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RESUMO

A rica biodiversidade das espécies vegetais no Brasil impulsiona estudos
com plantas para o desenvolvimento de produtos contendo compostos naturais.
Prosopis juliflora, conhecida popularmente como algaroba, € uma planta trazida do
Peru, disseminada no Bioma Caatinga onde tornou-se espécie invasora. Estudos
relatam que a algaroba apresenta acfes antimicrobiana, antioxidante, antimalaria,
antitumoral, dentre outras. Tais atividades estdo relacionadas a presenca de
metabdlitos secundarios como os alcaloides, terpendides, taninos e flavonoides,
presentes em diferentes partes dessa planta. Alguns destes metabdlitos podem ser
utilizados pela industria cosmética como bioativos para aplicacdo em diferentes
atividades. Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar as atividades antioxidante e
antitirosinase do extrato dos frutos de P. juliflora e desenvolver formulacoes
cosmeéticas contendo o extrato com o intuito de harmonizacdo da coloracéo da pele.
Para tanto, o extrato obtido por metodologias previamente padronizadas, foi avaliado
guanto a concentracdo de compostos fendlicos (0,21 = 0,01 mg EAG/g) e
flavonoides totais (1,71 + 0,26 pg EQ/mg). Além disso, o extrato foi caracterizado por
meio de LC-MS-TOF. A seguranca in vitro do extrato foi avaliada por meio de testes
de citotoxicidade celular (3T3 e B16F10). O extrato de P. juliflora ndo apresentarou
efeitos citotdéxicos frente essas linhagens. A atividade antioxidante in vitro foi
avaliada por diferentes metodologias atuando em diferentes fases da cascata
oxidativa, iniciacdo e propagacdo. A acdo antitirosinase do extarto foi avaliada por
metodologia enzimatica e o extrato apresentou atividade de inibicdo de 62,48% +
2,09 na concentracdo de 30,00 mg/mL. Formulacbes com Dissodium EDTA,
Phenoxyethanol (and) Ethylhexyl Glycerin, Distilled Water, Sodium Acrylates
Copolymer Lecithin, Polyacrylamide (and) C13-14 Isoparaffin (and) Laureth-7 e
3,00% do extrato de P. juliflora foram submetidas aos testes de estabilidade
preliminar e acelerada. As formulagdes apresentaram-se estaveis por um periodo de
60 dias. Esta pesquisa contribuiu cientificamente demonstrando a utilizacdo de uma
planta da Caatinga, como bioativo para aplicagdo multifuncionais em produtos
cosmeéticos, com a atividade antioxidante e para harmonizacgéo da coloragao da pele.
Assim, contribuirda para agregar valor a cadeia produtiva de P. juliflora, visando
valorizar aspectos de responsabilidades ambiental, social e da biodiversidade
brasileira.

Palavras-chaves: Algaroba; Prosopis juliflora; Antioxidante; Cosméticos; Melanogénese.



ABSTRACT

The rich biodiversity of plant species in Brazil enables studies for the development of
products containing natural compounds. Prosopis juliflora, popularly known as
mesquite, is a plant brought from Peru, widespread in the Brazilian Caatinga where it
has become an invasive species. Studies report antimicrobial, antioxidant,
antimalarial, and antitumor actions among others. Such activities are related to the
presence of secondary metabolites such as alkaloids, terpenoids, tannins and
flavonoids, present in different parts of this plant. Some of these metabolites can be
used by the cosmetic industry as active ingredients for application in different
activities. Therefore, this work aimed to evaluate the antioxidant and antityrosinase
activity of P. juliflora fruit extract and develop cosmetic formulations containing this
extract with the aim of harmonizing skin color. To this end, the extract obtained using
previously standardized methodologies was evaluated for the concentration of
phenolic compounds (0.21 + 0.01 mg EAG/g) and total flavonoids (1.71 + 0.26 g
EQ/mg). Furthermore, the extract under study was characterized using LC-MS-TOF.
The in vitro safety of the extract was evaluated using cellular cytotoxicity tests and
the samples did not show cytotoxic effects. The in vitro antioxidant activity was
evaluated using different methodologies and demonstrated the ability to block the
oxidation cascade in the initiation and propagation phases. The antityrosinase action
was evaluated using enzymatic methodology and the extract showed an inhibition
activity of 62.48 + 2.09 at a concentration of 30.00 mg/mL. Formulations with
Disodium EDTA, Phenoxyethanol (and) Ethylhexyl Glycerin, Distilled Water, Sodium
Acrylates Copolymer Lecithin, Polyacrylamide (and) C13-14 Isoparaffin (and)
Laureth-7 and 3.00% of the studied plant extract were subjected to preliminary and
accelerated stability tests. The formulations were stable in accelerated stability tests
after a period of 60 days. This research, in addition to contributing scientifically by
demonstrating the use of a Caatinga plant in antioxidant cosmetic products and for
homogenizing skin color, will also contribute to adding value to the P. juliflora
production chain, giving value to aspects of Brazilian environmental, social and

biodiversity responsibilities.

Keywords: Mesquite; Prosopis juliflora; Antioxidant; Cosmetics; Melanogenesis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior mercado consumidor do mundo de produtos
cosméticos e o segundo em langamentos de produtos no mercado global (ABIHPEC,
2023). Seguindo este parametro, o0 mercado consumidor de cosmeéticos busca por
inovacdes e esse trabalho apresenta importantes contribuicdes, pois se enquadra
dentro das tendéncias mercadoldgicas e de pesquisas propostas no ambito nacional
e internacional.

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com o meio ambiente e
exigentes em relacdo as empresas por compreenderem que as questdes ambientais
deixaram de ser apenas de responsabilidade politica e institucional com os 6rgaos
ambientais passando a ser um fator importante no consumo e uma vantagem
competitiva mercadolégica (LUO; ZHANG; ZHANG, 2021). Além disso, quarenta e
um porcento (41%) dos consumidores brasileiros possuem interesse por produtos
gue contenham compostos de origem natural (ABIHPEC, 2023). Pensando nisso,
diversas empresas estdo utilizando estratégias de promocdo de discussoes,
anuncios, propagandas, acdes e campanhas publicitarias sobre seus produtos
serem eco-friendly. Por outro lado, este movimento levou a producdo de
propagandas enganosas acerca da utilizacdo de ingredientes vegetais ou ainda, a
minimizagdo dos impactos ambientais, sendo essa pratica chamada de
greenwashing (lavagem verde ou banho verde) (ANDERSEN; HOVRING, 2020;
CHEN et al., 2018).

Prosopis juliflora € uma espécie que foi introduzida no Brasil e teve uma
rapida adaptacdo ao clima e ao ecossistema da Caatinga. Contudo, fatores como
rapidez e facilidade em seu crescimento, propensdo em provocar 0 processo de
alelopatia em espécies da agricultura local e também em plantas exéticas, fizeram
com que a algaroba se tornasse uma espécie invasora (DE SOUZA NASCIMENTO
et al., 2014; QAYYUM et al., 2018). Alem de apresentar dificil erradicacéo, acaba
competindo por nutrientes e pela radiacdo solar uma vez que a copa da algaroba
pode diminuir a incidéncia solar para outras espécies que estejam proximas. ISso
pode prejudicar o desenvolvimento de espécies nativas. Nesse sentido, em
decorréncia ao prejuizo as demais espécies da Caatinga, o uso racional da espécie
como matéria-prima para recursos sustentaveis, pode ser indicado como um

interessante manejo dessa planta invasora (CASTILLO et al., 2020; FRANCO et al.,



17

2010).

Considerando que o0s consumidores de produtos cosmeéticos desejam
novidades e que os produtos naturais podem ser amplamente explorados nesse
nicho, nesta pesquisa € evidenciado o uso de substancias naturais focado na acéo
antioxidante e para harmonizar a coloracdo e aparéncia uniforme da pele. A
utilizacdo de formulacbes para minimizar regides hipercrébmicas da pele pode ser
impulsionada por razdes estéticas, especialmente em pessoas que apresentam
condicdes dermatolégicas associadas a hiperpigmentacdo, por exemplo, no
melasma. Ha& ainda razdes sociais, que afetam a autoestima e podem provocar
alguns transtornos que dificultam o bem-estar do individuo no ambito psicossocial
(DOOLAN; GUPTA, 2021).

O uso de formulagdes emulsionadas para incorporacdo de produtos vegetais
destinados aplicacdo na pele tem sido apresentado ao mercado com muita
frequéncia. Isso se deve ao fato que as emulsdes se apresentam sensorialmente
agradaveis ao toque, sdo facilmente removidas da pele, tém baixo custo e podem
ser desenvolvidas para veicular diferentes ativos (MASSON, 2005; PARK; KIM; KIM,
2021).

Uma vez que ha relatos na literatura da presenca de metabdlitos de interesse
cosmético na composicdo quimica de P. juliffora com potencial aplicacédo
antioxidante e antitirosinase (ALMARAZ-ABARCA et al., 2007; DAMASCENO et al.,
2020); que ndo ha até o momento patentes utilizando a espécie em estudo em
composi¢cdes cosméticas com acdo em regides hipercrbmicas da pele; que a
algaroba € uma espécie presente na Caatinga e esse bioma nao é muito explorado
na area cosmética; que € crescente a busca por ativos naturais em substituicdo aos
sintéticos; que alteracbes na harmonizacdo da coloracdo da pele pode afetar a
autoestima e trazer transtorno psicosocial, esta pesquisa objetivou desenvolver
formulagbes cosmeéticas multifuncionais, com compostos antioxidante e
antitirosinase como uma alternativa natural aos ingredientes sintéticos utilizados no
mercado para harmonizacdo da coloracdo da pele e, trazer ao mercado mais uma
inovacgado sustentavel. Além disso, esta focado na incorporagédo de insumo natural a
partir de uma espécie presente na Caatinga, divulgando as potencialidades desse

bioma e, confluindo com o mercado, tendéncias e inovacao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Prosopis juliflora COMO FONTE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As implicacdes da sustentabilidade e praticas inovadoras para as empresas
gue buscam solucdes para os problemas ambientais tornaram-se desafios do mundo
empresarial moderno. As adequacbes da empresa a legislacdo ambiental, ao
mesmo tempo em que buscam novos produtos e novos processos através da
tecnologia, potencializaram a competitividade no mercado e seu dinamismo de
atuacdo (DINI; LANERI, 2021). E neste cenario que atuam as estratégias de
algumas industrias de cosmeéticos no mercado, por se tratar de um meio dinamico
que exige inovacao constante e investimento continuo no desenvolvimento de novas
formulacBes, capazes de atender os consumidores e desenvolvimento sustentavel
(GEORGIEV et al., 2018; GOTTARDO et al., 2021).

As plantas tém sido usadas ha anos com diversas aplicagcdes cosméticas e a
rica biodiversidade de espécies no Brasil favorece o desenvolvimento de
formulagcbes com moléculas naturais. Os consumidores estdo cada vez mais
preocupados com a saude, preferindo produtos com matérias-primas naturais em
susbtituicdo aos sintéticos (KERDUDO et al., 2016).

A composicdo quimica complexa das plantas favorece o seu uso para
producédo de fitocosméticos, pois uma espécie vegetal é capaz de sintetizar diversos
biocompostos quimicos com multiplas funcdes bioldgicas e fisioldgicas por meio do
metabolismo vegetal, os quais sdo classificados em metabdlitos primarios e
secundarios (GEILFUS, 2019). Os primarios sdo compostos essenciais para
crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais, como as proteinas, os acidos
graxos, os polissacarideos e a clorofila. Ja a presenca dos metabolitos secundarios
nas espécies vegetais dependera das variaveis ecolédgicas e, desse modo, essas
classes de produtos quimicos sdo as responsaveis por diversas atividades biologicas
das espécies e que podem ser utilizados na industrias farmacéutica e de cosmeéticos
(ISAH, 2019; WINK, 20186).

A espécie P. juliflora (Figura 1) , pertence a familia Fabaceae (Leguminosae),
subfamilia Mimosoideae e género Prosopis, que incluiu 44 espécies (PASIECZNIK
et al., 2004). E uma planta oriunda do Peru que se distribuiu pela América do Sul,
Central e Norte, Oceania, Asia e Africa. No Brasil, € conhecida como algaroba ou
algarobeira (DRUMOND; MORGADO, 2004) e ¢é encontrada em regides
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semiaridas do Nordeste (PASIECZNIK et al., 2001) e Rio Grande do Sul (OLIVEIRA,
QUEIROZ, 2023).

Figura 1. Prosopis julifiora (SW) D.C na Caatinga do Rio Grande do Norte.
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Fonte: Damasceno et al., 2020.

A algaroba é uma arvore xerdfila que em 6&timas condicdes para se
desenvolver pode chegar a altura de 18 metros. Foi observada como espécie nativa
ou introduzida em 129 paises, principalmente nas regides quentes, aridas e
semiaridas do mundo (SHACKLETON et al., 2014). No Brasil, foi introduzida no ano
de 1942, na cidade de Serra Talhada em Pernambuco (BURKART, 1976).

As espécies exoticas invasoras (EEI) sédo todas as categorias de organismos
vivos (plantas, mamiferos e insetos) que compreendem o0s tipos mais comuns em
ambientes terrestres (TOBIN, 2018) e amplamente distribuidas em todos os tipos de
ecossistemas mundiais. Essas espécies tém a capacidade de se estabelecer,
invadir, competir com espécies nativas e assumir o controle do novo ambiente
(PYSEK et al., 2020). Elas acabam afetando todos os tipos de ecossistemas do
planeta e sdo a segunda maior ameaca global a biodiversidade apos a destruicdo do
habitat (TOBIN, 2018). As EEI geram impactos sobre as espécies nativas que
competem diretamente por recursos, como alimentos e locais de reproducao,
indiretamente, alterando o habitat e modificando a hidrologia, ciclagem de nutrientes
€ 0outros processos ecossistémicos. Seus impactos sao sobre a biodiversidade nativa
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em ecossistemas como terras agricolas e pastagens, parques nacionais, cursos de
agua, lagos, rios com enormes consequéncias econdmicas e sociais (LAZZARO et
al., 2020; WILGEN et al., 2020).

Prosopis juliflora € uma das principais plantas invasoras lenhosas do mundo
(ROS et al., 2014). A introducdo da algaroba no Brasil teve o objetivo de constituir
alternativas econémicas para a regido Nordeste e acabou desencadeando grandes
Impactos sobre a biodiversidade, alterando a estrutura das comunidades e inibindo a
regeneracao das espécies nativas (ALVAREZ et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).
Estudos recentes, a exemplo de Howari e colaboradores (2022), realizados na
regido dos Emirados Arabes e Shiferaw e colaboradores (2021), na regido Afar na
Etidpia, mostraram que essa planta invasora pode gerar varios problemas em locais
diferentes do seu habitat natural, pois sua capacidade de reproducédo e regeneracéo
a torna extremamente agressiva, particularmente se associada a alguns
facilitadores, como os dispersores e, principalmete, a acao antropica.

Além disso, a algaroba possui altas concentracées de substancias quimicas
alelopéticas e fitotoxicas nas folhas, que provocam efeitos negativos sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas nativas. Os principais aleloquimicos
presentes em P. juliflora foram siringina, lariciresinol, L-triptofano, juliprosopina,
juliprosina e juliprosopinal. Entre estes, os derivados de juliprosina apresentaram a
alelopatia mais evidente (KAUR; GUPTA; ZHAWAR, 2014; MUTURI et al., 2017).

Apesar dos aspectos negativos associados a espécies, a introducdo de P.
julifora em varios paises gerou diversos beneficios e servicos para as comunidades
locais (SHACKLETON et al., 2014). Das 44 espécies do género Prosopis, pelos
menos 19 promoveram Otimos rendimentos econ6micos nos locais onde foram
introduzidas (CHOGE et al., 2012; PASIECZNIK et al., 2001).

