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Resumo

Nos dltimos anos, é evidente aimportancia das plantas medicinais e seus compostos no cuidado
cutaneo. Os extratos de Artemisia campestris demonstram uma composicao fitoquimica rica,
sendo comumente utilizada como planta medicinal. O presente estudo tem como objetivo avaliar
a atividade antioxidante de extratos de folhas de A. campestris e a sua potencial incorporacao em
formulagdes cutaneas. Assim, procedeu-se ao screening fitoquimico e a avaliacao do potencial
antioxidante através de diversos ensaios de extratos aquosos e hidroalcodlicos. Foi ainda
explorada a compatibilidade do extrato aquoso com a pele através de ensaios de viabilidade
celular em queratindcitos humanos, assim como testes de estabilidade acelerada de formulacées
contendo o extrato. Os resultados demonstram uma elevada capacidade antioxidante do extrato
aquoso (ICso < 50 ug/mL), bem como uma elevada composicao em compostos fendlicos em
ambos os extratos (> 20 mg EAG/g). Verificou-se, ainda, que o extrato aquoso da planta nao
revelou uma interferéncia significativa na proliferacao celular, o que € indicativo de uma possivel
utilizacao segura a nivel cutaneo. Finalmente, a avaliacao da estabilidade demonstrou a
manutencao da estabilidade de emulsdes com extrato incorporado. O estudo permitiu assim um
conhecimento preliminar face a potencial utilizacao de extratos de A. campestris no cuidado

cutaneo.

Palavras-chave: Artemisia campestris; antioxidante; cosmética; emulsao 0/A; ensaios de

estabilidade



Abstract

In recent years, the importance of medicinal plants and their compounds in skin care is evident.
Artemisia campestris extracts demonstrate a rich phytochemical composition, being commonly
used as a medicinal plant. The present study aims to evaluate the antioxidant activity of A.
campestris leaf extracts and their potential incorporation into skin formulations. Thus, the
phytochemical screening and the evaluation of the antioxidant potential were carried out through
several assays of aqueous and hydroalcoholic extracts. The compatibility of the aqueous extract
with the skin was also explored through cell viability assays in human keratinocytes, as well as
accelerated stability tests of formulations containing the extract. The results demonstrate a high
antioxidant capacity of the aqueous extract (IC50 <50 ug/mL), as well as a high composition of
phenolic compounds in both extracts (> 20 mg EAG/q). It was also verified that the aqueous
extract of the plant did not show a significant interference in cell proliferation, which is indicative
of a possible safe use at the cutaneous level. Finally, the stability evaluation demonstrated the
maintenance of the stability of emulsions with incorporated extract. The study thus provided a

preliminary understanding of the potential use of A. campestris extracts in skin care.

Keywords: Artemisia campestris; antioxidant; cosmetics; 0/W emulsion; stability testing
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1. Introducao

11.  Apele
A pele é o maior 6rgao do corpo humano, com afuncao primordial de proteger contra os danos dos
agentes externos nocivos, como patogénios, poluicao, radiacao ultravioleta (UV), ameacas quimicas,
mudancas de temperatura e desidratacao (Cavinato et al, 2017; Pérez-Sanchez et al, 2018). Apresenta
ainda capacidade regeneradora, de modo a reparar esses danos (Markiewicz & Idowu, 2019).
Do ponto de vista histoldgico, ¢ um orgao complexo e dinamico constituido por trés camadas
principais: epiderme, derme e hipoderme, bem como estruturas subjacentes denominadas de anexos

cutaneos (Khavkin & Ellis, 2011; Pérez-Sanchez et al., 2018; Voegeli, 2012) (
Figura ).
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Figura 1. Estrutura da pele. Adaptado de (Voegeli, 2012).

A epiderme, camada mais superficial da pele, constitui uma barreira protetora semi-permedvel
entre o corpo e o ambiente circundante (Brohem et al, 2011). Esta é uma camada composta
maioritariamente por queratindcitos — aproximadamente 95% (Khavkin & Ellis, 2011), divididos entre
guatro estratos: cérneo, granuloso, espinhoso e basal (Voegeli, 2012). Além destas células, estao também
presentes melandcitos, responsaveis pela pigmentacao, bem como células de Langerhans, com efeito
mediador da resposta imunoldgica e células de Merkel, associadas a terminacoes nervosas sensoriais e
que funcionam como mecanorrecetores (Brohem et al, 2011; Khavkin & Ellis, 2011).

Os queratindcitos sao formados no estrato basal e migram gradualmente até as camadas

superiores, num processo de diferenciacao, em que atingem a camada cérnea como células planas,



mortas e anucleadas (Voegeli, 2012). Deste modo, a epiderme é uma camada biologicamente ativa e em
constante renovacao (Khavkin & Ellis, 2011; Wong et al., 2016).

A membrana basal separa a epiderme da derme (Brohem et al, 2011), sendo esta dividida em duas
zonas distintas: derme papilar superior e derme reticular inferior (Khavkin & Ellis, 2011; Wong et al, 2016).
A derme é formada por tecido conjuntivo, cujo maior constituinte é o colagénio, sintetizado por
fibroblastos (Khavkin & Ellis, 2011), desempenhando um papel fundamental na flexibilidade (Brohem et al.,
2011), espessura (Baumann, 2010) e resisténcia da pele (Khavkin & Ellis, 2011; Wong et al., 2016).

A derme papilar, por sua vez, é localizada logo abaixo da juncao dermo-epidérmica e forma
projecdes cénicas ascendentes que favorecem a adesao entre a derme e a epiderme (Khavkin & Ellis, 2011;
Wong et al., 2016). Esta é uma camada composta por fibras de colagénio de diametro menor (Wong et al.,
2016), elastina, vasos sanguineos, ligacdes nervosas e uma elevada abundancia de fibroblastos (Khavkin
& Ellis, 2011).

Ja a derme reticular contém fibras de colagénio compactadas, fibras de elastina mais espessas,
bem como uma rede nervosa e vascular (Khavkin & Ellis, 2011; Wong et al, 2016).

A camada mais profunda da pele corresponde a hipoderme, localizada abaixo da derme e acima
do musculo subjacente. As células principais da hipoderme sao adipécitos, mas encontram-se ainda
fibroblastos e macrdfagos (Khavkin & Ellis, 2011; Wong et al, 2016). Esta camada apresenta uma funcao
de protecao contra lesdes mecanicas, bem como de reserva energética (Khavkin & Ellis, 2011).

Por outro lado, a pele contém terminac6es nervosas e recetores sensoriais, responsdveis pela
detecao de estimulos de toque, vibracao, pressao, temperatura, dor e prurido (Khavkin & Ellis, 2011).

Os anexos cutaneos sao estruturas especializadas, localizadas principalmente na derme e
hipoderme, mas ligadas a epiderme (Khavkin & Ellis, 2011). Estes consistem em foliculos pilosos, glandulas
sebdceas, que intervém na producdo de sebo, glandulas sudoriparas apdcrinas, com um papel na
producao de odores e sudoriparas écrinas, responsdveis pela producao de suor (Voegeli, 2012).

A aparéncia e funcao da pele sofre mudancas profundas com o aumento da idade cronoldgica e,
crucialmente, com a exposicao cumulativa a fatores externos (Naylor et al, 2011). O envelhecimento
cutaneo é, assim, um processo multifatorial e complexo (Voegeli, 2012), que resulta de dois mecanismos
sinérgicos: envelhecimento intrinseco ou cronoldgico, processo natural que ocorre em todos os tecidos do
corpo com o passar do tempo; e envelhecimento extrinseco, causado pela exposicao repetida a agentes
externos prejudiciais, especialmente a raios UV, dieta inapropriada, poluicao e toxinas (Cavinato et al,
2017: Pérez-Sanchez et al, 2018).

1.2.  Stress oxidativo e o papel dos antioxidantes
Os radicais livres e oxidantes desempenham um duplo papel como compostos téxicos e

benéficos, uma vez que podem ser lteis ou prejudiciais ao corpo (Pham-Huy et al, 2008). Estas



substancias podem ser geradas por via enddgena, como resultado da ativacao de células imunes,
inflamacao, stress, exercicio fisico excessivo, isquemia, infecao ou cancro. Contudo, podem também surgir
comorresultado dainfluéncia de fatores exdgenos, seja a exposicao aos raios UV, como também a poluicao
ambiental, tabaco, radiacao, consumo de alcool e exposicao a certos farmacos, como ciclosporina,
tacrolimus, gentamicina e bleomicina, bem como a metais pesados ou de transicao como o cadmio,

arsénio, mercurio, chumbo e ferro (Baek & Lee, 2016; Baumann, 2010; Pham-Huy et al, 2008).
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Figura 2. Consequéncias fisioldgicas do stress oxidativo, adaptado de Baek & Lee, 2016.

