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RESUMO

ANALISE DA ATIVIDADE CLAREADORA, ANTIOXIDANTE E FOTOPROTETORA
DO EXTRATO AQUOSO DE Myracrodruon urundeuva E DESENVOLVIMENTO DE
UM SERUM FACIAL MULTIFUNCIONAL

Myracrodruon urundeuva Fr. Allem. é a designacao cientifica para a aroeira-do-sertao,
uma arvore de grande porte, com tronco alto, linheiro. Pertencente a familia
Anacardiaceae, ocorre na caatinga e matas secas, desde o Ceara até os estados do
Parana e Mato Grosso do Sul. O uso é bastante comum no tratamento de afeccdes
cutaneas, problemas relacionados com doencgas respiratorias e urinarias, além de
excelente “banho-de-assento” no pos-parto e em outros problemas ginecologicos. O
melasma possui uma patogénese multifatorial, as manchas melénicas ocorrem, em
geral, devido a um aumento na pigmentagéao local e o seu tratamento deve incluir uma
abordagem multimodal com terapéutica combinada que incorpore agentes
clareadores, antioxidantes e fotoprotetores. Assim, o presente estudo tem como
objetivo o desenvolvimento de um sérum facial com agéo clareadora com o extrato
aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva (EAFMU). Inicialmente, realizou-se
analise quimica do EAFMU através de ressonéncia magnética nuclear; quantificagéo
de fendis totais, de flavonoides, caracterizagao fisico-quimicas e organolépticas. Pelo
fato das hipercromias poderem ser de origem multifatoriais, foi analisada a inibigao da
enzima tirosinase, assim como a capacidade quelante uma vez que a enzima € cupro-
dependente. Avaliou-se também a acao antioxidante pelos métodos de TBARS, DPPH
e pelo radical hidroxil. Foi realizada a varredura nos comprimentos de onda
equivalentes ao UVB e UVA (280 a 400 nm), dessa forma pode-se fazer a comparagéo
com o espectro obtido do padrao benzofenona-3 nos mesmos comprimentos de onda;
e através da metodologia de Mansur, obteve-se o FPS do EAFMU e padrao. Avaliou-
se a segurancga do extrato através do ensaio citotoxicidade em células de fibroblastos
murinos pelo método da sulforodamina B. Posteriormente, foi realizado o estudo para
o desenvolvimento do sérum facial (SFMU) sendo realizado o estudo de pH,
viscosidade, densidade, teste de centrifugagao e ensaio de estabilidade preliminar e
acelerada. O SFMU e o Branco (sérum sem o extrato) foram avaliados em seis tempos
diferentes, em temperatura baixa (5,0 £ 2,0 °C), temperatura ambiente (25,0 £ 2,0 °C)
e temperatura alta (40,0 + 2,0 °C). A seguranga da formulagao foi realizada por patch



test. O EAFMU demonstrou excelente acao inibidora da tirosinase, sendo que na
concentragdo de 1.500 pug/mL inibiu 76,48% da enzima enquanto o acido kojico na
mesma concentragéo inibiu 96,16%; foi demonstrado também que o extrato agiu
quelando o ion cobre. Nos trés ensaios antioxidantes o EAFMU demonstrou
satisfatéria atividade in vitro; na concentragdo de 50 pg/mL inibiu 49,59% das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico; 76,46% do radical DPPH e 51,07% do
radical hidroxila. Em relagdo a proteg¢ao contra os raios ultravioletas, o EAFMU e a
benzofenona-3 apresentaram FPS de 14,43 e 20,39, respectivamente. A formulagao
foi desenvolvida usando 1% de EAFMU, os parametros foram organolépticos
(aspecto, cor e odor); fisico-quimicos (viscosidade, densidade e pH); e quimico
(quantificagédo de acido galico). A formulagédo apresentou-se segura através do ensaio
patch test, ou seja, o produto ndo induziu processo de irritagdo e sensibilizagdo
cutanea; também se demonstrou estavel. Dessa forma, a aroeira-do-sertao, planta tao
usada para diversas finalidades, sobretudo no sertdo nordestino, mostrou ter o
potencial clareador de melasma.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo; melasma; clareador.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE WHITENING, ANTIOXIDANT AND PHOTOPROTECTIVE
ACTIVITY OF THE AQUEOUS EXTRACT OF Myracrodruon urundeuva AND
DEVELOPMENT OF A MULTIFUNCTIONAL FACIAL SERUM

Myracrodruon urundeuva Fr. Allem. is the scientific designation for the aroeira-do-
sertdo, a large tree, with a tall trunk, straight. It belongs to the Anacardiaceae family
and occurs in the caatinga and dry forests, from Ceara to the states of Parana and
Mato Grosso do Sul. Its use is common in the treatment of skin disorders, problems
related to respiratory and urinary diseases, as well as an excellent “sitz bath” in
postpartum and other gynecological problems. Melasma has a multifactorial
pathogenesis. Melanic patches occur, in general, due to an increase in local
pigmentation and its treatment must include a multimodal approach with combined
therapy that incorporates bleaching agents, antioxidants and photoprotectors. Thus,
the present study aims to develop a facial serum with whitening action with the
aqueous extract of the leaves of Myracrodruon urundeuva (EAFMU). Initially, a
phytochemical analysis of the EAFMU was carried out using nuclear magnetic
resonance, quantification of total phenolic compounds, flavonoids and
physicochemical and organoleptic characterization

. Because hyperchromia is related to a multifactorial origin, the inhibition of the
tyrosinase enzyme was analyzed, as well as the chelating capacity, since the enzyme
is cupro-dependent. The antioxidant effect was also evaluated by the TBARS, DPPH
and hydroxyl radical methods. Scanning was carried out at wavelengths equivalent to
UVB and UVA (280 to 400 nm), so a comparison can be made with the spectrum
obtained from the benzophenone-3 standard at the same wavelengths; and through
Mansur's methodology, the FPS of the EAFMU and standard was obtained. The safety
of the extract was evaluated through the cytotoxicity assay in murine fibroblast cells by
the Sulforhodamine B method. Subsequently, the facial serum development study
(SFMU) was carried out, with the study of pH, viscosity, density, centrifugation test and
preliminary and accelerated stability testing. SFMU and the blank (serum without
extract) were evaluated at six different times, at low temperature (5,0 + 2,0 °C), room
temperature (25,0 £ 2,0 °C), and high temperature (40,0 + 2,0 °C). Formulation safety



was performed by patch test. EAFMU showed excellent tyrosinase inhibitory action,
and at a concentration of 1,500 pg/mL inhibited 76.48% of the enzyme, while kojic acid
at the same concentration inhibited 96.16%. It was also demonstrated that the extract
acted by chelating the copper ion. In the three antioxidant assays, EAFMU
demonstrated satisfactory in vitro activity: at a concentration of 50 ug/mL, it inhibited
49.59% of substances reactive to thiobarbituric acid; 76.46% of the DPPH radical and
and 51.07% of the hydroxyl radical. Regarding protection against ultraviolet rays,
EAFMU and benzophenone-3 showed SPF of 14.43 and 20.39, respectively. The
formulation was developed using 1% EAFMU, the parameters evaluated were
organoleptic (appearance, color and odor); physical-chemical (viscosity, density and
pH); microscopy and chemical (gallic acid quantification). The formulation was shown
to be safe through the patch test, that is, the product did not induce skin irritation and
sensitization; as well as being stable. In this way, the aroeira-do-sertédo, a plant that is
commonly used for various purposes, especially in the northeastern hinterland, proved
to have the potential to whiten melasma.

Keywords: Aroeira-do-sertdo; melasma; whitening.
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1. INTRODUGAO

1.1 Myracrodruon urundeuva

1.1.1 Aspectos agronémicos

Myracrodruon urundeuva Fr. Allem. (Sinonimia: Astronium urundeuva) € a
designagao cientifica para a aroeira, aroeira-do-sertdo, aroeira-preta, aroeira-do-
cerrado, urundetiva. E uma arvore de grande porte com altura de 8 a 20 metros,
podendo chegar em 30 metros; possui tronco linheiro, as vezes com mais de 1 m de
didmetro, encimada por larga copa, formada por ramos flacidos (Figura 1) (Braga,
2001; Pareyn et al., 2018).

O nome aroeira € uma simplificagdo do vocabulo araroeira, que deriva de
“arara”, com acréscimo da terminagao “eira” (lugar), isto €, arvore da arara, por ser
uma planta em que, de preferéncia, essa ave pousa e vive. Esta planta também recebe
o nome de urundeuva, aroeira-preta, aroeira-do-campo, ou simplesmente aroeira
(Braga, 2001).

Esta espécie, pertencente a familia Anacardiaceae, ocorre na caatinga e
matas secas, desde o Ceara até os estados do Parana e Mato Grosso do Sul,
especialmente no lado oeste dos estados da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e sul
dos estados do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias, sendo mais frequente no
Nordeste, como pode ser visto na Figura 2. No estado do Ceara € encontrada com
muita frequéncia em varios municipios sertanejos. Esta presente também em outros
paises da Ameérica do Sul: Argentina, Bolivia e Paraguai (Lorenzi e Matos, 2000; Leite,
2002)
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Figura 1 - Myracrodruon urundeuva (1- arvore, 2 — folhas).

Fonte: autor.

Figura 2 — Locais no Brasil identificados de ocorréncia natural de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon

urundeuva).
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Fonte: Carvalho, 2003.

A aroeira-do-sertdo nao apresenta cadeia produtiva definida, sendo a sua
exploragao na regiao Nordeste totalmente extrativista (Pareyn et al., 2018). Contudo,

a espeécie possui caracteristicas propicias ao cultivo em larga escala, como a
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resisténcia ao déficit hidrico, suportando ambientes com até 400 mm de chuvas
anuais, além disso, tem um rapido crescimento inicial (Carvalho, 2003; Marafon, et al.,
2015).

Utilizada como matéria-prima para diversas finalidades, a aroeira-do-sertéo
sofreu exploragao predatéria, o que a fez ser incluida anteriormente na Lista Oficial
do Ministério do Meio Ambiente das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de
Extingdo. Felizmente, nas duas ultimas atualizagdes ocorridas em Portaria MMA n°
443 de 2014 e Portaria MMA n° 148 de 2022, a espécie nao esta mais presente (Brasil,
2014; Brasil, 2022).

Estudo de extrema relevancia para a preservacgao da espécie foi realizado por
Bandeira (2002), no qual demonstrou que que a espécie cultivada e em
desenvolvimento (brotos e renovos), mantém suas caracteristicas genéticas quanto a
atividade farmacoldgica, e que produz qualitativamente os mesmos constituintes
farmacologicamente ativos da entrecasca, ou seja, as chalconas diméricas
urundeuvinas A e B e os taninos.

Galvéo et al. (2018) também constataram os extratos fluidos obtidos do caule
e folhas dos brotos apresentam atividade farmacoldgica similar a entrecasca da planta
adulta. Mostrando que é possivel substituir o uso do extrato da entrecasca da planta
adulta pela mistura dos extratos do caule e folhas dos brotos na proporg¢ao 1:1, no
preparo de fitoterapicos.

1.1.2 Aspectos quimicos das folhas

Aquino et al. (2019) caracterizaram vinte e quatro compostos, como pode ser
visto na Tabela 1, pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios.
Foram isolados e identificados a partir do decocto das folhas de M. urundeuva: um
amino acido nao-protéico (1), um acido carboxilico polihidroxilado (2), oito derivados
de acidos benzoicos hidroxilados (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10), um flavondide (11), sete
heterosideos flavonoidicos glicosilados (12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18), quatro
galotaninos (19, 22, 23 e 24) e dois megastigmanos (20 e 21).



Tabela 1 - Estruturas dos compostos isolados do EAFMU.
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COMPOSTO ESTRUTURA COMPOSTO ESTRUTURA
N-metil- 9 . "
(2S,4R)-trans- i Quercetina 3-O-(2"-
1 X . n 13 galoil)-a-L-
4-hidroxi-L- > s . .
; HO rhamnopiranosideo
prolina ~—u,
HO,/, 7COOH
) 2 7 o Quercetina 3-0-(3"-
2 Acido quinico \ 14 galoil)-a-L-
S rhamnopiranosideo
) ¢ OH
&n
(1()021}5
3 Galatc_) de 15 Isovitexina
metila
4 Acido galico 16 | Quercetina 3-O- -
D-glicuronideo
5 Pirogalol 17 | Kaempferol 3-O-
rutinosideo
6 | Acido gentisico 18 Roifolina




Tabela 2 - Estruturas dos compostos isolados do EAFMU.
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COMPOSTO ESTRUTURA COMPOSTO ESTRUTURA
1-O-galoil-6-O-
7 meta-digalico 19 luteoil-a-
glicopiranosideo
8 A%%%ﬁgga' 20 | Corchoionosideo C
9 m?:}?\'gﬁ':‘to 9-epi-blumenol C
ra-diaalat 2,3,4,6-tetra-O-
10 padZ mga: ° galoil- a-D-
glicopiranosideo
1,2,3,4,6-penta-O-
11 Quercetina galoil-3-D-
glicopiranosideo
Quercetina 3-
" ; 1,2,4,6-tetra-O-
i | OFgaele galoil-3-O-digaloil-
. , B-D-
arabmé);%ranog glicopiranosideo

Fonte: adaptado de Aquino, 2017.



23

Matos et al. (2019) realizaram analise fitoquimica do extrato hidroetandlico
das folhas e identificaram como compostos majoritarios: acido galico, galato de metila,
galato de etila, acido protocatecuico, acido clorogénico, acido elagico, 1,2,3,4,6-penta-
O-galoil-B-D-glicose, quercetina-3-O-rhamnopiranosideo, acido 3-galoilgalico e acido
4-galoilgalico.

1.1.3 Atividade biolégica

O uso medicinal popular desta espécie € um dos mais difundidos na
populagao rural e metropolitana da regi&do Nordeste do Brasil, principalmente no Ceara
(Viana, Bandeira, Matos, 2003). O decocto (cozimento) da entrecasca apresenta uso
etnofarmacoldgico no tratamento de afecg¢des cutaneas, problemas relacionados com
doengas respiratorias e urinarias, além de excelente “banho-de-assento” no pds-parto
e outros problemas ginecologicos (Lorenzi e Matos, 2000).

Ferreira et al. (2021) analisaram a ag&o antimicrobiana do extrato aquoso das
folhas e foi verificada a agdo para Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Outro estudo
realizado por Aquino et al. (2019) mostrou atividade anti-inflamatéria através da
modulag¢ao da degranulag&o de neutréfilos humanos.

O uso da aroeira-do-sertdo tem comprovado efeito anti-inflamatério e
cicatrizante em casos de ulceras e alergias. Por ser rica em taninos, a aroeira tem
propriedade adstringente, apresentando assim, efeito de contrair, fechar e cicatrizar
(Carvalho, 2003).

Estudo realizado por Viera et al. (2015), através de metodologia in vitro de
inibicdo da enzima tirosinase, comprovou que o extrato metandlico das folhas de
aroeira-do-sertao inibiu 66% da enzima, enquanto o extrato metandlico da casca do
caule inibiu 42%. Matos et al. (2019) mostram que o extrato hidroetandlico das folhas
de M. urundeuva possui propriedades de inibicao da expressao da MMP-2, que é uma
metaloproteinase responsavel pela degradacdo de colageno. Como o ensaio foi
realizado com osteoblasto, n&o é possivel fazer uma correlagao direta com o MMP-2
expresso pelos fibroblastos.
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1.2 Morfologia e fisiologia da Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo. Tem fungdo de proteger o organismo,
funcionando como barreira fisica, quimica e bioquimica, de modo a oferecer protecao
contra radiagdo UV, agressdes mecéanicas, entrada de microrganismo do ambiente,
além disso, evita perda excessiva de agua. E composta pela epiderme, de epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado; e pela derme, de tecido conjuntivo.
Subjacente, unindo-a aos orgaos, ha a hipoderme formada por tecido conjuntivo
frouxo e adiposo (Baroni et al., 2012; Quan e Fisher, 2015; Montanari, 2016).

A epiderme constitui a camada mais externa da pele, estda em constante
renovagdo e é composta principalmente por células especializadas chamadas
queratinécitos. Além dos queratindcitos, sdo encontradas ceélulas de Langerhans,
células de Merkel e os melandcitos. As células de Langerhans tém papel na resposta
imunologica, enquanto as células Merkel tém papel sensorial, sendo receptores tateis
(mecanorreceptores), ja os melanocitos sdo responsaveis pela produgédo de melanina.
A epiderme é dividida em subcamadas, sendo: estrato basal, o estrato espinhoso, o
estrato granuloso e o estrato corneo (Kapoor et al., 2020; Baroni et al., 2012,
Montanari, 2016).

Na epiderme saudavel existe um equilibrio entre os processos de proliferagao
e descamagao que resulta em renovagao completa em aproximadamente 28 dias
(Baroni et al., 2012).

A derme é subdividida em derme papilar (fina e constituida por tecido
conjuntivo frouxo) e derme reticular (espessa e constituida por tecido conjuntivo
denso). E composta em grande parte por matriz extracelular (MEC), que compreende
uma rede de colageno como constituinte majoritario, rede de fibras elasticas,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos e agua. Esse tecido conjuntivo rico em colageno
€ produzido, organizado e mantido por fibroblastos dérmicos. Nessa camada
encontram-se os anexos cutaneos, vasos sanguineos e linfaticos, os nervos e as
terminagdes nervosas sensoriais (Montanari, 2016; Quan e Fisher, 2015; Haydont;
Bernard e Fortunel, 2019).

O encontro entre epiderme e derme é chamado de jungdo dermoepidérmica
e se caracteriza por uma rede complexa de papilas dérmicas que sao invaginagdes
da derme que se projetam na epiderme. Essas papilas tém como fungdo aumentar a

superficie de contato entre as camadas, favorecendo uma interface dinamica de troca
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de oxigénio e nutrientes e uma maior resisténcia a pele (Montanari, 2016; Baroni et
al., 2012)

1.3 Melanogénese

A melanogénese € um processo fisiologico complexo de formagdo de
melanina pelos melandcitos. Os melandcitos sao células dendriticas, localizada na
camada basal da epiderme e tem como precursoras 0os melanoblastos, que sao
células ndo pigmentadas que se originam de células embrionarias da crista neural.
Apo6s o fechamento do tubo neural, os melanoblastos migram para varias regiées do
corpo e se desenvolvem em melandcitos. Os melandcitos contém melanossomas, que
sdo organelas intracitoplasmatica, altamente especializadas, onde ha a sintese e
deposigao da melanina. (D’Mello et al.,2016; Orhan e Deniz, 2021).

Os melandcitos produzem dois tipos de melanina: eumelanina e feomelanina.
A eumelanina € um polimero insoluvel de cor marrom-escura e preta, enquanto a
feomelanina &€ um polimero soluvel vermelho-amarelo claro, e sua combinagéo leva a
cor da pele, olhos e cabelo. (Ito; Wakamatsu, 2003; Qian et al. 2020; Serre; Busuttil;
Botto, 2018).

A rota biossintética da melanina no interior dos melanossomas acontece em
varias etapas, na primeira ocorre a oxidagao da tirosina em dopaquinona catalisada
pela tirosinase (TYR). Este primeiro passo é limitante na sintese de melanina porque
o restante da sequéncia de reagcdo pode ocorrer espontaneamente em um valor de
pH fisiolégico. A dopaquinona subsequente é convertida em dopa e dopacromo por
auto-oxidagdo. A dopa também € o substrato da tirosinase e novamente € oxidada a
dopaquinona. Finalmente, a eumelanina é formada por meio de uma série de reagdes
de oxidagao do diidroxiindol (DHI) e do acido diidroxiindol-2-carboxilico (DHICA), que
sdo os produtos da reagao do dopacromo. Na presenga de cisteina ou glutationa, a
dopaquinona €& convertida em cisteinildopa ou glutationildopa. Posteriormente, a
feomelanina é formada (Figura 3) (Chang, 2009).



