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Gel antiacne com frutos amazonicos

Aryane Maia de Casfro !, Marcia de Jesus Amazonas da Silva?, Emerson Silva Limas,
Fernanda Guilhon-Simplicio*

Resumo

O uso de produtos naturais em cosméticos vem se expandindo devido d importéncia
medicinal, econdmica e de agregacdo de valor e maior seguranca. O objetivo deste
estudo foi analisar o extrato de frutas e os residuos amazdnicos como ingredientes
potenciais para um dermocosmético antiacne. A extracdo de Soxhlet foi realizada com
hexano e etanol e a desreplicacdo dos extratos foi realizada por testes quimicos, andlises
cromatogrdficas e espectrométricas. Os extratos foram avaliados quanto &
citotoxicidade, atividade anti-inflamatdéria in vitro e atividade antibacteriana contra P.
acnes. Os extratos mais promissores foram misturados e incorporados em duas
formulacodes farmacopéicas de gel, compostas de carboximetilcelulose e carbopol, as
quais foram avaliadas quanto a estabilidade de acordo com os critérios da Agéncia
Nacional de Vigiléncia Sanitdria e reavaliadas quanto ao potencial antibacteriano apds
exposicdo a diferentes temperaturas. Foi possivel detectar metilxantinas, dcidos fendlicos,
flavondides e taninos nos extratos. De maneira geral, os extratos apresentaram baixa
citotoxicidade e boa atividade anfi-inflamatdéria e antioxidante, diferindo mais na
atividade antibacteriana, onde dois extratos etandlicos G1E e TC3E foram os mais ativos e
selecionados para compor as formulacdes em gel. A formulacdo & base de
carboximetilcelulose foi descartada no inicio dos testes de estabilidade. Por outro lado, a
formulacdo de carbopol ndo apenas manteve suas caracteristicas fisico-quimicas, mas
também suas propriedades antibacterianas, mesmo apds exposicdo a condicoes
extremas de armazenamento. Assim, foi demonstrado que as espécies amazdnicas
estudadas, incluindo seus residuos, tém potencial para se tornarem ingredientes ativos de
produtos antiacne, tornando interessante a continuidade deste estudo.

Palavras-Chave: P. acnes, antiacne, inflamacdo, gel.

Antiacne gel producing with fruits from the Amazon. The use of natural products in

cosmetics has been expanding due to the medicinal, economic and value-adding
importance, and increased safety. The aim of this study was to analyze the fruit extract
and Amazonian residues as potential ingredients for an antiacne dermocosmetic. Soxhlet
extraction was performed with hexane and ethanol, and the dereplication of the extracts
was performed by chemical tests, chromatographic and spectrometric analyzes. The
extracts were evaluated for cytotoxicity, anfi-inflammatory in vitro and antibacterial
activity against P. acnes. In the end, the most promising exiracts were mixed and
incorporated  info  two  pharmacopoeic  gel formulations, composed by
carboxymethylcellulose and Carbopol, which were evaluated for stability according to
the criteria of the National Health Surveillance Agency and reassessed for antibacterial
potential after exposure to different temperatures. It was possible to detfect
methylxanthines, phenolic acids, flavanoids and tannins in the exiracts. In general, the
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extracts showed low cytotoxicity and good anti-inflammatory and antioxidant activity,
differing more in antibacterial activity, where two ethanolic extracts G1E and TC3E were
the most active and selected to compose the gel formulations. The
carboxymethylcellulose-based formulation was discarded early in the stability tests. On the
other hand, carbopol formulation not only retained its physicochemical characteristics but
also its antibacterial properties even after exposure to extreme storage conditions. Thus, it
was demonstrated that the studied Amazonian species, including their residues, have the
potential to become active ingredients of antiacne products, making the continuity of this
study interesting.

Keywords: P. acnes, antiacne, inflammation, gel.

1. Introducao As lesdes da acne podem ser
A acne é considerada uma classificadas como ndo inflamatdérias e
doenca crénica e ndo apenas uma inflamatdrias. No segundo caso, essas
afeccdo limitada & adolescéncia, lesdbes podem resultar em cicatrizes
embora seja bastante comum nessa fase permanentes, agregando fatores
da vida (MONTAGNER; COSTA, 2010). De emocionais a doenga, devido ao abalo
85 a 100 % dos individuos sdo afetados da autoestima ocasionado por essas
por acne em algum momento da sua cicatrizes (FABBROCINI et al. 2010).
adolescéncia (FIGUEIREDO, 2011). Ela Quase sempre a acne tem seu
afeta individuos de ambos os sexos, desenvolvimento na face, que por sua
sendo geralmente mais grave nos vez € a drea mais visivel e a mais
homens e mais persistente nas mulheres. utilizada para a comunicacdo,
A incidéncia da doenca é de cerca de aumentando  assim  a  revolta e
80 % na faixa etdria de 12 a 25 anos, estranheza que o adolescente tem sobre
caindo para 8 % na faixa etdria de 25 a as mudangas no seu corpo. Estudos
34 anos, e para 3 % na faixa de 35 a 44 mostram que 70% dos adolescentes com
anos (VAZ, 2003). E uma doenca menos acne afirmam serem vitimas da rejeicdo
frequente em orientais e negros, mas no convivio social (FIGUEIREDO, 2011).
pode ocorrer em todas as racas (COSTA; Desse modo, a acne vulgar € a
ALCHORNE; GOLDSCHMIDT., 2008). doenca cronica que mais leva pacientes
A patogénese da acne vulgar é aos consultérios dermatoldgicos  (KIM;
multifatorial e  envolve  processos ARMSTRONG, 2011), tendo reflexos
inflamatérios, infeccdes  bacterianas, psicossociais, gracas as alteracdes que
distUrbios hormonais e de queratinizac&o promove na aparéncia fisica do
da pele em uma combinacdo ainda ndo individuo, de forma que tem sido
totalmente conhecida. Contudo, sabe- relacionada ao desenvolvimento de
se que Propionibacterium acnes, uma doencas como a depressdo e aumento
bactéria anaerdbia gram-positiva de faxas de suicidio, principalmente
presente na flora normal da pele, estd enfre mulheres (KOKANDI, 2010).
diretamente relacionada & resposta A acne ¢ classificada clinicamente
inflamatdria da doenca, por produzir em quatro niveis: grau |, a forma mais
muitos  mediadores  pré-inflamatdrios leve de acne, ndo inflamatdria ou
extracelulares ao  colonizar foliculos comedoniana,  caracterizada  pela
pilosos previomente sensibilizados por presenca de comeddes  (cravos)
hormdénios andrégenos produzidos no fechados e comeddes abertos; grau I,
periodo pré-puberal (KIM et al., 2002; acne inflamatdria ou pdapulo-pustulosa,
LORCA, 2007). onde, aos comeddes, se associam as