Os radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo compostos formados quando
moléculas de oxigénio se combinam com outras, produzindo um ntimero anormal de eletrdes (Baumann,
2010). A niveis baixos ou moderados, os ROS podem apresentar efeitos benéficos na resposta celular e
funcao imune. Alias, enquanto mecanismo de defesa, os fagdcitos libertam radicais livres para destruir os
patogénios invasores. Além disso, tém ainda um papel importante na regulacao das cascatas de
sinalizacao em varios tipos de células, incluindo fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas
vasculares, midcitos cardiacos e tecido tireoidiano. Assim, estes compostos sao de facto fundamentais
para a vida humana (Pham-Huy et al, 2008).

Contudo, quando o equilibrio entre os radicais livres e os antioxidantes favorece os primeiros,
como demonstrado na Figura 2, estes participam no processo patoldgico de stress oxidativo (Pai et al.,
2014; Petruk et al, 2018) , podendo danificar o ADN, membranas lipidicas, estruturas de colagénio e
funcdes mitocondriais (Baek & Lee, 2016). Este processo desempenha um papel importante no
envelhecimento bem como no desenvolvimento de doencas crénicas e degenerativas, como cancro,
doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (Pham-Huy et al, 2008). Para além disso, no que toca a
afecGes cutaneas, as alteracées na epiderme associadas aos danos no Acido desoxirribonucleico (ADN)
e ao stress oxidativo levam a diminuicao da taxa de renovacao celular, diferenciacao e organizacao do

estrato cdrneo, o que acaba por afetar a funcao barreira da pele (Markiewicz & Idowu, 2019).



Neste contexto, surgem os antioxidantes, com um importante papel no corpo humano para
reduzir os processos oxidativos e os efeitos negativos dos radicais livres (Gulcin, 2020). Estes compostos
podem exercer o seu efeito nos sistemas bioldgicos através de diferentes mecanismos incluindo a doagao
de eletrdes, quelacao de ides metalicos ou através da regulacao da expressao de genes (Lobo et al, 2010),
sendo normalmente classificados como endégenos e exdgenos (Baek & Lee, 2016).

Os antioxidantes enddgenos sao produzidos naturalmente pelo metabolismo corporal, como o
acidolipoico, glutationa, L-arginina, coenzima Q10, melatonina, acido urico, bilirrubina, proteinas quelantes
de metais, transferrina, entre outros. Ja os antioxidantes exdgenos sao compostos que nao podem ser
produzidos pelo corpo e, portanto, devem ser obtidos através da alimentagao ou suplementacao, como a
vitamina C, vitamina E, carotendides, flavondides, dcidos gordos émega 3 e 6, bem como alguns
oligoelementos (selénio, manganés e zinco) (Pham-Huy et al, 2008).

No contexto cutaneo, produtos contendo antioxidantes tdpicos sao atualmente comercializados
para a prevencao do envelhecimento e dos danos cutaneos mediados pelos raios UV, bem como cuidados
para as rugas e eritemas causados pela inflamacao (Baumann, 2010).

Para que sejam considerados biologicamente ativos, os produtos administrados por via topica
devem ser absorvidos pela pele e distribuidos até ao tecido alvo na sua forma ativa e permanecer o tempo
suficiente para exercer os efeitos desejados. Contudo, alguns antioxidantes sao bastante instaveis e,
portanto, uma das tarefas mais importantes é estabilizar os ingredientes na formulagao e acondicionar de

forma a minimizar a exposicao ao ar e luz (Baumann, 2010).

1.3.  Importancia das plantas medicinais no cuidado cutaneo

Os produtos naturais obtidos a partir de plantas aromaticas e medicinais tém suscitado grande
interesse para as industrias farmacéutica e cosmética (Rocha et al, 2021). Em paises em
desenvolvimento, considerando as condicdes econdmicas e a sua disponibilidade, as plantas sao mesmo
a principal fonte medicinal para diversas doencas (Ghlissi et al, 2016). Os extratos de plantas revelam,
assim, oportunidades ilimitadas para a descoberta de novos ativos devido a sua diversidade quimica
(Sasidharan et al,, 2011).

No contexto cutaneo, as plantas medicinais tém vindo a ser tradicionalmente utilizadas em
diversas doencas de pele, seja em monoterapia, como tratamento complementar ou em combinagao com
a medicina ocidental (Li et al, 2019; Males et al, 2019). Para além disso, esta busca por complementos
terapéuticos é uma tendéncia emergente devido a consciéncia quanto aos potenciais efeitos secundarios
gue os compostos sintéticos podem causar (Males et al, 2019).

As plantas produzem vdrios metabolitos que contribuem para a sua autodefesa, por exemplo,
contra as radiacoes UV, sendo que estas moléculas podem ser utilizadas como antioxidantes naturais

(Petruk et al,, 2018), pela sua capacidades de protecao documentada para neutralizar o dano oxidativo



(Markiewicz & Idowu, 2019). De facto, nos tltimos anos, tem vindo a aumentar o interesse na identificacao
de antioxidantes naturais, especialmente de origem vegetal (Gulcin, 2020). Alids, a utilizacao de
antioxidantes naturais, nao s6 na indtstria cosmética, como também na drea alimentar e terapéutica, é
considerada uma alternativa promissora aos antioxidantes sintéticos, no que diz respeito ao baixo custo
e a auséncia de efeitos prejudiciais ao corpo humano (Lobo et al, 2010). Dentro destes compostos, surgem
os polifendis (catequinas, flavondides dos quais isoflavonas), compostos terpénicos (diterpenos e
monoterpenos) e dcidos fendlicos, cuja propriedade antioxidante é determinada pela estrutura quimica
(Markiewicz & Idowu, 2019). Nos tltimos anos, varios estudos reportaram a potencial eficacia das plantas
medicinais chinesas no tratamento de doencas pigmentares cutaneas, tanto pelo seu efeito na reducao
da melanogénese como as raizes de Panax ginseng (Jiang et al, 2017) e de Withania somnifera L.
(Nakajima et al, 2012), mas também pelo aumento da melanogénese como as partes aéreas de Eclipta
prostrataL.(Xu et al, 2017) e frutos de Cornus officinalis (An et al., 2015). J& no que toca a cicatrizacao de
feridas, sao varias as plantas amplamente utilizadas, sendo disso exemplo: aloé vera, mimosa, equinacia,
camomila, ginseng, chd verde, papaia, jojoba, 6leo de arvore do cha, alecrim, limao, aveia e ginkgo biloba
(Pazyar et al, 2014). Recomendada para o tratamento de doencas cutaneas como dermatoses,
escoriagoes, queimaduras, cicatrizes ou eczema, a Centella asiatica é uma planta também utilizada em
cosméticos (Bylka et al, 2014). Por outro lado, no contexto das doencas cutaneas autoimunes foi
verificada a utilizacdao de mais de 50 plantas medicinais para o tratamento e reducao das complicacdes da
vitiligo na Medicina Tradicional Persa (Maione et al, 2016).

0O potencial da utilizacao de compostos naturais para aplicacdes cutaneas é assim cada vez mais

evidente para formulagdes cosméticas de uso tdpico (Cavinato et al., 2017).

1.4. Artemisia campestris

0 género Artemisia é um dos maiores e mais amplamente distribuidos da familia Asteraceae na
Europa e no Norte de Africa (Bakchiche et al, 2019).

Comumente denominada de “madorneira” ou “erva-lombrigueira” em Portugal (Pereira et al,
2018), Artemisia campestris L., apresentada na Figura 3, é uma espécie perene, que consiste em diversas
subespécies e variedades, podendo atingir entre 30 a 150 centimetros de altura, com hastes ramificadas
e ascendentes em forma de panicula (Dib et al, 2017; Dib & El Alaoui-Faris, 2019).

Devido ao seu crescimento em condi¢oes desfavoraveis, desenvolveu vdrias estratégias para
lidar com o elevado stress ambiental, como a sintese de moléculas altamente antioxidantes (Rocha et al,
2021). De acordo com a literatura, as espécies de Artemisia revelaram a presenca de diversas classes de
metabolitos secundarios, como terpendides, flavondides, cumarinas, glicosidios, esterais e poliacetilenos

(Tan etal, 1998).
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Figura 3. A) Fotografia de Artemisia campestris L., por Ali Berraaouan, adaptado de Dib & El Alaoui-Faris, 2019.
B) Mapa da distribuicao de Arternisia campestris em Portugal (Carapeto et al, 2022).