Figura 3 - Esquema de biossintese dos pigmentos eumelanina e feumelanina.
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Como pode ser visto na Figura 4, a tirosinase € uma enzima fundamental para

a producao da melanina, trata-se de uma metaloenzima cobre dependente, possuindo

dois ions desse metal no seu centro ativo (CuA e CuB). Além disso, cada ion metalico

esta coordenado a trés histidinas. E amplamente encontrada em microrganismos,

animais, plantas e no corpo humano (Chang et al. 2009, Gonchoroskl; Cérrea, 2005;

Kim et al., 2023).
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Figura 4 - Estrutura da enzima tirosinase.

Fonte: Zaidi et al., 2014.

ApOs a produgdo, a melanina dentro dos melanossomas é transferida para
os queratindcitos e deposita-se ao redor do nucleo para prote¢do do material genético
(Van Den Bossche; Naeyaert e Lambert, 2006) e alguns mecanismos foram propostos
para essa transferéncia: 1. Modelo de citofagocitose: queratinécitos tém a capacidade
de fagocitar constituintes dos melandcitos, principalmente as extremidades dos
dendritos, com o objetivo de captar gréanulos de melanina 2. Modelo de fus&o: fusdo
das membranas de melandcitos e queratinécitos, havendo a formagado de um canal
para passagem dos melanossomas; 3. Modelo de transferéncia de vesiculas:
empacotamento do melanossoma em vesiculas, formadas devido a evaginagao da
membrana plasmatica; 4. Modelo exocitose/fagocitose: transferéncia de melanina
resulta da fusdo da membrana melanossomal com a membrana plasmatica do
melandcito, provocando a exocitose dos granulos de melanina que serdo fagocitados
por um queratinécito adjacente (Van Den Bossche; Naeyaert e Lambert, 2006; Singh
et al, 2008; Sousa, 2020).

Em humanos, a pigmentacéo da pele e dos cabelos € dependente da atividade
melanogénica dentro dos melandcitos, atividade da enzima tirosinase, da taxa de
sintese de melanina, bem como do tamanho, numero, composigao e distribuicdo dos
melanossomas, além da natureza quimica da melanina que elas contém (eumelanina
ou feomelanina). Ha também envolvimento de fatores ambientais como a exposi¢céo
solar (Miot et al., 2009; Gonchoroskl; Cérrea, 2005).

Fitzpatrick é o sistema mais comumente usado para distinguir diferentes

fendtipos de pigmentacéo da pele. Sdo caracterizados seis fototipos (I-VI) graduando
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o eritema e pigmentagao adquirida apds exposi¢céo a UV (Tabela 2 e Figura 5) (Videira;
Magina e Moura, 2013).

Tabela 3 - Classificagao dos fototipos de pele segundo Fitzpatrick.

Grupo Eritema Pigmentacao Sensibilidade
. . Muito sensivel
| Pele branca Sempre queima Nunca bronzeia 20 sol
Il Pele branca Sempre queima As vezes Sensivel ao sol
bronzeia
I Pele morena clara Queima Bronzeia Sensibilidade
moderado moderadamente normal ao sol
Pele morena . Sempre Sensibilidade
\Y Queima pouco pre
moderada bronzeia normal ao sol
Vv Pele morena Queima Sempre Pouco sensivel
escura raramente bronzeia ao sol
Queima Totalmente Minimamente
Vi Pele negra , :
raramente pigmentada sensivel ao sol

Fonte: adaptado de Suzuki et al. 2011.

Figura 5 - Representagéo do fototipo pigmentar da Escala de Fitzpatrick.
I Il 11 v vV VI
Fonte: D’Orazio et al., 2013.

Apds uma unica exposicao a radiagao UV, um aumento no tamanho dos
melandécitos pode ser observado, acompanhado de um aumento da atividade da
enzima tirosinase. Exposi¢des repetidas a radiagdo UV levam a um aumento no
numero de melanossomas maduros transferidos aos queratindcitos, bem como a um
aumento no numero de melandcitos ativos. Além disso, a densidade dos melandcitos,
em estudos comparativos, € maior nas areas fotoexpostas (Miot el al., 2009).

Ademais, quando ha exposi¢ao cutanea aos raios UV, os queratindcitos
liberam mediadores pré-inflamatérios, como a endotelina-1 (ET-1), que, em grandes
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proporgdes estimula a sintese da enzima tirosinase, bem como a proliferacao,
migracgao e formacgao dos dendritos dos melandcitos (Costa et al., 2010)

O processo de sintese e distribuicdo da melanina é regulado por uma
variedade de agentes autdcrinos e paracrinos, como resposta a estimulos enddégenos
e exdgenos. Apresenta varias etapas sendo: transcricdo de proteinas melanogénicas,
biogénese de melanossomas, gestdo de proteinas melanogénicas dentro dos
melanossomas, transporte dos melanossomas até as extremidades dos dendritos dos
melandcitos e, por fim, a transferéncia dos melanossomas para os queratindcitos
(Sousa, 2020; Park et al. 2009)

As estreitas relagdes existentes entre queratinécitos, melandcitos e
fibroblastos s&o muito importantes na regulagéo do processo de pigmentagao da pele.
Esses trés tipos celulares sao altamente interativos e se comunicam atraves de fatores
secretados e seus receptores, assim, regulam a pigmentacao da pele (Serre; Busuttil;
Botto, 2018).

Multiplas vias de sinalizagdo estdo envolvidas na melanogénese,
especificamente na regulagao do fator de transcrigdo associado a microftalmia (MITF).
A principal via de sinalizagdo na pigmentagéo envolve o receptor de melanocortina 1
(MC1-R), que é ativado pelo horménio estimulante de alfa-melandcitos (a-MSH) ou
horménio adrenocorticotrofico (ACTH), que sdo produtos da proopiomelanocortina
(POMC). O MC1-R aumenta a sintese de monofosfato de adenosina 3',5'-ciclico
(cAMP) ativando a adenilato ciclase. Proteina quinase A (PKA), ativado por cAMP,
fosforila CREB, que entdo atua como um fator de transcrigdo do MITF. O MITF regula
a expressao de enzimas melanogénicas (tirosinase, TYRP1 e TYRP2) e proteinas
estruturais do melanossoma (Maddaleno et al., 2021).

Assim, a pigmentagdo normal da pele € mantida pela harmonia entre a
melanina produzida e degradada. Essa homeostase € mantida por varias enzimas e
fatores secretados por melandcitos, queratinocitos e fibroblastos (Kapoor et al., 2020).

A melanina, sob condi¢des fisiolégicas, protege a pele o DNA dos
queratinditos da radiagdo solar ultravioleta, das espécies reativas a oxigénio,
funcionando com um “fotoprotetor” endégeno. No entanto, a geragao excessiva de
melanina, além da condigdo normal do individuo, pode resultar em extensos
problemas estéticos, incluindo melasma, efélides e hiperpigmentagao pds-inflamatadria
(Maddaleno et al., 2021; Gao et al., 2021; Qian et al. 2020; Zhou et al., 2021).
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1.4 Melasma

A palavra melasma tem origem grega, na qual "melas", que significa preto. E
uma hipermelanose comum e apresenta-se como maculas irregulares de coloragao
marrom clara a escura, distribuidas simetricamente nas areas fotoexpostas do corpo,
especialmente na face e regido cervical. Essas maculas faciais sdo predominantes
nas regides: central, malar e/ ou regides mandibulares (Hendel; Miot e Miot, 2014;
Bianco, 2021; Hoque; McGrath; Shaude, 2022).

O melasma ocorre em todos os grupos étnicos, sendo mais predominante em
fototipos mais altos e em locais com maior incidéncia solar, incluindo nas populacdes
latino-americanas, asiaticas, da Africana Mediterranea, hispanica e do Oriente Médio
(Hendel; Miot e Miot, 2014, Austin, Nguyen e Jagdeo, 2019).

Devido ao clima tropical e a grande miscigenagéao da populagao brasileira, ha
uma alta incidéncia de melasma no pais. Levando em consideracdo as diferentes
regides e suas composi¢des étnicas, estima-se que 15 a 35% das mulheres brasileiras
em idade adulta sdo acometidas por essa desordem cutanea. Estudo multicéntrico
realizado por Hexsel et al. (2013) em trés regides do Brasil (Sul, Sudeste e Norte) com
953 (novecentos e cinquenta e trés) participantes contatou que 76% dos pacientes
tinham fototipo Il e IV. Estudo mais recente realizado por Ikino et al. (2015) chegou a
um resultado bem proximo, encontrando que 82% dos participantes tinham os
fototipos Il e IV.

O melasma possui uma patogénese multifatorial que envolve: predisposi¢céo
genéticas, exposicao a RUV, gravidez, terapias hormonais, endocrinopatias, fatores
emocionais e uso de contraceptivos, uso de alguns tipos de cosméticos e drogas, no
entanto, nenhum deles pode ser responsabilizado isoladamente pelo seu
desenvolvimento. Porém, parece que predisposi¢gao genética e exposi¢ao a radiagéo
solar desempenham um papel importante, tendo em vista que o melasma fica mais
evidente, durante ou logo apos periodos de exposicdo solar, podendo surgir
abruptamente em decorréncia da exposigao solar intensa ou de modo gradual, pela
exposicao constante (Miot el al., 2009; César et al., 2018; Mahajan et al. 2022; Costa,
2012). Além disso, a luz visivel tem efeito na indugdo da pigmentacéo, estudos
demonstraram que em individuos de pele mais pigmentada (fototipo maior que lll), a
luz visivel pode induzir uma pigmentagdo mais intensa e duradoura da pele em

comparagao com UVA (Narla et al., 2019; Duteil et al. 2014).
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Ikino, et al. (2015) também constataram que em 45,1% dos casos analisados,
o surgimento do melasma esta associado a gravidez. Além disso, em 9,80% das
pacientes, o melasma foi associado ao uso de anticoncepcionais hormonais.
Disturbios da tireoide estiveram presentes em 7,84% dos pacientes. Outro dado
importante obtido foi que 49,02% apresentam histérico familiar de melasma.

A fisiopatologia desse disturbio é complexa e ndo completamente elucidada,
porém algumas teorias sugerem que sua emergéncia estaria ligada ao aumento da
expresséo de fatores melanogénicos e receptores especificos, como estrogénio. O
aumento do numero e calibre dos vasos sanguineos na regido afetada, bem como o
aumento da expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) também
estdo envolvidos (César et al., 2018).

A pigmentagdo € geralmente confinada a epiderme, mas diversos estimulos
dérmicos foram apontados na manutencdo da melanogénese no melasma (Mahajan
et al. 2022). As caracteristicas histopatologicas das lesdes do melasma coincidem
com alguns acontecimentos fotoenvelhecimento cutaneo, tais como: elastose solar
(acumulo de tecidos elasticos na derme devido a exposigéo solar), dano a membrana
basal, vascularizagdo aumentada e um aumento do numero de mastécitos (Kwon et
al. 2019).

A radiacao ultravioleta aumenta a liberacido de histamina por esses mastocitos
na pele humana. Mediada pelo receptor H2 e pela ativagdo da proteina quinase A, a
histamina estimula a producdo de melanina e induz a proliferacdo e migracao de
melandcitos para o local afetado pelo melasma. Outra alterag&o histolégica presente
no melasma é o aumento da vascularizagao da regido acometida. O numero de vasos
sanguineos, o tamanho dos vasos e a densidade dos vasos € maior na pele lesional
do que na pele perilesional (Kim et al., 2007).

O melasma ¢é classificado em quatro tipos: epidérmico, dérmico, misto e
indeterminado. O primeiro € o mais comum e a melanima localiza-se nas camadas
epidérmicas; ja no segundo ha pigmentacao na epiderme estendendo-se até a derme
meédia, principalmente no interior de melanofagos (macréfagos soltos na derme que
fagocitam melanina), e em disposicéo perivascular na derme; no misto ha presenca
de ambos os tipos; e o indeterminado atinge fototipos V e VI, sendo dificil determinar
devido a alta pigmentacdo da pele (Berardesca et al., 2019; Nogueira e Ferreira,
2018).
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Sabe-se também que o estresse oxidativo esta relacionado ao melasma, o
desequilibrio entre a produgao de radicais livres e mecanismo de defesa antioxidante
causa dano tecidual. Pacientes com essa desordem cutanea apresentam maior
marcadores oxidativos, incluindo o malondialdeido (MDA), indicador de dano tecidual
pela peroxidagao lipidica (Seckin, et al., 2014; Babbush; Babbush; Khachemoune,
2021; Choubey; et al., 2014).

Dessa forma, o melasma continua sendo uma causa significativa de
preocupagdes estéticas e constrangimento psicossocial que afeta a qualidade de vida.
No entanto, o tratamento permanece desafiador e necessita ser a longo prazo com

aconselhamento constante para correta adesao (Mahajan et al. 2022).

1.4.1 Diagnoéstico e Tratamento

O diagnoéstico do melasma é eminentemente clinico, raramente é necessaria
bidpsia (Babbush; Babbush; Khachemoune, 2021). Trata-se de dermatose
caracterizada por maculas hipercrdbmicas acastanhadas em tons variados,
assintomaticas, simétricas, com limites nitidos e irregulares, muitas vezes com
configuragcbes geograficas. Apresenta uma cronicidade caracteristica, com recidivas
frequentes (Sandin, et al., 2014; Miot et al., 2009).

A lampada de Wood também é usada para o diagndstico, podendo diferenciar
os quatro tipos de melasma. No melasma epidérmico a pigmentacédo se intensifica sob
a luz de Wood enquanto no dérmico nao se intensifica; no melasma misto a
pigmentacao fica mais evidente em algumas areas, e em outras ndo ha mudancga. Ja
o tipo indeterminado, encontrado nos fototipos V e VI, ndo é bem visualizado a
ldmpada de Wood (Nogueira e Ferreira, 2018; Berardesca et al., 2019).

A dermatoscopia do melasma mostra alteracdes muito caracteristicas. E
possivel visualizar o componente vascular presente em grande numero de pacientes.
A intensidade da cor da melanina e a regularidade da rede dos pigmentos revelam a
densidade e localizagao de melanina. Apresenta coloragao marrom escura e rede bem
definida quando localizada no estrato cérneo; tons de marrom claro e irregularidade
da rede quando localizados nas camadas inferiores da epiderme; e coloragao azul ou
cinza-azulada quando localizada na derme (Hendel; Miot e Miot, 2014).

Devido a sua patogénese multifatorial e ndo totalmente compreendida, o
tratamento do melasma é um grande desafio (Babbush; Babbush; Khachemoune,
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2021). Tendo como objetivo reduzir a sintese de melanina, inibir a formacdo de
melanossomas e promover sua degradagao, para entdo haver o clareamento das
lesbes e a reducdo da area afetada. Além disso, os resultados ao tratamento
dependem da localizagdo da deposigao de pigmento: melasma epidérmico responde
melhor ao tratamento, diferentemente do melasma dérmico (Moreira et al., 2010;
Nogueira e Ferreira, 2018).

O tratamento do melasma deve incluir uma abordagem multimodal com
terapéutica combinada que incorpore agentes clareadores, antioxidantes e
fotoprotetores possibilitando, assim, uma acgédo sinérgica e redugdo de efeitos
indesejaveis. Estudos sugerem que a terapia de primeira linha para melasma engloba
fotoprotecdo intensa e clareadores de uso tdpico, independentemente do
despigmentante utilizado, a fotoprotegao de amplo espectro € essencial para prevenir
a formagédo de nova melanina e para diminuir a oxidagdo da melanina pré-formada
(Sandin, et al., 2014; Kumari et al., 2018; Moreira et al., 2010).

Além da protecdo UVA e UVB convencional, a luz visivel deve ser evitada em
pacientes com melasma, pois ondas mais curtas comprimentos de luz visivel (luz azul)
promovem hiperpigmentacdo. Protetores solares que contém oxido de ferro bloqueiam
esse comprimento de onda (Kwon et al. 2019)

O principal alvo desses agentes clareadores € a enzima tirosinase, uma vez
que desempenha um papel fundamental na sintese de melanina, os inibidores de
tirosinase também tém sido amplamente considerados pelos pesquisadores como
uma das principais estratégias para tratamento de diversas hipercromias (Zhao et al.
2022).

Através desse mecanismo, ha mais de 50 anos a hidroquinona vem sendo
utilizada como agente despigmentante. Essa substancia pode ainda ser combinada a
tretinoina e ao corticoide, o que € conhecido como triplice combinagéo (Sandin, et al.,
2014). No entanto, sabe-se dos efeitos adversos do uso da hidroquinona, dentre eles
estdo: dermatite de contato alérgica ou irritante, hipopigmentagdo “em confete”,
hiperpigmentacdo pos-inflamatéria, descoloragdo ungueal, telangiectasias, atrofia
epidérmica e a ocronose. Inclusive, no Brasil e em varios outros paises, ndo € uma
substancia autorizada para cosmeético, estando restrita a medicamentos (Sandin, et
al., 2014; Moreira et al., 2010; Brasil, 2021).

No mercado existem muitas outras op¢des de ativos topicos, tais como: acido

azelaico — inibe a tirosinase, citotoxico sobre melandcitos e antioxidante; acido
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glicdlico — aumenta renovacgao celular; acido kéjico — inibe a tirosinase e antioxidante,
€ usado como controle positivo para os ensaios experimentais de inibicdo da enzima,;
acido retindico — aumenta renovacao celular e reduz a transferéncia do melanossoma;
acido tranexdmico — bloqueia a via da plasmina (interfere na interacdo dos
melandcitos com queratindcitos, inibindo a sintese de melanina) e inibe VEGF; arbutin
— composto derivado da hidroquinona, inibe a tirosinase; belides — inibe a ET-1, reduz
a ligacdo do a-MSH aos seus receptores e reduz a transferéncia do melanossoma;
cisteamina — inibe a tirosinase, aumenta a concentragao intracelular de glutationa;
licorice — inibe a tirosinase, dispersa melanina e possui acdo anti-inflamatoria;
niacinamida — reduz a transferéncia do melanossoma e antioxidante; vitamina C —
forte agdo antioxidante e inibe a tirosinase. (Austin, Nguyen e Jagdeo, 2019;
Maddaleno et al., 2021; Costa et al., 2010; Bianco, 2021; Mahajan et al. 2022; Kumari
et al., 2018; Babbush; Babbush; Khachemoune, 2021).

A terapia oral tem ganhado bastante destaque. Este ano, o mgDerma do
laboratério mqSi®, produto desenvolvido pela autora desta tese, ficou entre os trés
finalistas do Prémio Acai de Ouro, promovido pela Nutri Ingredients Summit. O
mgDerma foi destaque nacional em inovagao por ser um tratamento oral em capsula
vegetal para o melasma (NIS, 2023). A composi¢cdo do mgDerma contém vitamina A,
niacinamida, zinco e o extrato de Olea europaea rico compostos fendlicos, dentre eles,
o hidroxitirosol e os verbacosideos, o que garante agéo clareadora, antioxidante, anti-
inflamatdria e fotoprotetora; além disso, a niacinamida também possui conhecida agéo
clareadora (mqSi, 2023). Ademais, outros ativos também tém sidos usados para o
tratamento oral do melasma, sendo: Polipodium leucotomos, picnogenol, |,
carotenoides e melatonina (Togni et al., 2015; Babbush; Babbush; Khachemoune,
2021; Maddaleno et al., 2021).

Procedimentos como peelings quimicos, dermoabraséo, lasers, luz pulsada,
microagulhamento, radiofrequéncia podem ser usados isoladamente ou em
combinacdo com outras terapias. Apesar de possiveis riscos de efeitos adversos
como a hiperpigmentacao de rebote, muitos desses tém sido usados em casos de
melasma resistentes e dificeis de tratar (Mahajan et al. 2022; Kumari et al., 2018).

