. A
fase aquosa foi aquecida a 75,0°C (PINTO, 2014).

Fase Oleosa - Os agentes de consisténcia (alcool cetearilico (e) fosfato de
dicetila (e) fosfato de alcool cetilico etoxilado (10 OE)); os emolientes (triglicérides
de acido caprico (e) caprilico) e os filtros (avobenzona e p-metoxicinamato de
octila) foram todos pesados conforme quantidade indicada na Tabela 1. A fase
oleosa foi aquecida a 75,0°C (PINTO, 2014).

Emulsificagao - A fase oleosa foi adicionada a fase aquosa de forma lenta

e constante, com agitacdo de 1000 rpm no agitador mecanico de hélice do tipo

centrifuga. Apos o término da adigédo, a velocidade foi elevada gradualmente até
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5000 rpm e mantida por 2 minutos. O conservante foi adicionado durante a
agitacao (PINTO, 2014).

Apbs 48 horas em repouso, as formulagbes acrescidas de 0%, 1% e 3% de
extrato glicolico de camomila foram submetidas ao Teste de Estabilidade
Preliminar. A variacdo brusca das condicdes de armazenamento e o elevado
estresse ao qual as formulagdes sdo submetidas acelera o surgimento de possiveis
sinais de instabilidade (ANVISA, 2004).

As amostras foram armazenadas em frasco de vidro neutro transparente de
30 mL, com tampa de boa vedacéo para evitar perda de vapor para o meio. A
quantidade de produto em cada frasco foi suficiente para as avaliagcbes
necessarias (20 mL, mantendo headspace de 10 mL, ou um tergo do volume total),
(ANVISA, 2004). De modo geral, aspectos organolépticos (aspecto e cor) e
fisico-quimico (pH) foram observados. As temperaturas de armazenamento em
estufa e refrigerador e o tempo de exposicdo da formulacdo a cada uma delas
seguiram recomendacbes da literatura disponivel (ANVISA, 2004), conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Relagao entre temperatura e tempo de exposi¢ao do teste de estabilidade

preliminar.
Formulacao Temperatura (°C) Tempo (horas)
FI (triplicata = 3 frascos 45,0+ 2,0 24
com 20g cada um)
-5,0+£2,0 24
Fl1 + 1% (triplicata =3 45,0+£2,0 24
frascos com 20g cada um)
-5,0+£2,0 24
Fl + 3% (triplicata = 3 45,0+£2,0 24
frascos com 20g cada um)
-5,0+£2,0 24
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Fll (triplicata = 3 frascos 45,0+ 2,0 24
com 20g cada um)

-50+2,0 24

Fll + 1% (triplicata = 3 45,0 24
frascos com 20g cada um)

-50+2,0 24

Fll + 3% (triplicata = 3 45,0+£2,0 24
frascos com 20g cada um)

-50+2,0 24

A avaliacdo das caracteristicas do produto e os critérios para aprovagao

destes em estabilidade basearam-se na literatura disponivel. As avaliagdes visuais

de homogeneidade, odor e cor receberam as seguintes classificagdes:

HOMOGENEIDADE

N - normal, sem alteragéo;

LM - levemente modificada;

M - modificada;

IM - intensamente modificada.

ODOR

N - normal, sem alteracéo;

LM - levemente modificada;

M - modificada;

IM - intensamente modificada.

COR

N - normal, sem alteracao;

LM - levemente modificada;

M - modificada;

IM - intensamente modificada.
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4.5. INCORPORAGAO DO EXTRATO NAS FORMULAGOES
FOTOPROTETORAS

O extrato glicdlico de camomila foi adicionado as formulagdes, de acordo
com as quantidades de 1% e 3%, como descrito na Tabela 1. A adi¢ao foi realizada
durante a agitagdo com agitador mecanico com hélice do tipo centrifuga logo apos

a incorporagao do conservante.

4.6. CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO GLICOLICO DE
CAMOMILA (Matricaria chamomilla)

4.6.1. DENSIDADE RELATIVA

Para a determinacdo da densidade relativa do extrato glicolico de Camomila
(Matricaria chamomilla) foram pesadas em ftriplicata aliquotas de 50 mL em um
mesmo baldao volumétrico de 50 mL e pesadas. A vidraria utilizada possuia massa
de 38,82g e volume de 50mL. As pesagens foram realizadas em balanga analitica

em temperatura ambiente (25°C).