Assim, quanto a composicao fitoquimica da planta A. campestris, os extratos aquosos de folhas
demonstraram a presenca de polifendis, flavondides e taninos (Sefi et al, 2010). Para além disso, a analise
do seu 6leo essencial permitiu ainda identificar 31 compostos terpénicos (Dib et al, 2017). Relativamente
aos extratos hidroalcodlicos de partes aéreas, estes demonstraram também a presenca de compostos
fendlicos, dentre os quais, flavondides, como flavonas, flavondis, flavanonas e dihidroflavondis,
(Bakchiche et al, 2019). Encontram-se, também, descritas diversas atividades bioldgicas como
antioxidante, antidiabética, anti-hiperlipidémica, anti-inflamatdria, anti-hipertensora, inseticida,
antibacteriana, anti-mutagénica, anti-tumoral, além dos seus efeitos protetores em drgaos vitais
(hepatoprotetores, nefroprotetores, neuroprotetores e gastroprotetores) (Dib et al., 2017; Dib & El Alaoui-
Faris, 2019). O seu efeito antioxidante é demonstrado por diversos flavonéides, entre eles a quercetina e
miricetina, conhecidas pela sua protecdo contra o stress oxidativo (Dib & El Alaoui-Faris, 2019).

Neste sentido, a A. campestris surge como uma fonte de compostos bioativos, representando
uma oportunidade a explorar em diferentes segmentos comerciais como a industria farmacéutica,
cosmeética e alimentar (Pereira et al,, 2018).

Paraalémdisso, arelevanciano cuidado cutaneo da planta A. campestris é evidente considerando
as diversas aplicacdes na medicina tradicional: utilizacao das partes aéreas em queimaduras e eczema
(Sassi et al, 2007); utilizacao sob a forma de infusao reportada no tratamento do eczema e de infecoes do
couro cabeludo (Shemluck, 1982); utilizacdo de infusdes e decoccdes para casos de picadas de cobra e

escorpiao (Mechaala et al, 2021); aplicacao no cuidado cutaneo de feridas e no tratamento da acne



(Karabegovic¢ et al., 2011); atividade cicatrizante de feridas (Hammiche & Maiza, 2006; Ouelbani et al,
2016); e utilizacdo em micoses e na caspa (Hammiche & Maiza, 2006).

Num contexto in vitro, em fibroblastos de rato da linhagem celular NIH/3T3, o 6leo essencial de
A. campestris demonstrou uma maior percentagem de cicatrizacdo da drea ferida (115,9%), em
comparacao com o meio de cultura (controlo negativo); contudo, inferior a alantoina, utilizada como
controlo positivo numa solucao de 2 pug/mL (139,6%). Assim sendo, confirmou-se o potencial do dleo
essencial na reparacao da derme. Além disso, a toxicidade do 6leo essencial para os fibroblastos foi
também avaliada com recurso ao ensaio do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), tendo sido revelada a sua nao interferéncia na viabilidade celular. Deste modo, a ndo toxicidade
para os fibroblastos revelou ainda o potencial quanto a incorporacao em formulacoes farmacéuticas de
aplicacao tépica (Rocha et al, 2021).

Ja num contexto de estudo in vivo, em ratos, foi realizada uma avaliacao do efeito cicatrizante de
feridas e a atividade anti-inflamatdria do extrato aquoso de folhas de A. campestris (10%). Utilizando trés
grupos com diferentes tratamentos (1mL/kg de solucao salina como controlo, dcido acetilsalicilico como
medicamento de referéncia na concentracao de 150 mg/kg e 200mg/kg de extrato aquoso), foi medido
0 edema apos injecao subcutanea de carragenina. O edema induzido por carragenina em ratos é um
método comumente utilizado para determinar a atividade anti-inflamatdria uma vez que a carragenina é
um polissacarideo que causa a producao e libertacao de 6xido nitrico no local lesado, sendo este um
mediador importante na inflamacao aguda (Prajapati et al, 2014). Neste seguimento, foi demonstrado o
efeito anti-inflamatdrio do extrato em tecidos com edema através da analise histoldgica dos tecidos. Para
além disso, foi ainda verificada uma reducao significativa da contagem de células inflamatdrias em tecido
muscular,nomeadamente macréfagos e neutrdfilos com um valor inferior no grupo tratado com o extrato
em comparacao com os restantes. Por outro lado, foram utilizados quatro grupos com diferentes
tratamentos: solucao salina como controlo, glicerol como matriz de diluicao do extrato, creme Cicaflora®
como produto de referéncia e o extrato aquoso de A. campestris para avaliar o efeito cicatrizante da planta.
Neste seqguimento, apds 12 dias a avaliagao macroscdpica demonstrou que a zona lesada do grupo tratado
com extrato de A. campestris se encontrava totalmente cicatrizada, enquanto os restantes grupos
apresentavam ainda ferida aberta. Para além disso, o estudo histoldgico revelou seccdes de tecido
normais das zonas lesadas dos ratos do grupo tratado com extrato, enquanto a avaliacao dos tecidos de
ratos tratados com controlo e glicerol demonstrou uma camada epidérmica estruturalmente pobre, fibras
de colagénio desorganizadas e a presenca massiva de células inflamatdrias na derme. Foi assim
demonstrado o potencial do extrato de A. campestris na promocao da cicatrizacao de feridas (Ghlissi et al,,
2016).



2. Objetivos

O presente trabalho possui como objetivo avaliar a atividade antioxidante de extratos
(hidroalcdlico e aquoso) de folhas de A. campestris, bem como a sua potencial incorporacao em
formulagdes de aplicacao cutanea, através da avaliacao da estabilidade fisico-quimica de um extrato

numa emulsdo base comercial (0/A).



3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

0 dimetilsulféxido (DMSO), cloreto férrico, reagente Dragendorff, carbonato de sddio, reagente
Folin Ciocalteau, sulfato ferroso e hidréxido de sédio foram obtidos pela VWR Chemicals® (Radnor, USA).
Por sua vez, aferrozina, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), quercetina, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT), tripsina-EDTA, meio RPMI e
acido galico foram fornecidos pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA). No que toca ao etanol, cloroférmio e
acido sulfdrico, estes foram obtidos pela Fisher Chemical® (Waltham, USA). Finalmente, o acetato de
cobre foi fornecido pela Dr. Paul Lohmann® (Emmerthal, Alemanha), o soro bovino fetal da Biochrom KG

(Berlim, Alemanha) e o creme de base 0/A obtido da Guinama® (Valencia, Espanha) (Anexos 1e 2).

3.2. Material vegetal
A espécie vegetal utilizada no estudo, A. campestris, foi recolhida em julho de 2019, na zona da
Ria de Aveiro. Posteriormente, foi identificada por um especialista da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto com base na literatura e por comparagao com outras amostras de herbdrio, tendo-
Ihe sido atribuido um ndmero de voucher. Apds a identificacao, a planta foi limpa e submetida a um
processo de secagem em estufa, a 402 C durante 3 dias, sendo acondicionada a temperatura ambiente e

ao abrigo da luz, para posterior preparacao dos extratos (aquoso e hidroalcodlico).

3.3. Preparacao dos Extratos

O processo de extracao aquosa baseou-se no método descrito por Ghlissi et al, 2016, com
pequenas alteracdes. Os extratos foram preparados por maceracao com agitacao continua (500 rpm) de
20 g de parte aérea da planta com 200 mL de dgua, protegidos da luz, durante 24h, a temperatura
ambiente.

Relativamente a extracao hidroalcodlica, esta foi realizada sequndo o descrito por Al Jahid et al,,
2016, com pequenas alteracdes. Assim, os extratos foram preparados por maceracao de 20 g da parte
aérea da planta com 200 mL de etanol a 80% (V/V), a temperatura ambiente durante 72 h, protegidos da
luz.

Posteriormente, a solucao hidroalcodlica foi filtrada por gravidade e concentrada em evaporador
rotativo (lka RV8, VWR) a 402 C sob pressao reduzida de modo a remover o solvente organico e, por fim,
ambos os extratos foram liofilizados (Liofilizador Labconco Freezone, VWR). As amostras foram entao

armazenadas a-802 C para posteriores analises.