Novas terapias com foco nas multiplas causas de hiperpigmentagcdo, como
sintese de histamina, regulacdo de estrogénio, transferéncia de melanossoma e
geracédo de ROS, estdo sendo estudadas para o tratamento do melasma, uma vez

que o direcionamento apenas para a sintese de melanina ndo é suficientemente
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eficaz. Agentes naturais com mecanismo de acdo multimodal estdo sendo
investigados devido ao seu melhor perfil de seguranga em relagdo aos medicamentos
convencionais (Maddaleno et al., 2021).

1.5 Formulagdes cosméticas

A industria de cosméticos esta emergindo como um dos segmentos de
crescimento mais rapido da ultima década (Liu, 2022). No cenario global, o Brasil vem
ocupando nos ultimos anos a 4?2 posicdo no mercado consumidor, ficando atras
apenas dos Estados Unidos, China e Japao, mostrando a representatividade e peso
que tem dentro do mercado mundial (ABIHPEC, 2022).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa,
cosméticos sao preparagdes compostas por produtos naturais ou sintéticos que tém
como funcgdo, entre outras, a higienizagdo, odorizagdo, protecdo e alteracdo da
aparéncia da pele. Eles s&o classificados em grau 1 e grau 2. Os produtos grau 1
possuem propriedades basicas ou elementares, cuja comprovagao nao € inicialmente
necessaria e nao requerem informagdes detalhadas quanto ao seu modo de usar e
suas restricdes de uso, devido as caracteristicas intrinsecas do produto. Ja os
produtos de grau 2 possuem indicagdes especificas, cujas caracteristicas exigem
comprovagao de seguranga e/ou eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo
e restricdes de uso (Brasil, 2022).

Os cosmeéticos representam uma das mais importantes categorias de produtos
de uso pessoal, segmento que tem um mercado consumidor em crescimento em
funcdo da demanda por produtos cada vez mais elaborados, inovadores e eficazes.
Esses produtos apresentam-se em varias formas cosmeéticas (Campos e Mercurio,
2012).

Quando um produto cosmético afeta de forma consideravel a funcionalidade da
pele € comum denomina-lo de cosmecéutico, termo criado por dermatologista Dr.
Albert M. Kligman em 1984 e usado no Brasil e em outros paises. Consiste na mistura
das palavras cosmético e farmacéutico (cosme — céutico), sendo produtos
classificados como cosméticos que apresentam “beneficios” de um produto
farmacéutico. O cosmecéutico tem mecanismo de agado conhecido e eficacia

comprovada. Apesar de amplamente utilizados, ndo existe legalmente essa categoria
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junto a Anvisa, sendo, entdo, categorizado como cosmético de grau 2 (Costa, 2012;
BRASIL, 2022).

Dentre esses cosmecéuticos, estdo os clareadores usados para uniformizar o
tom da pele. Esses produtos estdo entre os maiores do segmento e em constante
crescimento no setor (Pereira, 2018).

Atualmente, ha um grande interesse em cosméticos preparados a base de
produtos naturais. Ativos extraidos de plantas, fungos e organismos marinhos ja estao
sendo usados efetivamente no mercado da beleza e, certamente, terdo um papel
ainda maior no futuro, com grandes perspectivas de desenvolvimento (Cherubim et
al., 2019; Liu,2022).

Além da seguranga, base de sobrevivéncia de qualquer produto no mercado,
uma das caracteristicas mais desejadas para um cosmético é a comprovada e notdria
eficacia, por isso tanto se tem investido na busca de produtos de alta performance
(Costa, 2012).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O melasma é uma desordem cutanea com uma alta incidéncia mundial. No
Brasil, por ser um pais tropical com uma populagéo miscigenada, chega a atingir 35%
das mulheres em idade adulta, além de atingir em menor proporgdo o publico
masculino. Essa hiperpigmentagao cutédnea € mais que um problema estético, devido
ao seu frequente acometimento facial, afeta muito a autoestima e qualidade de vida
desses pacientes, € comum as pessoas desenvolverem transtornos psicologicos
devido a dificuldade em realizar e/ou ter resultados satisfatérios com o tratamento.

Por ser de origem multifatorial, o tratamento é um grande desafio, apesar de
nao ter cura, € possivel controla-lo. Existem diversas op¢des no mercado, mas muitas
tem acado toxica ou efeitos adversos. No mercado de cosméticos ha uma grande
demanda por extratos vegetais, pois 0os compostos bioativos podem possuir
propriedades inibidoras da tirosinase, antioxidante, fotoprotetora e anti-inflamatérias,
favorecendo a agdo no controle da melanogénese, como € o caso da aroeira-do-
sertao.

O uso medicinal de Myracrodruon urundeuva € um dos mais difundidos na
populacdo rural e metropolitana da regi&o Nordeste do Brasil, principalmente no
Ceara. A populacdo nordestina, sobretudo do sertdo, tem muita estima por essa
espécie, muitas vezes tendo-a como algo “milagroso” ou a sua unica opgédo de
tratamento para diversas doencgas.

Devido a alta incidéncia solar e a maior presenca de fototipos mais altos, as
mulheres do Nordeste apresentam uma alta prevaléncia de melasma, até maior do
que as demais regides do Brasil. Por ser um produto desenvolvido com uma planta
que esta no dia a dia dessas pessoas, sera muito valorosa a sua aplicagcdo como
agente clareador. Dessa forma, promove-se o aproveitamento da biodiversidade e da
riqueza da caatinga.

Foi realizada uma busca de artigos cientificos disponiveis nas bases de dados
SciELO, Science Direct, Periddicos Capes e PubMed com os termos: “Myracrodruon
urundeuva + clareador ou whitening”; “Myracrodruon urundeuva + antioxidante ou
antioxidant”; “Myracrodruon urundeuva + tirosinase ou tyirosinase” e “Myracrodruon
urundeuva + fotoprotetor ou photoprotective”. Nao houve filtro por data. O baixo
numero de artigos cientificos encontrados (Tabela 3) mostra o potencial inventivo e
inovador da presente tese de doutorado.



Tabela 3 — Artigos encontrados em cada base de dados.
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Myracrodruon Mpyracrodruon Myracrodruon  Myracrodruon
urundeuva + urundeuva + urundeuva + urundeuva +
clareador ou antioxidante ou tirosinase ou  fotoprotetor ou
whitening antioxidant tyrosinase photoprotective
SciELO 0 4 1 0
Science
: 0 5 0 0
Direct
Periddicos 0 15 1 1
Capes
PubMed 0 8 0 1
Retirada de 0 18 1 1

duplicagdes
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sérum facial utilizando extrato aquoso das folhas de
Myracrodruon urundeuva (EAFMU) e avaliagdo da atividade clareadora, antioxidante

e fotoprotetora.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o perfil quimico do EAFMU através de ressonéncia magnética
nuclear (RMN), teor de fenois totais, flavonoides, analise fisico-quimica e
organoléptica;

e Avaliar a atividade clareadora in vitro de EAFMU através dos ensaios de
inibicdo da tirosinase e quelagao do ion cobre;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro EAFMU através de trés diferentes
métodos;

e Avaliar a atividade fotoprotetora in vitro do EAFMU;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro do EAFMU em células de fibroblastos murinos
pelo método da sulforodamina B;

e Desenvolver um sérum facial com EAFMU (SFMU);

e Avaliar a irritabilidade dérmica primaria, acumulada e a sensibilizacdo do
SFMU;

e Realizar caracterizagao fisico-quimica do SFMU (pH, viscosidade e densidade)
e organoléptica (aspecto, cor e odor);

e Avaliar a estabilidade acelerada da formulacéo, sendo analisados parametros

fisico-quimico, organoléptico e quimico (quantificagdo de acido galico).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparo do EAFMU

O material foi coletado em janeiro de 2019 no Nucleo de Ensino e Pesquisa
em Agricultura Urbana da Universidade Federal do Cear3, trata-se de uma planta
cultivada e com 7 (sete) anos de idade na data da coleta. A pesquisa esta devidamente
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, n° de cadastro: ASCOD51.

As folhas frescas (600 g) foram submetidas a hidrodestilagdo, com 2,5 L de
agua destilada, por um periodo de 2 horas. Posteriormente, foi feita a liofilizagdo do
liquido de cozimento (decocto), obtendo 80,0 gramas do extrato seco.

Usou-se o0 nome “extrato das folhas de Myracrodruon urundeuva”
(EAFMU) para identificagdo da parte utilizada, assim como da metodologia de
extragdo. Mas por ter sido liofilizado, trata-se de um extrato seco.

4.2 Caracterizagao fitoquimica do extrato

4.2.1 Anadlise por Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

O espectro de RMN 'H foi obtido em espectrometro Bruker, modelo Avance
DRX-500 (500 MHz para 'H), os deslocamentos quimicos (6) sdo expressos em parte
por milhdo (ppm) e referenciados no espectro de RMN 'H pelo pico do hidrogénio
pertencente a fragdo n&o deuterada do solvente (Clorofémio - on 7,27). Para a
dissolucdo da amostra e obtencdo do espectro foi utilizado solvente deuterado
(Clorofomio - CDCls), aproximadamente 30 mg em 0,5 mL de CDCls. A caracterizagao
da molécula foi realizada com base nas multiplicidades das bandas observadas no
espectro de RMN "H e nos deslocamentos quimicos (&) em comparagdo com os dados
reportados na literatura.

4.2.2 Quantificagao de fendis totais

A dosagem de fendis totais foi realizada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau. Composto por dois acidos, o fosfotunguistico e o fosfomolibidico, cujo
tungsténio e molibdénio apresentam estado de oxidagao 6+. Na presenga de agentes
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redutores, como os compostos fendlicos, a média do estado de oxidacado desses ions
encontra-se entre 5 e 6, formando os chamados tungsténio molibdénio de coloragéo
azul, cuja intensidade é medida por espectrofotometria. Foram transferidos 100 uL da
solugdo de EAFMU na concentragédo de 400 ug/mL para baldo volumétrico de 10 mL,
onde foram adicionados 250 pyL do reagente de Folin-Ciocalteau e 4 mL de agua
deionizada. Ap0s alcalinizar o meio (3 mL de Na2CO3s a 10%), o volume foi completado
com agua deionizada. A concentragao final do EAFMU foi 4 uyg/mL. Decorrido 15 min,
a temperatura ambiente, realizou-se a leitura espectrofotométrica (785 nm) no UV-
VIS. Os compostos fendlicos totais foram expressos como miligramas equivalentes de

acido galico por grama (mg EAG/g) (Singleton; Orthofer; Lamuela- Raventods, 1999).

4.2.2.1 Preparo da solugéo padréo acido galico

A solucdo padrdao de acido galico (solugdo estoque) foi preparada
dissolvendo-se o equivalente a 10 mg do padréo, pesado analiticamente, e dissolvido
em agua deionizada usando baldo volumétrico de 25 mL.

4.2.2.2 Preparo da curva de calibragdo

A curva de calibracéo de acido galico foi construida com o emprego de 6
concentragdes de acido galico, com faixa de trabalho entre 1 e 6 uyg/mL, preparadas
por meio de diluigdes de aliquotas de uma solugéao estoque (400 ug/mL). Para cada

ponto da curva foram utilizadas trés réplicas.

4.2.3 Teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi quantificado utilizando a metodologia de Ahn et al.
(2007) modificada. Foram transferidos 1.000 yL de EAFMU (1.000 pg/mL) para um
baldo de 10 mL, onde foram adicionados 800uL de AICl3z 2% e completado o volume
com metanol 50%. A concentragéo final do EAFMU foi 100 ug/mL. Apds 20 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
na absorbancia de 415nm no UV-VIS. O conteudo de flavonoides foi expresso em
equivalente de rutina (mg RU/g de extrato).
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4.2.3.1 Preparacéo da solugéo padrdo de rutina

A solucao padrao de rutina (solugao estoque) foi preparado dissolvendo-se
o equivalente a 10 mg do padrdo, pesado analiticamente e dissolvido em metanol

usando baldao volumétrico de 25 mL.

4.2.3.2 Preparo da curva de calibragdo

A curva de calibracdo de rutina foi construida com o emprego de 6
concentragdes de acido galico, com faixa de trabalho entre 1 e 6 ug/mL, preparadas
por meio de dilui¢des de aliquotas de uma solugéo estoque (400 ug/mL). Para cada

ponto da curva foram utilizadas trés réplicas.

4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica e organoléptica

A caracterizagdo fisica do po foi realizada através das analises de cor, odor,
densidade aparente, solubilidade em agua e pH.

A analise da cor foi realizada de forma visual e o odor através do olfato, como
recomendado pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019). A solubilidade foi testada
em agua.

A densidade aparente do EAFMU foi calculada através do método da proveta.
Um valor de massa conhecido do EAFMU foi vertido cuidadosamente em uma proveta

graduada. Anotou-se o volume ocupado pelo po, volume aparente.

Densidade aparente: da = m/va

Sendo: da = densidade aparente; m = massa da amostra e va = volume
aparente.

Para determinacdo do pH foi feita uma solugédo aquosa a 1% com o

EAFMU. O pH foi determinado por meio de técnica potenciométrica, com o

equipamento pHmetro previamente calibrado na faixa de pH de 4,0 e 7,0. As analises

foram realizadas em triplicata.
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4.3 Atividade Clareadora

4.3.1 Inibicao da enzima tirosinase

A atividade de inibicdo da tirosinase foi determinada por espectrofotometria
conforme descrito por Khatib et al. (2005), com adaptagdées. Foram preparadas
solugdes aquosas do EAFMU nas concentragdes 125; 250; 500; 1.000, 1.500 e 2.000
pug/mL.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1.200 pL de tampéao fosfato (pH 6,8);
600 pL da tirosinase de cogumelo (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 200 U/mL e
200 pL da solugdo com EAFMU.

Apo6s 5 minutos, foi adicionado 2.000 yL de solugdo de L-tirosina na
concentragcdo de 2 mM. Foram feitas duas leituras no comprimento de onda de 492
nm, sendo a primeira ap6s 30 minutos e a segunda ap6s 60 minutos de reac&o. Ensaio
realizado em triplicata.

Para o branco foi usado 1.800 uL de tampé&o fosfato; 200 uL do solvente do
EAFMU (agua) e 2.000 uL de tirosina 2 mM. Para o controle da enzima 1200 pL de
tampéo fosfato; 600 uL de tirosinase 200 U/mL; 200 pL do solvente EAFMU (agua) e
2.000 pL de tirosina 2 mM. A variacédo da densidade otica foi comparada na presenca
e auséncia da amostra teste (EAFMU ou acido kojico) para verificar a inibicdo da
tirosinase. Ensaio realizado em ftriplicata. (Khatib et al.,2005). O acido kéjico foi
utilizado com o padrdo. O percentual de inibicao foi calculado de acordo com a
equacgao:

% Inibigao = [(A —B) /A) ] x100

Sendo:

A = absorbancia do controle

B= absorbancia da amostra

4.3.2 Quelagao do ion cobre

A enzima tirosinase possui duas moléculas de cobre em seu centro ativo. A
quelagao do cobre € um dos mecanismos de inibicdo dessa enzima. Em um tudo de
ensaio adicionou-se 1.000 pL do extrato na concentragao de 1.000 uyg/mL e 4 mL de
tampéo fosfato pH 6,8. Apdés 10 minutos realizou-se leitura espectrofotométrica nos
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comprimentos de onde de 250 a 500 nm (com intervalos de 5 nm). Em seguida,
adicionou-se 200 pL de solucéo de sulfato de cobre 100 mM, apds tempo de espera
de 10 minutos realizou-se leitura nos mesmos comprimentos de onda. O acido kojico
foi usado como padréo. O deslocamento batocrémico indica quelagdo desse ion (Da
Silva et al., 2017).

4.4 Avaliacao da atividade antioxidante

4.4.1 Sustancias Reativas ao Acido Tiobitiurico — TBARS

A atividade foi medida de acordo com um método modificado descrito por
Costa et al., 2012. Foi avaliada a capacidade antioxidante do EAFMU em prevenir a
peroxidacgao lipidica através da medi¢cao da producao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico.

Foram preparadas solugdes de EAFMU nas concentragdes de 12,5; 25; 50;
100 e 200 pg/mL e do trolox (substancia controle) a 200 ug/mL. O substrato lipidico
utilizado foi a gema do ovo, em uma concentragdo de 1%, homogeneizado com o
tampao fosfato de potassio pH 7,4. Posteriormente, 1.000 uL da solugao lipidica foi
adicionado a 100 uL de cada concentragdo do EAFMU, e a esta solugao foi somada
a 100 L da solugédo de AAPH 0,12 M. Posteriormente, foi deixada em banho-maria a
37° C por 30 min.

Apos esfriar, a 500 uL dessa mistura foram adicionados 500 uL de acido
tricloroacético 15%. A solucéo foi centrifugada a 3.000 rpm por 10 min.

Apos a centrifugacao, 500 pL do sobrenadante foi retirado e misturado a 500
ML acido tiobarbiturico. As amostras foram encubadas em banho-maria a 95°C por 30
min e lidas em espectrofotémetro (MOD. GENESYS 10S UV-Vis) a 532 nm. Ensaio
realizado em triplicata. O percentual de inibigao foi calculado de acordo com a
equacgao:

% Inibicdo =[ (A -B) /A) ] x100

Sendo:

A = absorbéancia do controle

B= absorbancia da amostra
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4.4.2 Método do DPPH

A atividade foi medida de acordo com um método modificado de Saint-Cricq
de Gaulejac, Provost e Vivas (1999) modificado. O método € baseado na redugao do
radical DPPH (2,2-difeni1-picril-hidrazil), usando como padréo a vitamina C.

Foram preparadas solu¢des de EAFMU nas concentracdes de 1, 5, 10, 25,
50 e 100 pg/mL; o padrao vitamina C a 50 pyg/mL e uma solugao etandlica de DPPH
a 50 pg/mL. Posteriormente, uma aliquota de 2,5 mL de cada concentragdo dos
extratos foi adicionada em 1 mL da solugdo etandlica de DPPH 0,5 mg/mL .

Apo6s 30 min de reacéo, foi feita leitura em espectrofotbmetro UV-VIS em
comprimento de onda de 518 nm. Como controle negativo foi utilizada agua e a
solugédo de DPPH. Ensaio realizado em triplicata.

O percentual de inibigéo foi calculado de acordo com a Equacéo:
% Inibicdo = [(A —-B) /A)] x100

Sendo:

A = absorbéancia do controle

B= absorbancia da amostra

4.4.3 Radical hidroxil

A atividade foi medida de acordo com um método modificado descrito por
Zhao et al. (2006). Primeiro, 20 uL do EAFMU (50, 100 pg / mL) foram adicionados a
20 yL de EDTA 1 mM, 20 yL de FeClz 1 mM, 20 yL de desoxirribose 36 mM, 20 uL de
H202 10 mM e 20 uL de ascorbato 1 mM em placa de 96 pogos. Apds 1 hora, 200 uL
de acido tricloroacético (10%) e 200 pL de acido tiobarbiturico (1% em NaOH 50 mM)
foram adicionados e incubados a 85 ° C por 15 minutos. A absorvancia foi medida a
532 nm.

4.5. Avaliacao da atividade fotoprotetora

4.5.1 Varredura UVB e UVA

O perfil de absor¢ao do EAFMU na faixa de ultravioleta foi realizado como
primeiro passo para demonstrar sua atividade fotoprotetora, a varredura foi feita na
faixa de UVA (320-400 nm), na faixa de UVB (290-320 nm). A faixa de absorc¢ao esta
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relacionada com a capacidade de protecao a radiacao solar. O espectro de absorgéo

do filtro quimico benzofenonas-3 foi usado como referéncia.