4.6.2. POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

A determinacéo de pH foi feita através de tira universal de pH, realizada em

triplicata.

4.6.3. ESPECTRO DE ABSORBANCIA UV-VIS

O espectro de absorgdo do extrato glicolico de Camomila foi realizado
utiizando-se o Agilent 8453 UV-visible com cubeta de quartzo (Agilent
Technologies - Made in DE - Germany) com caminho 6ptico de 10 mm e volume de
3mL. O extrato inserido na cubeta foi previamente filtrado utilizando-se um Filtro
Seringa 0,2um PVDF WHATMAN e diluido 20 vezes. As lampadas utilizadas para
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emissdo de luz foram: lampada de tungsténio para radiagao visivel (VIS) e lampada
de deutério para radiagao ultravioleta (UV). Para a analise do “branco” foi utilizado
a mesma cubeta de quartzo preenchida com o liquido extrator utilizado durante o
processo de percolagdo do extrato glicdlico de Camomila (1:1- Agua destilada:

Propilenoglicol).

4.6.4. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DO
EXTRATO GLICOLICO E APIGENINA ISOLADA

A cromatografia liquida do extrato glicélico de Camomila (diluido 20 vezes) e
analito padrdo de Apigenina foi realizada utilizando-se o cromatografo Shimadzu
Prominence-i LC-2030 com coluna cromatografica C18. O extrato inserido no vial
transparente (Shimadzu) foi previamente filtrado utilizando-se um Filtro Seringa
0,2um PVDF WHATMAN. A apigenina correu pela coluna cromatografica em cinco
concentragcbes diferentes para se construir uma curva de -calibragcdo. Os
parametros para realizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e as
concentragbes de Apigenina utilizadas para constru¢do da curva padréo estédo

descritos nas Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3 - Parametros utilizados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para o extrato

glicélico de camomila.

Fluxo 1,00 mL/min

Concentragio fase moével A (Agua) 40,00%

Concentragao fase movel B 60,00%
(Metanol)

Presséao 18,0 MPa
Temperatura 40°C
Comprimento de onda de leitura 273 nm
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Injecao 25uL do extrato diluido (1:20)

Tabela 4 - Concentrac¢des de apigenina utilizada para construgédo de curva de calibragdo para o
extrato glicdlico.

Apigenina Concentragoes
1 0,01 mg/mL

2 0,02 mg/mL

3 0,05 mg/mL

4 0,075 mg/mL

4.7. EFICACIA FOTOPROTETORA IN VITRO

As formulagdes aprovadas pelo Teste de Estabilidade Preliminar foram
caracterizadas quanto a eficacia fotoprotetora in vitro através da espectrofotometria
de refletancia difusa com esferas de integracdo. O método pode ser utilizado em
formulacbes com filtros organicos e/ou inorganicos, onde a luz incidida é
proveniente de uma lampada de xenénio capaz de gerar ondas no intervalo de 290
nm a 400 nm com taxa de progresséo de 1,0 nm. (VELASCO, 2011).

O preparo da amostra para posterior avaliagao consiste na sua aplicagao em
substrato (placa de polimetilmetacrilato - PMMA) com dimensdes de 5cm por 5¢cm,
sob forma de fina camada de 1,3 mg/cm?. Deixou-se secar por 3 horas antes de se
obter o espectro de absor¢gao em 5 diferentes pontos de cada placa. Os calculos de
FPS in vitro, comprimento de onda critico e razao UVA/UVB sao feitos diretamente

pelo UV-2000s Ultraviolet Transmittance Analyzer através de seu software.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TESTE DE ESTABILIDADE PRELIMINAR

Foram desenvolvidas 2 formulagbes (FI e FIl) com variagbes da
composicao dos filtros organicos utilizados. Na formulacdo Fl foram utilizados os
filtros p-metoxicinamato de octila 10,0% e butil metoxidibenzoilmetano 5,0%,
enquanto na formulagdo FIl foram utilizados p-metoxicinamato de octila 7,5% e
benzofenona-3 6,0%, conforme descrito na Tabela 1. A composi¢cao de emolientes,
agentes de consisténcia e emulsionantes foram mantidas sem variagdes entre as
duas formulagoes.