3.4. PesquisaBibliografica

A estratégia de pesquisa bibliografica teve como suporte as bases de dados PubMed e
ScienceDirect.

De modo a reunir os estudos previamente realizados relativamente a planta A.
campestris, suas atividades, efeitos bioldgicos e aplicabilidade na pele, recorreu-se acombinagao
das palavras-chave: “Artemisia campestris’ e/ou “skin”, sem limitacao temporal, publicados em
linguainglesa e portuguesa.

Para além disso, foram ainda pesquisados trabalhos anteriores que avaliassem a
atividade antioxidante, viabilidade celular e estabilidade de formulag6es cosméticas, através da
utilizacao destes termos em lingua inglesa, com o objetivo de reunir metodologias exploradas e
resultados obtidos.

A bibliografia obtida foi analisada individualmente quanto a inclusao e relevancia para o

presente estudo.

3.5. Screening Fitoquimico
0 screening fitoquimico foi realizado de modo a identificar compostos fendlicos, polifendis,
taninos, flavondides, diterpendides, terpendides e alcaldides nos extratos. Todos os ensaios foram
realizados em triplicado e os resultados expressos como presenca (+) ou auséncia (-) dos respetivos

grupos de metabolitos secundarios.

3.5.1. Compostos Fendlicos
Foram adicionadas sete gotas de uma solucao aquosa de cloreto férrico a5 % a 2 mL de extrato.

A coloracao azul escuraindica a presenca destes compostos (Tiwari et al, 2011).

3.5.2. Polifendis
A 100 pL de extrato foram adicionados 500 pL de Folin-Ciocalteau (1:10 V/V) e 400 pL de uma
solucao aquosa de carbonato de sddio a 7,5 %. Em seqguida, incubou-se a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, durante 2 h. O aparecimento de uma coloracao azul escura € indicativo da presenca de

polifendis (Georgé et al, 2005).
3.5.3. Flavonoides

Os extratos foram tratados com 2 mL de uma solucao aquosa de hidréxido de sddio (2%). O

surgimento de uma coloragao amarela indica a presenca de flavondides (Gul et al,, 2017).
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3.5.4. Taninos
A 2,5 mL de extrato foram adicionadas sete gotas de uma solucao aquosa de cloreto férrico a 1%.

A presenca de taninos € indicada através do surgimento de uma coloracdo azul acastanhada (Aziz, 2015).

3.5.5. Diterpendides
A 1 mL de cada extrato foram adicionadas sete gotas de solucao aquosa de acetato de cobre a
5%. 0 aparecimento de uma coloracao verde esmeralda indica a presenca de diterpendides (Tamokou et

al, 2017).

3.5.6. Terpendides
Os extratos (3 mL) foram tratados com 1 mL de cloroférmio e, posteriormente, 1,5 mL de &cido
sulfdrico concentrado. A formacgao de um anel vermelho acastanhado € indicativa da presenca de

terpendides (Aziz, 2015).

3.5.7. Alcaldides
Para aidentificacao de alcaldides, foram acrescentadas duas gotas de reagente de Dragendorff a
2,5 mL de cada extrato. A presenca destes compostos é revelada pela formacao de um precipitado

avermelhado (Tiwari et al., 2011).

3.6. Avaliacao da atividade antioxidante

3.6.1. Atividade de quelacao de ferro

A atividade de quelacao do ferro foi avaliada conforme descrito por Kumaran & Joel Karunakaran,
2006 com algumas modificacoes (Oliveira et al,, 2018).

Adicionaram-se, em placa de 96 pocos, 50 pL de cada extrato em diferentes concentracdes a 50
uL de solucao de sulfato ferroso (0,12 mM) e o mesmo volume de ferrozina (0,6 mM). Em seguida, a placa
foi agitada vigorosamente e mantida durante 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Os
resultados foram obtidos a partir de trés ensaios independentes, tendo sido utilizado o EDTA como
controlo positivo. As absorvancias das solucoes foram lidas a 570 nm UV/vis, utilizando o
espetrofotdmetro leitor de placas (Dynex Technologies MRX Il Microplate Reader). A capacidade dos

extratos para quelar os ides ferrosos é calculada em relagao ao controlo, de acordo com a férmula:
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Atividade quelante (%) = (Absorvancia controlo — Absorvancia amostra) / Absorvancia controlo

x100

A capacidade antioxidante foi expressa em ICso, concentracao da amostra necessaria para quelar

50% dos ioes ferrosos.

3.6.2. Determinacao dos compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos total foi determinado seguindo o procedimento descrito por
Singleton & Rossi, 1965, com algumas modificacdes (Alves et al, 2010).

Foram adicionados 500 uL de extrato diluido (1:6) a 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (1:10 V/V)
e 2mL de solucao aquosa de carbonato de sddio a 7,5%. A mistura foiincubada a 45°C, durante 15 minutos
e, posteriormente, mantida durante 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As
absorvancias foram lidas a 765 nm em espetrofotémetro UV-vis (Jenway 6300, VWR).

Foi utilizada uma solugao de dcido galico para construir uma reta de calibracao, de modo a obter a
correlacao entre a concentracao padrao e ada amostra (gama de linearidade: 5-100 mg/mL; r2= 0,9982).
Os resultados foram obtidos a partir de trés ensaios independentes e sao expressos em miligramas por

equivalentes de dcido galico (EAG) por grama de extrato seco.

3.6.3. Capacidade de captacao de radicais DPPH

A capacidade de reducao do radical DPPH foi aferida através do método descrito por Silva et al,,
2005, com algumas adaptacoes (Oliveira et al, 2018).

Diretamente em placa de 96 pocos, preparou-se 17,50 pL de amostra em diferentes
concentracdes e 175 uL de solucao stock de DPPH (90 uM), em cada um dos pocos. Os resultados foram
obtidos a partir de trés ensaios independentes, tendo sido utilizada a quercetina como controlo positivo.
As absorvancias foram lidas de 5 em 5 min, por espetroscopia UV/vis, a 515 nm, durante 2h, utilizando o
espetrofotdmetro leitor de placas (Dynex Technologies MRX Il Microplate Reader). A capacidade de

captacao do radical pelos extratos foi calculada, em relagao ao controlo, utilizando a férmula:

% Capacidade de captacao de radicais = (Absorvancia DPPH - Absorvancia amostra) /

Absorvancia DPPH x 100

A capacidade antioxidante foi expressa em ICso, concentracao da amostra necessdria para captar

50% dos radicais DPPH.

12



3.7. Viabilidade celular

Para avaliar a influéncia dos extratos na viabilidade de células cutaneas, foi utilizada uma
linhagem de células de queratindcitos humanos imortalizados nao tumorais, HaCaT, gentilmente cedida
para trabalhos de investigacao pela Doutora Francisca Rodrigues (LAQV REQUIMTE).

As células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos, de acordo com a concentragao
recomendada: 1x10* células/cm?. As culturas foram incubadas sob condicoes de 37°C e 5% de diéxido
de carbono (CO,). Apds 40 horas, foram adicionadas varias concentracdes de extrato (5 pg/mL a 1000
ug/mL) e 24 horas depois, estimada a atividade metabdlica das células através do ensaio colorimétrico
MTT, descrito por Mosmann, 1983. Para este ensaio, a solucao stock de MTT foi adicionada a todos os
pocos e as placas incubadas a 372 C (e 5% de CO;) durante 4 horas. Em sequida, foram aspirados cada um
dos pocos e adicionados 100 uL de uma mistura de dimetilsulfoxido (DMSO) e etanol (1:1). Apds a
solubilizacao dos cristais, as absorvancias das placas foram lidas por espetrofotometria UV-vis,a570 nm,
utilizando o espetrofotémetro leitor de placas (Dynex Technologies MRX I Microplate Reader).

Os resultados foram expressos em percentagem da atividade metabdlica celular do controlo -

células sem extrato (Rodrigues et al, 2018).

3.8. Estabhilidade Fisico-Quimica

Procedeu-se ainda a ensaios de estabilidade acelerada, adaptados ao tempo e equipamentos
existentes. Para tal, foram sequidas as recomendacdes europeias quanto ao tipo de ensaios a realizar
(Cosmetics Europe, 2004; European Medicines Agency, 2003) (estas entidades ndo apresentam
protocolos especificos).