pdapulas (lesdes solidas) e pustulas (lesdes
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liguidas de conteudo purulento); grau lll,
acne nodulo-abscedante, quando se
somam os ndédulos (lesdes sdlidas mais
exuberantes); e grau IV, acne
conglobata, na qual hd formacdo de
abscessos e fistulas (SAMPAIO, 2006).

A doenca pode ser controlada
com fratamento tépico e sistémico
associados aos recursos fisicos como
extracdo de comeddes e drenagem de
cistos, luz ultavioleta, crioterapia,
infiltracdo intralesional, dermo-abrasdo
cirirgica  ou  esfoliacdo  quimica.
Geralmente os graus | e Il podem ser
fratados apenas com preparacdoes
topicas. Os graus lll e IV necessitam de
terapéutica tépica e sistémica. Enfre os
tratamentos topicos inclui-se o uso de
sabonetes sulforosos, ou com dcido
salicilico, perdxido de benzoila ou
irgasan;  géis, locdes ou cremes
contendo perdéxido de benzoila, dcido
retindico (tretinoina), d&cido salicilico, e
outros queranoliticos como o enxofre
precipitado, além de risorcina e
antibidticos tépicos. Como tfratamentos
sistémicos tem-se antibidticos orais, como
a tetraciclina, minociclina, eritromicina e
sulfas, retindides orais (isotertionoina) e
vitamina A (CUCE; NETO 2015).

Entretanto, os tratamentos mais
eficazes, uso de antimicrobianos e
refinoides, sdo acompanhados de uma
série  de efeitos indesejados. Uso
antimicrobianos de forma tépica pode

causar irritacoes, descamacdo,
ressescamento,  prurido, eritema e
queima. Além disso, o risco de

desenvolvimento de resisténcia
bacteriana sempre deve ser considerado
na utilizacdo de antimicrobianos orais
(KIM; ARMSTRONG, 2011). Por sua vez, o
uso derivado do dcido retindico por via
oral pode causar secura e fragilizacdo
da pele, pancreatite, mialgias e dor
o6ssea, aléem de serem teratogénicos.
Além disso, sdo tratamentos longos que
requerem constante acompanhamento
médico, que podem ser um fator de

desisténcia por parte dos pacientes
(BRITO et al., 2010).

Dessa forma, apesar dos
tfratamentos existentes serem
considerados eficazes, € importante que
haja pesquisas que busquem melhorar os
esquemas tferapéuticos, tornando os
tratamentos mais acessiveis e seguros,
onde pesquisas com plantas sempre
ganham destaque. Ademais, é
consensual que a exploracdo sustentavel
dos recursos naturais da Amazdnia
Brasileira € um ponto critico para o
desenvolvimento econémico do pais,
especialmente dos Estados que contém
porcoes significativas dessa
biodiversidade, como o Amazonas
(RIBAS; SMITH, 2009). Nesse sentido, o
desenvolvimento de dermocosméticos
locais que agreguem valor aos insumaos
vegetais da Amazdénia sdo estratégicas
para esse desenvolvimento econdmico,
uma vez que podem ser obtidos e
certificados em um tempo muito mais
curto e a custos muito menores que
fitoterapicos e fitomedicamentos
(ARRUDA, 2008). Assim, nesta pesquisa
buscou-se desenvolver um protdtipo de
dermocosmético contra acne, utilizando
matérias-primas amazdnicas que
apresentassem atividade contra P. acnes
e anti-inflamataria.

2. Material e Método
2.1 Obtencdao e preparacio do material
botanico

As matérias primas foram
compradas na Feira Manaus Moderna,
localizada no Centro da cidade de
Manaus, Amazonas e guardadas sob
refrigeracdo a 5°C até a secagem para
evitar hidrélise enzimdatica das moléculas,
pausando os processos metabdlicos das
células e para evitar a contaminacdo e
proliferacdo microbioldgica. Para que
ocorresse uma estabilizacdo permanente
das amostras, elas foram colocadas em
estufa de circulacdo de a 45°C £ 2°C por
2 dias para a secagem e depois foram
processadas e guardadas em
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temperatura ambiente e ao abrigo de
luz e calor. Neste estudo foram utilizadas
3 drogas vegetais codificadas como G1,
TP2 e TC3 entre elas um residuo de
processamento para fins alimenticios.

2.2 Preparacao e secagem dos extratos

Para todas as amostras utilizou-se a
massa de 138,6909 g e 600 mL de
solventes para cada extracdo que foi
feita de dois mModos: com
desengorduramento prévio com hexano
(H) seguido de extracdo com etanol
99.5% (E), e extracdo direta com etanol
96% (OH) para comparacdo. Todos os
extratos foram obtidos por sohxlet, e o
ponto final da extracdo foi determinado
visualmente, por observacdo  da
descoloracdo do solvente no sistema. Os
extratos entdo foram fitrados e
concentrados em rotaevaporador (IKA®
HB10 basic).

Os extratos concentrados foram
recolhidos em frascos previamente
pesados e identificados, e colocados em
capela de exaustdo para eliminacdo do
solvente residual. Ao final, os foram
envoltos por papel aluminio e guardados
em refrigerador na temperatura de 10°C
até a utilizacdo.

