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RESUMO

O envelhecimento cutineo esta relacionado com a acio
de radicais livres que, por consequéncia da senescéncia,
acabam estando em maior quantidade e logo as defesas
naturais ndo conseguem elimina-los. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver uma emulsdo nio-iénica com
adicio do extrato aquoso das entrecascas de Lafoensia
pacari A. St-Hil. e avaliar sua estabilidade fisico-
quimica, assim como a atividade antioxidante. O
extrato aquoso foi preparado sob refluxo na propor¢io
1:25. A dosagem de polifenéis totais se deu pelo método
Folin-Ciocalteau, com dcido tianico como padrio.
Foram incorporados a emulsio nio-i6nica BHT e acido
ascérbico, ambos empregados como substiancias de
referéncia e o extrato aquoso na concentracéiio de 1%.
A analise da atividade antioxidante foi realizada pelo
método do fosfomolibdénio, onde cada amostra foi
diluida a concentracio de 400 pg/mL. A incorporacao de
extrato aquoso de L. pacari ndo influenciou de maneira
significativa na estabilidade do creme em relagdo ao
tempo de analise. A quantificacido de polifendis mostrou
que a extracio aquosa a quente nio foi um método
eficiente, resultando em um EAT (equivalente de acido
tinico) de 1,0328 mg/mL. Proporcional a concentragao
de polifendis, a atividade antioxidante foi baixa, ndo
ultrapassando 5,0% de atividade em relacido ao acido
ascérbico.
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INTRODUCAO

O envelhecimento cutidneo resulta da combinacdo
de fatores intrinsecos ¢ extrinsecos. As causas exdgenas
referem-se a exposicdo ao sol, vento, poluigdo, baixa
umidade, entre outros (Leonardi, 2008). No geral o
envelhecimento pode ser definido como um conjunto
de alteragdes morfologicas, fisiologicas e bioquimicas
inevitaveis que ocorrem progressivamente no organismo
ao logo da vida. A agdo dos fatores intrinsecos, ou seja,
o envelhecimento cronologico leva a perda gradativa das
fungdes da pele, aumentando a vulnerabilidade ao meio
ambiente e diminuindo sua capacidade de homeostasia. Os
tratamentos topicos ndo podem evitar o envelhecimento
intrinseco, mas podem prevenir o envelhecimento
extrinseco, ja que este € considerado um intensificador
do envelhecimento cronolégico (Ribeiro, 2006; Dal’Belo,
2008).

Existem diversas teorias que explicam porque
envelhecemos, dentre estas explicagdes estd a acdo
dos radicais livres. Os radicais livres sdo atomos ou
moléculas produzidas continuamente durante os processos
metabolicos e atuam como mediadores para a transferéncia
de elétrons em vdrias reagdes bioquimicas, desempenhando
funcgdes relevantes no metabolismo (Perssonele, 2004).
Estes atomos ou moléculas sdo altamente reativos por
possuirem um ou mais elétrons ndo pareados, com
existéncia independente, em sua ultima camada eletronica.
Isso implica em uma alta instabilidade energética e, para
se manterem estaveis, precisam doar ou retirar elétrons de
outra molécula, podendo entdo ser agentes redutores ou
agentes oxidantes (Ferreira & Matsubara, 1997).

A pele é um tecido altamente metabdlico e possui
a maior area de superficie do corpo humano, sendo o
principal alvo aos danos dos radicais livres. Elaborados e
diversificados mecanismos antioxidantes, tanto de natureza
enzimatica como nao-enzimatica, protegem a pele dos
danos oxidativos (Vertuani et al., 2003).
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A teoria do envelhecimento cutdneo pela agdo dos
radicais livres se baseia na falha do mecanismo antioxidante
natural. Estudos realizados in vivo e in vitro sugerem
uma correlacdo entre o processo de envelhecimento e a
reducdo de agentes enzimaticos e ndo-enzimaticos, com
consequente aumento na formagdo de espécies reativas de
oxigénio (Kede & Sabatovich, 2004).