Primeiramente, a totalidade de extrato aquoso foi incorporada na totalidade de creme base 0/A
a uma concentracao de 0,3% conforme as orientacdes do fornecedor. Assim, foram pesados o0s
compostos e dissolvido o extrato em agua. Em sequida, este foi adicionado diretamente ao creme,
homogeneizando, com a ajuda de um emulsificador (Unguator, Instituto Galénico) (homogeneizacao a
velocidade maxima do equipamento, por 2 minutos). A emulsao obtida foi posteriormente distribuida em
aliquotas de 30 g em frascos de vidro transparente, de capacidade total de 50 ml. As formula¢oes foram
entao mantidas durante um periodo de 56 dias em trés diferentes condi¢des de conservacao: estufa a
temperatura 402 C, temperatura ambiente ao abrigo da luz e temperatura ambiente com luz incidente.
Foram ainda mantidos sob as mesmas condicdes frascos de controlo, contendo apenas o creme base
0/A.

Foram realizados cinco momentos de analise: tempo O (inicial), tempo 1 (14 dias), tempo 2 (28
dias), tempo 3 (42 dias) e tempo 4 (56 dias), em que foram retiradas amostras das condicdes de
armazenamento e avaliadas as suas carateristicas organoléticas, estabilidade fisica, pH e viscosidade, a

partir de trés ensaios independentes.
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As caracteristicas organoléticas como odor, aspeto e cor, bem como as alteragdes fisicas do
material de embalagem foram observadas sob as mesmas condigoes de temperatura e luminosidade.

De modo a determinar a estabilidade fisica da emulsao, recorreu-se a centrifugacao de 2 g de
amostra a 5000 rpm durante 20 minutos (dois ciclos de 10 minutos), utilizando centrifuga (VWR, VWR) e
observada a presenca ou auséncia de duas fases discerniveis (Mohsin & Akhtar, 2017).

A determinacdo da condicao dcida ou bdsica das amostras foi realizada utilizando o método
potenciométrico (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, 2004), recorrendo ao potenciémetro
(Symphony, VWR).

Por fim, a viscosidade foi avaliada conforme descrito por Uyama et al, 2013, com algumas
modificacdes. Assim, realizaram-se as medicdes recorrendo a um viscosimetro portatil (VP 1000M
Series, Viscothec Hispania, S.L), a 20 rpm durante 1 minuto, tendo sido obtidos valores em mPas. O spindle
foi selecionado de acordo com as instrucées do fornecedor, de modo a permitir leitura com valores de

torque compreendidos entre 10 e 100%.

3.9. Anadlise Estatistica

Os resultados do screening fitoquimico, atividade antioxidante e estabilidade foram obtidos a
partir de, pelo menos, trés ensaios independentes. Estes foram expressos como média + desvio padrao, a
excecao do ensaio qualitativo screening que foi apresentado como presenca (+) ou auséncia (-).

Os dados resultantes dos ensaios de captacao do radical DPPH foram analisados e comparados
com recurso ao teste ANOVA sequido pelo teste de Dunnet para comparagdes mudiltiplas, enquanto os
resultados obtidos do teste de quelacao de ides metdlicos e compostos fendlicos totais foram
comparados com o teste ANOVA. Por sua vez, os dados obtidos através da medicao de pH e viscosidade
foram analisados e comparados com recurso ao teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA) e os valores de p <0,05 considerados estatisticamente significativos.

14



4. Resultados e Discussao

4.1. ScreeningFitoquimico
As atividades bioldgicas estao intimamente relacionadas com os diferentes grupos de compostos
presentes na planta (Dib & El Alaoui-Faris, 2019). Neste sentido, foi efetuado o screening fitoquimico aos
extratos de A. campestris, um método de facil implementacao pratica, com a finalidade de detetar a
presenca de grupos de compostos de interesse neste trabalho.
0 screening fitoquimico permitiu, assim, realizar a andlise qualitativa de diferentes grupos de
compostos fitoquimicos, com diferentes solventes e tendo por base a aplicacao de testes de coloracao (I.

M. C. Rodrigues et al., 2009), estando os resultados obtidos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Screening fitoquimico para extratos aquoso e hidroalcodlico de Artemisia campestris.

Grupo de compostos Extrato Aquoso Extrato Hidroalcodlico
Compostos fendlicos + +
Polifendis + +
Flavonéides + +
Taninos + +
Diterpendides + +
Terpendides + +
Alcaldides + +

Os resultados sao apresentados como presenca (+) ou auséncia (-), a partir de 3 ensaios independentes.

Tal como apresentado, existem evidéncias da presenca de todos os grupos de compostos
analisados, tanto no extrato aquoso como no extrato hidroalcodlico.

De um modo geral, os resultados obtidos vao de encontro a estudos anteriores, que referem a
presenca na planta de flavondides, compostos fendlicos e terpénicos (Dib et al, 2017; Rocha et al., 2021).
Relativamente ao extrato hidroalcodlico, estes resultados sao apoiados por estudos anteriores que
demonstram a presenca de polifendis (Al Jahid et al, 2016), compostos fendlicos (Bakchiche et al., 2019)
e flavondides (Al Jahid et al., 2016; Bakchiche et al, 2019). No que toca ao extrato aquoso, a presenca de
polifendis, flavondides e taninos ja tinha sido demonstrada em estudos anteriores (Ghlissi et al,, 2016;
Rocha et al, 2021). Para além disso, verificou-se também a presenca de alcaldides nos extratos,
compostos estes que ja demonstraram a sua eficacia na captacao de radicais livres, revelando assim a sua

importancia no contexto da atividade bioldgica antioxidante (Zhao et al., 2006).
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4.2. Atividade antioxidante in vitro
A atividade antioxidante é, tal como referido anteriormente, um processo complexo que se traduz
em diversos mecanismos (Lima et al, 2006). Assim, é importante que esta atividade bioldgica seja
avaliada com base em diferentes ensaios e mecanismos, tais como a capacidade de captacao de radicais
livres, capacidade de reducdo e quelacao de ides metdlicos (Shahidi & Zhong, 2015).
Assim, a potencial atividade antioxidante da planta, mais especificamente dos seus extratos,
aquoso e hidroalcodlico, foi avaliada através da capacidade de quelacao de ides ferro e captacao de

radicais DPPH, estando os resultados obtidos apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Atividade antioxidante dos extratos aquoso e hidroalcodlico da planta Artemisia campestris.

Ensaio DPPH (ICso) ug/mL Quelacao de Ferro (ICso) ng/mL
Extrato hidroalcoélico 213,66+1,69°? Sem dados/ nao aplicavel*
Extrato aquoso 28,05+151° 922,29+ 37,83°
Controlo positivo 1,85+0,18° 118+0,01°

* na gama de concentracdes testadas, nao foi possivel encontrar um valor de ICso
Os controlos positivos utilizados nos ensaios DPPH e Quelacdo de Ferro foram, respetivamente, quercetina e EDTA.

Diferencas significativas entre as amostras (p < 0,05) sdo representadas por diferentes letras.

0 ensaio DPPH é utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de extratos de plantas, na
medida em que a reducao do DPPH é indicativa da capacidade dos extratos para captar radicais livres
(Silva et al, 2005). Este é um método que se baseia na capacidade do DPPH, um radical estavel de
coloracao purpura, reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes, o
mesmo recebe o ido hidrogénio, ficando assim reduzido e passando a ter uma coloracao amarela (Tomei
& Salvador, 2007).

Os extratos sao considerados como tendo uma capacidade antioxidante elevada ou significante
com um ICso< 50 pg/mL, atividade antioxidante moderada com 50< I1Cso < 100 pg/mL e uma capacidade
antioxidante baixa com ICso> 100 pg/mL (Kuete & Efferth, 2010).

De acordo com os resultados obtidos no ensaio DPPH, o extrato aquoso apresenta um valor de
ICso significativamente mais baixo do que o extrato hidroalcodlico (p < 0,05), 28,05 + 151 pg/mL,
considerado uma capacidade antioxidante elevada, enquanto o extrato hidroalcodlico apresenta uma
capacidade antioxidante baixa com um ICso= 213,66 + 1,69 pg/mL.