2.3  Desreplicacio dos extratos
2.3.1 Prospecciao de alcaloides

A literatura técnico-cientifica cita a
grande quantidade de alcaloides na
familia de G1, entdo resolveu-se fazer a
prospeccdo de alcaloides de acordo
com Simodes et. al (2017). Para isso foi
utilizado 5g da droga G1 e 50 mL de
dcido sulfurico (H2SO4) 1% e posto para
decoccdo 2 por minutos e depois
filtrado. O decocto foi resfriado e
dividido em duas porcdes: A, para teste
direto e B, teste confirmatério. Para o
teste direto foi tfransferido cerca de 2 mL
do fitrado para cada tudo de ensaio
(total de quatro) e  gotejou-se
cuidadosamente os reagentes gerais de
para identificacdo de  alcaloides
(Dragendorff, Mayer, Bertrand e Hager).

Para teste confirmatdrio alcalinizou-
se a porcdo B com hidroxido de aménio
até pH 8-9 verificado com fita de pH,
neste momento foi observado mudanca
da cor do extrato e certa precipitacdo.
Esse extrato alcalinizado foi transferido
para um funil de separacdo e
acrescentou-se 10 mL de diclorometano
(CH2Cl2). Agitou-se cuidadosamente e
abrindo a torneira para que ocorresse a
saida dos gases. Recolhida a fase
orgdnica em um béquer, esperou-se d
evaporacdo completa do solvente, apds
isso acrescentou-se 15 mL de H2504 1% e
foi agitado. Ocorreu-se a distribuicdo de
2 mL da solucdo para cada tubo de
ensaio e repetiu-se os testes.

2.3.2. Cromatografia em camada delgada

Procedeu-se a uma andlise por
cromatografia em camada delgada
(CCD) com o padrdo de cafeina, um
dos principais alcaloides encontrados na
familia de G1. Para isso, foram utilizadas
cromatoplacas de siica gel com
indicador de fluorescéncia (254 nm) e a
fase  modvel diclorometano:  dcido
acético (12:1 v/v).

2.3.3. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Para a identificacdo de dcido
caféico e o estabelecimento do perfil
quimico de TP2 e TC3, foi utilizado o
Cromatoégrafo Liquido Shimadzu modelo
Lc-20AT prominence; desgasificador
DGU-20AS, injetor automdtico de
amostras SIL-20A HT, comunicador de
modulos CBM-20¢, detector de arranjo
de diodos SPD-M20A e software
LCsolutions. Empregou-se uma coluna
Luna Su Cl18(2) 100 A 250x4,6 mm
(Phenomenex), e acetonitrila (B) e dgua
acidificada com 0,1% de dcido formico
(A) como fase movel, a 0,8 mL/min em
corrida de 25 minutos, no seguinte
gradiente: de 60 a 100 % de B em 10
minutos, mantendo por 2 minutos; de 100
a 60 % de B em oito minutos, mantendo
por mais 5 minutos e encerrando a

CS95


http://www.scientia-amazonia/
https://doi.org/10.5281/zenodo.7114576

Scientia Amazonia, v. 11, n.1, CS92-CS108, 2022

Revista on-line http://www.scientia-amazonia

https://doi.org/10.5281/zenodo.7114576 - ISSN:2238.1910

)
Ciéncias da Saude

corrida  (Sistema S1). A corrida foi
monitorada a 254 nm e, nessas
condicdes, o dacido caféico apresentou
tempo de retencdo de 3,16 minutos.

Para identificacdo da cafeina e o
estabelecimento do perfil quimico de
G1, foi utilizado o mesmo Cromatdgrafo
Liquido, com o acréscimo de um
detector de fluorescéncia RF — 10AxL e
um forno de coluna CTO - 10 ASVP &
40°C. Empregou-se uma coluna Zorbax
Eclipse Plus 5u C18(2) 100 A 250x4,6 mm
(Agillent), e metanol (B) e dgua
acidificada com 0,1% de dcido férmico
(A) como fase mével, a 1,0 mL/min em
corrida de 20 minutos, no seguinte
gradiente: de 5 a 30 % de B em 5
minutos, mantendo por 10 minutos; de 30
a 5 % de B em 2 minutos, mantendo por
mais 3 minutos e encerrando a corrida
(Sistema S2). A corrida foi monitorada a
272 nm e, nessas condicdes, a cafeina
apresentou tempo de retencdo de 13,59
minutos.

2.3.4. Espectrometria de Massas por
eletrospray (ESI/EM)

A espectrometria de massas (EM)
para a identificacdo as principaqis
substGncias  confidas nos  extratos
(COLLINS et al., 2006) foi realizada em
Espectrometro de Massas Quattro LC-
MICROMASS®, triplo-quadrupolo, com
fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI),
modo negativo [M-H], na Central
Andalitica da Universidade Federal do
Amazonas, onde 10 mg de cada extrato
foi solubilizado em metanol grau HPLC e
cada solucdo foi injetada de forma
direta. Usando a fonte de ionizacdo
quimica a pressdo atmosférica (IQPA),
fonte de tensdo de 4,00 kV, tensdo no
capilar 35,00 V, a tensdo da lente do
fubo 85,00 V, temperatura capilar de 240
°C, O fluxo de gds na bainha (He) 35 e o
fluxo de gds auxiliar (N2) 10 (unidades
arbitrarias). Espectros MS foram
adquiridos pela aquisicGo completa em
gama 100-1000 m/z. A aquisicdo de

dados foi realizada com o software
Xcalibur 2.07®.