As substancias que combatem os radicais livres
sdo chamadas antioxidantes e podem ser fornecidas
através da dieta rica em frutas e vegetais ou ainda pela
administracdo oral ou topica. Somente o uso topico € capaz
de garantir niveis farmacologicos ideais para a pele (Kede
& Sabatovich, 2004).

O desenvolvimento de produtos cosméticos ou
cosmecéuticos empregando componentes naturais ¢ muito
frequente e sempre que possivel deve-se dar preferéncia
a matérias-primas de origem vegetal, especialmente as
nativas da regido. Deve-se realizar um balanceamento
coerente entre as matérias-primas sintéticas e naturais
visando maximizar a agdo farmacoldgica e alcancar
melhores efeitos (Biavatti et al., 2007; Ilha et al., 2008).

Um cosmético com adi¢do de componente ativo de
origem vegetal, que defina a atividade do produto, pode ser
chamado de fitocosmético. Este deve passar por todas as
etapas de pesquisa, partindo da cria¢do ¢ desenvolvimento
até estudos que comprovem sua eficacia como produto final
(Isaac et al., 2008).

Dentre os ativos utilizados na cosmética, estdo os
compostos polifendlicos, que sdo cada vez mais utilizados
em formulagdes para pele envelhecida ou como preventivo
do envelhecimento, pois s3o potentes antioxidantes
(Ribeiro, 2006). E reconhecido que substancias fendlicas
atuam como sequestradores de radicais livres e por isso,
podem ser tteis para o tratamento de doengas degenerativas
como o envelhecimento (Pessuto et al., 2009).

Lafoensia pacari ¢ uma planta de porte arboreo,
pertencente a familia Lythraceae. Encontrada em cerrado
ralo é conhecida popularmente como dedaleiro (SP),
louro-da-serra (SC), mangava-brava (GO) ou dedal (MS)
(Lorenzi, 2002). Na medicina popular, as folhas em
infusdo sdo utilizadas como diaforética (Mendonga et
al., 2006). A entrecasca macerada em agua ¢ usada para
tratar ulceras e no tratamento de feridas externas, como
cicatrizante (Guarim Neto, 2006; Souza & Felfili, 2006).
Entre populagdes indigenas Guarani e Kaiowa, os frutos
da planta sdo utilizados para tratar pneumonia (Bueno et
al., 2005).

Dentre os compostos ativos presentes estdo o0s
taninos, flavonoides, saponinas, esteroides triterpenoides
¢ alcaloides (Santos et al., 2009; Violante et al., 2009).
A presenga destes constituintes pode explicar algumas
das atividades bioldgicas encontradas a partir de extratos
tanto das entrecascas, das folhas como dos frutos. Estudo
realizado com extrato metandlico das cascas da L. pacari
demonstrou que esta apresenta uma grande quantidade de
acido elagico (Solon et al., 2000) assim como atividade
antimicrobiana (Lima et al., 2006; Porfirio et al., 2009)
e anti-inflamatoria (Rogério et al., 2006). A presenca de
substancias com atividade antioxidante nas entrecascas
de L. pacari motiva pesquisas para o desenvolvimento de
produtos com a finalidade de tratamento ou prevencdo do
envelhecimento cutaneo.
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O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento
de uma emulsdo ndo-idnica contendo extrato aquoso de
Lafoensia pacari e a avaliagdo de sua estabilidade fisico-
quimica, assim como da atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo do material vegetal

As amostras de L. pacari foram coletadas na Fazenda
Seara, KM 167, Primavera do Leste — MT, em maio de 2010.
A exsicata foi preparada e depositada no Laboratorio de
Ecologia Animal e Vegetal da UNIC — Unidade Primavera
do Leste — MT, sob o nimero 027.34.464.10. As amostras
de entrecascas foram levadas a estufa a 40 °C durante
24 horas. Apds a secagem as amostras foram trituradas e
passadas em tamis n° 30.