Estudos anteriores avaliaram a capacidade antioxidante de A. campestris maritima através do
ensaio DPPH. Neste contexto, foram apresentados resultados de ICso para extratos das raizes de obtidos
através de infusao (390 + 0,02 pug/mL), decoccao (370 + 0,02 ug/mL) e tintura (460 + 0,02 ug/mL). Por
outro lado, no caso das partes aéreas obtidas através de infusao foram obtidos valores de 1Cso de 330 +

0,03 pug/mL, no caso de decoccao 340 + 0,03 ug/mL e 320 + 0,01 ug/mL com o processo extrativo de
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tintura (Pereira et al, 2018). Contudo, os valores de ICs, obtidos no presente estudo remetem para uma
capacidade antioxidante maior. Estes resultados poderao ser suportados pelos grupos de compostos que
se verificaram estar presentes através do screening, associados a esta atividade bioldgica, como é o caso
dos compostos fendlicos, conhecidos pelo seu largo espectro de atividades benéficas a promocao da
satide nomeadamente as suas propriedades antioxidantes (Dziato et al, 2016). A ndo concordancia entre
os estudos anteriores referidos e o presente, podera estar relacionada com as diferentes subespécies de
Artemisia, bem como com a utilizacao de diferentes técnicas de extracao. Na avaliacao da atividade
bioldgica de extratos de plantas, o processo extrativo utilizado e as variantes inerentes como tempo de
contacto, temperatura, tamanho das particulas e solvente influenciam diretamente a qualidade e o
rendimento dos compostos extraidos (Tchabo et al., 2018; Zubairi et al, 2014). Desta forma, a capacidade
antioxidante de compostos antioxidantes naturais e extratos depende, nao s6 da qualidade da fonte, como
também dos processos e tecnologias utilizados para a sua extracao (Gulcin & Alwasel, 2022).

Por sua vez, a capacidade de quelacao de metais é normalmente considerada o método
antioxidante mais comum (Gulcin & Alwasel, 2022). Alguns compostos com atividade antioxidante, como
os flavondides, sao considerados poderosos quelantes metdlicos, podendo assim prevenir ou retardar a
oxidacao lipidica induzida pelos ides metdlicos (Shahidi & Zhong, 2015). Desta forma, os quelantes
metdlicos apresentam um papel importante nao s6 no stress oxidativo, como também na peroxidacao
lipidica. Devido a suareatividade e capacidade de formacao de agentes secundarios tdxicos, os perdxidos
lipidicos sao tidos como criticos para a progressao e regulacao da inflamacgao, mas também de grande
importancia na morte celular através da inducao da apoptose e em mudiltiplas patologias, como € o caso
das doencas degenerativas cerebrais e do sistema nervoso central (Gaschler & Stockwell, 2017). A
capacidade de quelacao de metais é, entao, utilizada como indicador da atividade antioxidante, em
combinacao com outros ensaios. Neste sentido, o método espetroscdpico utilizado tem em consideracao
a afinidade de ligacdo entre o reagente - ferrozina - e o ido metalico — ferro (Gulcin & Alwasel, 2022), na
medida em que a ferrozina forma um complexo purpura com o ferro. Contudo, na presenca de agentes
quelantes, hd uma interferéncia na formacao desse complexo, reduzindo a sua coloragao. Assim sendo, a
medicao da diminuicdo da cor permite obter uma estimativa da capacidade quelante (Adjimani & Asare,
2015).

Relativamente aos resultados obtidos no ensaio da quelacao de ferro, nao foi possivel obter um
valor de ICsopara o extrato hidroalcodlico na gama de concentracoes testada (10 ug/mL a10000 pg/mL).
Por suavez, o extrato aquoso apresenta uma capacidade antioxidante baixa comum 1Cso=922,29 + 37,83
ug/mL. Em estudos realizados anteriormente, a capacidade de quelacao dos ides metalicos dos extratos
de A. campestris maritima demonstrou ser mais elevada. Para extratos obtidos através do processo de
infusao, decoccao e tintura das raizes, os resultados foram respetivamente 7,82 + 0,37 mg/mL, 7,37 +

0,34 mg/mL e superior a 10 mg/mL, enquanto para as partes aéreas 6,47 + 0,35mg/mL, 633+ 0,43 e
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superior a 10 mg/mL (Pereira et al, 2018). Ainda assim, estes resultados apontam para uma maior
capacidade quelante dos extratos aquosos de partes aéreas, tais como os obtidos no presente trabalho.

Paraalémdisso, tanto no ensaio da quelacao de ferro como no DPPH, verificou-se que os extratos
apresentam uma diferenca significativa relativamente ao controlo positivo utilizado — EDTA e quercetina,
respetivamente. Este facto estard relacionado com a presenca de diferentes compostos no extrato, ao
contrdrio dos padroes utilizados que correspondem apenas a um composto. Uma vez que a atividade
antioxidante esta relacionada nao sé com a concentracao, mas também com a estrutura e a interacao
entre os diferentes componentes (Stefanovic & Te, 2015), a diversidade de compostos presentes no
extrato em estudo, bem como ainteragao entre 0s mesmos, podera reduzir a atividade antioxidante, ainda
que muitas substancias isoladamente possuam uma capacidade antioxidante significativa.

Os compostos fendlicos tém vindo a ser associados a diversos efeitos bioldgicos, incluindo a
atividade antioxidante, podendo atuar na captacao de radicais livres, bem como na prevencao da sua
formacao (Boulanouar et al, 2013). Neste sentido, procedeu-se a determinacao dos compostos fendlicos

totais, estando os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Compostos fendlicos totais dos extratos aquoso e hidroalcodlico de Artemisia campestris.

Compostos fenélicos totais (ng EAG/g)
Extrato hidroalcodlico 27627+250*

Extrato aquoso 148,77 +3,64*
* diferencas significativas entre as amostras (p < 0,05)

O ensaio de determinacao dos compostos fendlicos totais utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau é um dos métodos mais antigos para a sua quantificagcao huma amostra, apresentando como
vantagens a sua fdcil aplicacao pratica e reprodutibilidade (Tomei & Salvador, 2007). Este método baseia-
se na oxidacao dos fendis contidos nas amostras, em meio bdsico, promovendo a formacao de ides dxido.
Por sua vez, o ido formado reage com os acidos que caracterizam o Folin-Ciocalteau (fosfotunguistico e
fosfomolibidico) de tom amarelado, formando compostos de coloracao verde, com intensa absorcao na
zona dos 750 nm (Tomei & Salvador, 2007).

De acordo com o obtido, o extrato alcodlico demonstra uma composicao em termos de
compostos fendlicos significativamente maior (p < 0,05) quando comparado com o aquoso.

Ainda que nao haja um valor estabelecido para definir uma concentracao de compostos fendlicos
elevada, alguns autores consideram que os extratos naturais podem ser considerados ricos nesses
compostos quando o valor dos compostos fendlicos totais for superior a 20 mg EAG/q (Kahkdnen et al.,
1999). Assim, ambos os extratos analisados de A. campestris demonstram apresentar uma elevada
riquezanestes compostos. Estes resultados sao concordantes com estudos realizados anteriormente, em

que tinham sido obtidos valores elevados de compostos fendlicos totais. Relativamente aos extratos
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aquosos de folhas de A. campestris, Ghlissi et al. (2016) obtiveram um valor de 313,20 + 4,35 mg EAG/q,
sendo os compostos fendlicos os predominantes nos extratos analisados, enquanto Sefi et al, 2010
apresentam um total de compostos fendlicos inferior de 31,33 + 1,87 mg EAG/g, mas ainda assim
considerado elevado (Ghlissi et al, 2016; Sefi et al, 2010). Por outro lado, na andlise aos extratos
hidroalcodlicos por Bakchiche et al. 2019, foi obtido um valor de compostos fendlicos totais de 102,09 +
1,65 mg EAG/qg (Bakchiche et al, 2019).

Tem vindo a verificar-se uma tendéncia crescente na utilizacao da composicao total de
compostos fendlicos em estudos, tendo sido encontrada uma correlagao linear entre o perfil de compostos
fendlicos totais e a atividade antioxidante de produtos naturais (Tomei & Salvador, 2007). Contudo, no
presente estudo, ainda que estejamos perante um extrato hidroalcodlico com maior riqueza em termos de
compostos fendlicos, este facto nao é determinante de uma maior atividade antioxidante uma vez que a
atividade bioldgica em questao nao estd associada aos mesmos de forma exclusiva. De facto, um estudo
anterior de Stefanovic & Te, 2015 demonstra que ha uma correlacao entre a capacidade de captacao de
radicais livres e, nao sé a composicao em termos gerais de compostos fendlicos, como também de taninos
e flavondides especificamente (Stefanovic & Te, 2015).

Neste sentido e considerando a complexidade da atividade antioxidante, os resultados obtidos
devem ser analisados em combinacao com os restantes ensaios. Tendo em conta a maior capacidade de
captacao dos radicais DPPH, bem como a riqueza em compostos fendlicos, o extrato aquoso foi o
selecionado para avaliacao da viabilidade celular e, posteriormente, para avaliacao da sua incorporacao

em formulagdes cosméticas.