2.4 Viabilidade celular/ citotoxicidade

O ensaio do Alamar Blue® foi
realizado conforme metodologia
descritfa por Ahmed et al. (1994), em
microplaca de 96 pocos, utilizando as
linhagens ndo-tumorais (MRC-5)
disponiveis no Banco de Células da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UFAM. As células foram transferidas
para microplacas de 96 pocos na
densidade 0,5 x 104 células por poco, e
permaneceram em estufa a 37 °C com
5% de CO2. Apds 24 horas, as células
receberaom o tratamento com as
subst@ncias na concentracdo de 50
ug/mL. Como contfrole negativo foi
utilizado o dimetilsulféxido (DMSO) (0,1%),
e como confrole positivo a Doxorrubicina
na concentragcdo de 5,0 uM. Por 72 horas
foi realizado o periodo de fratamento,
com a placa mantida em estufa a 37 °C
com 5% de CO2. Apds esse periodo foi
adicionado 10 pyL do Alamar blue
(0,02%), posteriormente sendo feita a
leitura  das placas em leitor de
microplaca, nos comprimentos de onda
de excitacd@o de 530 nm e emissGo de
590 nm. Inicialmente os compostos foram
testados na concentracdo Unica de 50
ug/mL e posteriormente abrindo a curva
para os exiratos escolhidos para a
formulacdo nas concentracdes de 50,
25, 12.5,6.25, 3.12 e 1,6 uyg/mL. Para
expressar o numero de células vidveis,
utilizou-se a seguinte féormula:

% Viabilidade Celular = (ABS das Células
das Amostras — ABS do Branco)/ (ABS de
Células Controle Positivo - ABS do
Branco) X 100

2.5 Atividade anti-inflamatéria in vitro
Macréfagos da  linhagem RAW
264.7 foram plagueados na densidade 1
x 10¢ células/mL em placas de 6 pocos
seguindo-se adesdo por 24 h a 37 °C, em
atmosfera com 5% de CO2. Apds
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aderéncia, o meio foi refirado e
adicionado meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de SFB com
volume de 1000 pL/poco. As células
serdo estimuladas pela adicdo de
lipopolissacarideo - LPS (concentracdo
final 1 pg/mL) e ftratadas juntamente
com o0s compostos na concentracdo
Unica de 50 upg/mL e posteriormente
abrindo a curva para os extratos
escolhidos para a formulacdo nas
concentfracdes de 50, 25, 12.5,6.25, 3.12
e 1,6 ug/mL. Para o experimento confrole
as células foram cultivadas apenas com
meio de cultivo DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Em
seguida, as células foram incubadas por
mais 24 horas a 37 °C, 5% de COq, sendo
coletado o sobrenadante celular e
dliguotas foram congeladas (-20 °C)
para posterior andlise das citocinas. Para
a determinacdo da producdo de NOe,
100 uL do sobrenadante celular foi
submetido a reacdo com igual volume
do reagente de Griess. Apds o periodo
de incubacdo de 10 minutos as amostras
foram lidas em leitor de microplacas (DTX
800, Beckman) a 560 nm. O cdiculo das
concentfracdes de nitrito foi realizado
com base em curvas padrdes utilizando
diferentes concentracdoes de NaNOs
(VERMA et al., 2012).

2.6 Atividade antibacteriana (P. acnes)

A cepa de Propioniobacterium
acnes (ATCC 6919), adquirida da
Fundacdo André Toledo (FAT), foi
reafivada em caldo fioglicolado e
posteriormente estriacdo em placa de
Agar BHI 5% sangue suplementado com
1% glicose sob ambiente de anaerobiose
incubando-se a 37°C por 48 horas (Figura
1). Apds a ativacdo, foram realizados
ensaios quali e quantitativos em
microplaca de 96 pocos, de acordo com
COS et al. (2006). Apds realizado o teste,
foi adicionado 10 yL do Alamar blue®
(0,0 2%), posteriormente sendo feito a
leitura  das placas em leitor de
microplaca, nos comprimentos de onda

de excitacdo de 530 nm e emissdo de
590 nm, para a determinacdo da
viabilidade celular das bactérias frente
as diferentes concentracdes  dos
extratos.

Figura 1. Ativacdo de P. acnes para os testes de
atividade anfibacteriana. A: cepa P. acnes (ATCC
6919) em caldo fioglicolato; B: microscopia da
amostra e verificacdo de bacilos gram-positivos;
C: isolamento da bactéria por esgotamento em
Agar BHI 5% sangue suplementado com 1%
glicose; D: observacdo de hemdlise caracteristica
da cepa nesse meio.

2.7 Preparacao do gel antiacne

2.7.1 Producao das formulacgées

A base de gel contendo o extrato
mais ativo foi manipulada de acordo
com formulacodes farmacopeicas
(BRASIL, 2012). Para isso foram ufilizadas
duas bases com polimeros diferentes,
carboximetilcelulose (CMC) e carbopol
(CARBOMER) e os melhores extratos de
acordo com atividade antibacteriana e
anti-inflamataria.

2.7.2 Teste de estabilidade acelerada

As formulacdes foram submetidas
inicialmente a centrifugacdo a 5000 rpm
por 30 minutos, preconizada pelo Guia
da Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitdria para estabilidade de Produtos
Cosmeéticos  (BRASIL, 2004), o que
garantiu a estabilidade inicial e pode-se
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proceder para a estabilidade acelerada
por 12 dias, onde uma amostra de cada
formulacdo foi armazenada a
temperatura ambiente, estufa a 50-C, e
no congelador a -4 *C. Outra amostra
ficou em um ciclo de estufa e
congelador, onde passava 24 h em
cada ambiente durante o mesmo
periodo.

2.7.2.1 Avaliacio das propriedades

quimico-farmacolégicas

Realizou-se a leitura do pH das
formulacdes a cada 6 dias, ocorrendo a
leitura no dia 1, 6 e 12 e no Ultimo dia
avaliou-se a atividade antibacteriana. A
atividade antimicrobiana da formulacdo
mais estdvel foi realizada pela técnica
de difusdo em dagar (Ostrosky et al.,
2008). O cultivo do micro-organismo teste
foi preparado em Agar MUller-Hinton, em
placa de Petri. Como indculo foi utilizado
100 yL de uma suspensdo celular de
concentracdo semelhante d escala de
McFarland 0,5. De cada formulacdo
foram fransferidos 100 ug/mL para pocos
de 5 mm de didmetro, incluindo o
controle doxiciclina (50 pg/mL). Os
cultivos foram incubados a 37-C por 24 h
em ambiente anaerdbico. Os halos de
inibicdo foram medidos no verso da
placa com auxiio de uma régua
milimétrica.