Preparo do extrato aquoso

O extrato aquoso (EA) foi preparado com 10g da
amostra de entrecascas secas e moidas de L. pacari e 250
mL de agua destilada. A amostra foi submetida a extragdo
sob refluxo durante 2 horas, o extrato obtido foi filtrado
¢ armazenado em vidro ambar para posterior dosagem de
fenois totais (Brigida & Rosa, 2003).

Determinacdo do teor de fenodis totais pelo método
Folin-Ciocalteau

Do extrato bruto retirou-se uma aliquota de 0,50 mL
transferindo para um tubo de ensaio. Adicionou-se 2,50
mL da solucdo aquosa do reativo de Folin-Ciocalteau a
10% e 2,00 mL de uma solugdo de carbonato de sddio a
7,5% recém-preparada. Manteve-se esta mistura em banho
de agua a uma temperatura de 50 °C por 5 minutos. As
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente sendo
em seguida realizada a medida da absorbancia a 760 nm.
A curva padrdo foi obtida utilizando-se solucgdes de acido
tanico nas concentragdes 0,100, 0,200, 0,300, 0,400, 0,500
e 0,600 mg/mL (Queiroz et al., 2002), através da qual foi
determinada a equagdo da reta, empregada para o calculo
do teor de fendis totais, expresso em equivalente de acido
tanico (EAT) em mg/mL de EA.

Preparo da emulsido nio-iénica

As matérias-primas utilizadas para preparar
a emulsdo foram: Paramul J® (4lcool cetoestearilico
etoxilado), miristato de isopropila, propilenoglicol, solu¢do
conservante contendo Nipagin® e Nipasol® (metilparabeno/
propilparabeno) e agua destilada. A emulsdo foi preparada
aquecendo separadamente a fase aquosa a 75 °C e a fase
oleosa a 70 °C em banho de agua. Apds as duas fases
atingirem a temperatura ideal a fase aquosa foi vertida
sobre a fase oleosa e manteve-se agitagdo manual constante
até resfriamento da mistura. Foram preparadas amostras
com BHT (butilhidroxitolueno), acido ascorbico (AA) e
extrato aquoso (EA), na concentracdo de 1%. As amostras
permaneceram sob prote¢ao da luz e umidade.
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Avaliacao da estabilidade fisico-quimica

A determina¢do do pH do creme foi realizada
utilizando-se uma solugdo aquosa a 10% (m/V). As
determinagdes foram realizadas com pHmetro previamente
calibrado com solugdes-tampdo pH 4 e 7. Os resultados
foram expressos através da média de trés determinacdes.
Em conjunto foram avaliadas caracteristicas organolépticas
(aparéncia, cor ¢ odor), sendo que todas as analises
aconteceram nos tempos 0, 15, 30 ¢ 45 dias.

Determinacio da atividade antioxidante pelo método
do fosfomolibdénio

Para a avaliacdo da atividade antioxidante total
empregou-se o método do complexo fosfomolibdénio,
formado pela reagdo da solucdo de fosfato sddico
monobasico (28 mL, 0,1 mol/L), solugdo de molibdato
de amoénio (12 mL, 0,3 mol/L) ¢ de uma solug@o de acido
sulfurico (20 mL, 3 mol/L), em meio aquoso, sendo o
volume final ajustado com agua destilada para 100 mL.
As amostras dos cremes com BHT, AA, EA de L. pacari
foram diluidas a concentragdo de 400 pg/mL. A partir dessa
dilui¢do aliquotas de 0,3 mL foram adicionadas em tubos
de ensaio com 3,0 mL do reagente fosfomolibdénio. Os
tubos foram tampados e levados ao banho de agua a 95
°C por 90 minutos. Apos resfriamento procedeu-se a leitura
da absorbancia a 695 nm em espectrofotometro FEMTO
(700 plus). Amostra do creme sem adi¢do de qualquer
antioxidante foi usado como branco. A curva padrdo foi
construida utilizando solugdes de acido ascorbico nas
concentragoes 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL. Todas
as analises foram realizadas em triplicata (Prieto et al.,
1999).