As duas formulagdes foram submetidas ao Teste de Estabilidade Preliminar,
onde foram testadas sob variagcao de temperatura em ciclos de 24 horas, todas em
triplicata, conforme descrito na Tabela 2.

O Teste de Estabilidade Preliminar forneceu resultados quanto as variagao
de pH, cor e odor das formulag¢des apds 6 ciclos (24 horas em 45°C e 24 horas em
-5°C), detalhados a seguir na Tabela 5.

As avaliagbes visuais de homogeneidade, odor e cor receberam as

seguintes classificagdes:

N - normal, sem alteracao;
LM - levemente modificada;
M - modificada;

IM - intensamente modificada.
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Tabela 5 - Avaliagao do aspecto de cor, odor e pH das formulagdes contendo Fl e Fll apds o Teste de Estabilidade Preliminar.

Formulagao Homogeneidade Odor Cor pH
Fl + 0% de extrato
M N N N (6,00)
glicélico de camomila
Fl + 1% de extrato
M N LM N (6,00)
glicélico de camomila
Fl + 3% de extrato
M N LM N (6,00)
glicélico de camomila
FlIl + 0% de extrato
N N N N (6,00)
glicélico de camomila
FIl + 1% de extrato
N N N N (6,00)
glicélico de camomila
Fll + 3% de extrato
N N N N (6,00)
glicélico de camomila

N = Normal; LM = Levemente modificada; M = Modificada; IM = Intensamente modificada.
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A formulagédo FI sofreu modificagdo em sua homogeneidade,em todas as
suas variagoes (com e sem extrato) e em suas trés amostras disponiveis (triplicata)
notou-se a presencga de goticulas de agua sobrenadante e condensacéo de agua
nas paredes e tampa dos frascos onde estava acondicionada. Apesar disso, nao
havia separagcdo clara de fases que a classificasse como IM (intensamente
modificada). A cor também apresentou modificagdo por conter pontos laranjas
dispersos por toda sua extensdo e nas variagbes, com extrato glicdlico de
camomila, em suas trés amostras disponiveis. Em relagdo ao odor, ndo ocorreram
modificagdes perceptiveis do tempo inicial ao final - o cheiro caracteristico de
camomila ndo se alterou durante o Teste de Estabilidade Preliminar. Quanto ao pH,

nao houve alteragédo apds 6 ciclos de estudo.

Figura 16 - Incompatibilidade entre extrato e formulagéo fotoprotetora (FI + 3%).
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A formulacao Fll ndo apresentou modificagdes em sua homogeneidade em
nenhuma de suas variagdes, permaneceu com viscosidade aparente semelhante a
inicial e ndo apresentou perda de agua. A cor também n&o apresentou mudancgas,
e os pontos laranjas observados em Fl nao foram observados em FIl. Em relagao
ao odor, ndao ocorreram modificagbes perceptiveis do tempo inicial ao final - o
cheiro caracteristico de camomila ndo se alterou durante o Teste de Estabilidade
Preliminar. Quanto ao pH, ndo houve alteragao apdés 6 ciclos de estudo.

As formulagbes com modificagbes de homogeneidade, cor e/ou odor (FI +
0%; FI + 1% e FI + 3%) foram excluidas da avaliagdo de eficacia fotoprotetora in
vitro. As formulagbes que nao apresentaram modificagdes foram submetidas a

avaliagao da eficacia fotoprotetora in vitro (FIl + 0%; Fll + 1% e Fll + 3%).

5.2. CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO GLICOLICO DE
CAMOMILA (Matricaria chamomilla)

5.2.1. DENSIDADE RELATIVA

Os valores de densidade relativa foram obtidos em ftriplicata, utilizando-se
baldo volumétrico de 50 mL e balancga analitica, em temperatura ambiente (25°C).

O resultado de densidade relativa obtido esta descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Determinagao da densidade relativa do extrato glicolico de (Camomila matricaria).

Medicao Massa total (g) Massa balao Densidade relativa
(triplicata) volumétrico (g) (mg/mL)
1° 90,89 38,82 1,0414
2° 90,96 38,82 1,0428
3° 90,94 38,82 1,0424
Média 90,93 38,82 1,0422
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5.2.2. POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

O potencial hidrogeniénico do extrato glicélico de camomila foi medido logo
apos o seu preparo. Os valores foram obtidos através do uso da tira universal de
pH (KASVI), em triplicata e temperatura ambiente (25°C). Todas as trés medicdes

resultaram em um valor de pH = 6.