4.3. \Viabilidade celular
A avaliacao preliminar da toxicidade pode ser realizada utilizando modelos in vitro, que abordam
a sensibilidade de linhagens celulares de mamiferos a possiveis efeitos toxicos dos extratos, fornecendo
resultados rapidos, fidveis e reduzindo assim os ensaios in vivo (Pereira et al, 2018).
De modo a explorar a toxicidade preditiva e determinar as concentragoes nao tdxicas, o extrato
aquoso de A. campestris foi testado quanto a citotoxicidade para uma linhagem celular de queratindcitos

humanos HaCaT, e as viabilidades celulares resultantes sao apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Toxicidade do extrato aquoso de Artemisia campestris em células HaCat com proliferacao celular calculada
através do ensaio MTT apds 24h

Considerando os resultados obtidos e a sua andlise através dos testes ANOVA unidirecional e de
Dunnet, o extrato aquoso de A. campestris nao revelou uma interferéncia significativa na proliferacao
celular na gama de concentracoes testadas (5 pug/mL a 1000 pg/mL). Assim, ndao é demonstrada
atividade tdxica, ou seja, esta andlise preliminar de seguranca sugere que a sua aplicacao cutanea nao
estarad relacionada com danos celulares diretos. Estes resultados sao concordantes com os obtidos em
estudos anteriores que demonstram um potencial efeito antioxidante e anti-inflamatdrio da dgua residual
de hidrodestilacao de A. campestris, sem efeito téxico para fibroblastos de rato (NIH/3T3) (Rocha et al,

2021).

4.4. Estabhilidade Fisico-Quimica

A estabilidade de uma emulsao pode ser influenciada por fatores ambientais, como a temperatura
ou humidade, tendo como consequéncia alteracdes fisicas e quimicas da formulacao (Mohsin & Akhtar,
2017). Neste contexto, os ensaios de estabilidade acelerada sao uma pratica comum que permite a
previsao da estabilidade dos produtos cosméticos a longo prazo (Cosmetics Europe, 2004).

No presente trabalho, as formulacfes contendo extrato aquoso de A. campestris foram testadas
em triplicado, sendo sujeitas a diferentes condicoes de temperatura e exposicao a luz. Em cinco
momentos distintos, procedeu-se a analise das carateristicas organoléticas (cor, odor e aspeto), pH,
viscosidade e estabilidade fisica das formulacoes, sob as mesmas condicdes de temperatura e
luminosidade.

A andlise organolética, por sua vez, € uma forma fdcil e acessivel de avaliar a qualidade de uma

amostra e detetar visualmente o surgimento de alteracoes. Para além disso, estas carateristicas referem-
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se ao perfil sensorial do produto e estao relacionadas com a aceitacao do mesmo pelo consumidor
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, 2004). Os caracteres organoléticos, nomeadamente a cor, odor
e 0 aspeto geral das formula¢des foram analisados no tempo O, estando os resultados obtidos na Tabela
4,

Tabela 4: Avaliacao inicial dos caracteres organoléticos de formulagdes com extrato aquoso de
Artemisia campestris (0,3%) e respetivo controlo (creme base 0/A).

Caracteres organoléticos Formulacao com extrato Creme base 0/A
Cor Bege Branco
Odor Caracteristico Inodoro

Uniforme, levemente fluido e

Aspeto brilhante

Uniforme, cremoso e brilhante

Ao longo do periodo de andlise, estas carateristicas organoléticas foram sendo verificadas em

cada momento (tempo 1a 4), estando os resultados obtidos demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5: Avaliacao dos caracteres organoléticos de formulaces com extrato de Artemisia
campestris (0,3%) e respetivo controlo (creme base 0/A) referente aos 4 momentos de andlise (tempos

1a4).
Formulagbes armazenadas | Formulagdes armazenadas ;
. . Formulacoes armazenadas
ao abrigodaluze sujeita a luz e temperatura
em estufa (402C)
Caracteres temperatura ambiente ambiente
organoléticos
Formulacao Creme Formulacao Creme Formulacao Creme
com extrato base O/A | com extrato base O/A | comextrato | base 0/A
Cor Bege Branco Bege Branco Bege Branco
Odor Caracteristico Inodoro Caracteristico Inodoro Caracteristico Inodoro
Uniforme, Uniforme,
Uniforme, Uniforme, Uniforme, Uniforme,
levemente levemente
Aspeto cremoso e cremoso e fluido e fluido e
fluido e fluido e
brilhante brilhante brilhante brilhante
brilhante brilhante

De acordo os resultados da Tabela 5, a andlise das caracteristicas organoléticas sobre as

formulacdes nao demonstrou alteracoes nos parametros de cor, que se manteve bege para emulsoes
contendo extrato e branca para emulsées de creme base, bem como no odor que, por sua vez, se manteve
inodoro nas emulsoes controlo e carateristico de extratos vegetais nas emulsoes de teste. Contudo, foi
possivel verificar a diminuicao da consisténcia dos cremes expostos a uma temperatura superior (40°C),

0 que era esperado uma vez que com 0 aumento da temperatura, a viscosidade diminui (Lage, 2018),
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havendo assim uma alteracao visivel no aspeto das formulacoes armazenadas em estufa. Estes
resultados foram verificados ao longo de todo o periodo de andlise.

A viscosidade, por sua vez, diz respeito a medida da resisténcia de um fluido ao escoamento. A
avaliacao deste parametro ajuda a determinar se um produto apresenta a consisténcia ou fluidez
apropriada, enquanto gera indicacdes acerca do comportamento do produto ao longo do tempo (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria, 2004). Assim, este é um fator importante a ter em consideracao na
textura e fluidez da emulsao (Mohsin & Akhtar, 2017). Alids, a viscosidade nao afeta apenas a
espalhabilidade e sensacao na pele, como também a penetrabilidade dos ativos incorporados na
formulacao (Binder et al,, 2019).

Neste sentido, a viscosidade foi avaliada recorrendo a um viscosimetro portdtil, estando os

resultados obtidos expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Viscosidade das formulacdes com extrato incorporado de Artemisia campestris (0,3%)
e controlo (creme base 0/A) ao longo do tempo.

Formulagoes armazenadas Formulag6es armazenadas
Viscosidade Formulag6es armazenadas
expostas a luz e temperatura aoabrigodaluze
(mPas) em estufa (402C)
ambiente temperatura amhiente
Formulacao Cremebase | Formulacdao | Cremebase | Formulacdao | Creme base
com extrato 0/A com extrato 0/A com extrato 0/A
14.di 20966,7 + 25300,0 + 21066,7 + 266333+ 13166,7 + 16166,7 +
ias
8083 458,3 6429 665,8 152,8** 208,.2**
28 di 23766,7 + 25966,7 + 21700,0 £ 274333+ 12400,0 + 12666,7 +
ias
6429 2887 300,0 750,5 2646 152,8**
a2di 236333+ 25966,7 + 22966,7 + 30900,0 + 14700,0 + 15400,0 +
ias
1026,3 665,8 208,2 2646 200,0* 3606
56 di 260333+ 287333+ 26566,7 + 26366,7 + 12600,0 + 14100,0 +
ias
61,0 3512 4041 305,5 2646 360,6**

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo a partir de 3 ensaios independentes.

** diferencas significativas das amostras face ao tempo 0 (p < 0,05)

No momento de andlise inicial, verificou-se a viscosidade do creme base 0/A (24266,67 +152,7
mPas) e do creme com extrato de A. campestris (23800 + 264,6 mPas). Consoante é possivel observar
através dos resultados, a viscosidade da emulsao teste é inferior ao creme de base O/A em todas as
condicoes e analises. Este é um resultado esperado uma vez que a incorporacao do extrato vegetal de A.
campestris foi feita através da adicao de uma solucao aquosa, o que adiciona fluidez a formulacao.

Durante o periodo de andlise, ndao se verificaram alteracdes significativas nos valores de

viscosidade das formulacdes armazenadas expostas a luz e temperatura ambiente, tal como nas
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formulacdes armazenadas ao abrigo da luz e temperatura ambiente. Contudo, demonstrou-se que a
emulsdo armazenada em estufa a uma temperatura de 402C sofreu uma reducao significativa da sua
viscosidade em relacao ao tempo 0 em todos os momentos de andlise (p < 0,05), o que é tambhém apoiado
pela avaliacdo organolética, nomeadamente no que toca ao aspeto. Isto estad relacionado com o facto de
que um aumento da temperatura leva auma maior velocidade microscdpica e, por isso, um maior fluxo de
particulas, com consequéncia da diminuicdo da viscosidade (Lage, 2018).