2.8 Analise estatistica

Os dados serdo apresentados
como média * erro padrdo da média
e/ou Clso e seus infervalos de confianca
de 95 % (Cl 95%) obtidos por regressdo
ndo linear. As diferencas entre os grupos
experimentais serdo comparadas através
da andlise de variGnecia (ANOVA) one-
way. Todas as andlises estatisticas serdo

realizadas usando o) programa
GraphPad Prism 6®.
3. Resultados e Discussao

A extracdo por soxhlet é

conhecida como uma extracdo por

esgotamento, onde a amostra enfrard
em contato com o} solvente
continuamente, solvente este que vindo
por evaporacdo do baldo de fundo
chato ird se condensar na parte superior
do aparelho onde se enconfra o
condensador, onde passa dgua
refrigerada, e acabard precipitando em
gotas sob a droga vegetal e ocorrerd a
dispersdo das substncias de mesma ou
aproximada polaridade presentes na
droga vegetal. Esse sistema de extracdo
ocorre em ciclos até a solubilizacdo total
das moléculas com afinidade ao liquido
extrator, normalmente caracterizado
pela falta de cor do extrato. O cdilculo
de rendimento de cada exirato foi
obtido através da proporcdo entre
massa da amostra e a massa do extrato
bruto (Tabela 1).

A cafeina, um alcaloide para
alguns autores e uma metixantina
(pseudoalcaloide) para outros, consta
como um dos marcadores quimicos de
umas espécies selecionadas para este
estudo (G1). Alcaloides sdo substancias
nitrogenadas de cardter bdsico e possui
ampla acdo farmacolégica.  Esses
compostos sAo enconfrados
predominantemente na forma
combinada com dcidos orgdnicos e em
concenfracdo menor na forma livre.
Nesta forma, sdo insolUveis em dgua e
em solventes orgdnicos Ccomo
cloroférmio, diclorometano, benzeno e
éter; na forma de sal a sua solubilidade é
inversa. Alcaloides podem ser
detectados por meio dos reativos gerais
de alcaloides (RGA), com o0s quais
formam turvacdo ou precipitacdo em
meio acido. Em todos os testes realizados
houve a formacdo de precipitado ou
turvacdo dos extratos. Por sua vez, a
CCD confirmou a presenca de cafeina
(Fator de retencdo 0,31) nos extratos
hexénico e etandlico de G1.
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Tabela 1. Rendimento dos extratos.

Extrato Massa para exiragdo Massa do exirato Rendimento (%)

Gl1H* 138,6909 g 199 1,3699
GI1E** 138,6909 g 9.,6266 g 7.0852
GIOH 138,6909 g 43,2635 g 31,1941
TP2H 138,6909 g 67,5645 g 48,7158
TP2E 138,6909 g 31,6437 g 22,8159
TC3H 138,6909 g 31,3083 g 22,5741
TC3E 138,6909 g 5,4683 g 3, 9427

das substéncias presentes na mistura que

_ “- AR ird interagir com duas fases imisciveis, a

] . v‘:J i -‘ i fase estaciondric que é onde a

H'n"v

'101’

Figura 2. Investigacdo de alcaloides e cafeina nos
extratos de GI1. Precipitados formados no teste
direto (A) e confirmatério (B) para alcaloides com
os reagentes Dragendorff, Mayer, Berfrand e
Hager, respectivamente. CCD com GI1H, GIE,
Gldagua e cafeina (respectivamente). Fase mével:
diclorometano:dcido acético (12:1 v/v).

Para obter-se um perfil quimico mais
robusto, empregou-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
A cromatografia € uma técnica analitica
que visa principalmente a separacdo de
misturas, mas ainda pode ser utilizada
para purificacdo e quando acoplados
com detectores de massas ou UV/Vis
pode-se obter informacdes acerca da
identidade da molécula, como o peso
ou absorbdncia de certas moléculas ou
seus grupos funcionais. O método
baseia-se nas diferentes propriedades

substancia em questdo fixa-se em sua
superficie, que entdo deve possuir o
minimo de interacdo com o anadlito e a
fase movel, que precisa ter a mesma
propriedade e as substancias que
possuirem maior afinidade a fase movel
irdo ser arrastadas e as que possuirem
mais afinidade com a fase estacionaria
ficardo retidas na coluna, ou seja, a
velocidade com que uma migra serd
maior e de outra, serd menor.

Esse € o método geral para andlises
em cromatografia liquida, mas como o
tamanho da fase estaciondria é reduzido
€ possivel readlizar a deteccdo de
subst@ncias  presentes em baixas
concenfracdes e uma separacdo mais
efetiva. O empacotamento das colunas
ufiizadas em High performance liquid
chromatography (HPLC) estGo na faixa
de um (micrometros) o que dificulta a
passagem do solvente pela coluna
cromatogrdfica, entdo utiliza-se da
pressdo para forcar a passagem do
mesmo, por isso a técnica € conhecida
por alta performance ou alta eficiénciaq,
j@ que também diminui e melhora o
tempo de andlise. Os cromatogramas
obtidos nas andlises dos exfratos sdo
mostrados na figura 3.
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Considerando que o método
empregado para a identificacdo de
substancias € um método geral utilizado
no Laboratério de Fitoquimica e
Semissintese da UFAM para diversas
subst@ncias, foi  possivel  também
identificar catequina, epicatequing,
teobromina e teofilina nos extratos de
G1, alem de rutina, dcido gdlico, dcido
p-cumdrico, dacido oleico e kaempferol
nos extratos de TP2 e TC3. Contudo,
cafeina e dcido caféico foram os picos

majoritdrios e, por esse  motivo,

3500000
=974 - 104235 .