Devido as suas caracteristicas ecoldgicas, o cultivo da espécie beneficiou a
comunidade e auxiliou na recuperacdo de é&reas com solo degradado e até
contaminado com poluentes, especialmente na India, além de prover madeira e
forragem para os animais (NASCIMENTO, 2008). Dentro de sua area introduzida,
esta espécie é usada para alimentacdo humana, racdo animal, medicina popular,
madeira e bioenergia (GAYATHRI; UPPULURI, 2022; WAKIE et al., 2016). No
Nordeste brasileiro é aproveitada pela populacdo na extracdo da madeira para
producdo de estacas e para gerar energia, através da formacado de lenha e carvao

(FRANCO et al., 2010); na alimentacdo de animais por meio dos seus frutos
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(MUNIZ, 2009); na industria alimenticia para producdo de bolos, sorvetes e pées
(BORGES, 2004); potencial de obtencdo de biocombustiveis (RODRIGUES et al.,
2013) e potencial de uso area cosmética (DAMASCENO et al., 2020). No entanto, a
algaroba ao ser consumida em grandes quantidades provocam uma série de efeitos
negativos na saude animal, especificamente ao gado (TABOSA et al., 2000).

A algaroba pode provocar uma condicdo neuroldgica e muscular no gado,
devido a presenca de alcaléides piperidinicos: juliprosopina e juliprosina, 0s
principais constituintes da espécie (TABOSA et al.,, 2000). Além disso, alteracbes
dentarias que comprometem o bem-estar dos animais levando a morte. Isso esta
relacionado a adicdo de mais de 30% de vagens ou farelos dessa planta a racdo
desses animais, 0 que provoca uma intoxicacdo devido a alta concentracdo de
alcaloides (AHMAD; ISMAIL, 1996; SHACKLETON et al., 2015).

Estudos com a P. juliflora apresentam a¢des antimicrobiana (SANTOS et al.,
2013), antioxidante (DAMASCENO et al., 2020), antimalaria (BATISTA et al., 2018),
antitumoral (SATHIYA; MUTHUCHELIAN, 2011), inibidor da colinesterase e
pontecial uso no Alzheimer (CHOUDHARY et al., 2005), anti-helmintico
(ODHIAMBO et al.,, 2014), antiemético (HASAN et al.,, 2012), antibiofiime e
cicatrizante (ARYA et al., 2019) e inseticida (DHIVYA et al., 2018). Essas atividades
sdo associadas aos metabdlitos, como os alcaloides, terpendides, taninos e
flavonoides, presentes nas diversas partes dessa planta (HENCIYA et al., 2016;
SHARIFI-RAD et al.,, 2019). Apesar da literatura relatar diversas atividades
farmacoldgicas e biologicas, € possivel observar uma escassez de estudos com a
espécie para desenvolvimentos de produtos na area cosmética.

Estudo anterior com a P. juliflora indicou a presenca de metabdlitos com
propriedades antioxidante, destacando-se os polissacarideos, como as a-glucanas,
e polifendis (DAMASCENO et al.,, 2020). Diversos compostos fendlicos foram
relatados, como o canferol, epigalocatequina, daidzina, apigenina, isoharmentina,
luteolina, miricetina e quercetina, 0s quais ja possuem estudos na literatura que
comprovam a acdo antitirosinase desses metabolitos secundarios, extraidos de
outras espécies de plantas (HASHIM et al., 2021; HSU et al., 2020; PARK et al.,
2018; QU et al., 2020). Contudo, ndo ha estudos cientificos sobre a utilizacdo de
extratos de P. juliflora para avaliacdo da atividade antimelanogénica.

Damasceno e colaboradores (2020) demonstraram a presenca de

polissacarideos, dentre eles uma a-glucana, e compostos fendlicos, tais como
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derivados de luteolina, epigalocatequina, apigenina, quercetina, miricetina, daidzina,
isoharmentina e canferol, em extratos obtidos dos frutos da algabora e atribuiram ao
extrato de P. juliflora atividades hidratante e de preven¢do dos sinais cutaneos do
envelhecimento quando incorporados em formulacdes cosméticas.

Os compostos fendlicos possuem diversas funcbes de interesse da
cosmetologia, dentre elas antioxidante e prevencdo dos sinais de envelhecimento
cutdneo (BARRETO et al., 2020; DAMASCENO et al., 2020) além da inibicdo da
sintese de melanina (DZIALO et al., 2016; ZUO et al., 2019).

Os polifendis sdo um dos principais grupos de metabdlitos com potencial
atividade antimelanogénica (CHANG, 2009). A luteolina e seus glicosideos, luteolina
7-metil glucuronideo e luteolina 7-(6"-acetilallosil-(1—2)-glicosideo), foram isolados
dos extratos de Moringa oleifera e a sua propriedade de inibicdo da tirosinase nao
competitiva foi avaliada pela cinética inibitéria de tirosinase, tendo os autores
observado que os compostos estudados inibiram a melanogénese celular (HASHIM
et al, 2021). Hsu e colaboradores (2020) relataram, que derivados de
epigalocatequina apresentaram atividade anti-melanogénica. Ja Jampa e
colaboradores (2022) avaliaram as bioatividades multiplas das folhas de Manihot
esculenta e analisaram por meio de analise HPLC-DAD que os pricipais contituintes
como rutina, apigenina e canferol possuiam esta mesma acdo. Derivados de
quercetina, quercetina-7-O-a-L-ramnosideo, atenuaram a atividade da tirosinase
celular e a melanogénese em células de melanoma B16F10 estimuladas por a-MSH
mais IBMX (PARK et al., 2018), bem como o extrato de Puerariae Lobatae, o qual
apresentava puerarina, daidzina, genisteina, daidzeina, genistina e formononetina
em sua composicao, apresentou inibicdo mista da monofenolase e ativagcdo mista da
difenolase. Portanto, a puerarina pode ser usada tanto como um inibidor da
tirosinase quanto como um ativador da tirosinase (QU et al., 2020). Neste contexo,
considerando que Damasceno e colaboradores (2020) demostraram na P. juliflora a
presenca desses compostos supracitados na P. juliflora a presenca de compostos
com atividade antimelanogénica ja relata, tem-se um possivel indicio de que o
extrato da algaroba possa ser utilizado com a finalidade de harmonizagdo da
coloragdo da pele. Destaca-se também que ndo h& estudos cientificos sobre a

utilizacao de extratos de P. juliflora para avaliacdo da atividade antimelanogénica.
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2.2 PELE E MELANOGENESE

2.2.1 Pele

A pele é o maior orgdo do corpo humano, representa aproximadamente 16%
do peso corporal total e apresenta diversas fun¢gdes como, constituir uma barreira
entre 0 ambiente interno e o0 meio externo, protegendo o organismo contra
substancias potencialmente perigosas, lesdes mecanicas e possiveis patdégenos
(BHATTACHARYA et al., 2019; MINTIE; SINGH; AHMAD, 2020). Além de manter a
homeostasia corporal através de funcdes de termorregulacéo, e controle da perda de
agua (PAUL; SHARMA, 2015), proporciona também a remocdo de metabdlitos
residuais através do suor e producdo de pigmentos que protegem contra a radicdo
solar (KOLARSICK; KOLARSICK; GOODWIN, 2011). Assim, a pele é um local
importante para o0 metabolismo e processos secretores que produzem uma série de
macromoléculas, incluindo glicanos, proteinas, lipidios, e horménios. Por exemplo, a
maior sintese de vitamina D periférica é produzida principalmente na pele (GAUR et
al., 2017).

Anatomicamente, a pele humana é constituida por trés camadas principais: a
camada externa, chamada de epiderme; a camada intermediaria, derme, que é
subjacente a epiderme; e a camada mais interna, intitulada de hipoderme, a qual é
contituida de gordura subcutanea (Figura 2) (ARRON, 2016; MINTIE; SINGH;
AHMAD, 2020). Ainda, apresenta diversos apéndices epidérmicos como cabelos,
unhas, pelos, glanduas sudoriferas e sebaceas e receptores sensoriais, que formam
o sistema tegumetar continuo (KOLARSICK; KOLARSICK; GOODWIN, 2011;
LOSQUADRO, 2017; MCGRATH et al., 2004).

Figura 2. A pele e suas camadas principais.
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Fonte: Criado com BioRender.com (2023).
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A epiderme ¢é um epitélio estratificado queratinizado composto
predominantemente por queratindcitos e a integridade e elasticidade da pele séo
mantidas devido a sua constituicdo ser de aproximadamente 20% de &agua
(BENSON; WATKINSON, 2012). Apresenta decendéncia embrionéarias da ectoderma
e é formada pela juncéo de cinco porcdes - estrato basal, estrato espinhoso, estrato
granuloso, estrato lacido e estrato corneo, que se encontram em constante
regeneracao de forma natural ao longo da vida, embora tornando-se mais lenta com
o envelhecimento (LOSQUADRO, 2017; MINTIE; SINGH; AHMAD, 2020).

O estrato coérneo (EC) que é uma camada de 10 a 20 um de espessura
apresenta funcdo de defesa da pele, impedindo a entrada de microrganismos e
algumas substéncias nocivas. Dessa forma, esse estrato auxilia na hidratagdo e
retencdo de agua, auxiliando na manutencéo fisiolégica da hidratacdo cutanea
(YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2021). Essa camada € composta por células
chamadas de cornedcitos, que sdo terminalmente diferenciadas, achatadas, e
separadas por camadas de lipidios densamente compactadas (BOSKO, 2019;
EGAWA, 2018).

O estrato lucido é formado por uma camada de células planas e translicidas,
eosindfilas, as quais lisoenzimas digeriram os nucleos e organelas. Além disso, essa
camada é constituida por filamentos de queratina, que se encontram orientados
conjuntamente a superficie da pele. E impossivel notar a presenca dessa camada
em areas do corpo onde a pele é pouco espessa. Essas células achatadas séo
responsaveis por liberar as enzimas que as digerem, ja que a maioria dessas células
nao possui nucleo, ou seja, estdo mortas (YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2021).

O estrato granuloso consiste da juncdo de duas a cinco camadas de células,
tem formato plano e € a transicdo para a camada inferior de células. A camada
granular estad ativamente envolvida na queratinizacdo, onde as células produzem
gueratina e perdem seus nucleos, tornando-se mais densas e frageis. Também
apresenta granulos de querato-hialina (TOBIN, 2017).

O estrato espinhoso apresenta células com diferentes morfologias, estrutura
celular e propriedades. Assim, em uma arquitetura aglomerada essas células, que
apresentam citoplasma amplo e eosinofilico, sdo interligadas por jun¢gdes chamadas
de desmossomos, que dao coesdo celular dos epitélios, sdo resistentes a fortes
tracOes e pressoes (TOBIN, 2017). Em geral, isso ocorre por meio da formacéo de

placas desmossémicas, em que os filamentos de queratina sdo ancorados (DELVA
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et al., 2009). Os queratindcitos ap0s passarem pelo processo de alongamento e
achatamento sdo o0s principais constituintes da camada granular, que é
caracterizada pela presenca de granulos intracelulares de querato-hialina e corpos
lamelares. A presenca dos granulos querato-hialinos impede a perda de agua do
organismo, pois forma uma barreira de protecdo na pele (MINTIE; SINGH; AHMAD,
2020).

O estrato basal ou germinativo apresenta células-tronco epidérmicas,
melandcitos e células de Merkel. As células-tronco dao origem aos queratinécitos.
Devido a alta atividade mittica e a enorme quantidade de células, a pressao
exercida € maior nas laterais fazendo com que as células sejam colunares. Os
melandcitos sdo células redondas, com longos prolongamentos, citoplasma claro e
ndcleos ovais. Eles produzem melanina. As células de Merkel séo
mecanorreceptores que formam conexdes sinapticas com terminacdes nervosas
sensoriais (LOSQUADRO, 2017).

A derme é a camada da pele que fornece suporte a epiderme. E constituida
por uma camada espessa fibrosa, filamentosa, amorfa e com tecido elastico rico
predominantemente em colageno, fibras reticulares e elastina, que séo responsaveis
por dar estrutura, suporte e elasticidade para pele. Além do mais, essa camada €&
contituida por biocompostos que sdo produzidos por fibroblastos de diversas
linhagens e ajudam a manter a hidragéo e firmeza do tecido, como acido hialurénico,
colageno e elastina (YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2021). Ao contrario da epiderme,
0s sistemas vascular e linfatico permeiam a derme ao lado de apéndices como
foliculos capilares, terminacbes nervosas e glandulas secretoras (BROWN;
KRISHNAMURTHY, 2018).

A epiderme apresenta quatro tipos de células, que sdo os queratindticos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (LOSQUADRO, 2017). Os
melandticos sdo células dendriticas, desprovidas de desmossomas, derivadas da
crista neural. S&o compostos por prolongamentos citoplasmaticos que envolvem
cerca de 36 queratindcitos, nos quais a melanina recém sintetizada transita.
Geralmente se situam entra a camada basal e o estrato espinhoso da epiderme.
Assim, os melandticos apresentam a funcdo de produzir melanina, que é um
pigmento que gera variagcdo da coloracdo da pele pela quantidade, qualidade e
distribuicdo desse pigmento (D'ISCHIA et al., 2015; RZEPKA, 2016). Existem dois

tipos de melanina na pele, a eumelanina (apresenta coloragcdo marrom-preta) e a
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feomelanina (da a coloracdo amarelo-avermelhada). A proporcdo de eumelanina e
feomelanina determina a cor da pele. Niveis mais altos de feomelanina estédo
associados a uma cor de pele mais clara e niveis mais altos de eumelanina
promovem uma cor de pele mais escura (NORDLUND; BOISSY, 2001).

2.2.1 Melanogénese
A melanina é o pigmento responsavel pela coloracdo da pele, tem funcao
de protecao contra danos da radiacéo ultravioleta (UV) e é produzida no interior dos

melandcitos pelo processo de melanogénese (MALASPINA et al., 2020).

Figura 3 - Cascata de reacdes da melanogénese.
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Um esquema representativo da producdo da melanina pode ser observado
na Figura 3. A melanogénese € iniciada em organelas especializadas produzidas

pelo reticulo endoplasmatico dos melandcitos, os melanossomas, nos quais ocorre a
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primeira etapa de hidroxilagdo da L-tirosina a L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina)
(Reacdo 1) e, ap6s oxidacdo desta a L-Dopaquinona (Reacdo 2), que dara
continuidade a cascata bioquimica. Essas duas primeiras reacfes para sintese
enddogena de melanina sdo catalisadas pela tirosinase, que € uma metaloenzima
contendo cobre (KUSUMAWATI et al., 2015; ORTIZ-RUIZ et al., 2016). O numero,
tamanho e distribuicho dos melanossomas nos melandcitos sao fatores
responsaveis pela diversidade fenotipica da coloracdo da pele de individuos
humanos (ANGELOPOULOU, 2013; CICHOREK et al., 2013).

Contudo, o aumento exacerbado da producédo da melanina pode gerar certos
prejuizos, como o surgimento de regides pigmentadas na pele, podendo se tornar
um problema estético, incluindo melasma, sardas, manchas da idade, cloasma e
sindromes de hiperpigmentacéo (ALAM et al., 2017; CHUNG et al., 2018). Como o
excesso de melanina na pele é um tema relevante discutido na indatria cosmética,
ha uma demanda pela busca de novos inibidores da melanogénese (LEE; CHA,
2019). Portanto, o desenvolvimento de agentes antimelanogénicos é importante para
a prevencao de regides hiperpigmentadas na pele (CHAN; KIM; CHEAH, 2011; LEE;
CHA, 2019). Assim, diferentes estudos tém focado no blogueio da melanogénese
por meio de espécies vegetais e na prevencao da hiperpigmentacéo indesejada para
beneficios cosméticos (CHO et al., 2019; HONG et al., 2017; MUKHERJEE et al.,
2018).