A capacidade antioxidante das amostras foi
expressa em relagdo ao AA, considerando sua absorbancia
correspondente a 100% de atividade antioxidante.

RESULTADOS

Avaliacao da estabilidade fisico-quimica

Logo apds o preparo todas as amostras apresentaram
aspecto homogéneo e coloragdo branca “opaca”. A amostra
com BHT manteve a coloracdo durante todo o periodo
de estudo e sem alteracdo de odor. Tanto a amostra
com AA quanto com o EA apresentaram tonalidade
amarelada uniforme logo na segunda verificacao (15 dias),
permanecendo sem alteracdes até a ltima analise (Figura
1). O odor destas amostras também apresentou mudanga
logo na segunda verificagdo, deixando de ser caracteristico
para levemente alterado. Os valores de pH para cada creme
estdo apresentados na Figura 2.

Teor de fendis totais

A quantificacdo de fenois totais foi realizada através
da curva de calibragdo do acido tanico (Figura 3). A equacdo
da reta obtida (y = 2,9743x + 0,0387 e R? 0,9931) foi
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empregada para determinar a concentragdo em mg de acido
tanico, onde x corresponde a concentra¢ao de acido tanico
ey a absorbancia da amostra. As absorbancias obtidas para
o0 acido tanico e para o extrato, na concentracdao de 1 mg/
mL, foram 1,977 e 0,977, respectivamente. Com isso foi
possivel estabelecer o EAT de 1,0328 mg/mL.

Atividade antioxidante

A partir da realizacdo da curva de calibragdo do AA
obteve-se a equagdo da reta (y = 0,0064x + 0,0386 ¢ R?
= 0,9979). A atividade antioxidante desempenhada pela
formulag@o contendo EA pode ser visualizada na Tabela 1.

DISCUSSAO

A alteracdo de cor da amostra com AA ja era
esperada, j4 que este ¢ uma substancia que pode ter sua
coloragdo alterada em fungdo da luz, do ar ¢ da umidade
(Thompson, 2006).

Entre os diferentes tipos de emulsdes existentes, as
emulsdes produzidas a partir de um emulsionante ndo-i6nico
sdo amplamente empregadas em formulagdes cosméticas
devido as suas caracteristicas e propriedades, como, por
exemplo, compatibilidade com o pH cutaneo, estabilidade
frente a diferentes valores de pH ¢ a possibilidade de
incorporacao de diferentes substancias ativas (Milan et al.,
2007).

O pH ¢ um fator determinante na estabilidade
de diversas preparacdes farmacéuticas. Para evitar a
degradagao ¢ necessario ajustar o pH em funcdo do perfil
de estabilidade relacionado especificamente ao pH ideal
para o ativo veiculado. Entretanto nem sempre ¢ possivel
realizar este ajuste devido a problemas de solubilidade, a
atividade terapéutica ou a requisitos da via de administragao
nao compativeis com o pH 6timo (Ferreira, 2010).

O pH da superficie da pele situa-se em torno de 4,5 ¢
contribui nos mecanismos de defesa. Esse valor pode variar
de uma regido a outra podendo chegar a 7,2. Assim, em
tratamentos cutaneos ¢ importante ter em conta as variagdes
do pH da pele, pois pode interferir na boa tolerancia dos
produtos aplicados sobre esta (Barata, 2002; Souza, 2003).

Quanto ao pH das amostras, pode-se notar que a
adigdo das substancias de referéncia, assim como do extrato
analisado apresentou-se relativo ao ingrediente adicionado.
A amostra com AA apresentou varia¢do de pH entre 3,28 a
3,15. A amostra com BHT teve varia¢do de pH entre 6,48 a
4,81 apresentando diminui¢ao aos 30 dias. A amostra com
EA manteve-se estavel até a terceira analise, apresentando
logo aos 45 dias um declinio de pH.