3000000 =059 Cafeina

<

S 2500000

2,

S 000 + Séiel

N a 1300000 —Linear (8éne 1)

o

1000000
500000
/
9 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Concentragédo (pg/mL)

min

Figura 3. Cromatogramas dos extratos destacando os picos majoritdrios e as substancias identificadas.

TC3E

Acido caféico

T T T T T T T T T
0.0 25 50 7.5 100 12.5 15.0 17.5 200 225

quantificados nos respectivos extratos.
Para cada um desses compostos
majoritdarios, realizou-se a preparacdo de
curvas de quantificacdo com os mesmos
sistemas indicados no item 2.3.3. da
metodologia, observadas na figura 4. A
partir disso, foi feita a quantificacdo de
cada subst@ncia em cada extrato a
partir da descoberta da equacdo da
retfa (y= 2974x — 104235: cafeina; y=
52133x - 35788: dacido caféico) dos
compostos (tabela 2).

3000000
y=52133x-35788 o Acido Cafeico
2500000 RE=0,998
<
.2
= 2000000
=]
=
s 1500000 + Sériel
e — Linear (Sériel)
1000000
500000

T T 1
1] 10 20 30 40 50 60

Concentracéo (pug/mL)

Figura 4. Curva de quantificacdo do dcido caféico e da cafeina construidas pelos sistemas S1 e

S2, respectivamente.
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Tabela 2. Quantificacdo de cafeina e dcido cafeico por CLAE nos diferentes extratos.

Extrato Mg/mL mg/mL g/mL g/100 mL %
G1H (cafeina) 140,941 0,140941 0,000140941 0,0141941 1,42
GI1E (cafeina) 188,034 0,188034 0,000188034 0,0188034 1,89
TP2H (&c. cafeico) 2,961 0,002961 0,0000029461 0,0002961 0,03
TP2E (&c. cafeico) 12,169 0,012169 0,000012169 0,0012169 0,122
TC3H (&c. cafeico) 0,901 0,000901 0,000000901 0,0000901 0,009
TC3E (&c. cafeico) 4,851 0,004851 0,000004851 0,0004851 0,05

Considerando que CLAE é uma
técnica limitada & disponibiidade de
padrdes, empregou-se a espectrometria
de massas por ionizacdo por eletrospray
em modo negativo, que permite a
substancias
comparacdo com dados da literatura
com simplicidade e rapidez de andlise. A
ionizacd@o por elefrospray, ocorre devido

identificacdo

de

por

“"explosdo

do liquido injetado e a deformacdo da
gota. A formacdo do spray eletrostatico
composto de uma mistura de particulas
do solvente utiizado e as do analito
ocorre devido a tensdo superficial das
gotas que se tornam cada vez menores,
denominada couldmbica”
(LANCAS, 2009; CROTTI et al., 2006). Para

a identificacdo dos dos maiores picos,

a aplicagdo de um potencial elétrico a foram feitas diversas pesquisas na
ponta de um capilar metdlico, o que literatura (Quadro 1).
leva a geracdo de cargas na superficie
Quadro 1. Substéncias identificadas por ESI/MS [M-H]-.
{ON PRECURSOR [M-M]- m/z COMPOSTO REFERENCIA
GI1H
152,89 Acido protocatecuico Simirgiofis et.al (2015)
254,99 Acido palmitico Simirgiofis et.al (2015)
280,97 Acido oleico Cabral, 2010
310,78 Acido araquidénico Simirgiotis et.al (2015)
446,87 Kaempferol-3-O-glucosideo Simirgiotis et.al (2015)
GIE
152,86 Acido protocatecuico Simirgiotis et.al (2015)
255,01 Acido palmitico Simirgiotis et.al (2015)
288,71 Catequina Simirgiotis et.al (2015)
324,84 Acido p-cumdrico Simirgiotis et.al (2015)
448,85 Heterosideo de dcido ferdlico Simirgiotis et.al (2015)
TP2H
152,83 Aciqlo protocatecuico Simirgiotis et.al (2015)
254,98 Acido palmitico Simirgiofis et.al (2015)
280,96 Acido oleico Cabral, 2010
TP2E
152,86 Acido protocatecuico Simirgiofis etf.al (2015)
254,96 Acido palmitico Simirgiotis etf.al (2015)
TC3H
152,83 AcidQ protocatecuico Simirgiotis et.al (2015)
281,02 Acido oleico Simirgiotis et.al (2015)
254,92 Acido palmitico Simirgiotis et.al (2015)
324,89 Acido p-cumdrico Simirgiotis et.al (2015)
TC3E
152,89 Acido protocatecuico Simirgiofis etf.al (2015)
254,92 Acido palmitico Simirgiofis et.al (2015)
281,01 Acido oleico Simirgiotis etf.al (2015)
Concluida a desreplicacdo dos investir  esforcos e recursos para

extratos,

era necessdrio saber se eles
ofereciam algum risco de toxicidade,
uma vez que ndo se faz interessante

final
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Para  caracterizar  previamente @
toxicidade dos extratos foi a andlise da
citotoxicidade em células humanas pelo
método do Alamar Blue®. A resazuring,
ingrediente ativo do Alamar Blue®, um
corante azul ndo fluorescente que é
reduzido a resorufina que é fluorescente
e de cor rosa, o qual monitora o
ambiente redutor da célula viva,
possibilitando saber se existem células
vidveis na cultura depois de serem
tratadas com as amostras G1H, GIE,
TP2H, TPE, TC3H e TC3E. A mudanca de
cor se dar pela caracteristica do corante
ser indicador acepcdo de elétrons
(infermedidrio na cadeia de fransporte
de elétrons) e quando ocorre a
mudanca de seu estado oxidado para
reduzido, € o momento de emissdo de
fluorescéncia e fransformacdo de cor.
Por possuir um potencial de oxido-

reducdo de +380mV a pH 7,0, 25°C, o
Alaomar Blue® pode ser reduzido por
redutase mitocondriais com: NADPH,
NADH, citocromos (RAMPERSAD, 2012).
Verificou-se a diminuicdo do
nimero de células em relacdo ao
controle negativo, indicativo  da
toxicidade do extrato, na concentracdo
de 50 ug/mL. O teste foi realizado em
triplicata dos quais foram tirados a média
e calculado o erro padrdo da meédia
(Tabela 3). E interessante notar também
que em alguns casos, observou-se um
aumento no numero de células em
relacdo ao controle (0), o que pode
remeter a proliferacdo celular, sendo um
indicativo de atividade cicatrizante,
bastante relevancia em casos de acne.
De modo geral, todas as amostras
apresentaram baixa citotoxicidade.