Diversos compostos séo utilizados como agentes inibidores do processo de
hiperpigmentacdo como o &cido kéjico, hidroquinona, acido ascérbico, &cido
retindico, entre outros (BAEK; KANG; PARK, 2020; JULIANO, 2022; SEO et al.,
2019). Existe uma demanda de mercado na busca de novos compostos, de
preferéncia de origem natural, sustentaveis que tenham atividades inibidora de
tirosinase ou da melanogénese.

Diferentes estudos apresentados na literatura, atribuem a ag&o antitirosinase
e anti-melanogénese aos compostos polifendis. Flavonoides sdo compostos
fendlicos que apresentam propriedades antitirosinase, tornando-se atrativos como
fitoingredientes em formulagbes cosméticas (RAUNIYAR et al., 2014). Segundo
Burger e colaboradores (2017) em estudo realizado com Reseda luteola L., foi
observado que derivados de luteolina e apigenina apresentaram acao inibitoria da
tirosinase e se mostraram como potenciais ativos para harmonizacdo da coloracao

da pele. Lall e colaboradores (2015) descreveram a composi¢cdo quimica dos
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extratos etandlicos das folhas, cascas e frutas de Ceratonia siliqua, que
apresentaram acao inibidora da tirosinase associada a presenca de polifendis
derivados da epicatequina (epicatequina-3-O-galato), quercetina e miricetina.

Zeitoun e colaboradores (2019) demostraram por meio de testes in vitro
que os extratos de folhas de Combretum micranthum (G. Don), de frutas de
Anacardium occidentale (L.), de sementes de Moringa oleifera (Lam.) e de sementes
de Adansonia digitata (L.) possuem atividade de harmonizacdo da coloracdo da
pele equivalente. As atividades antitirosinase de 84,58% e 31,02% foram descritas
para C. micranthum e A. occidentale, respectivamente, demostrando que esses
extratos podem ser utilizados em produtos cosméticos como agentes alternativos
para a harmonizacao da coloracao da pele.

Han e colaboradores (2020) avaliaram o efeito antimelanogénico do extrato
etandlico de Sorghum bicolore e verificaram atividade antioxidante in vitro e efeito
antimelanogénico em células de melanoma B16F10, podendo ser utilizado pela
indUstria cosmética como ativo para homogeneizacdo da coloracdo da pele. Os
principais compostos identificados nesse extrato foram 1,3-O-dicafeoilglicerol, tricina
e acido 9-hidroxioctadecadienodico (9-HODE). Huang e colaboradores (2020)
demostraram o mecanismo de acdo do extrato aquoso da semente de Phoenix
dactylifera L. na inibicAio da melanogénese em células B16F10 ao regular
negativamente as vias de sinalizacdo de PKA, sinalizando que essa espécie vegetal
pode ser usada como um agente antimelanogénico e consequentemente um insumo
para harmonizacao da coloracéo da pele.

Além disso, Damasceno et al. (2020) observaram a presenca de algumas
dessas moléculas com atividade ja relatada na literatura, 0 que pode ser um
indicativo que o extrato de P. juliflora possua atividade de inibicdo da melanogénese.
Compostos fendlicos, em extratos etandlicos das folhas de Dipteryx alata Vogel
(Baru), foram avaliados através de ensaios enzimaticos, tendo os autores observado
que os compostos estudados indicaram uma inibicdo de 42% apds uma hora,
enquanto que o controle positivo - acido kojico - inibiu completamente a enzima
(SILVERIO; CASTRO; MIRANDA, 2013). Resultados semelhantes foram observados
por Chaiyana e colaboradores (2020), em que todos os extratos de Morus alba L.
contendo os polifenois, apresentaram atividade antitirosinase significativamente
potente.

Outros compostos, como os glicosideos podem apresentar atividade inibidora
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da tirosinase. Elshibani e colaboradores (2020), observaram a atividade
antitirosinase da arbutina do extrato metandlico de Arbutus pavarii Pampan por meio
de estudos in vitro podendo atuar no tratamento eficaz da hiperpigmentacgéo da pele.
J&, El Hawary e colaboradores (2020), avaliaram o extrato de folhas de Macadamia
integrifolia e suas fracdes e relataram que dentre os compostos isolados, o acido
galico, demonstrou forte atividade inibitéria da enzima tirosinase com IC50 a 56
mg/mL.

Por fim, vale salientar que os termos “manchas” e “despigmentantes” na
rotulagem dos produtos cosméticos, encartes e material publicitario tiveram suas
proibicdes sugeridas pela Camara Técnica de Cosméticos (CATEC) da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) desde 2009 pelo Parecer Técnico n.1 de 28/07/2009
(ANVISA, 2020). Essa proibicdo aconteceu em decorréncia da existéncia de
diferentes tipos de lesbes na pele que provocam alteracdes na coloracdo desse
orgao e que podem estar ou ndo associadas a affeccées, como: extravasamento de
hemécias; aumento da coloracdo da pele por infec¢des virais; mancha acrémica
(branca) podendo estar relacionada com uma doenga autoimune, como o vitiligo;
dentre outras. Apds os protestos mundiais antirracistas motivadas pelo assassinato
do homem preto americano George Floyd, em 25 de maio de 2020, algumas
empresas como a L’Oréal, posicionaram-se em remover 0s termosbranco/clareador
(white/whitening), claro/clareamento (fair/fairness, light/lightening) de todos os seus
produtos e passaram usar o termo: “produto para homogeneizacéo da coloracéo da
pele” ou “produto para harmonizacéo da coloracdo da pele” (O GLOBO ECONOMIA,
2020).

2.3 ENVELHECIMENTO CUTANEO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O envelhecimento da pele é algo natural e inevitavel, caracterizado pelos
sinais clinicos como surgimento de rugas, manchas senis, queratoses actinicas,
perda de elasticidade, flacidez e aparéncia de textura aspera, dentre outros. Por
isso, ha uma grande necessidade da promocdo continua de pesquisas sobre o
envelhecimento cutrdneo e seus possiveis protocolos de prevencdo e tratamentos
(ECKHART; TSCHACHLER; GRUBER, 2019; KOOHGOLI, et al., 2017).

Por estar exposto ao meio externo, a pele acaba sofrendo com fatores
intrinseco (FI) e extrinseco (FE) que promovem o envelhecimento cutaneo. O Fl esta

relacionado com a cronologia, varias causas associadas a genética e a diminuigdo
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do teldmero. O FE é causado por agentes externos como exposi¢cao croénica a luz,
poluicdo, radiacdo ionizante, produtos quimicos ou toxinas. Notoriamente, a
exposi¢cdo prolongada a radiagdo solar ultravioleta (UV) é o principal fator de
envelhecimento extrinseco da pele e € referido como fotoenvelhecimento
(KOOHGOLI, et al., 2017; PUROHIT et al., 2016; ZENG et al., 2014).

Estudos tentam explicar a base molecular do envelhecimento da pele,
incluindo a teoria da senescéncia celular, diminuicdo da capacidade de reparo do
DNA celular e perda de telobmeros, mutacdes pontuais do DNA mitocondrial
extranuclear, estresse oxidativo, aumento da frequéncia de anormalidades
cromossOmicas, mutacdes monogénicas, aumento dos niveis de acglUcar no
organismo, inflamacgé&o crénica e dentre outras (CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017
OLSEN et al., 2017; PANICH et al., 2016).

Importantes mudancas estruturais e funcionais ocorrem na matriz extracelular
(MEC), onde colagenos fibrilares, fibras elasticas e proteoglicanos acabam
reduzindo durante o processo de envelhecimento. Este processo € notorio devido a
perda de tecido cutaneo, o qual pode estar interligado a muitos fatores tais como a
perda de MEC e células (RITTIE; FISHER, 2015).

Diversos componentes da pele sofrem com o fotoenvelhecimento,
pricipalmente as fibras colagenas, fibras elasticas e glicosaminoglicanos. O colageno
€ uma proteina sintetizada pelo corpo humano, é o componente extracelular em
maior concentracao e tem funcéo de dar suporte para a derme. As fibras elasticas
sdo importantes no processo de elasticidade e os glicosaminoglicanos séo
responsaveis pela hidratagcdo e sinalizacdo celular em fisiopatologias tais como
coagulacéo, inflamacéo, infeccdo microbiana, cancer, crescimento e diferenciacao
celular (BIRCH; BARNES; PASSOS, 2017; KRUTMANN et al., 2017).

A pele envelhecida apresenta rugas finas e a elasticidade torna-se reduzida.
Contudo, na pele fotoenvelhecida esses sinas sdo mais acentuados por causa da
radicdo UVA e UVB, devido as alteracbes nos compartimentos dérmicos, como
diminuicdo da sintese e aumento da remodelacdo ou degradacdo dos componentes
da matriz dérmica. Isso propicia o desenvolvimento de rugas mais profundas,
acentua a perda de elasticidade e pode levar a consequéncias severas como a
carcinogénese (KE; WANG, 2021; SCHUCH et al., 2017) .

A radiacdo UVA penetra até as camadas mais profundas da pele como a

derme, e a luz absorvida realizam reacfes de oxidacdo gerando espécies reativas
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de oxigénio. Ja a radiacdo UVB atinge a epiderme e € absorvida instantaneamente
pelo DNA, ocasionando o rearranjo estrutural dos nucleotideos, resultando em danos
nas fitas de DNA. Assim, apds o0 processo de alteragdo nas proteinas pertencentes
ao material genético da pele ocorrerd envelhecimento prematuro desse Orgédo
(CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017; KE; WANG, 2021).

A radiacdo UVB é responsavel também por induzir a producdo de
metaloproteinas de matriz (MMPs) que degradam os colagenos tipo | e tipo Il. As
principais MMPs que provocam essa clivagem dessas proteinas sdo MMP-1, MMP-3
e MMP-9. As metaloproteinas sao produzidas na pele principalmente nos
gueratindcitos epidérmicos e nos fibroblastos dérmicos, embora possam também
serem sintetizadas por células endoteliais e imundcitos (BIRCH; BARNES; PASSOS,
2017; GHOSH; CAPELL, 2016).

Quin, Balimunkwe e Quan (2017) ao analisarem todas as 23 MMPs de
mamiferos conhecidas observaram que a reducdo do tamanho dos fibroblastos
dérmicos, que € observada na pele humana envelhecida, contribui para a elevacao
de multiplas MMPs relacionadas a idade. Ressaltando assim que essas enzimas
podem estar envolvidas na degradacdo progressiva das fibrilas de colageno
dérmico.

Dentre as diversas teorias existentes para explicar o processo de
envelhecimento cutaneo as duas mais estudadas e discutidas s&o: o estresse
oxidativo e acao dos radicais livres.

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos com um ou
mais elétrons desemparelhados em sua camada externa e podem ser formados
durante processo de interacdo entre o oxigénio com certas moléculas. A geracéo
desses radicais pode estar ligada aos processos enddgenos (processos biolégicos
naturais) ou por processos exogenos, através de estimulos externos
(CHANDRASEKARAN; IDELCHIK; MELENDEZ, 2017).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sado moléculas reativas que
abrangem os radicais e nao radicais derivados do O2 como o anion superoéxido (O2™),
radical hidroxila (OH"), radical peroxido de hidrogénio (H202), éxido nitrico (NO"),
didxido de nitrogénio (NO2) e oxigénio singleto (O2); que em condicdes fisioldgicas,
sao produzidas pequenas quantidades de EROs durante processos celulares, como
respiracdo aerbbica, cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, dentro do

reticulo endoplasmatico e peroxissomal, reacdo de Fenton e Haber-Weiss ou
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processos inflamatorios, principalmente em hepatocitos e macrofagos (SALISBURY;
BRONAS, 2015). Ademais, essas moléculas reativas chegam a contribuir para o
envelhecimento natural por meio da inducéo da diferenciacéo celular e por provocar
apoptose. O estresse prolongado, atividade fisica intensa, exposi¢cdo excessiva a
radiacdo UV, dieta inadequada e uso de estimulantes sdo condi¢cbes que aumentam
a producao de radicais livres (CHANDRASEKARAN; IDELCHIK; MELENDEZ, 2017,
MIWA et al., 2022).

As espécies reativas interagem, causam modificacbes oxidativas nas
principais marcomoléculas celulares (carboidratos, lipidios, proteinas e DNA) e
podem desencadear fendbmenos como (glicacdo protéica, hidroxilacéo,
desidrogenacéo e mutacédo (BARREIRO, 2016; FRIJHOFF, et al., 2015).

Em circunstancias normais, a producéo de radicais livres no organismo
humano € inevitavel porque as mitocdndrias sdo necessarias para o processo de
respiracdo celular produzindo energia na forma de ATP (Adenosina trifosfato) via
fosforilacdo oxidativa, que acontece por meio da cadeia transportadora de elétrons
(KRAWCZYK, 2019). As espécies reativas agem sobre as mitocondrias e causam
um efeito destrutivo. Na tentativa de minimizar os efeitos negativos gerados pelos
EROs e o estresse oxidativo, o corpo humano produz composto antioxidantes, que
combatem o excesso de radicais livres para prevencdo ou diminuicdo das
consequéncias desses (AKDEMIR et al., 2016; ANRAKU et al., 2018).

O superoxido (O2) é o primeiro radical a ser produzido por meio da reducao
do O2. Apresenta pouca reatividade e baixa citotoxicidade (TOHMA et al,. 2016). Ja
o0 peroéxido de hidrogénio (H202) apresenta vida longa, € reativo e quando em contato
com a luz se degrada facilmente. As enzimas responsaveis pela decomposicdo do
H202 sdo as peroxidases. Na presenca de Oz e ions metalicos como Cu?* e Fe®* o
peroxido € convertido no OH" pela via da Reacdo de Fenton e Haber-Weiss. Além
disso, é capaz de atravessar camadas lipidicas e pode reagir com a membrana
eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro. Por fim, o radical hidroxila (OH") é
formado no processo de hidrélise do H202 (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Assim,
apos ser formado o OH" pode provocar quebras e modificacdes nas bases de DNA
celulares, o que gera alteragbes na expressdo génica, mudancas protéicas,
mutacbes e apoptose (BHATTACHARJEE, 2019; DIPLOCK et al., 1998;
HASANUZZAMAN et al., 2020; SACHDEYV et al., 2021).

Diferentes compostos vegetais com propriedades antioxidantes capazes de
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combater o0 estresse oxidativo (carotendides, fendlicos, flavénicos, derivados
antocianicos, acidos graxos insaturados, vitaminas, enzimas e cofatores) tém
estimulado o interesse em diversas areas que vai desde a engenharia de alimentos
até a industria farmacéutica.

Ademais, os radicais livres desempenham um papel importante no sistema
imunologico, pois possuem efeitos bactericidas, fungicidas, virais e sdo uma
poderosa barreira de defesa do organismo contra a presenca de microorganismos.
Além disso, descobriu-se que estdo envolvidos na fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacédo intercelular e sintese de importantes substancias
biolégicas. No entanto, seu excesso pode causar efeitos deletérios como
peroxidacgdo lipidica de membranas e oxidagdo de proteinas (DEMIRCI-HAMMER,
S. etal. 2022; LIGUORI et al., 2018)

Os organismos tém mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para prevenir
a oxidacao causada pelos EROs. O sistema enzimatico funciona primeiro, evitando o
acumulo de anions radicais superoxido e peréxidos de hidrogénio. Esse sistema
endégeno oxidativo consiste em uma variedade de enzimas, especialmente
Superoxido Dismutase - SOD, Catalase - CAT e Glutationa Peroxidase - GPx23
(LIGUORI et al., 2018).