4.5.2 Analise de FPS

Para a determinagao do FPS, utilizou-se a metodologia espectrofotométrica
de Mansur et al. (1986). O EAFMU foi diluido em agua deionizada até a concentragcao
final de 0,2 mg/mL. As analises das amostras foram realizadas em triplicata em
espectrofotobmetro, e a absorbéncia das solugdes foi medida em comprimentos de
onda definidos (290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm). A benzofenonas-3 foi usado
como referéncia. Para obtencdo do fator de prote¢cdo solar (FPS), a média das
absorbancias (n=3) foi inserida na equagao 1, sendo que, os valores utilizados para
[EE(A) x i (A\)] em cada comprimento de onda foram os mesmos preconizados por
Mansur et al. (1986).

320

FPS = FC.Z:EEM).;' (A).Abs(A

2%0

Sendo: FC = Fator de Corregao (igual a 10); EE (A) = efeito eritematdgeno da radiagao solar em cada
comprimento de onda A; i (A) =intensidade da luz solar no comprimento de onda; Abs (A)= leitura

espectrofotométrica da absorbancia da amostra em cada comprimento de onda.

4.6. Avaliacao da citotoxicidade in vitro

4.6.1 Cultivo das linhagens de fibroblastos murinos

A linhagem de fibroblastos murinos L929 (ATCC® clone 929) foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivada em meio DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de antibiético (100 Ul/mL de
Penicilina/estreptomicina 100 pg/mL) (Gibco) em estufa de a 37°C em incubadora
(Panasonic modelo MCO 19AICUU-PA) com 95% de umidade e 5% de CO2. O
crescimento celular foi observado em um microscépio invertido de contraste de fase
(LABOMED, modelo TCM 400). A manutenc&o das garrafas foi realizada duas vezes
por semana, utilizando tripsina em EDTA 0,05% (Gibco®) para remover as células da
garrafa quando atingida a confluéncia de 60 — 70% de ocupacéo.
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4.6.2 Avaliacao do efeito do EAFMU na viabilidade de fibroblastos murinos
pelo método da Sulforodamina B (SRB)

A determinacédo da viabilidade celular induzida pelo EAFMU foi avaliada pelo
meétodo da sulforodamina B (SRB), que € um método colorimétrico de ponto final, no
qual é possivel determinar a quantidade de células viaveis através de uma estimativa
da massa de proteina total (Papazisis et al., 1997). O corante SRB tem a capacidade
de se ligar a aminoacidos basicos proteicos presentes nas células viaveis. Apds 24 h
de crescimento celular, foram adicionadas diferentes concentragbes de EAFMU (0,2;
0,4; 0,8; 1,6; 3,1; 6,3; 12,5; 25 pg/mL) por 24, 48 e 72 h. Apds o tempo de incubacéo,
o0 meio de cultivo foi removido e as células foram fixadas com 100 pL de &acido
tricloroacético 10% (p/v), por no minimo 1h a 4°C, em seguida coradas com 100 uL
de SRB 0,4% ((p/v) em acido acético 1%) e mantidas em incubadora com 5% CO- a
37°C por 30 min. As placas foram lavadas com acido acético 1% para a remogao do
excesso de corante, e entdo adicionados 200 uL de solucéo de leitura tampao Tris-
base (10 mM) e homogeneizado por 10 minutos (Houghton et al.,, 2007). A
absorbancias (Abs) da placa foram lidas em leitora de microplacas (Multiskan FC —
Thermo Scientific®) no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados do SRB foram

expressos como percentual de viabilidade celular, determinado através da formula:

Abs da amostra

Viabilidade (%) = ( )xlOO

Abs da média do grupo controle DMEM

4.7 Desenvolvimento da formula

4.7.1 Estudo de compatibilidade do agente de viscosidade

Foram feitos quatro testes usando o0s agentes de viscosidade:
Aristoflex®AVL; Carbopol® 940, Natrosol e Goma xantana. Sendo:
Formula 1: Aristoflex®AVL 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp. 20 mL
Férmula 2: Carbopol® 940 2% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp. 20 mL
Formula 3: Natrosol 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp. 20 mL
Formula 4: Goma xantana 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gqsp. 20 mL
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Tendo como base o estudo de compatibilidade dos agentes de viscosidade,

foi desenvolvida a formula de um sérum facial com extrato aquoso das folhas de

Myracrodruon urundeuva (SFMU), para fins comparativos, preparou-se também a

formulac&o “Branco” que consiste na mesma férmula substituindo o EAFMU por agua

deionizada (Tabela 4). A formulagédo abaixo, bem como o método de preparo, esta

protegida pelo Depdsito de Patente junto ao Instituto de Propriedade Industrial - INPI.
Numero do Processo: BR 10 2022 011452 8.

Tabela 4 - Formulagéo quali e quantitativa do SFMU e fungéo dos ingredientes.

Ingrediente INCI Funcao Uso
(%op/p)

Aristoflex AVL Caprylic/capric triglyceride (and) Agente de 1,00

ammonium viscosidade/

acryloyldimethyltaurate/VP emulsionante

copolymer (and) trilaureth-4
phosphate (and) polyglyceryl-2-
sesquiisostearat
EAFMU - Ativo 1,00
Oleo de rosa Rosa Canina Fruit Oil Emoliente 1,00
mosqueta

Goma xantana Xanthan Gum Agente de 0,50

viscosidade
Glicerina Glycerin Umectante 2,00
EDTA Disodium EDTA Quelante 0,10
Fenoxietanol + Phenoxyethanol (and) Conservante 0,50

etilhexilglicerina Ethylhexylglycerin
BHT BHT Antioxidante 0,05
Trietanonamina Triethanolamine Alcalinizante gs.
Agua Aqua Veiculo qgsp.
deionizada

INCI: Internacional Nomenclature of Cosmetic; %p/p: % peso/peso.
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Modo de preparo: a) Misturar o EDTA e fenoxietanol + etilhexilglicerina com agua
deionizada (FASE A); b) usar 67% do volume da FASE A para solubilizar o Aristoflex®
AVL, realizar esse processo sob agitacdo (FASE B); c) solubilizar o EAFMU em 5%

do volume da FASE A (FASE C); d) levigar a goma xantana na glicerina e apos bem
homogeneizado, adicionar o restante da mistura preparada na FASE A, realizar esse
processo sob agitacdo (FASE D); e) solubilizar o BHT no 6leo de rosa mosqueta
(FASE E); f) misturar a FASE B e FASE D, sob agitagdo constante até completa
homogeneizagao e em seguida adicionar a FASE E, mantendo a agitagcdo em agitador
mecanico a 1.000 rpm por 5 minutos. Ajustar o pH com trietanolamina até pH 7,5.
Apoés 24 horas adicionar a FASE C mantendo a agitagdo em agitador mecénico a
1.000 rpm por 5 minutos. O pH apds estabilizagcdo devera estar na faixa de 4,50.
Para o Branco n&o é necessario ajuste de pH, e a ultima etapa, ao invés de adicionar
a solugdo com o EAFMU, adicionou-se somente 5% da FASE A.

4.7.3 Estudo do pH da formulagao

As amostras foram submetidas a avaliacdo de pH através da utilizagdo de um
pHmetro digital. Primeiramente, o eletrodo foi calibrado com as solugbes tampdes
de pH 7,0 e 4,0, respectivamente. Apos a calibracdo, a determinacédo do pH foi
realizada introduzindo o eletrodo diretamente nas amostras, visto que foi utilizado
eletrodo especifico para semi-solidos.

A analise visual das amostras foi feita nos pH de 4,0 a 9,5, com intervalos de
0,5. Para realizagao deste ensaio, o ajuste do pH com trietanolamina foi feito apds a

incorporacao do EAFMU.

4.7.4 Analise fisico-quimica

De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da
Anvisa, “Creme, log&o, gel ou dleo para o rosto/ corpo/ cabelos/méaos/pés”, grupo ao
qual o SFMU se enquadra, devem realizar os seguintes ensaios: pH, viscosidade,
densidade (Brasil, 2008). Todos os ensaios também foram realizados no “Branco”.
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4.7.4.1 pH

A analise foi feita conforme descrito em 4.7.3

4.7.4.2 Viscosidade

Foi realizado através do meétodo rotativo usando o viscosimetro rotacional
(Série MVD-8 Marca Marte). Inicialmente foi escolhido o fuso (spindle) L3 e a
velocidade de 60 rpm. A seguir, mergulhou-se o fuso diagonalmente na amostra com
temperatura estabilizada, conforme especificado, isenta de bolhas, até a marca
(sulco) da haste do fuso e nivelou-se o aparelho. Verificada a auséncia de bolhas
junto ao fuso, procedeu-se a leitura da viscosidade, de acordo com o procedimento

operacional do aparelho.

4.7.4.3 Densidade

Foi realizado utilizando um picnémetro de metal. Pesou-se o picnémetro vazio
e anotou-se o0 seu peso (MO). A seguir, foi enchido completamente com agua
purificada, evitando-se a introdugao de bolhas. Apds seca-lo cuidadosamente, pesou-
se novamente (M1). O proximo passo foi encher completamente o picnédmetro (limpo
e seco) com a amostra, evitando a formagdo de bolhas. Depois de seca-lo
cuidadosamente, foi pesado novamente (M2).

Calculo:
M2 — MO

densidade = MI_Mo

Sendo: d = densidade MO = massa do picndmetro vazio, em gramas M1 = massa do picndmetro com

agua purificada, em gramas M2 = massa do picnédmetro com a amostra, em gramas.

4.7.5 Analise das caracteristicas organolépticas

De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da
Anvisa, “Creme, log&o, gel ou dleo para o rosto/ corpo/ cabelos/méaos/pés”, grupo ao
qual o SFMU se enquadra, devem realizar os seguintes ensaios: cor, aspecto e odor
(Brasil, 2008).
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A analise de cor e aspecto deve ser visual e a de odor através do olfato.

4.8 Analise seguranga da formulagao

4.8.1 Irritabilidade dérmica primaria, acumulada e a sensibilizagao

O ensaio foi realizado pela IPCLIN — Instituto de Pesquisa Clinica e
Integrada, empresa habilitada na Rede Brasileira de Laboratorios Analiticos em Saude
(Reblas).

Foram selecionados 60 participantes de ambos os sexos, com idade entre
20 a 65 anos e fototipo de | a IV. Foi empregado o teste de contato (patch test). O
produto e o controle foram aplicados sob apdsito semi-oclusivo no dorso dos
participantes, no lado direito ou esquerdo (de acordo com a randomizagao). A
metodologia detalhada esta devidamente descrita no Relatorio do Ensaio (Anexo 1),
documento emitido pela IPCLIN.

4.9 Analise de estabilidade da formulagao

4.9.1 Teste de centrifugagcao

O SFMU foi submetido ao teste de centrifugacéo, que consiste em centrifugar
uma amostra a 3.000 rpm durante 30 minutos. O produto deve permanecer estavel e
qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de reformulacdo. Se aprovado

nesse teste, o produto pode ser submetido aos testes de estabilidade (Brasil, 2004).

4.9.2 Teste de estabilidade

Amostras de, aproximadamente, 100,0 g e 25,0 g foram acondicionadas em
potes de vidro de boca larga com boa vedagéo, sendo o primeiro para realizagdo dos
ensaios e o segundo para analise de caracteristicas organoléptica. Este estudo tem
como objetivo fornecer dados para prever a estabilidade do produto, tempo de vida
util estimada e compatibilidade da formulagdo com o material de acondicionamento
(Brasil, 2004).

As amostras foram submetidas as seguintes condigdes, durante 90 dias e
analisadas nos tempos: 24 horas apos o preparo (T0), 7° (T7), 15° (T15), 30° (T30),
60° (T60) e 90° dias (T90), sendo a analise quimica até o T60.
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e Temperatura baixa (geladeira): 5,0 £ 2,0 °C;

e Temperatura ambiente: 25,0 + 2,0 °C;

e Temperatura elevada (estufa): 40,0 £ 2,0 °C.

Os parametros avaliados foram as caracteristicas:
e Fisico-quimica (pH, viscosidade e densidade);
e Organolépticas (aspecto, cor e odor);

e Quimica (quantificagdo de acido galico).

Para os ensaios organolépticos adotou-se a classificacdo do Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (Brasil, 2004).

As metodologias usadas para analise dos parametros acima foram descritas
em 4.7.3 (pH); 4.7.4.2 (viscosidade); 4.7.4.3 (densidade) e 4.7.5 (organoléptico).
Sendo a metodologia para quantificagdo do acido galico devidamente descrita abaixo.

4.9.2.1 Analise quimica

Foi realizada quantificagdo de acido galico no SFMU em todos os tempos
predeterminados (TO, T7, T15, T30, T60) por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). A fase moével foi o Metanol/H,O (Acido acético 2%), relagdo 20:80
em modo isocratico. e a coluna usada foi Phenomenex C1g (250 x 10,0 mm) 5 ym. A
amostra foi diluida em agua deionizada. Temperatura do forno: 40°C. Fluxo: 0.5
mL/min. Volume de injegdo: 10 yL. A deteccgao, através do detector DAD (Shimadzu
UFLC-PDA SPD-M20A), foi realizada em uma faixa de comprimento de onda de 254

nm.

Preparacdo da curva de calibracdo do acido galico:

Utilizou-se como ponto de referéncia a concentragdo de 100 ppm. Foram
pesados 10,0 mg de acido galico, e solvidos em 1.000 puL de agua deionizada, a
solugédo foi deixada por 10 minutos no ultrassom para homogeneizagdo. Em seguida,
uma aliquota de 100 uL foi tomada e levada ao volume final de 1.000 uL. Finalmente,
uma aliquota de trabalho de 100 pL foi tomada e levada ao volume final de 1.000 uL
com o diluente, filtrado para ser injetado no equipamento. Concentragao final: 0,1

mg/mL.
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Analise de SFMU

Foram pesados 100 mg de SFMU (equivalente a 1 mg de acido galico) e

dissolvidos em 1.000 pL de agua deionizada, em seguida, a solugéo foi levada ao
ultrassom por 10 minutos para completa homogeneizagao. Logo apds, foi colhida uma
aliquota de trabalho de 100 pL, levada ao volume final de 1.000 pL, filtrada para ser
injetada no equipamento. Concentragéo final (em equivalente de acido galico): 0,1
mg/mL.

4.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism verséao 6. A analise do comportamento dos parametros do teste de estabilidade
em relagdo ao tempo (dias) foi analisada por regressao linear, considerando um p <
0,05. Para comparar as inclinagdes e interceptos dos trés conjuntos de dados
(geladeira, temperatura ambiente e estufa) foi aplicado a Analise de Covariancia
(ANCOVA) considerando um p < 0,25. No ensaio de citotoxicidade a distribuigcdo
normal foi avaliada pelo teste de ShapiroWilke. Os dados que seguiram a normalidade
(paramétricos) foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido de pos-teste de
Bonferroni, para a comparagdo dos grupos. Os resultados foram expressos como
meédia e em todas as situagdes, foi adotado um nivel de significancia de p < 0,05.

Para os demais testes, a Analise de Variancia (ANOVA) foi utilizada para
comparar as medias das porcentagens, aplicando pos-teste de Tukey e considerando
um p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao quimica

5.1.1 Ressonéancia Magnética Nuclear - RMN

De acordo com o espectro, Figura 6, pode-se ver que o0s compostos
majoritarios s&do: acido galico, seu precursor acido quinico e N-metil-trans-4-hidroxi-L-
prolina. O sinal em dH 7,04 corresponde aos dois hidrogénios do anel benzénico.
Observa-se também a presenca da quercetina e seus derivados, mas pela intensidade
do pico, encontram-se em baixa concentragdo. Aquino et al. (2019) através de
equipamento de cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC), isolou 24
(vinte e quatro) compostos. Cada composto isolado foi identificado pela massa,
fragmentacdo MS/MS, e a estrutura foi confirmada por analises de RMN, incluindo
experimentos de RMN de 1H, COSY, HSQC, HMBC e NOESY. A estrutura quimica

de todos os compostos esta devidamente representada na Tabela 1.

Figura 6 - Espectro do EAFMU obtido por RMN'H.

Decocto das folhas de Aroeira I1I (EDILBERTO-UFC) [RMN 1H/D20/303K] OPER. CHAGAS 21/01/2020

891

2%
2 22
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva; RMN'H = Ressonancia

Magnética Nuclear de Protio.
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5.1.2 Quantificagcao de fendis totais

A quantificacdo de substancias fendlicas em EAFMU foi realizada utilizando
EAFMU na concentragao final de 4 ug/mL. A linearidade foi avaliada através de uma
curva de calibragdo (Tabelas 5 e 6 e Figura 7). Os valores da média da absorbéancia
da amostra de EAFMU (0,268 + 0,008) foram interpolados na curva de calibracéo,
obtendo assim a concentracdo de 568,82 mg equivalentes de acido galico por grana
(EAG/g) de extrato.

Tabela 5 - Concentragéo de fendis totais do EAFMU obtidos por espectrofotometria UV/VIS a 785 nm.

ABSORBANCIA + DP CONCENTRAGAO mg %
EAGI/g
0,268 + 0,008 568,82 56,88

Legenda: EAG/g = equivalente acido galico por grama. Os resultados foram expressos em média +
Desvio Padréo (n = 3).

Tabela 6 - Absorbancia do padréo acido galico obtido por espectrofotometria UV/VIS a 785 nm.

CONCENTRAGAO
(ug EAG/mL) ABSORVANCIA * DP
1 0,141+ 0,002
2 0,235 0,002
3 0,346 0,004
4 0,454+ 0,007
5 0,518+ 0,005
6 0,661+ 0,005

Legenda: EAG/g = equivalente acido galico por grama. Os resultados foram expressos em média +
Desvio Padrao (n = 3).
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Figura 7 - Curva de calibragéo do acido galico obtida pelo método espectrofotométrico UV/VIS a 785
nm.
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5.1.3. Teor de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides de EAFMU foi realizada utilizando extrato com
concentracgéo final de 100 pg/mL. A linearidade foi avaliada através de uma curva de
calibragao (Tabelas 7 e 8 e Figura 8.). Os valores da média da absorbancia da amostra
de extrato (0,201 + 0,002) foram interpolados na curva de calibragdo, obtendo assim

a concentracgéo de 25,44 mg equivalentes de rutina por grama (ERU/g) de extrato.

Tabela 7 - Concentragéo de flavonoides do EAFMU obtidos por espectrofotometria UV/VIS a 415 nm.

ABSORBANCIA + DP CONCENTRAGAO ug %
ERU/g
0,201 + 0,002 25,44 2,54

Legenda: EAG/g = equivalente rutina por grama. Os resultados foram expressos em média + Desvio
Padréo (n = 3).
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Tabela 8 - Valores de absorbancia, concentragao de flavonoides e percentual do ELFLF obtidos por
espectrofotometria UV-VIS a 415nm.

CONCENTRAGAO
(mg EAG/mL) ABSORVANCIA £ DP
1 0,068+ 0,004
2 0,174+ 0,003
3 0,232+ 0,003
4 0,315+ 0,003
5 0,395+ 0,006
6 0,471+ 0,003

Legenda: EAG/g = equivalente rutina por grama. Os resultados foram expressos em média + Desvio
Padréo (n = 3).

Figura 8 - Curva de calibragao da rutina obtida pelo método espectrofotométrico UV/VIS a 415 nm.
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5.1.4 Caracterizagdao fisico-quimica e organoléptica

As propriedades fisico-quimicas e organolépticas do EAFMU estéo
apresentadas na Tabela 9 e a imagem do extrato na Figura 9.
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Tabela 9 - Caracterizagéo fisica-quimica do EAFMU.

Propriedades EAFMU
Cor Marrom amarelado
Odor Caracteristico
Aspecto P6 homogéneo
Densidade aparente 0,476 + 0,001 g/cm?3
Solubilidade em agua Facilmente soluvel
pH 3,80 £ 0,015

Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Os resultados foram
expressos em média + Desvio Padréo (n = 3).