5.2.3. ESPECTRO DE ABSORBANCIA UV-VIS

O espectro de absorbancia do extrato glicolico de camomila foi realizado em
comprimentos de onda que abrangem desde a radiagdo UVC, passando pela luz
visivel e indo até infravermelho. O perfil de absor¢cdo obtido se concentrou na
regido do ultravioleta, com valores minimos em comprimentos de onda maiores
que 440 nm. A Figura 17 nos mostra o perfil de absorgédo do extrato glicélico de

camomila.

Figura 17 - Espectro de absorbancia do extrato glicélico de camomila (190 nm a 800 nm).

Absorbancia - Extrato Glicolico de Camomila
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45



5.2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DO EXTRATO
GLICOLICO E APIGENINA ISOLADA

Os cromatogramas obtidos pela utilizacdo de diferentes concentragdes de
apigenina padrdo resultaram em uma curva padrao de apigenina isolada, com a

seguinte equacao da reta (Equagao 4):

Equacgao 4 - Equagdo da reta para determinagéo de concentragao de apigenina no extrato glicélico
de camomila (R? = 0,91).

y = 68.669.391,41x - 134.885,17 (4)

Onde: y = absorbancia; x = concentragcédo de apigenina

Figura 18 - Grafico de dispersao com linha de tendéncia da concentragdo de apigenina.
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Quatro diferentes concentracbes do padrdao foram utilizadas para a

construcéo da curva de calibragéo.
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Tabela 7 - Dados obtidos através da CLAE de apigenina padrao.

Concentragao de i
. ) Area sob o pico Tempo de retengao
apigenina
0,01 mg/mL 765233 12,834 min
0,02 mg/mL 1410741 12,836 min
0,05 mg/mL 2364757 12,857 min
0,075 mg/mL 5563484 12,859 min

O cromatograma do extrato glicélico de camomila também foi obtido através
da técnica CLAE e um pico com tempo de retencdo de 12,836 min e area de
1652335 foi detectado, o qual se refere a apigenina presente naturalmente na
Matricaria chamomilla. Com isso, podemos definir que a concentracédo de
apigenina no extrato glicolico utilizando a equacéo da reta obtida anteriormente &
de 0,026 mg/mL.

5.3. EFICACIA FOTOPROTETORA IN VITRO

Trabalhos realizados por Coelho (2005) e Freitas (2011) demonstram
resultados positivos quanto ao aumento do FPS de formulagdes fotoprotetoras
contendo extrato glicolico de camomila e os filtros butil metoxidibenzoilmetano e
p-metoxicinamato de octila. Mais especificamente, testes foram realizados para
avaliar o aumento de FPS da formulacdo quando acrescida de componentes
isolados da camomila (a-bisabolol e apigenina), mostrando que o componente
responsavel pelo aumento do Fator de Protecdo Solar foi a apigenina (FREITAS,
2011).

Além do aumento de FPS da formulagédo, extratos glicdlicos podem
beneficiar a fotoestabilidade de filtros organicos (PINTO, 2014). A incapacidade de
dissipar a energia absorvida faz com que moléculas absorvedoras sofram reag¢des

de degradagdo com consequente perda de atividade fotoprotetora. Os produtos
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formados por essa degradagédo podem interagir com componentes da formula e da
pele, aumentando as chances de reagdes alérgicas ou ineficacia do produto.
Estudos feitos com adicdo de rutina as formulagdes fotoprotetoras mostraram o
aumento da fotoestabilidade quando utilizados avobenzona e do p-metoxicinamato
de octila como filtros orgéanicos (PINTO, 2014).

Os estudos da eficacia fotoprotetora in vitro resultaram em valores de FPS
com coeficientes de variagao, tanto entre os pontos de leitura da placa quanto
entre as triplicatas, com valores menores que 20%. O tempo de espera entre a
aplicacao do protetor solar na placa de PMMA e a sua completa secagem foi de 3
horas. Apos este tempo de espera, 5 pontos em cada placa foram lidos para
obtencao do FPS médio de cada placa. Os valores de FPS obtidos em Fll + 0%, FllI
+ 1% e Fll + 3%, antes e apds o estudo de estabilidade, bem como seus
coeficientes de variacao, estdo descritos nas Tabela 8 e Tabela 9 e ilustrados nas

Figura 19 e Figura 20 abaixo:
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Tabela 8 - Valores obtidos de FPS para Fll e suas variagdes antes do estudo de estabilidade (TO).