A concentragdo equivalente ao acido tanico obtida
(1,0328 mg/mL) pode ser considerada relativamente
baixa quando comparada a outros trabalhos realizados
com extracdo aquosa para compostos fenolicos. Assim,
observou-se que para extrair esse tipo de compostos das
entrecascas de L. pacari, talvez seja necessario adequar o
processo extrativo, empregando outro tipo de solvente. Em
estudo com broto de Vigna radiata L. foi observado que a
extracdo aquosa em temperatura ambiente, assim como a
extracdo aquosa a quente se mostrou mais eficiente do que a
extracdo etandlica (Lima et al., 2004). Porém, em pesquisa
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com algumas plantas do cerrado utilizadas na medicina
popular, a extracdo etandlica das cascas, se mostrou mais
eficiente do que a extragdo aquosa (Roesler et al., 2007).
Essas divergéncias confirmam que os compostos fenolicos
estdo em diferentes quantidades, dependendo da planta e da
parte utilizada na pesquisa.

Existem diversos métodos para a extragdo dos
componentes antioxidantes em vegetais, dentre eles os
tradicionais métodos de extracdo com solventes organicos
como a agua, etanol, éter e metanol. Mas sob o ponto de
vista quimico, definir uma metodologia mais eficiente
pode ndo ser facil, ja que estes compostos podem sofrer
influéncia de diversos fatores como a natureza do vegetal,
solvente, tamanho das particulas, tempo e temperatura de
extracdo (Andreo & Jorge, 20006).

O reativo de Folin-Ciocalteau ¢ um dos métodos
mais utilizados na pesquisa de compostos fendlicos,
sofrendo mudanga de coloragdo do amarelo para azul e
a intensidade da coloragdo azul é maior quanto maior a
quantidade de compostos fendlicos na solucao (Bora et al.,
2005).

Para avaliagdo da atividade antioxidante
desempenhada pela formulagdo com EA, as amostras foram
submetidas a analise pelo método do fosfomolibdénio. O
método de complexagdo pelo fosfomolibdénio, descrito
por Pricto et al. (1999), ¢ uma maneira simples e barata
de avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura
complexa de compostos, como ¢ o caso de extratos obtidos
de plantas. A solugao teste inicial possui colorag@o amarela,
tornando-se verde a medida que a solugdo de fosfato de
molibdénio se reduz. Este método possui a vantagem de
avaliar a capacidade antioxidante tanto de componentes
lipofilicos quanto de hidrofilicos (Prieto et al., 1999).

Analisando o resultado da atividade antioxidante
e comparando com o teor de fendis totais do EA, nota-se
que existe uma relagao direta entre o potencial antioxidante
e a concentragdo de compostos fendlicos. Quanto menor
a quantidade de fendis, menos intenso o potencial
antioxidante.

Em funcdo da coloragdo desenvolvida nas
analises, observa-se que a amostra contendo EA foi capaz
de reduzir o complexo fosfomolibdénio, mas quando
comparada com o padrdo (AA), essa atividade mostrou ser
relativamente baixa, ndo alcancando 5,0% da atividade do
AA. Também em comparagdo com o AA, a amostra com
BHT apresentou-se mais eficiente do que a amostra com
EA quanto a atividade antioxidante. Entretanto, quando
comparadas as amostras com EA e BHT, observa-se que
o potencial antioxidante do extrato foi levemente inferior
do BHT, substancia amplamente utilizada em produtos
farmacéuticos e cosméticos com esta finalidade.