Figura 9 — EAFMU - Extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva liofilizado (extrato seco)

5.2 Avaliagao da atividade clareadora

5.2.1 Inibicdo da enzima tirosinase

O EAFMU teve eficaz atividade inibidora da enzima tirosinase. Na concentragao
de 1.500 pyg/mL o extrato inibiu, com 30 minutos de reacédo, 76,48% da enzima e o
padrao acido kéjico na mesma concentragao inibiu 96,17%. Observou-se também o
padrao na concentragao de 125 pg/mL ja apresentou atividade bastante eficaz, ja o
EAFMU essa atividade foi revelada sobretudo a partir da concentragao de 500 pg/mL.
Nenhuma das amostras testadas teve decaimento de inibicdo no tempo de 60 minutos
quando comparado ao tempo de 30 minutos (Tabela 10 e Figuras 10 e 11).
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Tabela 10 - Avaliagao da atividade inibidora da tirosinase do EAFMU e acido kéjico nos tempos de 30
e 60 minutos.

Conc. 30 minutos 60 minutos

(mg/mL) EAFMU Ac. Kdjico EAFMU Ac. Kéjico

125 0,00 + 0,00 88,90 £ 0,42 5,890 + 0,44 89,71 £ 0,17
250 1,21 £ 0,29 91,10 £ 0,25 13,98 £ 0,23 94,34 + 0,09
500 29,28 + 0,23 91,92 + 0,25 30,52 + 0,10 95,75 +£0,16
1000 67,71 +£0,14 93,97 £ 0,23 69,19 + 0,31 96,68 + 0,09
1500 76,48 + 0,30 96,17 £ 0,23 79,97 £ 0,17 97,17 £ 0,09
2000 83,76 £ 0,29 97,81 £ 0,24 86,03 + 0,10 98,41+ 0,10

Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Os resultados foram

expressos em média + Desvio Padrao (n = 3).

Figura 10 - Comparagao da inibigao de Tirosinase pelo acido kojico e EAFMU nos tempos de 30 e 60
minutos.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Analise de Variancia
(ANOVA), pos Test Tukey. Significancia se p < 0,05.

Figura 11 - Taxa de inibicdo de tirosinase de acordo com o tempo e as concentragdes de acido kéjico
e EAFMU.

1201
X
o 1007 Acido Kajico
[72] —
©
= 80- EAFMU
w
°
i 60 -
(0]
o 40 -
o
@ — 30 minutos
2 204
2 = 60 minutos
£

0 T T T T T 1

0 125 250 500 1000 1500 2000

Concentragdes (ug/mlL)

Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva.
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5.2.2 Quelacao do ion cobre

O deslocamento batocrémico indica atividade de quelagcdo do ion cobre. O
EAFMU causou deslocamento de 10 nm (300 — 310), Figura 12A. Ja o padréo acido
kojico provocou deslocamento de 20 nm (295 — 315), Figura 12B.

Figura 12 - Espectros de absor¢ao de UV/VIS do EAFMU (A) e acido kojico (B) com e sem CuSO4 para

avaliacdo capacidade quelante de ions de cobre.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva.

5.3 Avaliagao da atividade antioxidante

5.3.1 Sustancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico — TBARS

O EAFMU apresentou um forte potencial antioxidante. Na contragdo de 200
Mg/mL, o extrato alcangou inibigdo de 64,43%, enquanto o padréo trolox, na mesma
concentragéo, obteve inibicdo de 70,01%. Na concentracdo de 50 pg/mL inibigdo
chegou a quase 50%. Os resultados estdo na Figura 13.

Figura 13 - Avaliagdo da atividade antioxidante do EAFMU e do trolox através da metodologia de
TBARS.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva; TROLOX = concentragdo
200 pg/mL. Os resultados foram expressos em média + E.P.M. (n = 3). Letras iguais nas barras nao
significam diferenga estatistica (p < 0,05) ap6s analise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste
de Tukey.

5.3.2 Método do DPPH

O EAFMU apresentou um forte potencial antioxidante. Na contragdo de 50
Mg/mL, o extrato alcangou inibicdo de 76,46%, enquanto que o padrao vitamina C, na
mesma concentragao, obteve inibigao de 81,53%. Ja na concentragdo de 100 pg/mL,
EAFMU n&o apresentou diferencga significativa em relagao ao padrao na concentragao
de 50 pg/mL. Os resultados estdo na Figura 14.

Figura 14 - Avaliagdo da atividade antioxidante do EAFMU e da vitamina C através da metodologia de
DPPH.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de M. urundeuva; Vit C = Vitamina C (50 pyg/mL). Os
resultados foram expressos em média + E.P.M. (n = 3). Letras iguais nas barras n&o significam
diferenca estatistica (p < 0,05) apds analise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste de Tukey.

5.3.3 Radical hidroxil

O radical hidroxil (HO") € um dos mais deletérios radicais livres, pois sua meia-
vida é muito curta, o que faz com que o ataque as células seja muito rapido. O EAFMU
na concentragdo de 50 pg/mL apresentou atividade inibidora do radical superior a
50%, demonstrando que in vitro tem atividade antioxidante satisfatéria frente a esse

radical. Os resultados estdo na Figura 15.
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Figura 15 - Avaliagédo da atividade antioxidante do EAFMU através da metodologia do radical hidroxil.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. O experimento foi
realizado em ftriplicata. Utilizou-se analise de variancia ANOVA, a qual nao identificou diferenga
significativa entre as concentragdes avaliadas (p = 0,0520).

5.4. Avaliagao da atividade fotoprotetora

5.4.1 Varredura UVB e UVA

Como pode ser visto na Figura 16, o EAFMU absorveu a radiagao ultravioleta
nos comprimentos de onda relativos ao UVB, ja o padrdo benzofenona-3, como

esperava-se, absorveu a radiagao nos comprimentos de onda relativos ao UVB e em
boa parte de UVA.

Figura 16 - Varredura do EAFMU e da benzofenona-3 nos comprimentos de onda de 280 a 400 nm.
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva.
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5.4.2 Anadlise de FPS

Os valores obtidos na varredura nos comprimentos de 290 a 320 nm foram
inseridos na equacgao de Mansur e obtidos os resultados que podem ser vistos na
tabela 11. O FPS do EAFMU demonstrou-se bastante satisfatorio.

Tabela 11 - Valores de FPS de EAFMU e benzofenona-3.

FPS £ DP
EAFMU 14,43 + 0,015
Benzofenona-3 20,39 £ 0,020

Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Os resultados foram
expressos em média + Desvio Padrao (n = 3).
5.5. Avaliagao da citotoxicidade in vitro

Nas primeiras 24 horas, EAFMU n&o foi citotbxico em nenhuma das
concentragdes, sendo capaz de aumentar significativamente a proliferagao celular nas
concentragbes de 0,8 e 0,4 pg/mL: (118,0 e 122,6% p<0,05) em relagdo ao grupo
DMEM - Figura 17A). Apés 48 horas, somente as concentragdes de 25 e 12,5 uyg/mL
(77,28 e 90,17% p <0,05) reduziram a proliferacdo celular em relagdo ao grupo
controle - Figura 17B). Em 72 h, apenas a maior concentragdo foi citotoxica quando
comparada ao grupo DMEM (78,89% p <0,05- Figura 17C).
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Figura 17 - Viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) tratados com EAFMU pelo método de
SRB, apos 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (c).
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Legenda: EAFMU = extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. A viabilidade celular de
fibroblastos pelo SRB foi expressa apos 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) de incubagao com EAFMU (0,2 —
25 pg/mL). Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados foram expressos como
porcentagem média * erro padrdo da média. One-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni foi
utilizado para a analise estatistica dos dados. *p<0,05 representa diferenga significativa em
comparacgao ao grupo DMEM 2,5%.

5.6 Desenvolvimento da formulagao
5.6.1 Estudo de compatibilidade com agente de viscosidade

O EAFMU foi compativel com os quatro agentes de viscosidade testados, como
pode ser visto na Figura 18. Em todos os testes houve aumento da viscosidade e
homogeneidade, sem nenhum indicio de possivel incompatibilidade. Optou-se por
prosseguir o estudo com o Aristoflex® AVL, por na sua composigdo também possuir
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agente emulsificante, tornando importante para incorporagdo do 6leo de rosa

mosqueta; e também com a goma xantana.

Figura 18 - Avaliagdo da compatibilidade do EAFMU com os agentes de viscosidade.

Legenda: F1 = Férmula 1 (Aristoflex®AVL 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp.); F2 = Formula 2 (Carbopol
2% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp.); F3 = Formula 3 (Natrosol 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp.);
F4 = Férmula 4 (Goma xantana 4% + EAFMU 1% + Agua deionizada gsp).

5.6.2 Estudo de pH da formulagao

De acordo com analise visual, Figura 19, optou-se por trabalhar com o SFMU
na faixa de pH de 4,0 a 4,5, visto que a partir do pH 5,0 houve escurecimento, podendo

ser indicativo de oxidagéao.

Figura 19 - Analise visual da mudanga da cor do SFMU nos pH de 4,0 a 9,5.
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5.6.3 Analise fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos para prosseguimento dos estudos foram
definidos conforme Tabela 12.

Tabela 12 - Analise de pH, viscodidade e densidade do SFMU e Branco.

pH Viscosidade Densidade
+ DP (mPa.S) £ DP (g/cm3) £ DP
SFMU 4,50 + 0,020 893 1+ 4,04 1,0055 + 0,0004
Branco 4,43 + 0,020 1.380 + 4,04 0,9983 + 0,0004

Legenda: SFMU = Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Os resultados
foram expressos em média + Desvio Padréo (n = 3).

5.6.4 Analise organolépticas

Os parametros organolépticos para prosseguimento dos estudos foram
definidos conforme Tabela 13.

Tabela 13 - Avaliagédo das caracteristicas organolépticas de SFMU.

Aspecto Cor Odor

SFMU Liquido levemente
viscoso com aspecto Amarelado Caracteristico

de sérum

Branco Liquido levemente
viscoso com aspecto Branco leitoso Caracteristico

de sérum

Legenda: SFMU = Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva

5.7 Analise seguranga da formulagao

5.7.1 irritabilidade dérmica primdria, acumulada e a sensibilizagao

A empresa IPCLIN, através do ensaio de patch test, ndo detectou reacdes
adversas nas areas de aplicagdo do produto e do controle durante o periodo de
estudo. Nenhum participante referiu sensagdo de desconforto ao produto. Dessa
forma, no laudo obtido, consta a seguinte concluséo: “O produto ndo induziu processo

de irritacao e sensibilizagao cutanea, durante o periodo de estudo e, portanto, suporta
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o apelo Dermatologicamente testado”. Os resultados estdo devidamente

apresentados no Relatério do Ensaio (Anexo 1), documento emitido pela IPCLIN.

5.8 Analise de estabilidade da formulagao

5.8.1 Teste de centrifugagao
O SFMU manteve-se estavel apos a centrifugacdo, sem nenhum indicio de

precipitagdo, como pode ser visto na Figura 20.

Figura 20 - Teste de centrifugagdo do SFMU e Branco

SFMU Branco

Legenda: SFMU = Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva

5.8.2 Teste de estabilidade

O SFMU e Branco foram submetidas a temperatura baixa/geladeira — TG (5,0
+ 2,0 °C), temperatura ambiente (25,0 £ 2,0 °C) e temperatura elevada/estufa (40,0 +
2,0 °C), sendo avaliados os parametros: fisico-quimico (pH, viscosidade e densidade);
organolépticas (aspecto, cor e odor) e quimico (quantificagdo de acido galico). As
amostras foram analisadas em nos tempos de TO, T7, T15, T30, T60 e T90 (Tabelas
14 e 15), sendo a analise quimica até o T60. Para analise de pH, viscosidade,
densidade foi usado o percentual (%) de variagdo em relagdo ao TO.

A Figura 21 mostra o acompanhamento da cor do SFMU e Branco. Também
foi realizada analise de pH, viscosidade e densidade por regresséo linear (Figura 22).
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Tabela 14 - Valores de pH, viscosidade, densidade com suas respectivas % de variagdo em relagdo a T0, desvio padrao e aspectos organolépticos do SFMU em TO, T7, T15,
T30, T60 e T9O

GELADEIRA AMBIENTE ESTUFA

T(‘;'I';g;’ TO T7 T15 T30 T60 T90 T7 T15 T30 T60 T90 T7 T15 T30 T60 T90
446: | 443: 437+ | 431+ | 424+ 450+ | 440+ | 435+ | 435+ | 422+ | 448+ 4,39+ 431+ | 437+ | 421+ | 448+

pH 0005 | 0028 0,025 | 0020 | 0,030 0,351 0,020 | 0010 | 0011 | 0,034 | 0,010 0,040 0,036 | 0,020 | 0030 | 0,049

% variagéo 0,67 2,02 -3,36 -4,93 0,90 1,34 2,47 246 | -538 0,45 1,57 336 | 201 | -560 0,45
Viscosidade | 887+ 891+ 894+ 896+ 912+ 943+ 888+ 907+ 882+ | 873+ 863+ 853+ 857+ | 838+ | 796+ | 735+
(mPa.S) 3.05 4,00 4,04 1,52 2,08 1,15 1,15 3,00 3,06 2,52 4,04 2,52 5,51 2,52 3,60 4,04
% variagio 0,45 0,79 1,01 2,82 6,31 0,11 2,25 0,56 | -1,58 2,70 -3,83 338 | -552 | -1025 | -17,14

Densidade | 10063 | 10036 | 1,0098 | 1,0141 | 1,0126 | 1,0086 | 1,0094 | 1,0099 | 1,134 | 1,0062 | 1,0082 | 1,0103 | 1,0098 | 1,0154 | 1,0129 | 1,0130

0,0009 | 0,0007 | 00006 | 00006 | 0,0004 | 00006 | 0,0006 | 0,006 | 0,0006 | 0,0008 | 0,008 | 00006 | 0,0006 | 0,0008 | 0,0006 | 0,0004

% variagao

-0,27 0,35 0,78 0,63 0,23 0,31 0,36 0,70 -0,01 0,19 0,40 0,35 0,9 0,66 0,66
Aspecto N N N N N N N N N N N N N N N N
Cor N N N N N N N N N N N N N LM LM M
Odor N N N N N N N N N N N N N N N N

Legenda: N = normal, sem alteragao; LM = levemente modificado; M = modificado. SFMU = Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva. Os resultados
(pH, densidade e viscosidade) foram expressos em média + Desvio Padrado (n = 3).
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Tabela 15 - Valores de pH, viscosidade, densidade com suas respectivas % de variagdo em relagdo a T0, desvio padrao e aspectos organolépticos do Branco em T0, T7, T15,
T30, T60 e T90.

GELADEIRA AMBIENTE ESTUFA

Tempo (dias) T0 T7 T15 T30 T60 T90 T7 T15 T30 T60 T90 T7 T15 T30 T60 T90

4,51+ 4,32+ 4,43+ 4,47+ 4,50+ 4,43+ 4,30+ 4,36+ 4,24+ 4,36+ 4,41+ 4,37+ 4,35+ 4,18+ 4,34+

pH 313?2 0,029 0,046 0,036 0,042 0,055 0,030 | 0,025 0,052 | 0,045 | 0,020 0,040 0,030 | 0,036 | 0,053 0,04
% variagao 1,80 2,48 0,00 0,90 1,58 0,00 2,93 1,58 4,28 1,58 0,45 1,35 1,80 | -564 | -2,03
Viscosidade | 1371+ | 1396+ | 1445+ | 1366+ | 1373+ | 1397+ | 1358+ | 1339+ | 1302+ | 1234+ | 1148% 13332 1250+ | 1192+ | 1118+ | 997+
(mPa.S) 3,00 3,78 3,51 3,06 3,51 3,00 3,00 3,60 3,51 3,78 | 4,00 3,00 2,52 4,00 3,21 3,00
e 1,82 5,40 0,36 0,14 1,89 0,52 2,33 -5,03 9,99 | -16,26 2,55 882 | -13,05 | -18,45 | -27,28
; 0,998 09927 | (9960 | 1,0074 | 1,0069 | 1,0073 | 09967 | 09957 | 10042 | 10089 | 1,0043
Densidade 3+ | 0,9932+ | 1,0041+ | 1,0045+ | 1,0097+ | 1,0080+ + oy o, " ", oy 7 i o, i
01%00 0,0006 | 0,0004 | 0,005 | 0,0006 | 0,0006 } 00007 | (5007 | 00006 | 0,0008 | 00006 | 00006 | 00006 | 0,0007 | 0,0005 | 0,0004
% variagdo -0,51 0,58 0,62 1,14 0,97 0,56 0,23 0,91 0,86 0,90 0,16 0,26 0,59 1,06 0,6
Aspecto N N N N N N N N N N N N N N N N
Cor N N N N N N N N N N N N N N N N
Odor N N N N N N N N N N N N N N N N

Legenda: N = normal, sem alteragao; LM = levemente modificado; M = modificado. Os resultados (pH, densidade e viscosidade) foram expressos em média + Desvio Padréo (n = 3).
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Figura 21 - Cor do SFMU e Branco nos tempos T0, T7, T15, T30, T60 e T90.
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Legenda: SFMU = Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva; TO = tempo apos 24
horas de preparo; T7 = 7° dia; T15 = 15° dia; T30 = 30° dia; T60 = 60° dia; T90 = 90° dia; TG = temperatura de geladeira;
TA = temperatura ambiente; TE = temperatura de estufa.



Figura 22 - Regressao linear do estudo de estabilidade do pH, viscosidade e densidade do SFMU
e Branco.
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Legenda: SFMU - Sérum Facial com extrato aquoso das folhas de Myracrodruon urundeuva
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5.8.2.1 Analise quimica

Foi quantificado o acido galico no SFMU em todos os tempos (TO; T7; T15;
T30 e T60) através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os valores foram obtidos
por interpolagéo da curva de calibragdo do acido galico (Figura 23). No TO o teor de acido
galico na amostra foi 13,20%, sendo os valores de geladeira (T7: 12,53%; T15: 12,02%;
T30: 12,61%; T60: 11,40%), temperatura ambiente (T7: 13,20%; T15: 11,62%; T30:
11,83%; T60: 12,20%) e temperatura de estufa (T7: 12,34%; T15: 12,52%; T30: 13,96%;
T60: 15,47%). A Figura 24 mostra resultados em regresséo linear.

Figura 23 - Curva de calibragao do acido galico obtida por CLAE.
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Figura 24- Regressao linear da concentragdo de acido galico.
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6. DISCUSSAO

A presente pesquisa avaliou a agao clareadora, antioxidante e fotoprotetora do
extrato das folhas de Mpyracrodruon urundeuva (EAFMU); foi feito também
desenvolvimento e estudo de estabilidade acelerada do sérum facial com extrato aquoso
das folhas de Myracrodruon urundeuva (SFMU). Além disso, determinou-se a seguranga
tanto do extrato como da formulagao.

Uma das tendéncias do mercado e da Ciéncia Cosmética € o desenvolvimento
de produtos com maior numero de componentes de origem natural, especialmente os de
origem vegetal, explorando de forma racional a biodiversidade brasileira. Ha um grande
interesse mundial por ativos que apresentem estudos cientificos comprovando eficacia,
segura e comprometimento com o desenvolvimento sustentavel (Violante et al., 2009).

Essa premissa de sustentabilidade foi cuidadosamente pensada durante o
desenvolvimento deste estudo. Sabe-se que a aroeira-do-sertdo esteve em risco de
extingdo, principalmente pelo seu uso de forma indevida e exploratéria, uma vez que
normalmente a entrecasca € a parte utilizada. No EAFMU é usado as folhas e, além disso,
utiliza agua como solvente, entdo, pode-se dizer que a metodologia de produgéo do
extrato € ambientalmente correta.