A superéxido desmutase (SOD) é a enzima responsavel por evitar 0 processo
de oxidacdo gerado pelos radicais livres, com principal mecanismo de acao atuando
sobre o radical Oz, que converte o oxigénio prejudicial em peroxido de hidrogénio
menos reativo, catalisando a dismutacdo do superéxido em oxigénio e peréxido de
hidrogénio (MA et al., 2016; SHARIEV et al., 2021).

Quanto aos antioxidantes ndo enzimaticos, inclui-se algumas vitaminas (C, E
e A), outros produtos naturais (carotenoides, flavonoides, outros polifendis, furanos e
tidis) e produtos sintéticos (por exemplo, ebselen, n-acetilcisteina e trolox)
(PISOSCHI; POP, 2015).

Diferentes metodologias in vitro tém sido desenvolvidas para determinar a
atividade antioxidante de plantas. Dentre elas, podemos citar os ensaios de DPPH e
hidroxila, indicados para avaliar a atividade sequestradora de radicais dos
compostos organicos; bem como os ensaios de quelacédo de ions de cobre e ferro,
que séao utilizados para avaliar o poder redutor dos compostos analisados. Dessa
maneira, os resultados de ensaios quimicos in vitro sdo Uteis, de baixo custo e tém

sido amplamente aplicados para descobrir potenciais fontes antioxidantes. No
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entanto, para verificar a atividade antioxidante de um composto ou molécula, um
anico ensaio ndo é suficiente para verificar os diferentes mecanismos envolvidos na
atividade desses (ALAM; BRISTI; RAFQUZZAMAN, 2013; ALVES et al., 2010).

Dentre os testes disponiveis, o sequestro do radical DPPH é bastante
utiizado por apresentar uma metodologia mais simplificada. O ensaio é
fundamentado na reacéo colorimétrica, em que a medida da capacidade antioxidante
de uma determinada susbtancia possui em sequestrar o radical DPPH (ALVES et al.,
2010). Quando uma substancia doadora de protons mistura-se a solucdo de DPPH,
ocorre a mudanca na coloracdo da mistura de violeta para amarelo. Esse método é
considero facil, preciso e reprodutivo entre os métodos antioxidantes (ALAM,;
BRISTI; RAFQUZZAMAN, 2013).

J& a avaliacdo do poder redutor fundamenta-se na aptiddo que um composto
tem de transferir elétrons, assim avaliando a capacidade antioxidante redutora da
amostra. Esse teste mede a reducédo do complexo de ions férricos (Fe®*) ligando ao
complexo ferroso azul intenso (Fe?*) por meio de antioxidantes em ambientes acidos
(CHEN et al., 2015).

Outro teste utilizado € a capacidade antioxidante total que acontece em
condicbes de aquecimento e pH acido, em que através da reducdao do Molibdénio
(VI) a Molibdénio (V), gera uma solucéo esverdeada (BERKER et al., 2010).

A quelacao de ions metélicos é determinada pela medi¢do do efeito quelante
de antioxidantes para ions metalicos, incluindo ferro e cobre. Espécies elementares,
como Fe?* e Cu?*, podem facilitar a producdo de EROs dentro dos sistemas vivos.
Isso ocorre quando esses ions entram em contato nas membranas celulares com o
peréxido de hidrogénio (H202), que € uma molécula bastante permeavel aos tecidos,
e geram o radicais hidroxila (OH"). Embora o cobre possa também catalisar a reacao
de Haber-Weiss, o ferro € o metal pesado mais abundante no organismo e esta
biologicamente mais capacitado para catalisar as reacdes de oxidagao
biomoleculares (GULCIN, 2012).

O método de sequestro de radicais superoxido € utilizado para avaliar o
guanto uma amostra consegue capturar 0s anios superoxido (0O27). Esses ions séo
fracos, contudo produzem radicais hidroxila (OH) e oxigénio singleto (O2), que
acabam contribuindo para o estresse oxidativo. Esses radicais sao bastante toxicos
e sdo utilizado pelo sistema imunolégico para destruir invasores como O0S
microorganismos (GULCIN, 2006).
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Assim, um ativo multifuncional, que atue em diversas etapas da cascata
oxidativa e na inibicdo da enzima tirosinase para harmonizacdo da coloracdo da
pele, se mostra como um insumo interessante para a area cosmeética. Os cuidados
para se evitar o evelhecimento cutaneo precoce e 0 processo de hiperpigmentacao
da pele envolvem o uso de produtos em uma rotina diaria de skincare, que comeca
na limpeza e hidratacdo da pele bem como no uso de produtos especificos pro-

idade, antimelanogénicos/antitirosinase e protecéo solar.

2.4 EMULSOES

As emulsBes sao definidas como uma mistura formada por dois liquidos
imisciveis que gera um sistema heterogéneo e geralmente, sdo constituidas por
uma fase aquosa e outra oleosa, em que 0s compostos com menor polaridade
caracterizam a fase oleosa e os mais polares a fase aquosa (PINHO; STORPIRTIS,
1998). Assim, o0s sistemas que apresentam a fase dispersa oleosa e a fase
dispersante aquosa sdo chamadas de emulsbes do tipo 6leo em agua (O/A), e as
que tém a fase dispersa aquosa e a dispersante oleosa sdo conhecidas como
emulsdes dgua em 6leo (A/O) (CHAO; SHUM, 2020; PINHO; STORPIRTIS, 1998).

As emulsdes apresentam goticulas dispersas com um diametro médio
geralmente na faixa de 0,1-100,0 um (MCCLEMENTS, 2007). Sdo fundamentadas
na distribuicdo de tamanho de gota e caracterizadas por uniformidade ou valor de
coeficiente de variacao (CV). Esses sistemas geralmente séo do tipo monodispersas
e isso ocorre quando seus valores de CV sdo menores que 25%. As emulsdes
monodiepersas tém crescido bastante dentro das industrias e nas pesquisas, pois
apresentam particulas pequenas e praticamente com tamanhos semelhantes
controlando assim a taxa de liberacdo dos ativos (COMUNIAN; JAFARI, 2019;
GUNIS, 2018; LIU et al., 2020).

Essas formulacbes s&o muito utilizadas como veiculos em produtos
cosmeéticos devido ao aspecto visual e sensorial que essa forma cosmética
proporciona, como textura e sensacao agradaveis ao toque. Essas caracteristicas
em produtos sdo fundamentais para uma boa aceitacdo e aprovacao pelos
consumidores (MASSON, 2005). Além disso, a inclusdo do extrato de P. Juliflora
nesse tipo de veiculo pode representar uma inovacéo para o mercado no tocante ao
desenvolvimento de produtos cosméticos. As emulsdes cosméticas sao formadas

essencialmente por uma fase oleosa, uma fase aquosa e um sistema tensoativo
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estabilizante. Além de compostos ativos, outras substancias podem compor a
formulacdo seja para conferir propriedades sensoriais ou ainda, estabilizantes da
formulacdo (HAYASE, 2017).

As emulsdes classicas sdo sistemas termodinamente instaveis e possuem
predisposicao a separacdo de fases durante o armazenamento (CONTENTE; 2016;
DIMITROVA et al., 2014). O uso de estabilizantes, que podem ser agentes
espessantes ou emulsificantes, no processo de desenvolvimento pode retardar essa
separacdo. Assim, a presenca de um sistema tensoativo adequado na formulagéo
reduz a tensdo interfacial entre as fases externa e interna, diminuindo assim a
energia necessaria para formar uma nova interface e promover mais facilmente a
formacao de goticulas e estabilizacdo do sistema (ABBOTT, 2016). Como esses
sistemas sdo altamente instaveis, agentes emulsionantes devem estar presentes
para formar filmes interfaciais, proporcionar maior estabilidade fisica e manter as
fases interna e externa. Algumas moléculas podem atuar como emulsificantes,
sendo os tensoativos considerados os mais indicados para manter a estabilidade
das emulsoes.

Além disso, as emulsfBes tornaram-se um veiculo excelente para diversos
ativos cosméticos, pois geram uma protecdo e liberacdo adequada desses ativos
mantendo ainda a estabilidade e eficacia dos componentes. Assim, essas
formulacbes podem ser projetadas para apresentarem varios tamanhos de goticulas,
estruturas de superficie e diferentes propriedades eletroquimicas (MCCLEMENTS,
2015).

A formacao de emulséo (ou emulsificacdo) refere-se ao processo pelo qual
uma emulsédo é criada a partir de duas (ou mais) fases separadas, ou 0 processo em
que o tamanho da gota é reduzido a uma emulsdo existente. Para 0 processo de
producdo dessa mistura, € necessario a aplicacdo de uma energia suficiente na
interface da mistura Oleo/agua para quebrar a fase oleosa em goticulas pequenas.
Dessa maneira, considerando os meétodos de obtencdo de alta energia, quanto
menor for a goticula maior sera a energia empregada para a sua formacgao
(CALLENDER et al., 2017; MCCLEMENTS, 2015). Outro aspecto que pode alterar o
tamanho, a estabilidade e as caracteristicas da superficie das goticulas é a escolha
do surfactante ou emulsificante, pois esse tipo de composto quimico permite que a
emulsdo apresente diversas caracteristicas fisicas e quimicas ao promover a criacao
de micelas estaveis (SHAO et al., 2020; TING et al., 2014).
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Caracteristicas como tamanho, morfologia, reologia, carga e capacidade de
encapsulamento podem ser estudadas e avaliadas usando instrumentos analiticos e
metodologias padronizadas para se projetar e produzir sistemas emucionados mais
precisos e que possam atender melhor necessidades especificas de aplicagbes em
diversas areas da industria farmacéutica, alimenticia e cosmética (SHAO et al.,
2020).

A estabilidade da emulsdo € compreendida como a capacidade das emulsfes
de resistir ao processo de alteracdes em suas propriedades fisico-quimicas ao longo
do tempo. Assim, processos como separacao gravitacional
(cremagem/sedimentacéao), floculacdo, coalescéncia, amadurecimento de Ostwald e
inversdo de fase sdo 0os mecanismos que levam a instabilidade da emulsdo (CHUNG
et al.,, 2016; HONG, KIM, LEE, 2018). Os testes de estabilidade das emulsdes
prospectam o tempo de validade do produto e podem ser avaliados por meio de
estudos de curto prazo, estudos em condicbes aceleradas e, ainda, estudos de
longo prazo (ANVISA, 2004).

Diante do exposto, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antioxidante e antitirosinase do extrato de P. juliflora e desenvolver formulacdes
cosmeéticas contendo o extrato em estudo, com foco nas atividades antioxidante e
na harmonizacdo da coloracdo da pele. Assim, essa pesquisa podera trazer
contribui¢cdes para um possivel novo fitocosmético multifuncional, contribuindo ainda
de forma significante para aspectos socioecondmicos para as regioes produtoras da

algaroba, além de agregar valor a cadeia produtiva da espécie.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulagcdo cosmética com atividades antioxidante e

antitirosinase para harmonizacdo da coloracdo da pele contendo extrato dos frutos

de P. juliflora.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Obter o extrato de frutos de P. juliflora;

3.2.2 Caracterizar quimicamente o extrato obtido;

3.2.3 Avaliar a seguranca in vitro do extrato de P. juliflora;

3.2.4 Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato de P. juliflora;

3.2.5 Avaliar a atividade antitirosinase do extrato em estudo;

3.2.6 Obter formulagdes cosméticas contendo o extrato de P. juliflora;

3.2.7 Avaliar das estabilidades preliminar e acelerada das formulacdes obtidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS ESPECIMES VEGETAIS

Frutos (vagens com sementes) de P. juliflora (Fabaceae) foram coletados nas
dependéncias do Departamento Nacional de Infraestrutura de Transportes — DNIT,
localizado no municipio de Currais Novos-RN (6°15.469’S 36°30.529’0), no dia 14
de novembro de 2015, periodo de florada e frutificacdo da espécie na regido (coleta
realizada em periodo caracterizado como muito seco pela Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Norte). Os frutos encontravam-se congelados. Uma
exsicata foi depositada no Herbario da UFRN, sob o numero de registro “Prosopis
julifliora -- UFRN 20371”. A autorizacdo de coleta do material foi concedida pelo
SISBIO (32749-2).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O extrato foi preparado de acordo com metodologia padronizada por
Damasceno et al. (2020) com adaptacdes. Os frutos integros secos foram triturados
por 5 minutos até a obtencao de um pé. O p6 foi homogeneizado com agua destilada
na propor¢cdo de 1:10 (p/v) e mantidos em banho maria a 34°C por 3,5 h. Em
seguida, o extrato foi filtrado e o etanol 99% foi adicionado a esse filtrado (e ndo ao
material retido) na proporcdo de 1:1 (v/v) para precipitacdo dos polissacarideos. O
solvente organico foi rotaevaporado a 37°C sob pressdo reduzida. As amostras
foram congeladas a -20°C e liofilizadas (Christ Alpha 1-2 LD, Osterode am Harz,
Alemanha) por 48 h. O experimento foi realizado em triplicata.

O rendimento de extragao foi calculado de acordo com a equagao 1.

massa da amostra liofilizada

Rendimento (%) = x 100 1)

massa das vagens secas e trituradas

4.3 CARACTERIZAGAO QUIMICA
4.3.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenodlicos presente no extrato de P. juliflora foi avaliado
por meio do método de Folin-Ciocalteau (ATHUKORALA; KIM e JEON, 2006)
utilizando como padrdo o acido galico. Uma aliquota de 100,0 yuL do reagente de

Folin-Ciocalteau foi adicionada a 500,0 pL da amostra (1,0 mg/mL) e o volume
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completado com agua destilada para 1700,0 pL. ApoOs agitacdo, a solucao foi
submetida a banho maria (Solab, mod. SL-155/22, Brasil) durante 10 minutos a
temperatura de 40°C. Aliquotas de 200,0 puL foram transferidas para uma placa de
96 pocos e avaliada espectrofotometricamente (Bio Tek, Epoch microplate
spectrophotometer, EUA) na regido de 765 nm. O teste foi realizado em triplicata e

0s resultados expressos em média + desvio padrao.

4.3.2 Flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método de
complexacédo do cloreto de aluminio (AICI3) proposto por Schimidt e Ortega (1983),
com adaptacOes, utilizando a quercertina como padrédo. Aliquota de 1,0 mL da
solucédo de AICIs (2,5%) foi adicionada a 1,0 mL da amostra (1,0 mg/mL). Uma curva
padrao foi delineada nas concentracdes de 2,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0
pg/mL. Foi utilizado o MeOH:H20 1:1 como solugéo branco para a curva. Apos 1
hora ao abrigo da luz foram mensuradas as leituras em espectrofotdbmetro
(Spectrophotometer, mod. BEL 1105, Brasil) a 425 nm. O teste foi realizado em
triplicata e os resultados expressos em média e desvio padrdo como ug.EQ/mg de

guercertina.