Tabela 3. Viabilidade de células MRC-5 expostas aos extratos.

AMOSTRA V1 (%) V2 (%) V3 (%) MEDIA+EPM*
Linhagem (0) 123,2302 124,9258 118,6265 122,26 + 1,08
GIH 98,00442 85,34891 83,36912 88,90 + 2,64
GIE 128,5557 126,8211 129,1151 128,16 + 0,39
TP2H 124,2817 111,4746 108,5759 114,78 +7,78
TP2E 85,0079 120,1705 109,9305 105,04 + 6,02
TC3H 97,08557 90,19893 82,04295 89,78 + 2,04
TC3E 78,48121 80,11999 79,41901 79,34+ 0,27

*EPM: Erro Padrdo da Média.

A inflamacdo é conhecida com
uma resposta  bioldgica a estimulos
danosos ao organismo, como a entrada
e proliferacdes de patdbgenos, células
danificadas ou irritadas por vias fisicas e
quimicas (Maldini et al., 2009). Essa
resposta participa de diversas vias da
resposta inata imune, a qual ativam
células como leucécitos (ex: macréfagos
e linfocitos), mastocitos e células
dendriticas.  As citocinas secretadas
pelas células lesadas ou infectadas,
como no caso da acne, secretam IL-11q,
TNF-a e IL-6 (podendo secretar também
IL 1, 2 e 7) induzem quimosinas que
atraem essas células imunes. Estd
envolvida na fisiopatologia de diversas

doencas, incluindo a acne (REINKE et al,
2012).

Para avaliar o efeito  anfi-
inflamatdrio dos extratos foi realizado um
teste in vifro onde foi calculado a
concentracdo de dxido nitrico, molécula
sinalizadora que desempenha um papel
fundamental na  patogénese  da
inflamacdo, em cultura de macréfagos
ativados por LPS, e expostos aos extratos.
Os extratos foram avaliados na
concenfracdo de 50 ug/mL em friplicata
(Tabela 4).

De forma geral os extratos
reduzram em cerca de 50 % a
quantidade de éxido nitrico detectdvel
no ensaio. Essa atividade  estd
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relacionada provavelmente com a

grande quanfidade de compostos
fendlicos nas amostras, que sdo
compostos de alta relevancia

terapéutica, com capacidade
antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatdria, antiviral, hormonal, dentre
outras (SANTOS e RODRIGUES, 2017).

Tabela 4. Concentracdo de &xido nitrico em culturas de macréfagos ativados por LPS e expostos

aos extratos.

AMOSTRA A1l (umol/mL) A2 (umol/mL) A3 (umol/mL) MEDIA * EPM*
Anti-inflamatério

Q) 3,782189 3,68026 1.241416 2,90+£0,48
Citocina (LPS) 106,0622 90,12875 103,809 99,99 +2,87
GIH 4796137 47,47854 45,38626 46,94 + 0,46

GIlE 48,04185 53,27253 49,00751 50,11 +0,93

TP2H 51,58262 55,20386 52,06545 52,95 +0,66

TP2E 43,8573 45,8691 45,22532 44,98 + 0,34

TC3H 46,83476 48,92704 47,63948 47,80 + 0,35

TC3E 49,08798 50,29506 48,44421 49,28 £0,31

*EPM: Erro Padrdo da Média.
Para avaliar a atividade Foram adicionados 100uL em triplicata

anfibacteriana confra P. acnes, as
amostras foram solubilizadas com DMSO
99 %, incialmente na concentracdo de
10%. Apds o primeiro ensaio, foram feiras
diluicoes seriadas dos dois extratos mais
ativos, G1E e TC3E nas concentracdes de
5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0,312% e 0,156%.

de cada divicdo nos pocos. Como
controle negativo, foi utiizado um
antimicrobiaono muito empregado na
clinica para o tratamento sistémico da
acne, a doxiciclina (200ug/mL). Apods 24
h, foi adicionado o corante Alamar
blue® (Tabela 5 e figura 5).

Tabela 5. Viabilidade celular da cepa de P. acnes (ATCC 6919) frente a concentragcdo de 10% dos

extratos.

AMOSTRA V1 (%) V2 (%) V3 (%) MEDIAEPM*
Bactéria (+) 100,3623 98,8462 100,7913 99,99 +0,34

Anfibacteriano (-) 3,7107 3,783 3,8763 3,79+0,03

GI1H 4,46 4,53 4,48 £ 0,01

GI1E 3,18 3,1804 3,2386 3,20+ 0,01

TP2H 4,2981 4,3341 4,124 4,25 10,04

TP2E 4,4761 4,3527 4,3414 4,39 £ 0,02

TC3H 4,2068 4,0531 4,122 4,13+0,03

TC3E 3,64 3,7286 3,5845 3,65 +0,02

*EPM: Erro Padrdo da Média.

De forma geral os extratos
reduzrom em cerca de 50 % a
qguantidade de &oxido nitrico detectdvel
no ensaio. Essa atividade  estd
relacionada provavelmente com a
grande quantidade de compostos

fendlicos nas amostras, que sdo

compostos de alta relevancia
terapéutica, com capacidade
antitumoral, antioxidante, anti-

inflamatdria, antiviral, hormonal, dentre
outras (SANTOS e RODRIGUES, 2017).
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Figura 5. Curva de viabilidade celular da cepa P. acnes (ATCC 6919) com diluicdes de 1:2 dos

extratos G1E e TC3E, respectivamente.