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo produtos secundarios do metabolismo
vegetal que constituem um grupo grande e complexo. Caracterizam-se por possuir um
anel aromatico com pelo menos um grupo hidroxila. Essas moléculas sado essenciais para
o crescimento e reproducdo das plantas, e sua sintese é induzida sob condi¢cbes de
estresse bidtico e abidtico, como infecgdes, lesdes, radiacdo UV, salinidade, estresse
hidrico e calor (Denardin et al., 2015; Cherubim et al., 2019).

Os flavonoides sdo a classe mais importante e diversificada de polifendis,
mostram alta capacidade antioxidante e sao bons inibidores da atividade da tirosinase e
da producdo de melanina (Cherubim et al., 2019; Vieira et al. 2015). Dos vinte e quatro
compostos isolados do EAFMU por Aquino et al. 2019 vinte sdo pertencentes a classe
dos compostos fendlicos, e desses, oito sdo flavonoides. A concentracdo desses
compostos no EAFMU determinada neste estudo é 25,44 ERU/g.

O EAFMU mostrou um alto teor de compostos fendlicos (568,82 mg EAG/g).
Queiroz, Morais e Nascimento (2002) obtiveram teores de composto fendlicos em
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extratos da casca de M. urundeuva de 19,1 % para extragdo com acetona-agua e 20,2%
para extragdo com metanol-agua. Em outro estudo Silva et al. (2022) obtiveram e 387,49
mg EAG/g no extrato etandlico também da casca. Ja Vieira et al. (2015) realizaram
analise de compostos fendlicos do extrato das folhas e casca do caule de Myracrodruon
urundeuva, encontrando no extrato hexanico 77 mg GAE/g e 45 mg GAE/g
respectivamente, e no extrato metanolico 194 mg GAE/g e 193 mg GAE/qg.

A eficiéncia de extragao de polifendis de materiais vegetais é influenciada por
multiplos parametros. A polaridade do solvente desempenha papel fundamental no
aumento da solubilidade fendlica (Hasbal, Yilmaz-Ozde e Can, 2015). Comparando aos
demais estudos apresentados, o presente trabalho demonstra que a agua € um excelente
solvente, assim como a decocgdao é um meétodo muito eficiente para a extracdo de
compostos fendlicos das folhas de Myracrodruon urundeuva, além disso, as folhas
possuem alta concentracédo destes constituintes.

Quando comparado a outras espécies da familia Anacardiaceae, o EAFMU
apresenta uma concentragcdo maior de compostos fendlicos. Neves et al. (2021)
obteveram concentragdes de 452,53; 227,47; 297,46 e 493,44 mg GAE/g nos extratos
etandlicos de Anacardium occidentale, Schinopsis brasiliensis, Spondias mombin e
Mangifera indica, respectivamente.

A melanogénese é um processo complexo de produgcdo de melanina nos
melanocitos que envolve varias reagdes enzimaticas que convertem tirosina em
melanina. Sendo a tirosinase chave na producdo desse pigmento, catalisando duas
reagdes distintas: primeiro, a hidroxilagdo de L-tirosina a L-dopa (atividade
monofenolase), seguida por sua posterior oxidagao a dopaquinona (difenolase). Dessa
forma, os niveis de tirosinase estao intimamente associados ao grau de pigmentagéo da
pele, assim, a inibicdo dessa enzima € uma forma eficaz de obter reducdo da
melanogénese para tratamento de hipercromias (Chiocchio et al. 2018; Gao et al. 2021;
Gonchoroskl; Cérrea, 2005).

A tirosina, substrato da reacdo de biossintese da melanina, € um composto
fendlico e muitos outros compostos fendlicos podem se comportar como um potencial
inibidor da enzima tirosinase. Eles sdo capazes de mimetizar estruturalmente a tirosina,

competindo pela ligagdo ao centro ativo da tirosinase, além disso, podem agir também
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através de mecanismo de quelagdo dos ions cobre (Ramli e Ruangrungsi, 2021; Sahin,
2018; Panzella e Napolitano, 2019).

O EAFMU a partir da concentragao 250 ug/mL apresentou atividade inibidora da
enzima tirosinase, sendo que na concentragdo maxima testada, 2.000 ug/mL, essa
inibicdo chegou a 83,76%, ja o padrao acido kéjico na mesma concentragéo inibiu
97,81%. Na concentragdo de 1.000 pg/mL do EAFMU houve inibigdo de 67,71%. De
acordo com a Tabela 10, pode-se notar que na segunda leitura, no tempo de 60 minutos,
nao houve decaimento da inibicdo, entdo, podendo inferir que ndo ocorreu perda da agao
de inibigdo da tirosinase, 0 mesmo aconteceu em todas as concentragdes do acido kagjico.

Estudo realizado por Viera et al. (2015), através de metodologia in vitro de
inibicado da enzima tirosinase, comprovou que o extrato metandlico das folhas de aroeira-
do-sertdo (1.000 pg/mL) inibiu 66% da enzima, resultado semelhante ao obtido neste
estudo. Ja o extrato metandlico da casca do caule na mesma concentragdo inibiu 42%.
Neste mesmo estudo foi visto que ndo houve inibigdo da enzima com os extratos
hexanicos, o que mostra que a polaridade do solvente € um fator determinante para
extracdo dos compostos que possuem essa acgao.

O acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico), um dos componentes majoritarios
do EAFMU, é um composto fendlico natural, polar, encontrado em muitas frutas e plantas
medicinais e apresenta conhecidas agdes bioldgicas. Estudos anteriores mostram sua
acao clareadora e seu potencial para uso em cosmeético com essa finalidade, agindo
através da inibicdo da tirosinase, e também, por outras vias, inclusive via MITF e MCR-1
(Peng et al. 2022; Kim, 2006; Kumar et al. 2013). Hawary et al. (2020) avaliaram a agéo
inibidora da tirosinase do extrato de Macadamia integrifolia e de seis compostos isolados
desse extrato, dentre eles o acido galico. Na concentragao de 1.000 ug/mL o acido galico
inibiu 83,65% da atividade da enzima.

Chiocchio et al. (2018) avaliaram a inibigdo da tirosinase e da elastase de cem
extratos vegetais e determinaram que houve uma correlagao linear entre a concentragéao
de compostos fendlicos e flavonoides com a atividade inibitérias das enzimas, inferindo
entdo, que classes especificas de polifendis podem agir através de mecanismo de
competicao.
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Muitas substéncias tém sido relatadas como inibidores da tirosinase devido a sua
funcdo de quelagdo de ions metalicos, podendo agir como quelantes dos ions cobre
presentes no centro ativo da enzima. No ensaio de quelagao de cobre, o deslocamento
batocrémico ¢é indicativo de formacédo de complexo com o composto testado e do metal
(Kim et al. 2023; Da Silva et al. 2017). A Figura 12 mostra o deslocamento de 10 nm (300
nm — 310 nm) provocado pelo EAFMU, ja o padrdo acido kojico provocou um
deslocamento de 20 nm (295 nm — 315 nm).

Kim et al (2006) avaliaram a atividade quelante de cobre de varios flavonoides
através de espectroscopia de fluorescéncia. Foi observado que a atividade inibitoria esta
correlacionada a posi¢ao da hidroxila, o grupo catecol parece se ligar ao cobre no centro
catalitico. Além disso, a analise de docking molecular também revelou a hipétese que o
sitio catalitico di-cobre da tirosinase ser o local de ligagao preferencial para flavonoides.
Aquino et al. (2019) isolaram oito flavonoides do extrato das folhas de M. urundeuva,
desses compostos, cinco, incluindo a quercetina, apresentam grupo catecol, o que pode
justificar total ou em parte a atividade quelante de cobre demonstrada por EAFMU.

Quercetina e pirogalol compostos também presentes em EAFMU ja tiveram sua
acao inibidora da tirosinase comprovada. Jakimiuk et al. (2022) avaliaram 44 flavonoides,
e a quercetina foi a que apresentou maior atividade, inclusive maior que o padrao acido
kojico. Kubo et al. (2000) detectaram que o composto provoca um deslocamento
batocrémico de 62 nm (368 — 430 nm). Outro estudo por docking molecular revelou que
a quercetina se liga ao sitio ativo da tirosinase quelando os ions cobre através dos seus
grupos 3', 4'-di-hidroxi (Chen e Kubo, 2002; Fan et al. 2017).

Os resultados mostram que o EAFMU também age através da quelagao de cobre
e, por ser rico em compostos fendlicos, que podem agir como analogos da tirosina,
possivelmente o extrato age também através do mecanismo de competicéo.

A pele humana esta constantemente exposta a radiacdo UV e a diversos
poluentes ambientais que sdo capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (ERO),
como anion superoéxido (O2), radical hidroxila (OH"), oxigénio singlete (102) e perdxido de
hidrogénio (H202), esses EROs na pele que podem ativar a tirosinase, induzindo a
melanogénese. Além disso, os EROs causam danos ao DNA, com isso, podem induzir
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proliferagdo de melandcitos e aumento da sua atividade (Arguelles e Sapin, 2020; Seckin
et al. 2014),

O desequilibrio entre a produg¢ao desses radicais livres e mecanismo de defesa
antioxidante pode causar dano tecidual. Esses radicais livres podem ser suprimidos pelo
uso de antioxidantes naturais por via topica e, também, advindos da alimentagdo (Seckin
et al. 2014; Cherubim et al., 2019)

O potencial do EAFMU para eliminar radicais livres foi avaliado através do
TBARS, DPPH, e eliminagdo do radical hidroxil. Em todos os ensaios, o extrato
apresentou alta atividade antioxidante. Na avaliacdo pelo método DPPH, na
concentragdo de 100 pg/mL, apresentou atividade estatisticamente igual ao padrao
vitamina C na concentrag&o de 50 pg/mL.

Os resultados obtidos com o ensaio TBARS mostram que o EAFMU age
diminuindo a peroxidagao lipidica, como consequéncia, reduz os danos a membrana
celular, diminuindo, assim, o estresse oxidativo. O EAFMU, em todas as concentragcdes
testadas foi capaz de prevenir a peroxidagao lipidica, reduzindo a quantidade de
TBARS formado. Resultado semelhante foi obtido com o padrdo trolox (analogo
hidrossoluvel da vitamina E), que assim como o extrato testado, inibiu, na concentragdo
200 pg/mL, mais de 60%. Semelhante aos nossos resultados, estudos anteriores
revelaram o potencial antioxidante de espécies de Anacardiaceae (De Almeida et al.,
2017; Santos et al., 2018; Neves et al., 2021).

O uso de antioxidantes por via topica e oral apresenta-se promissor no
tratamento de hipercromia, uma vez que o aumento de radicais livres pode levar ao
aumento da melanogénese (Seckin et al. 2014; Babbush; Babbush; Khachemoune,
2021;). Seckin et al. (2014) identificaram que pacientes com melasma tém maior estresse
oxidativo em comparagcdo com o grupo controle. Choubey et al. (2014) também
constataram que nos pacientes com melasma tém aumento dos marcadores oxidativos,
foi encontrada uma correlacdo proporcional entre o MDA, marcador de peroxidacao
lipidica, e a severidade do melasma avaliado pela escassa MASI (Melasma Area and
Severety Index). Ressalta-se, pelos dados ja apresentados, que o EAFMU tem alta
capacidade de inibir a peroxidacao lipidica, resultado que também corrobora sua agao

clareadora.
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Geralmente, a atividade antioxidante correlaciona-se com o conteudo de
compostos fendlicos (Zulich et al. 2015), assim a atividade antioxidante demonstrada por
EAFMU certamente deve-se a alta concentracdo de compostos fendlicos, incluindo os
flavonoides e o acido galico.

Outra fungao importante para os produtos de uso topico é a fotoprotegao. Sabe-
se que a radiagao UV é responsavel por uma série de reacdes fotoquimicas e
fotobiolégicas importantes capazes de causar danos a pele de proporgdes variadas,
dependendo de varios fatores como: duracido da exposigcao, intensidade de incidéncia
dos raios solares, caracteristicas do individuo (idade, fototipo da pele), fatores
imunologicos, dentre outros. O aumento da produgdo de EROs pode induzir lesées na
pele, hiperpigmentagcédo, envelhecimento e estresse oxidativo (Addor et al. 2021;
Chatatikun et al. 2015).

Algumas substancias tém a capacidade de absorver a radiagao ultravioleta nas
regides UVA (320 nm a 400 nm) e/ou UVB (290 nm a 320 nm), com isso, podem ser
incorporadas em produtos fotoprotetores. Extratos vegetais podem atuar sinergicamente
com os filtros quimicos e fisicos para aumentar o FPS, agindo também como
antioxidantes, anti-inflamatérios, inibidores da tirosinase e redutores da degradagéo de
colageno. Com isso, agem de forma multifuncional minimizando os efeitos da radiacao
solar (Catelan et al. 2021; Oliveira et al., 2021).

De acordo com a metodologia de Mansur et al. (1986), o FPS apresentado pelo
EAFMU foi 14,43, mostrando que o extrato tem potencial atividade fotoprotetora na regiao
UVB. Apesar de ser um teste in vitro, ja foi demonstrado que esta metodologia apresenta
uma boa correlacdo com os testes in vivo, isso porque relaciona a absorbancia da
amostra com o efeito eritematdgeno da radiagao e a intensidade da luz em comprimentos
de ondas UVB.

Foi também realizada uma varredura para avaliar a absorbancia nos
comprimentos de onda 280 nm — 400 nm (Figura 16). Como ja mostrado pelo resultado
de FPS, o extrato absorveu bem no comprimento UVB, no entanto, ndo obteve o mesmo
desempenho na faixa UVA. Ja a benzofenona-3, substéncia usada no controle positivo,
apresentou FPS 20,39, além disso, absorveu na faixa de 320 nm — 400 nm, mostrando

bom desempenho na protecdo a UVA. No entanto, ressalta-se que essa substancia &
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amplamente conhecida por seus possiveis danos nocivos ao ecossistema aquatico e a
saude humana. Estudos mostram a presenga dessa benzofenona-3 no leite humano,
urina e plasma sanguineo, indicando absorgao sistémica (Addor et al. 2021; Wnuk et al.
2022).

Os compostos fendlicos podem absorver a radiagdo ultravioleta devido a
presenca de cromoéforos em sua estrutura. Assim, evitam que a radiagéo solar penetre
na pele e protege o DNA dos queratindcitos contra danos induzidos por UV. Esse fato
aumenta a protecao solar do produto e neutraliza os efeitos nocivos do estresse oxidativo
apos a exposigao solar (Cherubim et al., 2019; Chatatikun et al. 2015).

Rodrigues et al. (2021) avaliaram o FPS pelo método de Mansur, também na
concentragéo de 0,2 mg/mL, do extrato da casca do caule de Spondias purpurea, espécie
pertencente a familia Anacardiaceae e obtiveram 14,37, resultado semelhante ao
encontrado na presente pesquisa.

Para avaliar a segurancga, a viabilidade celular induzida pela EAFMU foi avaliada
pelo método da SRB usando células de fibroblastos murinos L929, método que também
avalia a proliferacdo celular, através da quantificagdo de proteinas por se ligar aos
aminoacidos de células viaveis. SRB é considerado mais sensivel, reprodutivel e linear
do que o de MTT, que pode ter interferéncia de drogas antioxidantes que induzem o
metabolismo mitocondrial, revelando um resultado falso positivo em relagdo a
proliferagdo (Van Tonder; Joubert; Cromarty, 2015).

Nas primeiras 24 horas, EAFMU nao foi citotbxico em nenhuma das
concentragdes, sendo capaz de aumentar significativamente a proliferagdo celular nas
concentragdes de 0,8 e 0,4 yg/mL em relagdo ao grupo DMEM. Apds 48 horas, somente
as concentragdes de 25 e 12,5 yg/mL reduziram a proliferagado celular. Ja em 72 h,
apenas a maior concentragéo foi citotoxica quando comparada ao grupo DMEM. Os
resultados obtidos mostraram que EAFMU n&o foi citotoxico. Extratos de plantas com
efeitos citotoxicos potentes sdo evidenciados apos um curto tempo de incubagéao (Taylor
et al. 2012), o que ndo aconteceu com EAFMU.

Diante o exposto, o EFMU reduz a melagonénese via inibicdo da enzima
tirosinase; reduz também a formacdo EROs uma vez que age como um fotoprotetor e

pela sua potente agao antioxidante. Em estudo anterior, Aquino et al. (2019) demostraram
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também a atividade anti-inflamatdria através da modulagdo da resposta pro-inflamatoéria
de neutrofilos humano. Assim, mostra-se apto para ser testado em uma formulagao
tépica, visto que condiz com um produto multifuncional para tratamento do melasma.

O desenvolvimento de cosméticos é desafiador, esses produtos sdo compostos
por varios ingredientes de diferentes propriedades fisico-quimicas e, se n&o houver
compatibilidade entre eles, o resultado final sera uma formulagdo instavel e ineficaz
(Costa, 2012; Campos e Mercurio, 2014).

A escolha da forma cosmética € um ponto extremamente relevante no
desenvolvimento da formulacdo, deve estar condizente com o objetivo,
funcionalidade, percepgdo sensorial, estabilidade, seguranga e eficacia desejados
ao produto. A forma escolhida nesta pesquisa foi um sérum, que no geral, € um cosmético
que pode apresentar consisténcia levemente viscosa ou liquida (solugéo), dependendo
do uso ou ndo de um agente espessante. O sérum facial apresenta como vantagens: boa
espalhabilidade e boa fluidez (Campos e Mercurio, 2014; Ojha et al. ,2019; Gomes et al.
2023).

Inicialmente no desenvolvimento do sérum facial com extrato aquoso das folhas
de Myracrodruon urundeuva (SFMU) foi avaliada a compatibilidade com agentes de
viscosidade: Aristoflex® AVL; Carbopol® 940; Natrosol® e goma xantana. Visualmente,
todos apresentaram compatibilidade, mas por aspectos sensoriais, optou-se pela goma
xantana e pelo Aristoflex® AVL que € uma dispersdo em o6leo de um polimero pré-
neutralizado, estabilizada com uma equilibrada mistura de emulsionantes, importante
para incorporagao do oleo de rosa mosqueta ao sistema (Pharmaspecial [s.d.]).

Um ponto critico no desenvolvimento de uma formulacao é o pH de estabilidade
ideal para a eficacia do ativo, isso determinara o pH final da formulagcdo e, como
consequéncia, sera determinante na escolha dos ingredientes do veiculo (Costa, 2012).
Para realizar uma analise preliminar do pH da formulacéao foi feita analise visual de cor
do SFMU na faixa pH 4,0 a 9,5, com intervalos de 0,5, sendo observada mudancga
instantanea partir do pH 5,0. O pH do EAFMU ¢ 3,80, logo, apresenta maior estabilidade
em pH acido, desta forma, optou-se trabalhar com pH 4,5, valor também compativel com
o pH normal da epiderme que é em torno de 4,5 a 6,0 (Costa, 2012).
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A formulagdo desenvolvida foi composta por: ativo (EAFMU); agentes de
viscosidade (Aristoflex AVL e goma xantana); emoliente (6leo de rosa mosqueta);
umectante (glicerina); quelante (EDTA); conservante (fenoxietanol e etilexilglicerina);
antioxidante (BHT); alcalinizante (trietanolamina) e veiculo (agua deionizada).

Apo6s o desenvolvimento da férmula foram avaliadas as caracteristicas fisico-
quimica e organoléptica. Os ensaios realizados foram os sugeridos pelo Guia de Controle
de Qualidade de Produtos Cosmeéticos da Anvisa, seguindo a categoria de produtos
“Creme, logao, gel ou u dleo para o rosto/ corpo/ cabelos/maos/pés”, sendo preconizados
os parametros: aspecto, cor, odor, pH, densidade e viscosidade. Nos quais foram
devidamente abordados no estudo de estabilidade.