4.3.3 Caracterizacdo quimica pelo método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas com analisador do tipo Time-of-flight (LC-MS-TOF)
Para a caracterizacdo do extrato, a amostra foi preparada utilizando uma
solugdo 50:50 (Agua ultrapura e metanol - grau HPLC) na concentracdo de 0,1
mg.mL* e analisada em UHPLC (Agilent® 1260 Infinity) acoplado a analisador de
massas e fonte de ionizacéo do tipo electrospray e tempo de voo, respectivamente,
(ESI-TOF) (Agilent® 6230). A coluna utilizada foi do tipo fase reversa, modelo Zorbax
RRHD C18 (50 mm x 2,2 mm; 1,8 um). O volume de injegao foi de 10,0 yL sob um
de fluxo 0,3 mL.min1. A fase mével usada para a separacéo foi acido trifluoracético
(TFA) 0,1% em agua (A) e acido trifluoraceético (TFA) 0,1% em acetonitrila (B) em um

gradiente de eluicdo, conforme Tabela 1 a seguir:
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Tabela 1 - Gradiente de eluicio do meétodo cromatografico utilizado para

caracterizacao do extrato.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%) Vazdo (ml.min?)
0,00 95,0 50
5,00 95,0 5,0
40,00 0,0 100,0
45,00 0,0 100,0 03
55,00 95,0 50
60,00 95,0 50

A amostra foi analisada no modo positivo e negativo nas seguintes condicdes
tipicas: a voltagem do fragmentador foi fixada em 175 V; o capilar em 3500 V; o
skimmer em 65 V; nitrogénio foi usado como gas de secagem (325 °C; 8 L/min) e
nebulizacdo (35 psi). Para a aquisigéo foi utilizado o intervalo de 100-2000 m/z com
a taxa de aquisicdo de 1 espectro/s. Para melhor manuseio dos dados, estes foram
armazenados no modo centroide. Uma vez que a técnica utilizada € do tipo de alta
resolucao, foi utilizado como parametro limitador o erro de massa no valor de, +50
ppm. A partir dos dados obtidos, foi utilizado o software MassHunter - Qualitative
Analysis e comparado frente a um banco de dados in house de compostos tipicos da
espécie (DAMASCENO et al., 2020; SIDANA, SINGH, SHARMA, 2016).

4.4 AVALIACAO DA SEGURANCA DO EXTRATO DE Prosopis juliflora

4.4.1 Avaliacao da citotoxicidade celular in vitro dos extratos de Prosopis
juliflora

Os testes de citotoxicidade e viabilidade celular foram realizados in vitro em
linhagens de células do tipo 3T3 (embrido de rato): BALB/c 3T3 (ATCC CCL-163) e
B16-F10 (melanoma de murino): (ATCC CCL-6475).

4.4.2 Cultura de células
As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) suplementado com 1% (v/v) de solucdo de antibidticos contendo 10.000

Ul.mL de penicilina, 10,0 mg.mL* de estreptomicina e 1,0 mg.mL* de anfotericina



42

B, 4 mM de glutamina e 10% (v/v) de soro fetal bovino (OECD 129, 2010). As
linhagens celulares foram replicadas e semeadas em placas de 96 pogcos com 7x104
células por poco e mantidas em condi¢bes padrao (5% de CO2, 37 °C, 97% UR)
(Thermo Scientic®, 3425, Massachusetts, EUA). As células foram incubadas por 24

horas para aderéncia e 24 horas para o carenciamento.

4.4.3 Avaliagdo da viabilidade celular por MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-
diphenyl tetrazolium bromide).

A viabilidade celular do extrato de P. juliflora foi avaliada por meio do ensaio
de reducdo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
(MOSMANN, 1983). Apos o periodo de aderéncia e carenciamento, as células de
linhagem 3T3 e B16-F10 foram submetidas a diferentes concentragbes da amostra
(0,1, 0,3, 0,5 e 1,0 mg/mL, diluidas em DMEM) de P. juliflora por 24 horas. Em
seguida, o meio foi aspirado, e adicionados 100,0 uyL de uma solugdo de MTT (1,0
mg/mL) e incubadas por 4 horas. Posteriormente, as placas foram agitadas por 10
minutos e a leitura das absorbéncias realizadas em espectrofotdmetro de placas
(Biotek®, modelo Synergy HT, Vermont, EUA) no comprimento de onda de 540 nm.
Os experimentos foram realizados em triplicatas independentes e a viabilidade

celular calculada de acordo com a equacéo 2:

0 _ DOgmostra
ve (/0) - (Docontrole) *100 (2)
Onde: VC é a viabilidade celular, DOamostra € a densidade Optica do extrato, DOcontrole

€ a densidade 6ptica do controle de células do teste.

4.5 ESTUDOS IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

As amostras foram avaliadas de acordo com o método descrito por Brand-
Williams; Cuvelier e Berset (1995). Diferentes concentracdes das amostras foram
avaliadas (0,10; 0,15; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg/mL). As alteracBes colorimétricas
foram avaliadas por espectrofotometria (Bio Tek, Epoch microplate

spectrophotometer, EUA) no comprimento de onda de 517 nm. O teste foi realizado
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em triplicata. A porcentagem de sequestro de radicais foi mensurada por meio da

equacao 3 abaixo:

SeqRadDPPH (%) = [1 - (AbSAMOSTRA - AbSBRANCO)] x100 (3)

4.5.2 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) foi avaliada utilizando um método
espectrofotométrico fundamentado na metodologia descrita por Prieto, Pineda e
Aguilar (1999), na reducdo do Molibdénio*® a Molibdénio*>, resultando em um
complexo esverdeado denominado Fosfato/Molibdénio*> em meio acido. Os tubos de
vidro contendo as amostras e os reagentes (acido sulfarico a 0,6 M, fosfato de sédio
a 28 mM e molibdato de aménia a 4mM) foram incubados a 95°C por 90min. A
leitura foi realizada a 695 nm (Bio Tek, Epoch microplate spectrophotometer, EUA) e
uma curva padrao foi delineada utilizando o &cido ascoérbico como padrdo (0,001;
0,005; 0,010; 0,015; 0,020 e 0,025 mg/mL). Os testes foram feitos em triplicata. Os
resultados foram expressos na forma de equivalentes de &acido ascorbico (mg de
acido ascorbico/ g de amostra).

4.5.3 Poder redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com o método descrito por Wang e
colaboradores (2008). Diferentes concentracées das amostras (0,25; 0,50; 1,00 e
2,00 mg/mL) foram solubilizadas em tampao fosfato (0,2 M, pH 6,6) e incubadas com
ferrocianeto de potassio (1%) a 50°C por 20 min. A reacdo foi finalizada com a
adicdo de acido tricloroacético (10%) e posteriormente homogeneizada com agua
destilada e cloreto de ferro 11l (0,1%). A absorbancia foi mensurada a 700 nm (Bio
Tek, Epoch microplate spectrophotometer, EUA). O experimento foi feito em
triplicata. O resultado foi expresso como porcentagem de atividade correspondente

a massa de acido ascorbico.

4.5.4 Quelacéo de ions de cobre (Cu?*)

Foi avaliada a capacidade da amostra em quelar o ion cobre (Cu?*) por meio
do método descrito por Anton (1960). Diferentes concentracdes da amostra (0,10;
0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 mg/mL), solubilizadas em tampéo acetato de sodio (pH
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6,0), foram adicionadas a uma solucéo reagente (piracotecol 4mM e sulfato de cobre
Il pentahidratado) e mensuradas a 632 nm (Bio Tek, Epoch microplate
spectrophotometer, EUA). De forma semelhante, uma curva padrao foi delineada
utilizando o EDTA dissddico como padrao (0,005; 0,0065; 0,0080; 0,0095; 0,0200;
0,0350 e 0,0500 mg/mL). O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados

foram expressos de acordo com a equacao 4.

Quelacio de Cobre (%) = [1 - ((AbSAM"STRA_AbSBRANC"))] x100 (4)

Abspranco

4.5.5 Quelacéo de ions de ferro (Fe?*)

A capacidade das amostras em quelar o ion ferro foi avaliado
espectrofotometricamente por meio de método adaptado de Decker e Welch (1990)
em um comprimento de onda de 562nm (Bio Tek Epoch microplate
spectrophotometer, Winooski, EUA). Diferentes concentracbes da amostra (0,25;
0,50; 1,00 e 2,00 mg/mL) foram adicionadas de uma solucao reagente (FeClz 2mM,
Ferrozina 5 mM) incubadas em temperatura ambiente por 10 min. De forma
semelhante, uma curva padrdo foi delineada utilizando o EDTA dissddico como
padrao (0,2; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mg/mL). O experimento foi realizado em

triplicata. Os resultados foram expressos de acordo com a equacao 5.

Quelacio de Ferro (%) = [1 - ((AbSAMOSTRA — AbSBRANCO)) X100] (5)

Abspranco

4.5.6 Sequestro de radicais superoxidos (02)

O extrato liofilizado das folhas de P. juliflora foi avaliado nas concentracdes de
0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/mL. Foram adicionadas as diferentes concentractes
para um volume final de 200,0 pL em tampao fosfato 50 mM pH 7,4. Para o controle
negativo e o branco foram utilizados 200,0 puL de tampéo fosfato 50 mM pH 7,4.
Solugdes de metionina (200,0 pL), EDTA (200,0 pL), NBT (200,0 pL) e riboflavina
(200,0 pL) foram adicionadas aos tubos teste e controle. A solu¢cdo branco foi
protegida da luz e posteriormente adicionado solucdo de riboflavina (200,0 pL). Os
tubos foram submetidos a agitacdo e posteriormente levados a camara de
fotoluminescéncia (Ethiktechnology® Rholder, 424/CF, Brasil) por um periodo de 15

minutos, simulando a luz solar. A solucdo branco permaneceu protegida da luz
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durante todo o ensaio. Como controle positivo foi utilizado acido galico (DASGUPTA,
DE, 2004). Todo o experimento foi realizado em triplicata. A absorbancia foi
mensurada a 560 nm (Spectrophotometer, mod. BEL 1105, Brasil) e o percentual de
sequestro de radicais superéxido foi utilizado para expressar os resultados de

acordo com a equacéo 6:

Abs controle—abs amostra
Sequetro de radicais superoéxido (%) = X 100 6
q p ( /0) Abs controle—abs branco ( )

4.6 AVALIAQAO IN VITRO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ANTITIROSINASE DO
EXTRATO DE Prosopis juliflora

A atividade inibitéria da enzima tirosinase foi investigada por meio de um
ensaio espectrofotométrico associando as metodologias descritas por: Khatib et al.
(2005) e Laosirisathian et al. (2020). O extrato de P. juliflora foi previamente filtrado
(0,45 um) para remocdo das possiveis particulas suspensas. Assim, 90,0 uL da
enzima tirosinase (100 unidades/mL) foram adicionadas em tampéo fosfato de sodio
(pH 6,5) e 10,0 yL de extrato nas concentragdes 10 mg/mL (1%) e 30 mg/mL (3%)
em uma placa de 96 pocos de fundo plano (Costar, Corning Ltd., Sunderland, Reino
Unido). Em seguida, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10
min. Posteriormente, 100,0 pL de L-tirosina 2,5 mM foram adicionados, e foi
incubado a temperatura ambiente por mais 30 min. L-tirosina foi usada como
substrato para a tirosinase de cogumelo. O tampéao fosfato de sodio (pH 6,5) foi
utilizado como controle negativo. A leitura das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro de placas (Biotek®, modelo Synergy HT, Vermont, EUA) no
comprimento de onda de 475 nm usando um detector multimodo (Beckman Coulter
DTX880, Fullerton, CA, EUA) e uma curva padrao foi delineada utilizando o &cido
kdjico como padréo (10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0 e 60,0 pg/mL). O teste foi realizado

em triplicata. A atividade antitirosinase foi calculada usando a Equacéo (7):

(Absorbancia da amostra — absorbancia do extrato)

Atividade antitirosinase: x100 (7)

Controle negativo
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4.7 OBTENCAO DAS FORMULACOES

4.7.1 Estudo das matérias-primas

Realizou-se um estudo das matérias-primas viaveis para o desenvolvimento
das formulacbes. As matérias-primas selecionadas foram apresentadas pelo
International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (INCI). A nomenclatura, nhome

comercial e respectivas fungdes estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Matérias-primas selecionadas para a obtencdo das emulsdes, nomes

comerciais e respectivas funcoes.

Nome 5
Nomenclatura (INCI) . Funcéao
comercial
Disodium EDTA EDTA Quelante
Phenoxyethanol (and) Ethylhexyl
. ProTeg SL Conservante
Glycerin
Distilled Water Agua destilada Veiculo
Agente espessante
Polyacrylamide (and) C13-14 auto emulsionante
) Focus gel _
Isoparaffin (and) Laureth-7 previamente
neutralizado
Base autoemulsionante
Extract of Anacardium occidentale Plantus 360 com polimero aniénico
espessante
Agente geleificante com
Sodium Acrylates Copolymer Lecithin Lecigel propriedade

emulsionantes

Fonte: Autoria prépria.

4.7.2 Preparo das emulsdes
As emulsdes foram preparadas pelo processo de emulsificacdo a frio. A
escolha da formulacao teve como objetivo a obtencéo de emulséo do tipo O/A com o

extrato de P. juliflora. A composicdo das formulacdes estad descrita na Tabela 3.
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Inicialmente, em um recipiente, foi preparada a fase A: o EDTA e o extrato foram
solubilizados no volume total de agua destilada da formulacdo e em seguida, foi
adicionado o ProTeg SL. Em outro recipiente, pesou-se a fase B (Focus gel) e/ou a
fase C (Plantus 360). A este recipiente sob a agitacao de 290 rpm (lka, mod. RW 20
digital, Alemanha), adicionou-se a fase A. Essa mistura ficou sob agitacdo por 25
minutos. Em seguida, foi adicionada a fase D (Lecigel) e foi submetida a agitacédo

(290 rpm) por 15 minutos. Todas as formulacdes foram preparadas em trés lotes.

4.7.3 Analise macroscopica das formulacfes

A andlise macroscopica foi realizada apoés vinte e quatro horas do preparo das
formulacdes, observando as caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto) e a
homogeneidade das formula¢des para que fenbmenos de instabilidade tais como
cremeacao, floculagéo e coalescéncia fossem identificados (FERRARI, 1998, 2002).
Foram utilizados os seguintes critérios de registros para as observac¢des: normal ou
sem alteracbes (N); levemente modificada (LM); modificada (M) e intensamente
modificada (IM) (ANVISA, 2004; FERRARI, 1998, 2002).

As formulagBes que mantiveram as caracteristicas macroscopicas inalteradas

foram submetidas aos testes de estabilidade preliminar.



Tabela 3 - Composicéo das emulsdes com extrato de P. juliflora.

Formulacdes

Fase A (%)

Fase B (%) Fase C (%)

Fase D (%)

EDTA Proteg SL Agua destilada Extrato Focus gel Plantus 360 Lecigel
F1 0,05 0,50 94,45 3,00 - - 2,00
F2 0,05 0,50 92,45 3,00 2,00 - 2,00
F3 0,05 0,50 92,45 3,00 - 2,00 2,00
F4 0,05 0,50 90,45 3,00 2,00 2,00 2,00

Fonte: Autoria propria.

48
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4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

4.8.1 Avaliacdo da estabilidade preliminar

4.8.1.1 Teste de centrifugacéo

Em tubo conico para centrifuga foram adicionadas 10,0 g de cada
formulacdo e submetidas a 3000 rpm durante trinta minutos a temperatura ambiente
(25+2°C)(FERRARI, 1998, 2002; LIMA et al., 2008; PIANOVSKI et al., 2008).

As amostras que nao apresentaram alteracfes no teste de centrifugacéo

foram submetidas aos testes de estresse térmico.

4.8.1.2 Estresse Térmico
As amostras foram mantidas por cinco dias em estufa a 45°C + 2°C. As
avaliacdes foram realizadas apos 24 horas do preparo (t0) e ao final do quinto dia

(t5) (BARRETO et al., 2017), de acordo com 0s seguintes parametros:

4.8.1.2.1 Analise macroscoépica

Realizada conforme descrito no item 4.7.3

4.8.1.2.2 Determinacéo do valor do pH
Em um tubo de ensaio foram adicionados 1,0 g da amostra e 9,0 g de 4gua
recém destilada, homogeneizadas e determinado o valor do pH, inserindo o eletrodo

(Hanna Instruments, mod. HI 21) diretamente na amostra diluida (DAVIS, 1977).