Durante o periodo de andlise a amostra com EA
apresentou um pequeno declinio da atividade antioxidante,
o qual ndo foi considerado significativo. Para a amostra com
BHT a atividade antioxidante manteve-se relativamente sem
alteracdes durante o tempo de armazenagem. A diminuigdo
da atividade antioxidante do EA, mesmo em curto periodo,
mostra que para a utilizacdo do creme contendo extrato
de L. pacari seria necessaria a associagdo de outro agente
antioxidante, como forma de garantir a manutencdo do seu
efeito.
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O produto final deve ser protegido de forma que
possa garantir a eficacia do ativo cosmético, neste caso um
antioxidante. Combinar antioxidantes em uma formula¢ao
proporciona um efeito sinérgico na agdo terapéutica e ainda
permite proteger o ingrediente ativo, evitando a deterioragao
do produto. Segundo Rigano & Distante (2010) misturas de
antioxidantes de origem vegetal sdo sempre mais ativas do
que uma Unica substancia na mesma concentragdo, devido
ao efeito sinérgico destas moléculas.

Dentre os principais componentes que despertam
o interesse da pesquisa com L. pacari, estdo 0s taninos.
A planta apresenta em sua composicdo acido elagico, um
tanino hidrolisavel, conhecido por sua potente atividade
antioxidante (Prette et al., 2003). Avaliando a presenga de
compostos fenolicos, Solon et al., (2000) encontraram em
extratos brutos das entrecascas de L. pacari um rendimento
de 14,1 % p/p.

A acdo dos taninos como captadores de radicais
livres, que ocorre em fungdo da interceptagdo do oxigénio
ativo formando radicais estaveis, ajuda a prevenir varias
doengas degenerativas como cancer, esclerose multipla,
aterosclerose e o proprio processo de envelhecimento
(Santos & Mello, 2007).

Em relagdo aos compostos fendlicos, os resultados
deste trabalho demonstram que a extragdo destes na espécie
estudada ndo foi eficiente com a metodologia aplicada,
sendo necessarios estudos para se adequar o método
de extracdo eficiente a qual permita utilizar o extrato
proveniente em uma formulagdo cosmética.

A atividade antioxidante do EA foi proporcional
ao contetido de compostos fenolicos, apresentando assim
pouca atividade em relagdo ao padrio utilizado. Além
de uma nova extragdo, sugere-se que nova pesquisa seja
realizada, utilizando outros métodos de analise da atividade
antioxidante, pois pela complexidade dos processos de
oxidagdo ¢ de sistemas antioxidantes, fica claro que ndo
existe um Unico método de analise que reflita de forma
completa o perfil antioxidante de uma amostra estudada.
Além disso, seria interessante um estudo mais prolongado
para avaliar a estabilidade real da formulagao, assim como
da atividade antioxidante.

ABSTRACT

Evaluation of antioxidant activity of aqueous
extract of Lafoensia pacari A. ST.-HIL. in non-ionic
emulsion

Cutaneous aging is related to the action of free radicals,
which appear in greater quantity as a consequence of
senescence, so that natural defenses cannot eliminate
them. The aim of this study was to develop a non-
ionic emulsion containing an aqueous extract of the
inner bark of Lafoensia pacari A. St.-Hil. and assess
its physicochemical stability, as well as its antioxidant
activity. The aqueous extract was prepared under
reflux with a 1:25 ratio of bark:distilled water (w/v).
The total polyphenol content was determined by
the Folin-Ciocalteau method, with tannic acid as
standard. BHT, ascorbic acid and the aqueous extract
were incorporated into the non-ionic emulsion, each
of them at a concentration of 1%, the first two being
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used as reference substances. Antioxidant activity was
analyzed by the phosphomolybdenum method, each
emulsion being first diluted in water to 400 pg / mL.
The addition of aqueous extract of L. pacari did not
significantly affect the stability of the cream over the
period of analysis. The content of polyphenols showed
that hot aqueous extraction was not an efficient method,
resulting in a tannic acid equivalent (TAE) of 1.0328 mg/
mL in the crude extract. Proportional to the polyphenol
concentration, the antioxidant activity was also low, not
exceeding 5.0% of the activity of the ascorbic acid.
Keywords: Free radicals. Folin-Ciocalteau. Dedaleiro.
Lafoensia pacari.
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