De acordo com o Guia para Avaliagdo de Seguranga de Produtos Cosmeéticos da
Anvisa, a maioria das informagdes necessarias na avaliagdo do risco potencial de um
produto cosmético resulta do conhecimento dos ingredientes que compdem sua formula.
Sao eles que podem, diretamente, ser os responsaveis por qualquer efeito local e
sistémico. Contudo, a férmula do produto acabado também pode interferir, a medida que
facilita a absorgéo total ou parcial dos ingredientes. Além disso, as possiveis interagdes,
resultantes da associagao entre os ingredientes, podem influenciar no risco potencial de
um produto (Brasil, 2012).

Todos os componentes do SFMU, como excegédo de EAFMU, ja sdo amplamente
usados em produtos cosmeéticos, sendo considerados ingredientes seguros. Ja o EAFMU
teve sua seguranca avaliada pelo ensaio de citotoxicidade, demostrando-se também
seguro. Diante o exposto, faz-se necessaria a analise de seguranga da formulagao.

Foi realizada, pelo Instituto de Pesquisa Clinica Integrada Ltda, a avaliagéo
dermatolégica da irritabilidade dérmica primaria, acumulada e sensibilizagdo. O
laboratério pertence a Rede Brasileira de Laboratorios Analiticos em Saude (Reblas),
sendo habilidado pela Anvisa a realizar ensaios de seguranga.

A avaliagdo dermatologica da irritabilidade dérmica primaria, acumulada e
sensibilizagao foi por patch test. A irritabilidade dérmica € o processo inflamatorio que
ocorre na area de contato com o produto, podendo ocorrer apds a primeira aplicagao
(irritacdo primaria) ou com a continuidade do uso (irritagdo acumulada), é determinada

por um dano tecidual agudo ou crénico de intensidade variada. Ja a sensibilizagédo



82

cutdanea é uma reacado inflamatoria na pele induzida por uma resposta imunoldgica
mediada por células T a alérgenos, como as substancias quimicas sensibilizantes da
pele, que causa a dermatite alérgica de contato em individuos suscetiveis, pode decorrer
tanto em fungédo dos ingredientes isolados, quanto da interagdo entre eles, formando
novo componente (Brasil, 2012; Gilmour et al., 2019)

No estudo realizado, ndo foram detectadas reacdes adversas nas areas de
aplicacao do produto e do controle durante o periodo de estudo. Nenhum participante
referiu sensacédo de desconforto ao produto ou ao controle durante o estudo. Portanto,
de acordo com o ensaio realizado, o SFMU é considerado um produto seguro para uso
topico.

Por fim, foi analisado, de acordo com o Guia de Estabilidade de Cosméticos da
Anvisa a estabilidade do SFMU. O limite de aceitacdo e os parametros a serem avaliados
nos produtos submetidos a testes de estabilidade devem ser definidos pelo formulador e
dependem das caracteristicas do produto em estudo e dos componentes utilizados na
formulacéo (Brasil, 2004).

Os estudos de estabilidade tém a finalidade de predizer o comportamento do
produto em todo o sistema logistico, incluindo manuseio, transporte. As condigdes,
sobretudo de altas temperaturas a que os produtos podem ser submetidos durante o
transporte podem afetar a estabilidade das formulagdes, ocorrendo em alguns casos
separagao de fases (emulsdes), diminuigdo da viscosidade ou compactagdo de
suspensdes, entre outras (Brasil, 2004)

Inicialmente foi feito o teste de centrifugagcdo, um meétodo fisico que avalia
possiveis alteracbes que podem ocorrer com o produto, pois as condigdes criadas
simulam um estresse na amostra, simulando um aumento na for¢ca de gravidade,
aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis mudancas na
estabilidade. Essas mudancas podem ser observadas na forma de precipitados,
ocorréncia de separagdo de fases, formacdo de sedimentos compactos (caking) e
coalescéncia (Daneluz et al. 2020; Brasil, 2004). Tanto o SFMU quanto o Branco
mantiveram-se estaveis como mostrado na Figura 20.

Ap06s aprovacgao pelo teste de centrifugagao, o estudo seguiu, como preconizado

pelo Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, para estabilidade acelerada. Foram
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realizadas avaliagbes fisico-quimicas (pH, viscosidade e densidade); organoléptica
(aspecto, cor e odor); e quimica (quantificagdo de acido galico) nos tempos: 24 horas
apos o preparo (T0), 7° (T7), 15° (T15), 30° (T30), 60° (T60) e 90° dias (T90), sendo a
analise quimica até o T60. As amostras foram submetidas a temperatura baixa/geladeira
(5,0 £ 2,0 °C); temperatura ambiente (25,0 + 2,0 °C) e temperatura elevada/estufa (5,0 +
2,0 °C).

As analises organolépticas revelaram durante todo o estudo que, tanto o SFMU
guanto o Branco, mantiveram aspecto e odor constantes. Em relagao a cor, as amostras
do Branco e do SFMU geladeira e temperatura ambiente mantiveram-se estaveis; ja o
SFMU estufa sofreu leves modificagdes (Tabela 14). O Guia de Estabilidade de Produtos
Cosmeéticos estabelece que pequenas alteragdes de cor sdo aceitaveis em temperaturas
elevadas.

Em relagdo aos parametros fisico-quimicos avaliados, observou-se estabilidade
da férmula. O pH do SFMU iniciou em 4,46 e manteve-se estavel, apresentando uma
maior oscilagdo no T60 (estufa), chegando a uma redugéo e 5,60% em relagdo ao TO,
entretanto, no tempo final (T90 - estufa) essa variagdo foi menor que 0,5%. Um
comportamento semelhante foi observado no Branco. Alteragcbes no pH podem ser
indicativos de degradagcdo de componentes da férmula e isso pode alterar toda a
formulac&o desde o aspecto até a eficacia do ativo utilizado (Isaac et al. 2008; Da Silva
et al. 2019).

Em relagédo a densidade, no SFMU e no Branco nao houve variagao significativa
em relacdo ao T0, sendo o0 maximo uma variagao de 0,78% e 1,14%, respectivamente.
Dentre os parametros fisico-quimicos, a viscosidade foi a que mais variou, a maior
variagdo detectada na temperatura de geladeira foi no T60, havendo um aumento de
6,31%; na temperatura ambiente a maxima variacao foi uma reducao de 2,70% no T90;
ja na temperatura de estufa houve uma redugcdo maxima de 17,14%. As variagdes
sofridas no Branco foram mais intensas, chegando a haver uma redugao de 27,28% na
temperatura de estufa do T90. Com isso, pode-se perceber que a adicdo do EAFMU foi
benéfica a manutengao da propriedade reoldgica do sistema.

Pbdde ser observado também que na temperatura de geladeira, tanto no SFMU

quanto no Branco (exceto T30), houve tendéncia positiva indicando o aumento da
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viscosidade, ja na temperatura de estufa houve uma tendéncia negativa indicando a
diminuicdo da viscosidade, como pode ser visto no grafico de regresséo linear (Figura
22). A viscosidade é ligada a forga de atragao entre moléculas, ou seja, se a formulagéo
se encontra em temperatura mais alta, as moléculas estdo mais afastadas e isso
consequentemente ira diminuir a viscosidade. Por outro lado, quando a temperatura é
baixa, as moléculas tendem a ter mais atracdo, aumentando a viscosidade (Da Silva et
al. 2019). Como forma de garantir a estabilidade, sera recomendado o armazenamento
do SFMU na geladeira apds aberto.

O Guia de Estabilidade de Produtos Cosmeéticos ndo estabelece um limite de
aceitacdo para o teor, ja para medicamentos a RDC n°® 318/2019 preoconiza que nao
deve ter um decaimento maior que 10%. As amostras de geladeira e de temperatura
ambiente tiveram no T60 um decaimento de 13,63% e 7,58%, respectivamente em
relagcao ao TO, fato que pode ser aceito pois trata-se de um produto cosmético com menor
rigorosidade em relacéo a teor. Ja amostra de estufa teve um aumento do teor de acido
galico, o que pode ser justificado pela evaporagédo de agua e consequente concentragao
do EAFMU na amostra; também pode ter havido formagéo de acido galico como produto
de degradagao dos seus derivados. Dentre os compostos isolados por Aquino et al.
(2019) estao derivados do acido galico: galato de metila, acido meta-digalico, acido para-
digalico, meta digalato de metila e para digalato de metila.

Dentre os estudos de eficacia in vitro, a maxima concentragao testada foi 2.000
pug/mL, equivalente a 0,2% (p/v). Ja na formulagédo a concentragédo do extrato esta cinco
vezes maior do que essa maxima concentragdo testada, o que garante, mesmo com
decaimento do teor, eficacia do produto.

Neste estudo, os dados obtidos em conjunto indicam eficacia do EAFMU como
clareador, antioxidante, fotoprotetor e sendo também um ativo seguro. A sua aplicagéo
em uma formulagcdo cosmética foi promissora perante os ensaios realizados. Faz-se
necessaria avaliagdo através de ensaio clinico de eficacia para a férmula ficar disponivel

para comercializagao.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados dessa pesquisa permitiram concluir que:

e EAFMU apresenta uma rica composicao fitoquimica, tendo altas concentragdes de
compostos fendlicos e flavonoides;

e EAFMU apresenta alta atividade inibidora da tirosinase e pela sua alta
concentracdo de compostos fendlicos provavelmente age através da competicédo
com a tirosina;

e EAFMU age também através da quelagdo dos ions cobre presentes na enzima
tirosinase;

e EAFMU apresentou excelente atividade antioxidante (nos trés ensaios realizados),
fotoprotetora e demonstrou ser seguro através de ensaio de citotoxicidade;

e Foi desenvolvido o SFMU atendendo aos parédmetros organolépticos e fisico-
quimicos exigidos para uma formulagao topica;

e A analise feita por patch test demonstrou que SFMU nao induziu irritabilidade nem
sensibilizagao;

e O estudo de estabilidade realizado demonstrou que, para os parametros de
cosmeético, apresenta estabilidade satisfatéria;

e Foi depositada patente junto ao Instituto de Propriedade Industrial - INPl. Numero
do Processo: BR 10 2022 011452 8. Titulo: “USO DO EXTRATO DE
MYRACRODRUON URUNDEUVA EM FORMULACOES COSMETICAS OU
FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE CLAREADORA” (Anexo 2).

e A formulagéo esta apta para a realizagdo do ensaio clinico de eficacia.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os ensaios realizados, o EAFMU possui excelente acao
clareadora, antioxidante e fotoprotetora. Desta forma, esse extrato pode ser uma
excelente opgao para tratamento do melasma, visto que essa condicdo da pele é de
origem multifatorial, sendo importante o tratamento ir além do mecanismo clareador
principal, este deve também proteger a pele dos raios ultravioletas e combater os radicais
livres.

O sérum cosmético desenvolvido com 1% do EAFMU apresentou-se seguro e
estavel dentro dos parémetros fisico-quimicos e organolépticos durante todo o estudo de
estabilidade acelerada.

Dessa forma, a aroeira-do-sertdo, planta tdo utilizada para diversas finalidades,
sobretudo no sertdo nordestino, mostrou ter o potencial clareador. Faz-se necessaria
avaliacdo através de ensaio clinico de eficacia para a féormula ficar disponivel para

comercializagao.
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1.

INTRODUGCAO

Segundo a resolucio RDC n° 07/2015, “Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes,sao
preparacdes constituidas por substincias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érgios genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou
corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado. ”

Na sociedade atual, o aspecto estético vem ganhando cada vez mais importincia e dessa forma a busca
pela melhora da aparéncia levou a um grande crescimento na indistria de cosméticos. Com esse crescimento,
surgiu também a preocupaciio em garantir a seguranca e a eficicia de seus produtos. A criagido do Cédigo de
Defesa do Consumidor, as exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude e a
concorréncia induziram a industria a ter maior cautela em relaciio a acio e beneficios dos seus produtos.

Para comprovar a eficacia e a seguranca de seus produtos, as industrias realizam testes clinicos em
humanos, com acompanhamento de médicos dermatologistas.

Uma preocupacio crescente da industria de cosméticos é evitar possiveis reacdes adversas nos usuarios
de seus produtos. Afinal, o consumidor é muito mais critico quanto a irritacio cutinea provocada por um
produto cosmético do que por um medicamento tépico.

Considera-se reaciao adversa qualquer sinal ou sintoma desencadeado por um produto tépico utilizado
de maneira correta (FISHER, 1995). Entre as reagdes adversas cutineas provocadas por estes produtos
destaca-se a dermatite eczematosa de contato, urticaria, acne e manchas (SAMPAIO & RIVITTI, 2000).

O potencial de irritacio de um produto depende de uma série de varidveis: componentes usados,
concentracio dos ingredientes, absor¢ao, quantidade aplicada, estado da pele, modo e frequéncia de aplicacdo
e efeito cumulativo (DOOMS-GOOSSENS, 1993).

A permeabilidade da pele varia conforme a regido do corpo, sendo que as pregas e a face sdo areas de
maior absorcio. Quando aplicado sobre a pele, um produto tera maior ou menor absor¢io percutinea em
funcio da sua concentracio, tipo de veiculo utilizado, drea da superficie cutinea e tempode contato com a pele
(ZATZ,1995).

Os testes realizados com seres humanos sio regulamentados segundo leis bastante rigidas, como
objetivo de proteger e resguardar os individuos. Estas leis variam de acordo com o pais. No Brasil, estas
pesquisas sio permitidas, desde que tenham protocolos aprovados por uma Comissio de Etica Médica e sigam
os preceitos da Declaracio de Helsinque e da Resoluciio 466/12 (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 2012)

O teste de contato (patch test) é a principal ferramenta utilizada no diagnéstico de reacio provocada
por cosmético e na pesquisa de alergenicidade. Como os principais riscos potenciais do uso de um novo produto
sdo a irritacdo, a alergia por sensibilizacdo, a fototoxicidade e a fotossensibilizacdo, na pesquisa de
alergenicidade estio envolvidos os seguintes testes clinicos: irritabilidade dérmicaprimaria e acumulada,
sensibilizacio cutianea, fototoxicidade e fotossensibilizag¢ao. Estes consistem em aplicacdes repetidas do produto
na pele, e tém o objetivo de detectar possiveis irritacdes ou inducdo de sensibilizacdo (KLIGMAN &
WOODING, 1967, FISHER, 1995).
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2. OBJETIVO

Avaliar a irritabilidade dérmica primaria, acumulada e a sensibilizacdo promovidas pelo produto-
teste comparado a um controle (patch test).

3. METODOLOGIA

3.1.Selegao dos Participantes

CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES SELECIONADOS

N° de participantes . ) i
incluidos no estudo 60 Fototipos (Fitzpatrick) lalV
Sexo MeF Idade 20 a 65

CRITERIOS DE INCLUSAO

e |dade: 18 a 65 anos
o Fototipos: lalV

CRITERIOS DE NAO-INCLUSAO / EXCLUSAO

e Marcas cutaneas na area experimental que interfiram na avaliagdo de possiveis reagdes
cutaneas (disturbios da pigmentacéo, malformagées vasculares, cicatrizes, aumento de
pilosidade, efélides e nevus em grande quantidade, queimaduras solares);

¢ Dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos resultados do estudo;

¢ Gestantes ou lactantes;

¢ Antecedentes de reagdes alérgicas, irritagdo ou sensagdes de desconforto intensas a
produtos de uso topico: cosméticos e medicamentos;

o  Participantes com histérico de alergia ao material utilizado no estudo;

o Antecedentes de atopia;

¢ Antecedentes de patologias agravadas ou desencadeadas pela radia¢ao ultravioleta;

e Portadores de imunodeficiéncias;

e Transplantados renais, cardiacos ou hepaticos;

e Exposigdo solar intensa ou a sessao de bronzeamento até 15 dias antes da avaliagdo inicial;

o Previsao de exposicao solar intensa ou a sesséo de bronzeamento, durante o periodo de
conducéo do estudo;

e Previsao de tomar banho de mar, piscina ou sauna durante o estudo;

e Participantes que praticam esportes aquaticos;

e Uso dos seguintes medicamentos de uso tépico sistémico: imunossupressores, anti-
histaminicos, anti-inflamatérios ndo hormonais, e corticoides até duas semanas antes da
selegao;

e  Tratamento com vitamina A acida e/ou seus derivados via oral ou topica até 1 més antes do
inicio do estudo;
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e  Previsio de vacinacio durante a realizacdo do estudo ou até 3 semanas antes do estudo;

o Estar participando de outro estudo;

¢ Qualquer condi¢io nio mencionada acima que, na opinido do investigador, possa
comprometer a avaliacio do estudo;

o Historico de auséncia de aderéncia ou de indisposicdo em aderir ao protocolo de estudo;

o Profissionais diretamente envolvidos na realizacio do presente protocolo e seus familiares.

RESTRIGOES IMPOSTAS AOS PARTICIPANTES
N&o realizar tratamentos estéticos ou dermatolégicos durante o estudo.
Medicagdes proibidas durante o estudo:
¢ Anti-inflamatorios
e Anti-histaminicos
e Imunossupressores
¢ Vitamina A acida e derivados

3.2.Informacgdes do produto fornecidas pelo Patrocinador

NOME DO PRODUTO

SERUM FACIAL DAS FOLHAS DE AROEIRA-DO-SERTAO (MYRACRODRUON
URUNDEUVA)
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FORMULA INCI
Excipientes % INCI Funcio
ARISTOFLEX AVL 1,00% Caprylic/Capric Agente de
Triglyceride (and) viscosidade/
Ammonium emulsionante
Acryloyldimethyltaurate/
VP Copolymer (and)
Trilaureth-4 Phosphate
(and) Polyglyceryl-2-
Sesquiisostearate
GOMA XANTANA 0,50% Xanthan Gum Agente de
viscosidade
OLEO DE ROSA 1,00% Rosa Canina Fruit Oil Ativo
MOSQUETA
EDTA 0,10% DISODIUM EDTA Agente
quelante
BHT 0,05% BHT Antioxidante
FENOXIETANOL + 0,50% Ethyl Hexyl Glycerin, Conservante
ETILHEXILGLICERIN Phenoxyethanol
A
TRIETANOLAMINA | gs. Triethanolamine Alcalinizante
GLICERINA 2,00% Glycerin Umectante
EXTRATO AQUOSO 1,00% Ativo
DAS FOLHAS DA
AROEIRA-DO-
SERTAO
(Myracrodruon
urundeuva)
AGUA Q.S.P Aqua Veiculo
HRIPT IPC.2021.4096
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Uma amostra do produto foi armazenada e sera mantida no IPclin® por um periodo de 1 més apartir da

finalizacio da pesquisa.

3.3.Consentimento dos Participantes de Pesquisa

O objetivo e a metodologia da pesquisa foram esclarecidos para os participantes e estesassinaram um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2).

3.4.Aplicagao do Produto-Teste

O produto foi aplicado tal e qual sobre apésitos semi-oclusivos. Foi utilizada agua destilada como

controle. Os apésitos foram colocados no dorso direito ou esquerdo dos participantes (segundo aleatorizacio).
As posicoes dos produtos e controle nos apositos de cada participante foram mantidas aolongo de todo o teste.

3.5. Avaliagcao Médica de Sinais Clinicos e Sensag¢oes de Desconforto

Foi realizada avaliacio médica inicial no momento da inclusdo dos participantes para verificacioda
auséncia de sinais clinicos iniciais incompativeis com a inclusao dos participantes.

Os dados da avaliacio médica foram registrados no caderno de investigacdo. O médico ficoudisponivel
durante todo o estudo para avaliacio de possiveis eventos adversos.

Os resultados foram avaliados como segue:

- Sensacoes de desconforto: os participantes foram questionados sobre as sensa¢oes de desconforto
sentidas, paralelamente ao exame clinico. As sensagoes de desconforto relatadas foram descritas em relagao a
natureza (exemplo: ardéncia, pinicamento, prurido, repuxamento, resfriamento, aquecimento, etc.); foram
classificadas quanto a intensidade como: leve, moderada ou intensa; quanto a localiza¢do; e quanto a duragdo; e

foi verificada a imputabilidade ao produto teste.