4.8.1.2.3 Determinagé&o da viscosidade minima aparente

A determinacdo da viscosidade foi realizada em viscosimetro (Brookfield—
modelo RV-Ill, EUA) tipo cone e placa, acoplado a um Software Rheocalc versao
V3.01. Os parametros foram determinados a 25 + 2°C utilizando o spindle CP 52
(d=12 mm, 6 =3.00) e 0,5 g de cada amostra. Os reogramas foram obtidos com
curvas ascendentes e descentendes com aumento da velocidade de rotacao
progressivo (1-10 rpm) para obter-se a curva ascendente, o procedimento foi
repetido no sentido inverso com a diminuicdo das velocidades (10-1 rpm) para obter-
se a curva descendente. As medidas foram realizadas em intervalos de 2 rpm,

mantendo a rotacao durante 10 segundos em cada velocidade (FERRARI; ROCHA-
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FILHO, 2011; LIMA et al., 2008).

4.8.2 Avaliagéo da estabilidade acelerada

As emulsbes consideradas estaveis no estudo de estabilidade preliminar
foram submetidas ao estudo de estabilidade acelerada. As amostras foram
preparadas e acondicionadas em frascos de vidro (15,0 g por frasco) e submetidas a
condicdes variaveis de temperatura por 60 dias: 4 + 2°C (Geladeira Consul, Mod.
280, Brasil), temperatura ambiente (25 = 2°C) e estufa (Nova Etica, mod. 420-
CLDTS150, Brasil) (45 £ 2°C). As leituras foram realizadas 24h apos o preparo e
apos 30 e 60 dias (ANVISA, 2004; FERRARI; ROCHA-FILHO, 2011). Os parametros
avaliativos foram: determinacdo do valor do pH (4.8.1.2.2), viscosidade minima
aparente (4.8.1.2.3). Foram preparados trés lotes e as avaliacdes realizadas em

triplicata em cada lote.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes para avaliacdo das estabilidade preliminar das
emulsdes foram expressos em média + desvio padréo e analisados pelo t-student.
Na estabilidade acelerada os resultados nas emulsées foram expressos em média +
desvio padrdo e analisados por meio do teste ANOVA e o pos teste de Tukey,
considerando p<0,05 estatisticamente significativo, utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 8.0.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENC;AO DO EXTRATO

Durante o processo de producdo de extratos, existem diversos fatores que
podem influenciar nos redimentos dos extratos finais, como tipo de solvente,
metodologia de extracdo aplicada, tempo, temperatura e pressdao (CELEP et al.,
2019). Além disso, outros fatores como espécie do género, o tipo de tecido vegetal
empregado, periodo e regido da colheita podem contribuir para as mudancgas nos
rendimentos (ROSA et al., 2008).

O extrato obtido apds o processo de liofilizagcdo apresentou-se na forma de
pd, com aspecto cristalino com coloracdo amarelada/alaranjada e caracteristica
higroscépica (Figura 4). Apds esse processo de secagem, foi obtido um total de
99,24 g de extrato seco (200,51 g foi o peso total de frutos utilizados). Dessa forma,
o rendimento apos as condi¢cfes de extracdo foi de 49,49%. Valor este superior aos
rendimentos encontrados na literatura, que apresentaram uma variagcdo de
rendimento entre 14% (LOPEZ-FRANCO et al., 2013; RINCON et al., 2014) e 38%
(Damasceno et al.,, 2020), para estudos que utilizaram os frutos de P. juliflora e
metodologias semelhantes.

Damasceno e colaboradores (2020) utilizaram a mesma metodologia de
extracdo, contudo o tempo de liofilizacdo foi de 96 h. Assim, essa alteragdo no
parametro de tempo de liofilizacdo pode ter interferido na umidade residual do
extrato e, consequentemente, diminuido o valor do rendimento. Prosapio e Norton
(2017) relataram que maiores tempos de liofilizagdo proporcionam menores valores
de umidade nos extratos. Isso faz com que o peso final do extrato e o rendimento
sejam menores devido a remocéao da agua.

Figura 4 — Extrato liofilizado de Prosopis juliflora.

Fonte: Autoria propria.



52

5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

5.2.1 Compostos fendlicos totais e flavonoides totais

Os compostos fendlicos tém agéo antioxidante devido a sua predisposicdo em
doar hidrogénios ou elétrons, além de possuirem em sua composicao radicais
intermediarios estaveis, que blogueiam a oxidacdo de varias células. Desse modo,
compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, sdo capazes de modular a
atividade de enzimas e afetar o comportamento de diversos sistemas celulares,
exercendo efeitos benéficos sobre o organismo (D’AMELIA et al., 2018; SHI et al.,
2022).

A acdo antioxidante dos flavonoides esta relacionada com a sua estrutura
quimica. Assim, a quantidade de substituintes hidroxila que os flavonoides
apresentam em sua constituicdo, a ligacdo entre o0 maior numero desses
substituintes e 0 aumento da atividade do composto flavonoide sédo fatores que
influenciam no efeito de inibir ou retardar os processos de oxidacao gerados pelos
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs) no organismo humano. Além
disso, os flavonoides possuem a capacidade de acédo inibitéria de diversas espécies
oxidantes como superoxido (Oz’) e radicais hidroxila (D’AMELIA et al., 2018; SAMEC
et al., 2021).

Os resultados obtidos mostraram que a concentracdo dos fenois totais e
flavonoides totais foram respectivamente, 0,21 + 0,01 mg GAE/g e 1,71 + 0,26 ug
EQ/mg.

Salari e colaboradores (2019) avaliaram in vitro o potencial antioxidante do
extrato da fruta de Prosopis farcta e os valores de flavonoides totais e fendis totais
foram, respectivamente, 283,33 + 3,09 mg EQ/mg e 366,21 + 3,03 mg/g GAE. A
diferenca observada nos teores de fendis e flavonoides pode ser justificada pela
espécie da planta (FERREIRA et al., 2016). Além disso, os autores utilizaram a agua
deionizada sob temperatura por 30 minutos como processo extrativo. O solvente e a
temperatura pode alterar as concentragbes dos flavonoides e fendis no extrato
obtido (AGCAM; AKYILDIZ; EVRENDILEK, 2014; SINGH et al., 2015).

5.2.2 Caracterizacao quimica pelo método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas com analisador do tipo Time-of-flight (LC-MS-TOF)

Devido a limitagdo desse banco de dados, s6 foi possivel a anotagdo de
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alguns metabdlitos secundarios do tipo flavonoides e saponinas, bem como alguns
de seus respectivos derivados glicosidicos.

Inicialmente, no modo positivo, foram anotadas 19 substancias, que apés o
critério estabelecido, foram confirmadas 12 substancias. Para o modo negativo,
também foram inicialmente identificadas 19 substancias, mas apenas 9 atingiram o
critério (APENDICE A e B). Entre os dois modos, 7 substancias estdo em comum
anotadas, sendo elas: triptofano, genisteina 8-C-glicosideo, acetato de 5-(6-acetiloxi-
3,5, 7—trimetoxi-4-oxocromen-2-il)-2-metoxifenilo, apigenina-6-C-glicosideo-8-C-
arabinosideo, apigenina-6,8-di-C-glicosideo, isorhamnetina-3-O-rutinosideo
(Narcisino) e 5,7-dihidroxiflavona, sendo um fator que corrobora para a confirmacao
da presenca dessas substancias no extrato obtido. Além disso, 5 substancias foram
anotadas exclusivamente no modo positivo e 2 exclusivamente no modo negativo.
Todas as substancias identificadas estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4 a sequir,
incluindo aquelas que ndo atingiram os critérios estabelecidos como parametro

limitador do erro de massa de £50 ppm.
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MASSA MASSA TEMPO DE
COMPOSTO | TEORICA | EXPERIMENTAL (EPRPRMC; RETENQAO NOME DO COMPOSTO
(m/z) (m/z) (MIN)
1 205,0972 205,1026 -26,3290 2,473 Triptofano
2 2873055 287,1447 -312,4837 10,425 Luteolina/Canferol*
3 300,2897 300,2962 -21,6458 18,625 Julifloridina
4 301,0707 301,1483 -257,7468 29,112 Canferol 3-O-metil eter*
5 314,3054 314,3126 -22,9077 18,957 N-metil julifloridina
6 343,1235 343,1573 -98,5068 1,761 Trealose*
7 361,1646 361,1545 27,9651 4,113 (-)-lariciresinol
8 433,1129 433,1212 -19,1636 13,854 Genisteina 8-C-glicosideo
9 449,1078 449,1714 -141,6141 7,277 Luteolina 7-O-glicosideo*
10 45,1286 4501197 10,3845 0.783 Acetato de 5-(6-acetiloxi-3, 5, 7 —trimetoxi-4-
oxocromen-2-il)-2-metoxifenilo
11 495,1133 495,1568 -87,8587 13,655 Patulitrina*
12 565,1552 565,1673 -21,4100 12,993 Apigenina-6-C-glicosideo-8-Carabinosideo
13 595,1658 595,1782 -20,8345 12,148 Apigenina-6,8-di-C-glicosideo/Saponarina
14 625,1763 625,1884 -19,3545 14,815 Isorhamnetina -3-O-rutinosideo (Narcisina)
15 257,0808 257,0714 36,5644 1,694 5,7- dihidroxiflavona
16 331,1176 331,1356 -54,3614 11,204 7-O-Metileucomol*
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17 429,2999 429,3265 -61,9613 31,266 Botogenina/ dehidrohecogenina*
18 447,3105 447,3113 -1,7885 34,496 Manogenina
19 741,2237 741,235 -15,2451 13,407 Canferol 3-(2"-rhamnosylrutinosideo)

Onde: * Compostos destacados apresentaram o erro em massa de £50 ppm. Fonte: Autoria propria.

Tabela 5 — Compostos identificados por LC-MS-TOF no modo negativo (continua).

MASSA MASSA TEMPO DE
COMPOSTO | TEORICA | EXPERIMENTAL (EPRPRMO) RETENCAO NOME DO COMPOSTO
(m/z) (m/z) (MIN)
1 203,0826 203,085 -11,8179 2,255 Triptofano
2 239,0139 239,0591 -189,1103 5,27 3',6-dimetilflavone*
3 285,0405 285,063 -78,9362 2,487 Luteolina/Canferol*
4 417,0827 417,1057 -55,1449 4,541 Canferol 3-O-arabinosideo*
5 431,0984 431,1003 -4,4073 13,57 Genisteina 8-C-glicosideo
5 457 114 457.0998 31,0645 7277 Acetato de 5-(6-acetiloxi-3, 5, 7 —trimetoxi-4-
oxocromen-2-il)-2-metoxifenilo
7 563,1406 563,1445 -6,9254 12,974 Apigenina-6-C-glicosideo-8-Carabinosideo
8 593,1512 593,1545 -5,5635 12,112 Apigenina-6,8-di-C-glicosideo/Saponarina
9 609,1461 609,1441 3,2833 11,499 Quercetina 3-O-rutinosideo
10 623,1618 623,1634 -2,5676 14,796 Isorhamnetina -3-O-rutinosideo (Narcisina)
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11 255,0663 255,0554 42,7340 1,51 5,7- dihidroxiflavona
12 283,0976 283,0712 93,2541 0,979 dihidro-bonducelina*
13 329,1031 329,2357 -402,9133 19,898 7-O-Metilleucomol*
12-epi-
14 431,3167 431,0995 503,5743 13,819 Rockogenina/Barbourgenina/Clorogenina/Gito
genina/Rockogenina/Ruizgenina*

15 591,3539 591,3222 53,6058 13,852 Agavoside A*

Clorogenina 3-O-b-D-glucopiranosideo/
16 593,3695 593,1545 362,3375 12,112 _ _ ]

Clorogenina 6-O-b-D- glucopiranosideo*
17 755,204 755,2052 -1,5890 12,808 Canferol 3-rutinosideo-4'-glucosideo

(25R)-5a-Spirostan-3b,6a-diol-12-one 3,6-di-
18 769,4016 769,2186 237,8472 13,752 _ ]
O-b-D-glucopiranosideo*

19 787,4122 787,2653 186,5605 13,322 Agamenosideo H*

Onde: * Compostos destacados apresentaram o erro em massa de 50 ppm. Fonte: Autoria propria.
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5.3 AVALIACAO DA SEGURANCA DO EXTRATO DE Prosopis juliflora

5.3.1 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro

Nas diferentes concentragOes avaliadas, o extrato de P. juliflora apresentou
uma viabilidade celular superior a 90% para as linhagens de 3T3 e B16-F10 (Figura
5) ndo sendo possivel calcular a concentracéo inibitéria 50% (IC50), pois na maior

concentracéo testada ndo teve 50% de reducéo de morte celular.

Figura 5 — Viabilidade celular em linhagens 3T3 e B16-F10 do extrato de Prosopis
juliflora.
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Diversos ensaios colorimétricos, fluorimétricos e fundamentados em
luminescéncia de alto rendimento foram desenvolvidos e otimizados para avaliar a
viabilidade de células diretamente no formato de placas de 96 pog¢os usando um
espectrofotometro de varredura de pocos multiplos. O principio desses ensaios
depende da conversdo do substrato em produto cromogénico (COOK; MITCHELL,
1989). Um dos métodos viaveis e amplamente utilizado para analisar a viabilidade
celular € o de ensaio MTT [3-(4,5-dimetiltiazol--2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina]. Esse método, pode ser usado para determinar a citotoxicidade de
potenciais agentes medicinais e materiais toxicos, uma vez que esses agentes
estimulariam ou inibiriam a viabilidade e o crescimento celular. (GOKDUMAN; GOK,
2020; STOCKERT et al., 2018).

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) € um sal de

tetrazolio amarelo solivel em agua. O MTT é reduzido nas mitocdndrias de células
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metabolicamente ativas pela succinato desidrogenase para formar um cristal de
formazan roxo insolivel em agua (GARN et al.,, 1994; LIU et al.,, 1997; PENG,
WANG; REN, 2005; VOSTALOVA et al., 2018), que sua medicdo pode ser avaliada
espectrofotometricamente ap6s o processo de solubilizacdo. A quantidade total de
formazan produzida esta diretamente ligada ao niumero de células viaveis na cultura.
(BURANAAMNUAY, 2021). A permeabilidade do MTT as membranas celulares é
possivel devido a sua carga liquida positiva, enquanto os demais ensaios em sais
tetrazolios (MTS e XTT) possuem uma carga liquida negativa e impermeavel a
célula. Desse modo, o ensaio MTT é caracterizado como um método padrdo para
avaliar a viabilidade celular (PENG; WANG; REN, 2005; SHOEMAKER; COHEN;
CAMPBELL, 2004).

Mosmann (1983) foi o responsavel por descrever que a producdo de MTT-
formazan era proporcional ao numero de células metabolicamente viaveis. Este teste
é fundamentado na analise quantitativa da atividade da desidrogenase dos produtos
da reacdo NADH ou NADPH, que por sua vez reduz a atividade formazan do MTT
em células viaveis. Alteracbes na atividade de dezenas de oxidoredutases
mitocondriais e ndo mitocondriais, perturbacdes metabdlicas e energéticas celulares
e estresse oxidativo podem afetar significativamente a leitura do ensaio MTT sendo,
portanto, uma ferramenta interessante na avaliagdo do efeito citotdéxico de extratos e
moléculas sobre diferentes tipos de culturas celulares (HOLDER et al., 2012; LIN et
al., 2019).

Desse modo, o teste de citotoxicidade in vitro € essencial no processo de
caracterizacao inicial da biocompatibilidade de biomateriais que visam aplicacao
clinica e promove uma investigacao do efeito do extrato sobre as células estudadas
(WAHAB; AZIZUL; IBRAHIM, 2020). Desse modo, o extrato de P. juliflora por nao
apresentar acao citotoxica em linhagens 3T3 e B16-F10, pode ser considerado
seguro para aplicagdo em formulacdes cosméticas. Assim, as demais etapas do
estudo foram realizadas (GOKDUMAN; GOK, 2020).