Verificou-se que extratos com
melhores atividades antibacteriana, anti-
inflamatdria, e baixa toxicidade foram
GI1E e TC3E, os quais foram selecionados
para comporem a formulacdo do
protétipo de gel antiacne. Preferiu-se as
formulacdes a base gel devido ao seu
cardter polar, onde teriam boas
interacdes com os exiratos e evitariam
um dos principais problemas associados
a acne, a oleosidade da pele. A acne se
relaciona com a hiperplasia sebdcea
sob a influéncia de diversos hormonios,
em destaque a testosterona, que é

Figura 6. Formulacdo 1 (A) e Formulacdo 2 (B)

Apds a preparacdo das amostras
foram medidos os pH, que resultou em
58 para F1 e 50 para F2, ndo sendo
necessdria a correcdo, jG que para d
pele os valores ideaqis estdo situados
enfre 4,5 d 5,5. A densidade também foi
medida inicialmente em um picnémetro
e constatou-se densidade de 1,8 g/mL e
1,2 g/mL para F1 e F2, respectivamente.

reduzida nos receptores da glédndula
sebdceaq, pela 5a-redutase tipo I, em di-
hidrotestosterona (DHT), substancia
responsdvel pelas alteracdes sebdceas
(PAWIN et al, 2004). As bases utilizadas
foram adaptadas da Farmacopéia
Brasileira, livre de conservantes, sendo
comparados um gel base de
carboximetilcelulose (F1) e um gel base
de carbopol (F2), ambas contendo uma
mistura dos dois extratos selecionados
(Figura 6).

.

incorporadas com os extratos, logo apds o preparo.

F1 apresentou-se menos estdvel
visto a alteracdo de cor em ftodos ©s
ciclos do teste de estabiidade
acelerada, formacdo de duas fases em
temperatura ambiente, duas fases no
ciclo e trés fases em estufa, além de
tornar-se liquida. Percebeu-se ainda que
a solubilidade dos ativos na base de
CMC ndo foi boaq, visto a observacdo de
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precipitados em todas as amostras. Em
F2 ndo ocorreram alteracdes visudis

drasticas (Figura 7).

Inicialmente as caracteristicas
organolépticas de F1 como cor e cheiro
eram de marrom “cor de castor” e
aroma fortemente amadeirado. Para F2
a cor era marrom “umber queimado” e
aroma de mel. As mudancas de cor e
cheiro em F1 quando submetidos ao

teste estabilidade acelerada foram
perceptiveis e de certa forma
desagraddvel, o que nos levou a

descartar essa formulacdo. Em F2 foi

Curva de pH da F2

5.0

Figura 7. Aspecto das amostras apds avaliagdo da estabilidade acelerada. A: Formulagdo 1. B: Formulagdo 2.

possivel notar sutil mudanca de cor nas
amostras que foram levadas a estufa, e
clareamento da amostra do congelador,
o0 que pode levantar suspeitas de reacdo
de caramelizagcdo, devido & grande
quantidade de acucar que os extratos
polares de plantas. Contudo, o aroma
agraddvel de mel permaneceu. Entdo,
foi monitorado apenas o pH no restante
da andlise (Figura 8).

S o -~ TEMP. AMBIENTE
TTe— cicLO
ESTUFA
-+ CONGELADOR
T 4.9-
4.8 T T T |
0 3 6 9 12
Dias

Figura 8. Andlise do pH da Formulacdo 2 ao longo ao teste estabilidade acelerada,

As amostras da F2 foram testadas
frente a P. acnes pela técnica de difusdo
em agar, em Agar Muller Hilton (Tabela
6). O resultado da inibicdo foi satisfatério,
visto  que os halos confirmados
alcancaram valores acima de 1 mm. De
acordo com Pollani (2011), os halos
formados que possuirem valores acima
de 1 mm sdo considerados bons (Figura
9). O teste de difusdo em dagar
possibilitou a visualizacdo da
confinuagcdo da atividade biolégica

principal do produto gerado, a
anfibacteriana. Sendo assim, a
formulacdo 2 é a mais estdvel e segura,
mantendo sUas caracteristicas
organolépticas e farmacoldgicas em
diferentes ambientes

4. Conclusao

A melhor formulacdo se caracteriza
como um gel ndo-ibnico, estavel, anti-
inflamatdrio, ndo téxico e de cor e cheiro
agraddvel, o que facilita a adaptacdo e
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aceitacdo do consumidor, visto que
muitos dos tratamentos tépicos para
acne sdo de odor forte e muitas vezes
irritativos a pele. A espécie G1, rica em
alcaloides e taninos possibilita um teor de
adstringéncia ao produto,
proporcionando uma pele mais secaq,
porém ndo iritada e descamada, j&
TC3E é rica em flavonoides que sdo
associados a atividade anti-inflamataéria
e anfioxidante. O teste de viabilidade
celular mostrou sua baixa toxicidade sem
precisar da utilizacdo do modelo animal,
além de mostrar que G1E e TC3E podem

ter efeitos cicatrizantes, que também é
interessante para o produto final. Além
disso, o protdétipo final tem por base um
gel, diminui a disponibilidade de gordura
e dcidos graxos para P. acnes e
demonstrou-se estdvel em condicoes
extremas de armazenamento. Dessa
forma, conseguiu-se demonstrar que as
espécies amazdnicas estudadas,
incluindo seus residuos, tém potencial
para se fornarem ingredientes ativos de
produtos antiacne, tornando interessante
a confinvidade deste estudo.

Tabela é. Atividade antimicrobiana da formulacdo apds exposicdo & diferentes temperaturas.

AMOSTRA

HALO DE INIBICAO (mm)

Doxiciclina

Temperatura ambiente

Ciclo
Estufa

Congelador

9,45 +
9,26 £0,23

8,73%£0,11
8.2+0,00
8,93+0,23

Figura 9. Halos de inibicdo da produzidos pela formulacdo 2 apds o teste de estabilidade

acelerada.
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