Coeficiente | Comprimento
FPS Desvio Relagao
Placa de variagao de onda
médio | padrao (%) UVA/UVB
(%) critico (nm)
33 2,3 7.1 353 0,348
Fll + 0%
37 1,9 5,2 354 0,349
(triplicata)
35 1,3 3,8 354 0,349
Fll + 0%
35 2,3 6,5 354 0,349
(média)
47 1,2 2,5 351 0,317
FIl + 1%
36 6,7 19,0 351 0,325
(triplicata)
34 2,8 8,3 353 0,345
FIl + 1%
39 6,9 17,7 352 0,329
(média)
35 2,6 7.4 354 0,315
Fll + 3%
36 5,8 16,0 351 0,352
(triplicata)
34 7,2 20,0 352 0,322
Fll + 3%
35 0,9 2,6 352 0,330
(média)
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Tabela 9 - Valores obtidos de FPS para Fll e suas variagbes apds o estudo de estabilidade.

Coeficiente | Comprimento
FPS Desvio Relagao
Placa de variagao de onda
médio | padrao (%) UVA/UVB
(%) critico (nm)
29 2,1 7,0 355 0,371
Fll + 0%
26 4,5 17,2 356 0,377
(triplicata)
26 3,5 13,4 354 0,354
Fll + 0%
27 2,1 7,6 355 0,368
(média)
27 3,8 2,35 354 0,359
Fll + 1%
33 2,7 8,1 354 0,362
(triplicata)
28 1,5 55 354 0,363
Fll + 1%
29 3,5 11,8 354 0,361
(média)
27 3,1 11,7 353 0,347
Fll + 3%
34 4,2 12,3 353 0,346
(triplicata)
31 0,7 2,3 353 0,340
Fll + 3%
30 3,4 11,2 353 0,345
(média)
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Figura 19 - Valores de FPS médio das formulagdes Fll antes do Teste de Estabilidade Preliminar e

seus coeficientes de variagéo.
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Figura 20 - Valores de FPS médio das formulagdes Fll apds do Teste de Estabilidade Preliminar e

seus coeficientes de variagéo.
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liquido extrator utilizado, temperatura e tempo de producgao, por exemplo.

Os resultados da avaliagdo do Fator de Protegao Solar in vitro mostram que
nao existe diferenga significativa entre as formulagdes que receberam extrato
glicélico de camomila, tanto em 1% como em 3%. Também é possivel notar que
existe queda semelhante destes valores apds exposi¢cao ao ciclo de temperatura
durante o Teste de Estabilidade Preliminar, ainda sem existéncia de diferenca

significativa entre as formulagdes com extrato em diferentes concentragoes.

6. CONCLUSOES

A formulacdo Fl ndo foi aprovada no teste de estabilidade, uma vez que
apresentou aparente incompatibilidade entre o extrato glicolico de camomila e sua
composicao de filtros solares, uma vez que os outros componentes sido iguais ao
da Fl.

O desenvolvimento e a avaliacdo da eficacia fotoprotetora in vitro da
formulacéo selecionada (Fll), adicionada ou ndo de extrato glicolico de camomila,
considerando seus valores de coeficiente de variagdo, demonstrou que a presenca
do estrato nao interferiu no Fator de Protecdo Solar (FPS), independente da
concentragéo adicionada (1% e 3%), bem como em sua sua estabilidade.

Ao final do Teste de Estabilidade Preliminar, as formulacées FlI, FIl + 1% e
FIl + 3% sofreram queda uniforme dos seus valores de FPS, o que demonstra
aparente falta de interagdo entre o extrato glicolico de camomila e os filtros que
utilizados no desenvolvimento do protetor solar.

Estudos adicionais sdo necessarios para entender o tipo de interagao entre
o extrato glicdlico de camomila e os componentes da formulagdo fotoprotetora,
pois, apesar do extrato vegetal estudado possuir boa absorbancia na faixa UV, este
nao foi capaz de aumentar o valor de FPS do protetor solar estudado. Com isso,
estudos mais aprofundados e o uso de diferentes técnicas se faz necessario para
identificar a divergéncia nos valores encontrados entre o presente trabalho e dados

disponiveis na literatura.
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