Damasceno et al. (2020) realizaram testes de seguranca para extrato de P.
juliflora por metodologias in vitro e in vivo. Os testes in vitro, foram realizados em
cultura de células fibroblastos 3T3 (embrido de rato): BALB/c 3T3, bem como em
cultura de células HaCat e a viabilidade celular também foi avaliada utilizando o
MTT. Na metologia in vivo, o teste foi realizado pela avaliacdo da compatibilidade

cutanea, com 19 individuos voluntarios, ambos os sexos, com fototipo de pele de | a
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IV e idade entre 20 e 67 anos. Nesse experimento foram fixados quatro apdésitos
para testes de contato (patch test) na parte superior do dorso dos voluntarios, cada
um contendo 20,0 yL de uma solugcdo contendo 0,5% e 3,0% do extrato de P.
juliflora. Nas duas metodologias empregadas o0s extratos de algaroba foram

considerados seguros para serem incorporados em produtos cosmeéticos.

5.4 ESTUDOS IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.4.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Os resultados para avaliacdo do sequestro do radical DPPH estédo
demostrados na Tabela 6. E possivel observar que o extrato avaliado foi capaz de
sequestrar o radical DPPH de forma concentracdo dependente em todo o intervalo

de concentracdes testado.

Tabela 6 - Atividade antioxidante de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) pelo extrato de Prosopis juliflora.

Concentracdo (mg/mL) Atividade (%)
2,00 3,54 + 0,59
3,00 6,30 £ 0,38
4,00 8,74 £ 0,10
5,00 13,65+0,24
8,00 21,53+ 0,57
10,00 24,17+ 0,81

Fonte: Autoria prépria. Dados foram expressos como média + desvio padréo

A eliminacao de radicais livres € um dos mecanismos conhecidos pela qual os
antioxidantes bloqueiam a oxidacdo lipidica. Este teste € um ensaio bastante
empregado em estudos de atividade antioxidante. E uma técnica rapida para triagem
da atividade de eliminacédo de radicais de compostos especificos, sendo um dos
procedimentos com alto grau de sensibilidade e reprodutividade (OLIVEIRA et al.,
2016). O método de DPPH, é frequentemente usado para determinacdo da
capacidade antioxidante de alimentos, bebidas e extratos vegetais. Tanto o0s
cromégenos quanto 0s compostos radicais podem reagir diretamente com
antioxidantes (GULCIN, 2020).
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Aquino-Martins e colaboradores (2019) realizaram um estudo para identificar
o perfil fitoquimico e as atividades bioldgicas, incluindo a atividade antioxidante, de
seis polpas de extratos de Melocactus zehntneri, espécie também pertencente a
Caatinga. Os resultados da atividade antioxidante pelo método do DPPH de todos
os extratos a 25,0 pg/mL mostraram 60% de atividade que, segundo os autores
confirmava a atividade antioxidante das amostras. Na presente pesquisa na
concentracédo de 10,0 mg/mL foi encontrada a maior atividade de antioxidante pelo
método DPPH de 24,17% + 0,81, isso demostrou que maiores concentracdes
testadas do extrato de algaroba apresentaram uma maior atividade antioxidante pelo
método DPPH.

Damasceno e colaboradores (2020), utilizando uma fracao purificada, rica em
polissacarideos, do extrato de P. juliflora, observaram uma atividade de 58,5%
(0,25mg/mL). A maior atividade observada pelos autores pode ser justificada pelo
processo de purificacdo que aumentou a atividade antioxidante do extrato sobre o
radical DPPH ao retirar alguns compostos que podem ser inativos para participar na
eliminacdo de radicais DPPH, concentrando também os compostos ativos (Zhao et
al., 2022). Por outro lado, esta pesquisa apontou que mesmo sem as de etapas de
purificacdo, o extrato de P. juliffora manteve sua propriedade antioxidante,
demonstrando uma vantagem, especipalmente, para a aplicacdo como insumo para

formulacBes cosméticas .

5.4.2 Capacidade antioxidante total (CAT)

Foram observados valores da capacidade antioxidante total equivalente a
25,06 mg/g de acido ascorbico, na concentracdo de 5,0 mg/mL. Damasceno e
colaboradores (2020) ao analisarem a amostra purificada do extrato de P. juliflora,
observaram um CAT de 11,21 mg/g de acido ascérbico (5,0 mg/mL). Isso pode
demonstrar que os extratos sem processos de purificagdo, por apresentarem uma
matriz complexa de metabolitos secundarios, como o0s carotendides, o0s
polissacarideos e os compostos fendlicos e especialmente os flavondides, podem
promover aumento dos valores da capacidade antioxidante total (SCHAFRANSKI et
al., 2019; TOHMA et al., 2016).

Ghanimi e colaboradores (2022) realizaram o teste CAT seguindo a mesma
metodologia empregada nesse trabalho. No entanto, preparam extratos com

diferentes solventes com a Lavandula mairei Humbert. Foram obtidas solucdes
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extrativas etanolica, metanodlica, acetato de etila e aquosa, onde a primeira
apresentou maior valor (176,34+2,4 mg/g de acido ascoérbico), demostrando assim
que o tipo de solvente utilizado no processo extrativo influenciou no resultado
gerado. Além disso, espécies vegetais diversas possuem concentracfes de
compostos primarios e secundarios diferentes e isso interfere na capacidade
antioxidante total (ISAH, 2019; WINK, 2016).

Analisando o fundamento desta metodologia, as substancias antioxidantes
presentes no extrato podem atuar como doadores de elétrons, bem como por meio
do potencial em sequestrar espécies reativas de oxigénio, tanto em funcdo da
presenca dos flavonoides, quanto pela presenca dos grupamentos hidroxilas
presentes nos agucares encontrados na espécie. Esses grupamentos atuam como
doares de hidrogénio para estabilizacdo das espécies reativas (ZHANG; LIU; LIN,
2014).

Apenas uma metodologia in vitro antioxidante é insuficiente para afirmar que o
extrato tem essa acgdo, portanto, outros testes que envolvam a capacidade
antioxidante para o extrato de P. juliflora foram realizados para que fosse possivel

determinar potencial uso antioxidante em formulacdes cosméticas.

5.4.3 Poder redutor

O poder redutor € um dos testes utilizado para avaliar a atividade antioxidante
em compostos quimicos naturais (YEN; CHEN, 1995). A Tabela 7 apresenta os
resultados da atividade antioxidante nas diferentes concentracdees do extrato de P.

juliflora testada.

Tabela 7 - Resultado da determinacdo de poder redutor do extrato de Prosopis
juliflora.

Concentracdo (mg/mL) Atividade (%)
0,25 0,02 + 0,04
1,00 7,46 + 0,14
2,00 11,69 £ 0,82

Fonte: Autoria propria. Dados foram expressos como média + desvio padrdo

Assim como na avaliacdo do sequestro do radical DPPH, o presente estudo

apresentou menor capacidade de reducdo dos radicais, quando comparado ao ja
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publicado na literatura para a fracdo purificada do extrato de P. juliflora (Damasceno
et al., 2020). O valor acima do que foi observado para o extrato de P. julifiora em
estudo na mesma concentragdo pode ser justificado, mais uma vez, pelo processo
de purificagdo por ultrafiltracdo por centrifugacdo, que € utilizado para compostos
com baixo peso molecular, que para aquele trabalho, poderiam ser consideradas
como interferentes (WANG et al., 2018a; WANG et al., 2018b).

Ensaios de sequestro de radicais DPPH, capacidade antioxidante total e o
poder redutor sdo testes utilizados para avaliar a atividade de moléculas na fase
inicial da cascata de producao de radicais livres (RADI, 2018; SOTO-MADRID et al.,
2021). Assim, analisando os resultados obtidos a partir dessas metodologias é
possivel afimar que o extrato de P. juliffora atua nessa fase da cascata. A
metodologia utilizada nessa pesquisa apresenta menos etapas favorecendo o
escalonamento e, além disso é possivel sugerir que € um extrato candidato para

atuar como um antioxante em formulacdes cosméticas.

5.4.4 Quelacdo de ions de Cobre (Cu?*) e Ferro (Fe?)

Os resultados para os testes de quelacdo de ions cobre e de ferro estédo
demostrados na Tabela 8. Os ions de cobre e de ferro sdo ativos em reacdes de
oxirredugcdo, 0 que 0s capacitam como potentes catalisadores das reacbes de
geracao de radicais livres. Assim, 0os agentes quelantes complexam ions metélicos,
principalmente cobre e ferro, catalisadores da peroxidacéo lipidica. Dessa forma,
esses agentes sequestrantes minimizam também a producdo de espécies reativas
de oxigénio (KIM; KIM; KUMAR, 2019).

Tabela 8 - Atividade antioxidante de quelacdo de cobre e ferro pelo extrato de
Prosopis juliflora.

Concentragéo Quelacdo Cu?* (%) Quelacdo Fe?" (%)
(mg/mL)
0,25 48,02 + 1,83 -
0,50 65,37 £ 0,45 5,07 £ 0,07
1,00 66,48 + 0,08 17,03 £ 2,02
2,00 66,60 + 0,40 43,65+ 1,10

Fonte: Autoria prépria. Dados foram expressos como média + desvio padrao

Nas mesmas concentracdes utilizadas por Damasceno e colaboradores

(2020), ao avaliarem o potencial antioxidante de uma fracdo de peso molecular
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acima de 3Kda do extrato de P. juliflora, o extrato nesta pesquisa sem purificacéo
apresentou maior atividade do que aquela purificada, demonstrando seu alto poder
para se complexar com Cu?* e Fe?* na fase de propagacéo e possivelmente impedir
a formacao de radicais livres (SUBRAMANIAN; CHINTALWAR; CHATTOPADHYAY,
2021).

5.4.5 Sequestro de radicais Superoéxidos (O2)

Os resultados para os testes de sequestro de radicais superdxido estdo
apresentados na Tabela 9. E possivel observar que o extrato de P. juliflora
apresentou maior acdo de sequestro de radicais superéxidos na concentracdo de
0,25 mg/mL, que foi igual a 20,41%. Em estudo realizado por Zhao e colaboradores
(2020) com o polissacarideo isolado dos extratos de Enteromorpha prolifera viram
gue ao separar o polissacarideo bruto em quatro fracées, que foram purificadas em
cromatografia, isoladas e a taxa de eliminacdo do radical superéxido PAP-1, na
concentracédo de 1,00 mg/mL, foi de 54,27% * 0,04. Desse modo, ao comparar o
resultado do sequestro de radicais superdoxidos com os resultados obtidos nos testes
DPPH e ABTS, os autores analisaram que as propriedades bioativas de
polissacarideos extraidos de alcalis de E. prolifera possuem um potencial promissor
para a atividade antioxidante. Damasceno e colaboradores (2020) demostraram que
o extrato de P. juliflora possui polissacarideos como a-glucanas, que podem estar

contribuindo para o sequestro dos radicais superoxidos.

Tabela 9 - Atividade antioxidante de sequestro de radicais superéxidos (O2) pela

amostra de Prosopis julifora.

Concentracéo (mg/mL) Sequestro Oz (%)
0,25 20,41 +1,19
0,50 17,85 + 10,08
1,00 16,19+ 1,24
2,00 14,18 £ 9,82

Fonte: Autoria propria. Dados foram expressos como média + desvio padrdao

Em estudo realizado com polissacarideos de Porphyra haitanensis, os autores

obtiveram quatro amostras de carboidratos quimicamente purificados e avaliaram a
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atividade contra radicais superéxido. Observaram que todas as amostras de
polissacarideos, dependente da concentragdo, possuiam atividade de eliminacéo de
dos radicais O2. Os valores explanados entre 44,78% a 56,39 indicando que todas
amostras tiveram atividade menor que a Vitamina C (taxa de eliminacdo de 1,0
mg/mL € 92,78%) (WU et al.,, 2020). Ja Damasceno e colaboradores (2020)
utilizando polissacarideos purificados de P. juliflora, demostraram atividade
sequestrante do radical superéxido de 26,47%. O processo de purificacdo do
extrato promoveu um aumento da atividade sequestradora de radicais superoxidos.

Os frutos de P. julifora foram coletados ha mais de 7 anos e mesmo sob
congelamento a -20°C podem sofrer perdas por degracdo dos compostos primarios
e secundarias. Segundo Agostini-Costa e colaboradores (2003) e Yamashita et al.
(2003) o processo de congelamento tende a preservar os alimentos para
armazenamento a longo prazo. No entanto, mesmo em temperaturas abaixo de 0 °C,
algumas mudancas em teores de compostos ocorrem. A velocidade de
congelamento e a estabilidade da temperatura durante o armazenamento Sao
fatores que contribuem para a estabilidade. Goncgalves, Portari e Jorddo (2019)
relataram que o processo de congelamento de varias frutas, como pera, maca,
goiaba, entre outras houve diminuicao significativa de teores de vitamina C, fenélicos
totais e antocianinas ap6s armazenamento por 8 semanas sob congelamento por -
20 °C.

Diante do exposto, o extrato de P. juliflora atuou nas etapas de iniciacao e
propagacédo da cascata oxidativa: na fase da iniciacdo, de acordo com os testes de
CAT, poder redutor e sequestro do DPPH e no sequestro dos radicais superoxido;
na fase de propagacéo, impedindo a formacgao de radicais livres, conforme os testes

de quelacdo de metais de cobre e ferro.

55 AVALIAQAO IN VITRO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ANTITIROSINASE DO
EXTRATO DE Prosopis juliflora

5.5.1 Teste da enzima tirosinase
A Tabela 10 apresenta os resultados da atividade antitirosinase dos extratos

de P. juliflora nas concentracdes de 10 mg/mL (1%) e 30 mg/mL (3%).
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Tabela 10 - Atividade antitirosinase dos extratos de Prosopis julifora.

Concentracdo (mg/mL) Atividade antitirosinase (%)
10,00 59,95 + 0,82
30,00 62,48 £ 2,09

Fonte: Autoria propria. Dados foram expressos como média + desvio padréo.

O uso de inibidores de tirosinase como acido kojico e hidroquinona esta
consolidado na industria cosmética devido ao seu efeito antimelanogénico. Essas
substancias sintéticas podem causar reacdes adversas, como por exemplo,
processos de irritacdo e/ou sensibilizacdo da pele (RAUNIYAR et al., 2014). Entéo
0s consumidores estdo procurando alternativas aos produtos sintéticos em produtos
naturais. O uso tradicional de plantas no tratamento de desordens da pele,
principalmente para fins cosméticos, € uma pratica comum na medicina popular de
muitas culturas e pode ser uma indicacao para a descoberta de melhores agentes
para harmonizacdo da coloracdo da pele (ZAIDI et al., 2014). Alguns potentes
inibidores da tirosinase, como cuminaldeido, resveratrol oxidado, canferol,
quercetina e derivados do acido galico, foram isolados de varias plantas (RAUNIYAR
et al., 2014).

O teste in vitro enzimatico utilizado nessa pesquisa concentra-se em ensaio
Optico para deteccado da atividade da tirosinase por meio da espectrofotometria. Esse
método € o mais utilizado, pois apresenta baixo custo, sensibilidade e proporciona
um estudo continuo do processo reacional da cascata que converte tirosina ao
biopolimero melanina (MALASPINA et al., 2020). A L-DOPA e L-tirosinase podem
ser utilizadas como substratos para formar os dopacromos (WINDER; HARRIS,
1991). Contudo, essa técnica apresenta limitacbes, pois durante o processo de
oxidacdo dos substratos, os dopacromos que s&do formados apresentam
instabilidade e baixo coeficente de absor¢cdo em meio aquoso. Além disso, existem
interferentes externos como temperatura e oxigénio que podem provocar
interferencias na execucao do técnica. (DENG et al., 2019; MANN et al., 2018).