- Sinais clinicos: foram classificados de acordo com a tabela abaixo.

SINAIS CLINICOS
Nada arelatar | Ed Edema Pu Pustulas No Nodulos Cr Crosta
| | Ressecamento / -
E Eritema Pa Papulas Bo Bolhas Re Descamagso V Vesicula
L 5 I &
S Efeito sabao C (h%%ﬁ:rr?)ﬁg)
CLASSIFICACOES DOS SINAIS CLINICOS
P 1 n°=1o0u2 1  Leve T d Difuso
Vesiculas Edema e 2 Moderado Aparéncia do 0 Pontual
ou papulas 2 n°>2 eritema 3  Severo/ intenso eritema e eclema peri Periférico

O nexo causal das reacdes ao produto foi investigado.

| HRIPT IPC.2021.4096 |

Versao 04 Pagina 7 de 15

IPC-017.04



105

3.6. Procedimento da Pesquisa

Foi empregado o teste de contato (patch test). O produto e o controle foram aplicados sob apdsito semi-
oclusivo no dorso dos participantes, no lado direito ou esquerdo (de acordo com a randomizacio).

O teste de contato permaneceu na pele durante 48 horas, sendo retirado apés esse tempo para leitura de
sinais clinicos e questionamento das sensac¢oes de desconforto pelo médico dermatologista. Apos a leitura, novo
aposito foi colocado, mantendo-se os produtos na mesma posicao.

Todas as leituras foram registradas no caderno de investigacio.As

aplicacoes foram realizadas de acordo com a tabela a seguir:

32'; :r? . Semana Se?etilpada- Terca-feira | Quarta-feira | Quinta-feira | Sexta-feira
F d 12 A A+L A+L

: zse ge 27 A+L A+L A+L
ndugao 32 A+L A+L L

42 !

DZZ?::\:S% 5a Nao ha aplicacédo de apésito

Fase de

Desafio 6° Atk L

Legenda: A = aplicacio; L = leitura.

4. RESULTADOS

| N° de part. incluidos | 60 N° de part. que finalizaram o estudo 53
A2,v.19,v.22,v. 45,v.52,v.57 -
N° de part. Referéncia e motivo dos Y . .’V 9V N’V 30,v45,v.52,v.5 .OS
. 07 . participantes nao retornaram por motivos
desistentes part. desistentes )
pessoais.
N° de part. Referéncia e motivo dos P D,
. 0 . Nao aplicavel
excluidos part. excluidos

Nao foram detectadas reacdes adversas nas dareas de aplicacio do produto e do controle duranteo
periodo de estudo. Nenhum participante referiu sensaciio de desconforto ao produto ou ao controle durante o
estudo.

| HRIPT IPC.2021.4096 |
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5. CONCLUSAO

No estudo intitulado “AVALIAGAO DERMATOLOGICA DA IRRITABILIDADE DERMICA
PRIMARIA, ACUMULADA E SENSIBILIZAGAO”, referente ao produto SERUM FACIAL DAS FOLHAS DE
AROEIRA-DO-SERTAO (MYRACRODRUON URUNDEUVA), codigo IPC.2021.4096, enviado pelo
Patrocinador EDILBERTO ROCHA SILVEIRA, pode-se concluir que:

O produto nao induziu processo de irritagao e sensibilizagao cutanea, durante o
periodo de estudo e, portanto, suporta o apelo "Dermatologicamente testado”.

Este relatorio se destina exclusivamente & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude ¢ ao uso interno da empresa EDILBERTO ROCHA SILVEIRA. Nenhuma informagéo deste relatério pode
ser divulgada em quaisquer veiculos de comunicagdo sem autorizagao por escrito do autor.

NOTA 1: O resultado refere-se a amostra recebida.
NOTA 2: A amostragem foi realizada pelo Patrocinador do estudo.
NOTA 3: A condicio de realizagio do ensaio garante a rastreabilidade dos dados gerados.

NOTA 4: E proibida a reproducio parcial deste Relatério de Ensaio.

| HRIPT IPC.2021.4096 |
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ANEXO 1 - CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Ref. Participante 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Iniciais do nome LDSM EFFD MJLS JMR MGC AFMS PAO MCMD PD PJCR
Sexo (M ou F) F F F F F F F F F M
Idade (18 a 65 anos) 25 50 56 22 20 42 32 63 37 33
Fototipo (1a IV) ] | 1 ] ] 1] 1] 1 1 I
Ref. Participante 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Iniciais do nome AVP MF CRMV MTIB JSF MTIB MCRSS PAB AP MCT
Sexo (M ou F) F F F F F F F F F F
Idade (18 a 65 anos) 54 42 49 42 25 42 42 45 27 50
Fototipo (1a IV) I | ] 1] 1] ] 1] 1 11l I
Ref. Participante 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Iniciais do nome SBL JoL MRSG AFG ACMS NBAA CVBL EALG AAA ACBO
Sexo (M ou F) F F F F F F F F F F
Idade (18 a 65 anos) 42 29 42 32 51 65 49 51 42 38
Fototipo (1a IV) I 11l 1l 1] 1] 11l Il 11l 11l 11
Ref. Participante 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Iniciais do nome MAAF ALBA AGBB SC LCP MISN MLD LS ILS BLSS
Sexo (M ou F) F F F F F F F F F F
Idade (18 a 65 anos) 56 50 41 53 35 44 60 28 50 20
Fototipo (1a IV) I 11 ] ] 1] [\ 1] \Y) 1 \Y)
Ref. Participante 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
Iniciais do nome EDM MIS TOD TCCS CFSS SFR APSR PFSL DFCA LPL
Sexo (Mou F) F F F F F F F M F F
Idade (18 a 65 anos) 43 62 45 40 27 41 33 28 33 25
Fototipo (1a IV) | Y | ] 1] ] 1] 11l 11l I
Ref. Participante 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
Iniciais do nome LHAS RDP SSL DSO APMGM | BMAA CFJ NSS CGT DMA
Sexo (MouF) M F F F F F F F F F
Idade (18 a 65 anos) 33 25 31 37 48 22 29 20 36 34
Fototipo (1a IV) i 1] ] 1] 1] 11l 1] 11l I \Y)
HRIPT IPC.2021.4096
IPC-017.04 Versao 04 Pagina 11 de 15
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AVALIAGAO DERMATOL()GICA DA IRRITABILIDADE DERMICA PRIMARIA,
ACUMULADA E SENSIBILIZACAO — “DERMATOLOGICAMENTE TESTADO”

v

v

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Pedimos que entenda detalhadamente
todas as etapas e, se concordar, assine este termo de consentimento livre e esclarecido.
Todas as duvidas surgidas durante e apds a pesquisa clinica serdo prontamente esclarecidas.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Justifica-se a realizacdo do ensaio pela necessidade de verificar a seguranga dos produtos em
questdo em seus usuarios finais, seres humanos.

OBJETIVO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo observar os efeitos da aplicagdo de um produto na pele e verificar
0 ndo aparecimento de irritacdo e alergia.

PROCEDIMENTO DO TESTE

No primeiro dia vocé vira ao Instituto para avaliagdo médica da sua pele. Caso vocé atenda aos
critérios, sera colado o adesivo com o produto-teste nas suas costas.
Vocé devera voltar depois de 48 horas para que o médico avalie a sua pele das costas e cole um
novo adesivo com produto no mesmo local.
Durante as trés primeiras semanas, vocé devera comparecer ao Instituto toda segunda, quarta e
sexta-feira. Depois, vocé tera duas semanas de descanso (nao precisa comparecer ao Instituto,
mas precisa cumprir com as exigéncias do estudo). Na sexta semana, vocé devera retornar ao
Instituto para colar o adesivo com produto na segunda-feira, e devera retornar na quarta-feira
para a ultima avaliagdo médica.

EXIGENCIAS DURANTE O PERIODO DA PESQUISA

Vocé devera seguir algumas exigéncias durante o periodo da pesquisa e somente se concordar
devera assinar este termo de consentimento livre e esclarecido:

o Nao estar gravida, amamentando ou com intencéo de engravidar durante a pesquisa;

o Nao participar de nenhuma outra pesquisa clinica ao mesmo tempo, independente da
instituicdo proponente.

o N&o molhar ou retirar o adesivo.

o Evitar roupas justas no local de teste para evitar retirar o adesivo e causar irritacéo;

o Se houver qualquer modificagdo nos seus habitos, solicitamos que nos comunique para
melhor interpretacédo dos resultados.

o Evitar exposic¢ao solar intensa durante o estudo (MESMO DURANTE A FASE DE
DESCANSO);

o Evitar banhos de piscina, mar e banheira durante o estudo;

o Nao usar qualquer tipo de produto (desodorante ou antiperspirante, talco, 6leo para banho,
cremes, logées, perfumes, coldnias e medicagdes tdpicas) nas areas proximas a do teste.
Caso utilize algum destes produtos ou faga uso de medicagao sistémica, avise;

o Nao alterar habitos cosméticos, de higiene, de dieta e de exercicios;

o Nao alterar o tratamento hormonal, nem o método contraceptivo medicamentoso;

o Nao utilizar medicacbes de uso tépico ou sistémico: qualquer anti-inflamatorio;
antialérgicos; imunossupressores (medicamentos que bloqueiam a resposta do sistema
de defesa); vitamina A acida e seus derivados;

o Nao realizar tratamento estético, com esteticista ou médico dermatologista;

IPC-017.04 Versao 04 Pagina 12 de 15
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o Em caso de tratamento médico durante a pesquisa, qualquer que seja, informar
imediatamente ao responsavel pela pesquisa.

v CADA VISITA TEM DURAGAO DE 30 MINUTOS. OS HORARIOS E DIAS AGENDADOS
DEVEM SER RESPEITADOS.

v Os resultados dos questionarios de avaliagdo dos produtos, poderao ser divulgados, mas de forma
andnima para ndo expor o participante.

v Todos os itens acima foram lidos e esclarecidos, em voz alta, para os participantes da pesquisa.

v' Observagdo: Devido a COVID-19, o centro de pesquisa adotou todas as medidas de seguranga
para realizagao dos testes, visando a saude de seus colaboradores e voluntarios.

v Ha disponibilizagdo de alcool em gel e mascaras no instituto, ocorrera espagamento entre horarios
de visitas para evitar aglomeracgodes e respeitando o distanciamento; além do uso obrigatério de
mascaras, havera descontaminagao prévia a entrada com alcool 70° e aferigdo de
temperatura;

DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PREVISIVEIS

v' O grau dos riscos associados a pesquisa pode variar de pessoa para pessoa, levando em
consideragéo as diferentes caracteristicas fisiolégicas e pessoais dos participantes. Todas as
matérias primas utilizadas no produto sao aprovadas para uso tépico. Existem desconfortos e
riscos minimos para o participante da pesquisa, entretanto, como qualquer produto, podera

causar reagoes inesperadas como “vermelhidao”, “inchago”, “coceira” e “ardor” nos locais de
aplicacao deste.

BENEFICIOS ESPERADOS

v Sua participagao nesta pesquisa permitira verificar a auséncia, ou ndo, do surgimento de reagoes
alérgicas e irritagdo pelos produtos investigacionais, garantindo a comunidade, a verificagdo da
seguranga dos produtos.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

v'  Garantimos que qualquer reagdo adversa provocada pelo produto em teste sera acompanhada
pelo médico dermatologista e/ou especialista responsavel pelo projeto e que, se necessario,
sera fornecida a medicagcdo adequada, atendimento médico, locomogao até o hospital onde
sera realizado o atendimento e serdo pagas pela Instituicdo a internagdo e todas as demais
despesas que se fizerem necessarias para a garantia da saiude e do bem-estar pleno da sua
participagdo. Em complementacéo, podera ser possivel a realizagdo de um teste complementar
de acordo com as modalidades planejadas pelo responsavel da pesquisa, para que seja
entendida a reac&o adversa provocada pelo produto teste.

v' Garantimos que caso vocé apresente uma gravidez ndo planejada ao longo da pesquisa sera
acompanhada ao longo da gestagéo e por um periodo apds o nascimento do bebé. O tempo de
acompanhamento do bebé sera determinado pelo médico especialista (pediatra e/ou
ginecologista) com base nos possiveis riscos gerados pela participagdo na pesquisa ao bebé.

v/ Garantimos o seu direito a solicitagao de indenizagdo conforme o Cédigo Civil Brasileiro.

CONTATO COM O PESQUISADOR E COM O CEP (COMITE DE ETICA EM PESQUISA)

v' Em caso de duvida ou intercorréncia, vocé deve procurar imediatamente o centro de pesquisa ou
ou, entao, entrar em contato, diretamente, com o pesquisador responsavel ou qualquer membro
da equipe através dos telefones abaixo.

Pesquisador responsavel: Dr. Cassiano Carlos Escudeiro

v' Endereco: Av Jodo Antonio Meccatti, 1221 — BLOCO B, ANDAR SUPERIOR SALA1A1121E2
Jardim Planalto - Jundiai/SP - 13.211-223. Telefone: 11 97030-2777

HRIPT IPC.2021.4096 |
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Horario de Funcionamento: Segunda a Sexta-feira — 08h as 18h

Este protocolo de pesquisa foi aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa (CEP). O papel do
CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos das pesquisas envolvendo seres humanos,
protegendo os participantes em seus direito e dignidade. Caso tenha alguma duvida em relagdo
a ética ou aos procedimentos realizados neste estudo, vocé pode entrar em contato com o CEP
Invitare, Comité responsavel pela analise ética deste estudo.

Comité de Etica em Pesquisa Invitare

Rua Itaipu, 475 — Sao Paulo — 04052-010 - SP, Telefone: (11) 5581-2429,

Horario de funcionamento das 10h as 17h, de segunda-feira a sexta-feira. E-mail para contato:
cep@invitare.com.br

GARANTIA DE RECUSA A PARTICIPACAO OU SAIDA DA PESQUISA

O participante é livre para interromper a qualquer momento sua participagdo na pesquisa se
assim desejar ou a critério do pesquisador, o que ndo causara henhum prejuizo.
O participante & livre para ndo aceitar a participacdo nesta pesquisa.

GARANTIA DE SIGILO

Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo, os dados relevantes a pesquisa como idade e
fototipo sao identificados pelas iniciais do nome do participante. Os resultados gerais obtidos na
pesquisa serao utilizados apenas para alcangar os objetivos do trabalho, expostos acima,incluida
sua publicagdo na literatura cientifica especializada

A presenca de um representante do patrocinador, & permitida durante algumas etapas da
pesquisa, exceto na coleta de dados, mantendo assim, a confidencialidade dos participantes. A
presenca do mesmo se faz necessaria, quando solicitada, para eventuais auditorias,
acompanhamento de reagdes ao produto, observacdo de boas praticas de laboratério, entre
outros.

GARANTIA DE ENTREGA DE VIA

Este Termo de Consentimento livre e esclarecido é feito em duas vias, sendo que uma via
permanecera com vocé (participante da pesquisa) ou seu representante legal e a outra via com
0 pesquisador responsavel, ou pela pessoa por ele delegada.

RESSARCIMENTO E DESPESA

Vocé recebera compensacdo material, exclusivamente de despesas do participante e seus
acompanhantes, tais como gastos de transporte, alimentag&o, entre outros, quando necessario.
Da mesma forma vocé nao tera nenhuma despesa pessoal em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Durante o periodo de sua participagdo, se houver qualquer despesa
adicional de sua parte em relacéo a despesas, vocé sera reembolsado.

Os valores nao sao limitados. Sempre que necessario, havera reembolso.

Assinatura do participante: Data: / /

v

Concordo em participar da pesquisa clinica AVALIAGCAO DERMATOLOGIC:A DA
IRRITABILIDADE DERMICA PRIMARIA, ACUMULADA E SENSIBILIZACAO -

“D_ERMATOLOGICAMENTE TESTADO” e declaro ter sido esclarecido sobre todos os itens
acima.

HRIPT IPC.2021.4096 |
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v" Concordo que um representante do Patrocinador possa estar presente durante algumas etapas
da pesquisa.
TESTEMUNHA
(Preencher apenas quando o participante nao for alfabetizado)
Eu,
(Nome completo, sem abreviagéo)
Assinatura da testemunha: Data: / /

Ass. do Resp. por aplicar o TCLE: Data: [/

| HRIPT IPC.2021.4096
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ANEXO Il - COMPROVANTE DE DEPOSITO DA PATENTE

‘ asggmro 10/06/2022 87022(0511")
A NOUSTRIAL AW
INDUSTRIAL
28409161946278334

Pedido nacional de Invengéio, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adic8o de Invengio e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2022 011452 8

Dados do Depositante (71)

116

Depositants 1 de 1

Nome ou Razio Sodlal: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/ICNP): 07272636000131
Naclonalldade: Srasileira
Qualificaglio Jurfdica: Instituigio de Ensino e Pesquisa
Enderego: Av da universidade, 2853 - Benfica
Cidade: Fortaleza
Estado: CE
CEP: 60710-780
Pafs: Brasil
Telefone: (85) 3366-9434
Fax (85) 3366-0041
Emall: patentes@ufc.br
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m BRASIL Acesso a informagao Participe Servigos Legislagao Canais
Instituto Nacional da

Propriedade Industrial

Ministério da Economia
Consulta a Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? ]
» Consultar por: Base Patentes | Finalizar Sessdo

1/1
Depésito de pedido nacional de Patente
(21) N° do Pedido: BR 10 2022 011452 8
(22) Data do Depdsito: 10/06/2022
(43) Data da Publicagdo: -
(47) Data da Concessdo: -
(71) Nome do Depositante: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (BR/CE)
Anuidades
Petigdes
Servico  Pgo Protocolo Data Imagens Cliente Delivery Data
Servigos
200 v 870220051186 10/06/2022 =ll=l= UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA =
Anuidade
Outros
Publicagoes
RPI  Data RPI Despacho  Img Complemento do Despacho

2688 12/07/2022 21 = -
2685 21/06/2022 2.10 - - Ndmero de Protocolo '870220051186' em 10/06/2022 14:25 (WB)

Dados atualizados até 08/08/2023 - N© da Revista: 2744
Documentos Publicados
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ANEXO Il - ARTIGO PUBLICADO

S e @ Taylor &Francis

Natural Product Research
Formerly Natural Product Letters

ISSN: (Print) (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/gnpl20

Evaluation of the skin whitening and antioxidant
activity of Myracrodum urundeuva extract (aroeira-
do-sertao)

Erika Sabéia Guerra Diégenes, Anténia Lais Coelho da Silva, Francisco
Cirineu das Chagas Neto, Edilberto Rocha Silveira, Luzia Kalyne Almeida
Moreira Leal, Roberto Nicolete & Tamara Gongalves de Aratjo

To cite this article: Erika Sabdia Guerra Diégenes, Antdnia Lais Coelho da Silva, Francisco
Cirineu das Chagas Neto, Edilberto Rocha Silveira, Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal,
Roberto Nicolete & Tamara Gongalves de Araujo (2023): Evaluation of the skin whitening and
antioxidant activity of Myracrodum urundeuva extract (aroeira-do-sertao), Natural Product
Research, DOI: 10.1080/14786419.2023.2254457

To link to this article: https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2254457
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ANEXO IV — ENTREVISTAS E DIVULGAGAO

_ BR ,
= YouTube Pesquisar

Erika Diégenes ao desenvolver um sérum facial com acdo

Pesquisadora da UFC desenvolve gel facial clareador

q CAPES_Oficial
gf‘é 30,2 mil in-scritos m Iﬁ Gostel 9] ﬁ Compartihar
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= YouTube - Pesquisar B
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ERIKA DIOGENES

Doutoranda Farmdcia UFC

\

Estudo da UFC desenvolve produto clareador de manchas na pele a partir da aroeira

UFCTV
41 mil inscritos ﬁ 80 9] » Compartilhar