Nenhuma das concentracdes estudadas para os extratos de P. julifora
apresentaram inibicdo enzimatica superior a do acido kojico, que na concentracao de
60 pg/mL a atividade foi de 89,90%. A inibicdo apresentada pelo extrato na
concentracdo de 30 mg/mL foi de 62,48 + 2,09. Isso sugere que o extrato de

algaroba possui capacidade de inibir o processo de oxidacdo da L-tirosina a
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Dopaquinona, por meio da enzima tirosinase e, desse modo, podendo,
possivelmente, impedir o processo de hiperpigmentacéo cutanea.

A tirosinase é uma metaloenzima oxidase contendo como substrato dois ions
de cobre com atividade monofenolase (oxidagdo de L-tirosina em e L-dopa) e
atividade difenolase (oxidacdo de L-dopa em dopaquinona), que € essencial para
producdo de melanina (PILLAIYAR et al., 2018). Os agentes antioxidantes, como o
acido kagjico, podem quelar esses ions de cobre no sitio ativo da tirosinase e impedir
a melanogénese (ZAID; Al, 2019; ZILLES, et al., 2022). Nesta pesquisa foi avaliada
a quelacdo dos ions metalicos de cobre (Cu?*) (conforme os resultados descritos no
item 5.4.4). Se o extrato em estudo que apresenta o potencial de quelar cobre atuar
pelo mesmo mecanismo de acdo do acido kdjico, tem-se um bioativo com potencial
de inibir a tironisa. Outros estudos devem ser realizados para comprovar o
mecanismo antitirosinade do extrato de P. Juliflora.

A possivel atividade de harmonizacdo da coloracdo da pele exibida pelo
extrato de P. julifora, pode estar associada a sua composi¢do quimica composta por
fendlicos como, derivados de luteolina, apigenina e quercetina, que possuem
atividade antitirosinase relatada na literatura (BURGER et al., 2017; LALL et al.,
2015).

Héa estudos sobre a inibicdo da tirosinase por compostos fendélicos de origem
vegetal. Zolghadri et al. (2019), sugerem que a atividade antioxidante pode ser
também uma das atividades essenciais para a atividade inibitéria da tirosinase.
Muitos fendis sdo aceitos como substrato da enzima e a depender da posi¢cao da
ligacdo dos grupos hidroxilas podem atuar como inibidores. Os grupos hidroxila
podem formar ligacdes de hidrogénio no sitio ativo da tirosinase, resultando em
impedimento estérico ou alteracbes conformacionais, levando a reducéo da atividade
enzimatica (BAEK et al., 2008).

Zagorska-Dziok et al. (2022), ao avaliarem os efeitos antitirosinase de quatro
tipos de extratos de Schisandra chinensis mostraram que todos foram inibidores da
tirosinase. A porcentagem de inibicdo variou de 96,2% a 98,5%. Essa inibicédo foi
correlacionada aos compostos fendlicos encontrados na analise cromatografia, a
qual revelou que trés grupos de compostos fendlicos foram predominantes no
extrato analisado, incluindo lignanas, acidos fendlicos e flavonoides e os acidos
protocatequicos e p-cumarilquinicos. Diferentes trabalhos abordam que compostos

fendlicos produzidos por plantas podem interagir com a tirosinase inibindo-a
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(BURGER et al., 2017; OKOMBI et al., 2006; ZEITOUN et al., 2019).

Zeitoun et al. (2020) ao analisarem a atividade antitirosinase dos extratos das
plantas Combretum micranthum, Euphorbia hirta e Anacardium occidentale
demostraram que essa capacidade de inibir a enzima tirosina estd associada
principalmente aos compostos fendlicos e triterpendides, que foram identificados
pelo técnica de espectrometria de massas de alta resolucao.

Diante da atividade antitirosinase in vitro, o extrato de Prosopis juliflora atuou
inibindo a enzima tirosinase na cascata da melanogénese. Dessa forma, pode-se
sugerir que possui potencial antitirosinase para compor emulsfes destinadas a

harmonizacédo da coloracéo da pele.

5.6 OBTENCAO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES

5.6.1 Testes preliminares de estabilidade

As emulsGes foram manipuladas em trés lotes, seguindo as composicoes
apresentadas na Tabela 3 e apés 24 horas foram avaliadas as caracteristicas
macroscopicas. As formulacdes que foram estaveis macroscopicamente foram
submetidas ao teste de centrifugacdo por 30 minutos. A Tabela 11 mostra as

caracteristicas dessas formulacgdes.

Tabela 11 - Avaliacdo macroscopica das formulacdes ap6s 24h de obtencédo e do

teste de centrifugacéo.

Avaliacdo macroscopica apés 24 horas de

Formulacdes Centrifugacao
obtencéao
F1 N N
F2 N N
F3 N M
F4 N M

Onde: M = modificada; IM=Intensamente modificada; LM = levemente modificada; N = normal ou sem

alterag6es; NA = nao avaliadas. Fonte: autoria propria.

O Guia de Estabilidade de Produtos Cosmeéticos (2004) indica que as
formulagBes devem ser submetidas a testes de estresse anteriormente ao inicio dos

estudos de estabilidade. Todas as formulacdes apds as 24 horas ndo apresentaram
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sinais macroscopicas de instabilidades. Contudo, apds o teste de centrifugacéo as
formulacdes F3 e F4 apresentaram separacao de fases e ndo seguiram para o teste
de estabilidade preliminar.

O teste de centrifugacdo é responsavel por gerar tensdes na amostra,
simular o aumento da gravidade, aumentar a mobilidade das particulas e possibilitar
a previsdo de possiveis instabilidades, que podem ser observadas na forma de
precipitacdo, separacao de fases, formacédo de corpos compactos, sedimentos e
coalescéncia, dentre outros (ANVISA, 2004).

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos das formula¢cdes armazenadas
a 45 °C * 2°C durante cinco dias e avaliadas quanto ao valor do pH e viscosidade
minima aparente. Durante os estudos de estabilidade preliminar as formulagcbes
contendo o extrato liofilizado de P. juliflora apresentaram colora¢cdo marrom claro e o

odor caracteristico do extrato.

Tabela 12 - Resultados do estudo de estabilidade preliminar das emulsdes contendo
(F1 e F2) 3% de extrato de Prosopis juliflora quanto ao valor de pH e a viscosidade

minima aparente.

Formulacdes

Parametros avaliativos

F1 F2
Tempo inicial (Ap6s 24 horas)
pH 5,91 + 0,03 6,01 + 0,02
Viscosidade minima aparente (cP) 1430,97 + 254,79 4432,36 + 490,86
Pb6s-Estresse térmico
pH 5,95 + 0,00* 6,02 £ 0,01
Viscosidade minima aparente (cP) 5861,70 + 507,16* 4259,30 + 281,74

Onde: *p < 0,05 comparado com tempo inicial. Dados foram expressos como média + desvio padrao.
n=9.
Fonte: Autoria prépria.

Os estudos preliminares de estabilidade incluem testes durante os estagios
iniciais de desenvolvimento do produto. Utilizam condicdes variaveis de temperatura,
gue geram um estresse térmico, com o objetivo de acelerar possiveis reacdes entre
0S Sseus reagentes e o0 aparecimento de sinais observados e analisados de acordo
com as caracteristicas especificas de cada produto (ANVISA, 2004; CASTRO,
2014).



69

Apés o estudo, apenas a formulacdo 1 apresentou variacdo significativa
guanto ao valor de pH, como apresentado na Tabela 12.

A avaliacdo do pH é um dos parametros utilizados para monitorar alteracdes
nas formulagfes, que nem sempre sdo detectaveis visualmente. Esta analise fisico-
quimica pode indicar problemas de estabilidade entre os componentes da
formulacédo, que podem ser reacdes hidroliticas e oxidativas ou alteracdes induzidas
no processo de fabricagdo, como a contaminagdo bacteriana, que podem
comprometer a qualidade, eficacia e seguranca do produto final (ANVISA, 2004).

A diminuicdo ou aumento do pH das formulac6es em diferentes condicbes de
armazenamento pode ser decorrente da geracdo de determinados metabdlitos
acidos ou béasicos ou da decomposicdo de um dos excipientes durante o
aquecimento (AKHTAR et al.,, 2011). Tais reagdes podem comprometer as
propriedades iniciais e desejadas da formulacéo, o que poderia levar a considera-la
instavel. Esta andlise por si s6 ndo é suficiente para confirmar esta situacao.

Durante o desenvolvimento de formulagBes cosméticas de uso topico, a
analise do pH é de extrema importancia, pois permite obter informagcBes sobre
possiveis alteracdes que possam afetar seu uso e, assim, impedir sua aplicacao na
pele (ANVISA, 2004).

Na tabela 12 é possivel observar que a viscosidade na F2 apds o estresse
térmico ndo apresentou variagdes estatisticas significantes.

A viscosidade € uma expressao da resisténcia de um fluido ao escoamento:
guanto maior a viscosidade, maior a resisténcia (ANVISA, 2004). Seus estudos
indicam se um produto mantém suas propriedades intrinsecas e de fluxo na
prateleira (TADROS, 2004). Mudancas significativas nesse parametro podem
demostrar, portanto, instabilidade, ou seja, a formulacdo ndo conseguira manter
suas propriedades iniciais a longo prazo, o que também pode comprometer a
eficacia e a seguranca.

Apés 0 estresse térmico, a emulsdo F1 apresentou variagOes estatisticas
significantes no valor de viscosidade minima aparente e no valor do pH. Sendo
assim, apenas a formulacdo F2 foi considerada estavel e proseguiu para o estudo
de estabilidade acelerada.
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5.6.2 Estabilidade acelerada de 60 dias

Ap6s 60 dias de estocagem em diferentes condicbes de temperatura
propostas para o0s testes de estabilidade acelerada foi observado que as
formulagbes aditivadas com o extrato do P. juliflora armazenadas a 45°C
apresentaram uma discreta alteracdo na coloracdo, em comparacédo as formulacoes
iniciais com extrato (colocaracdo mudou para um marrom mais escuro).

Segundo o Guia de estabilidade de formulagBes cosméticas (2004), ha fatores
extrinsecos que interferem diretamente na estabilidade dos sistemas semissoélidos
como: tempo; temperatura; luz e oxigénio; umidade; material de acondicionamento;
microrganismos e vibracdo. Esse segundo pode promover mudancas fisico-quimicas

e gerar alteracbes no aspector, cor, odor e viscosidade.
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Tabela 13 - Resultados do estudo de estabilidade acelerada das formulacdes com 3% de extrato de Prosopis juliflora submetidas

em diferentes condi¢Ges de temperatura.

Formulacdes

Temp. ambiente 25+ 2°C Temp. geladeira 4 £ 2°C Temp. estufa 45 £ 2°C

Parametros avaliativos t0
t60 t60 t60
F2 F2 F2 F2
Caracteristicas
o N N N N
macroscoépicas
Valor do pH 5,89+0,11 5,72+ 0,35 5,59 + 0,08* 5,21 + 0,04*

Viscosidade minima
4467,08 + 286,77 5264,21 + 622,24 4963,40 £+ 232,15
aparente (cP)

5630,37 + 1361,11

Onde: *p < 0,05 comparado com tempo inicial. Dados foram expressos como média + desvio padrdo. n=9.
Legenda: N= Normal; t0 = ApoOs 24h da producgédo da formulagdo; t60 = Apos 60 dias da producéo da formulagéo.

Fonte: Autoria prépria.
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Com relacdo aos valores de pH, apés os 60 dias (Tabela 13), as formulacdes
(F2) armazenadas a 4°C e 45°C apresentaram variacOes estatisticas. Entretanto, os
valores de pH das emulsbes mantiveram-se entre 5,21 e 5,89, que s&o valores
aceitaveis para produtos tépicos (CENTURIAO et al., 2021).

O pH dos cosméticos varia de acordo com a aplicabilidade. Os produtos de
longa duracdo na pele devem ter um pH de 4,0 a 7,0, ou seja, o pH deve ser o mais
proximo possivel do pH da pele (4,6 a 5,8) (DUPLAN; NOCERA, 2018). Valores
extremos de pH (abaixo de 3,0 ou acima de 8,0) podem causar degradacao de
gueratina ou remocao excessiva de oleosidade, resultando em pele seca. Assim,
guebra a barreira cutanea e facilita os processos inflamatérios e infecciosos nesse
orgdo (DUPLAN; NOCERA, 2018). Portanto, o pH da emulsdo desenvolvida deve
ser mantido préximo ao pH da pele, preferencialmente dentro da faixa ideal para
formulacdo que se encontram em temperatura ambiente, que esta entre 4,0 - 7,0
(DAHER, 2014; DUPLAN; NOCERA, 2018).

As formulagbes F2, apdés 60 dias ndo apresentaram alteracbes
estatisticamente significantes nos valores de viscosidade minima aparente nas
condicBes de temperaturas avaliadas quando comparadas aos valores obtidos para
o t0.

Embora, as formulacbes tenham apresentado uma variacdo de pH quando
armazenada a 4°C e 2°C, essas variagdes ndo foram acompanhadas de mudancas
nos outros parametros avaliados e continuam dentro do valor de pH de
compatibilidade cutédnea. Foram consideradas estaveis e adequadas como um
prototipo de formulacdo contendo o extrato de Prosopis juliflora para atender os

objetivos propostos para a pesquisa.
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6 CONCLUSOES

A partir dos frutos de P. juliflora foi obtido o extrato liofilizado com rendimento
de 49,49%. Esse extrato se apresentou como um pd de coloragcdo amarelo-
alaranjado, odor caracteristico e higroscopico.

Além disso, foi realizada a caracterizacdo quimica do extrato de P. juliflora
quanto aos conteudos de fendis e flavonoides totais, em que os resultados obtidos
mostraram que a concentracdo dos flavonoides totais € 1,71 + 0,26 ug EQ/mg e o
conteudo e equivaléncia de acido galico (0,21 £ 0,01 mg GAE/qg).

Assim, os extratos de algaroba foram caracterizados pela técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de massas com analisador do tipo
TOF e foi anotado triptofano, compostos fendlicos como: apigenina, genisteina,
luteolina, isorhamnetina, canferol, dentre outros.

O extrato de algaroba ndo apresentou citotoxicidade em duas linhagens
celular de camundongos BALB 3T3 e B16-F10.

Nas condi¢ces experimentais padronizadas nessa pesquisa, foi possivel
concluir que o extrato de algaroba atuou nas diferentes etapas da cascata oxidativa.

A atividade antitirosinase foi avaliada por ensaio enzimatico e os resultados
obtidos demostraram que o extrato de P. juliflora pode ter a capacidade de inibir a
cascata da melanogénese. Assim, esse extrato possui potencial de atividade
antimelanogénica.

Por meio do teste de estabilidade acelerada apés 60 dias foi possivel verificar
que a fomulacdo aditivada com 3% de P. juliflora, foi estavel nas condi¢cdes
padronizadas.

Diante disto, os frutos de P. juliflora, podem tornar-se fonte de compostos
ativos para formulacdes cosméticas para cuidados da pele, com propriedades
antienvelhecimento e antimelanogénese, associando beneficios ambientais,
socioeconbmicos e, consequentemente, promovendo renda para as familias que

vivem em torno da cadeia produtiva de P. juliflora.
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APENDICES

APENDICE A — Cromatogramas e respectivos espectros de massa das amostras de
Prosopis juliflora do modo positivo, referentes ao topico 5.2.2.
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Luteolina 7-O-glucoside
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APENDICE B — Cromatogramas e respectivos espectros de massa das amostras de
Prosopis juliflora do modo negativo, referentes ao tépico 5.2.2.
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Apigenina-6,8-di-C-glicosideo
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