Relativamente a avaliagao da estabilidade fisica das emulsoes, esta foi analisada tendo por base
o teste de centrifugacao. Neste contexto, a centrifugacao € um método acelerado que permite prever a
estabilidade fisica de uma amostra uma vez que faz com que as particulas colidam rapidamente,
antecipando possiveis instabilidades (Mohsin & Akhtar, 2017), que poderao ser visiveis sob a forma de
precipitacao, separacao de fases, formacao de caking, coalescéncia, entre outras (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria, 2004). De facto, a resisténcia a separacao de fases em testes preliminares revela
dados importantes quanto ao desenvolvimento de formulacdes estdveis (Mohsin & Akhtar, 2017). No
seguimento desta avaliacao, foi possivel verificar que ao fim de dois ciclos de centrifugacdo, cada um de
10 minutos, a estabilidade fisica das emulsdes contendo extrato e emulsdes base 0/A utilizadas como
controlo, se mantinha. No final de cada teste, todas as formulacdes apresentavam um aspeto homogéneo,
sem qualquer alteracao visivel. Assim, demonstra-se a auséncia de alterac6es drdsticas causadas pela
destabilizacao que, por sua vez, poderiam resultar na separacao de fases ou sedimentacao.

Finalmente, o pH é um parametro a ter em contauma vez que estd relacionado com a estabilidade
dos ingredientes da formulacao, a sua eficacia e seguranca (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria,
2004). Por outro lado, é ainda importante garantir a sua compatibilidade com a aplicacao cutanea na
medida em que a pele apresenta um pH dcido que deve ser mantido, importante na defesa antimicrobiana,
bem como na integridade do estrato cdrneo e homeostase da barreira epidérmica (Firtjes et al, 2018).
Assim, o pH recomendado para produtos de aplicacao cutanea devera compreender-se entre 4,5 a 6 de
modo a reduzir o potencial risco de irritacdes (Lucero et al, 1994). Neste sentido, as medicoes do pH das

emulsoes em andlise estao expostas na Tabela 7.
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Tabela 7: pH das formulacdes com extrato incorporado de Artemisia campestris (0,3%) e
controlo (creme base 0/A) ao longo do tempo.

Formulagoes armazenadas Formulagoes armazenadas
Formulacoes armazenadas
expostas aluz e temperatura ao abrigodaluze
em estufa (402C)
pH ambiente temperatura ambiente

Formulacao | Cremebase | Formulacao | Cremebase | Formulacao | Creme base

com extrato 0/A com extrato 0/A com extrato 0/A
14 dias 6,68+0,03 6,73+0,04 6,51+0,01 6,67+002 | 605+0,04* | 621+0,02*
28 dias 6,75+ 0,05 6,74+ 0,01 6,62 +0,02 6,66+0,04 6,57+0,02 6,41+0,14
42 dias 6,66+0,01 6,78 + 0,01 6,63+0,01 6,83+0,04 6,53+0,03 6,69+0,04
56 dias 6,65+0,02 6,78 + 0,01 6,64+0,02 6,79+ 0,02 6,50+0,02 6,67+0,01

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo a partir de 3 ensaios independentes.

** diferencas significativas das amostras face ao tempo 0 (p < 0,05)

No momento de analise inicial, verificou-se o pH do creme base 0/A (6,72 + 0,04) e do creme
apds incorporacao do extrato de A. campestris (6,58 + 0,01).

Os resultados obtidos demonstram, genericamente, um valor de pH inferior (ainda que nao
significativo) na emulsdo contendo o extrato em andlise, em comparacao ao creme base. Este facto
poderd estar relacionado com a elevada composicao do extrato em compostos fendlicos tal como
verificado anteriormente, uma vez que 0s mais comuns presentes em tecidos vegetais correspondem a
substancias com teor dcido como os dcidos hidroxicinamicos (dcido cafeico, dcido clorogénico, acidos
cumaricos, dcidos ferlicos e acidos sinapicos), dcidos hidroxibenzéicos (acido gdlico) e os taninos (Dziato
et al, 2016). Assim sendo, sera de esperar uma reducao do pH aguando de um aumento da concentracao
do extrato incorporado na formulacao.

Adicionalmente, foi ainda possivel verificar que os valores de pH do tempo de andlise 1 sao
significativamente diferentes dos obtidos no tempo O (p < 0,05) para as formulacdes armazenadas em
estufa a 40°C, nao tendo sido demonstradas quaisquer diferencas significativas nas restantes
formulacoes em todos os momentos analisados. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se uma
diminuicao do valor de pH durante os primeiros 14 dias de estudo nas formulacées armazenadas em
estufa, tendo depois esse valor aumentado e estabilizado durante o restante periodo em andlise. A
temperatura tem impacto no equilibrio de dissociacao da dgua na medida em que o aumento da
temperatura aumenta também a atividade dos ides de hidrogénio, tornando-a mais acida (Cunha et al.,
2010). Neste contexto e considerando tratar-se de uma emulsdo O/A com um extrato aguoso
incorporado, seria de esperar uma reducdao do pH aquando do aumento da temperatura, tal como se
verificou. Contudo, uma vez que essa temperatura se manteve nos restantes momentos de analise, houve,

em seqguida, uma subida do pH no tempo 2 para valores préximos aos iniciais bem como das outras
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varidveis em anadlise, resultando numa estabilizacao do valor de pH. Neste sentido e considerando a
importancia de manter a estabilidade do pH pela sua relacao com a estabilidade dos ingredientes da
formulacao, bem como com a sua eficdcia e sequranca (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004),
poderia recorrer-se a um agente corretor de pH como o acetato de sddio (Martins et al, 2020) de modo a
minimizar oscilacdes e garantir que esse valor se mantivesse numa gama de valores aproximada aos da
superficie da pele.

Relativamente a compatibilidade cutanea da formulagdo, os valores obtidos estao
compreendidos na escala de pH acida, tal como normalmente definido para produtos de aplicacao tdpica
na pele (Fiirtjes et al, 2018). Para além disso e considerando a reducao de pH consequente da
incorporacao de extrato na formulacao, a mesma beneficiaria em termos de pH de um aumento da
concentracao de extrato a utilizar.

No decorrer do presente trabalho foram sendo constatadas algumas limitacdes, nomeadamente

no que concerne a quantidade de planta disponivel que condicionou o volume de extrato e,

consequentemente, o nimero de varidveis estudadas nos ensaios de estabilidade.
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5. Conclusao

A extracao de compostos de origem vegetal e sua aplicabilidade na inddstria cosmética
corresponde a uma oportunidade promissora, que requer uma investigacao multidisciplinar.

Neste trabalho, foi possivel identificar os grupos de compostos presentes em extratos de A.
campestris (compostos fendlicos, polifendis, flavondides, taninos, diterpendides, terpendides e
alcaldides), compostos estes com importancia previamente reportada na atividade antioxidante. Para
além disso, verificou-se que o extrato aquoso apresenta uma atividade antioxidante elevada com um
valor de 1Cso =28,05 + 151 (< 50 pug/mL através do ensaio DPPH), sendo este valor significativamente
superior ao obtido no extrato hidroalcodlico, bem como um elevado teor de compostos fendlicos
correspondente a 148,77 + 3,64 mg EAG/q (superior a 20 mg EAG/g, utilizando o ensaio do reagente de
Folin-Ciocalteau). No caso do ensaio da quelacao de ferro, foi possivel apenas obter resultados com o
extrato aquoso, que por sua vez, apresentou uma atividade antioxidante baixa com um 1Cso= 922,29 +
37,83 ug/mL. Por outro lado, foi ainda possivel verificar que o extrato aquoso de A. campestris nao
apresenta potencial efeito toxico para as células da pele, mais especificamente queratindcitos humanos
(HaCat), na gama de concentracdes testada (5 pg/mL a1000 pg/mL).

No que toca a estabilidade de formulacdes de aplicacao cutanea com extrato de A. campestris
incorporado (0,3%), verificou-se a manutencao das carateristicas organoléticas no que toca a cor e odor.
Contudo, os resultados demonstram um aspeto mais fluido nas formulacgdes sujeitas a uma temperatura
de armazenamento superior (estufa a 40°C), facto este apoiado pela reducao da viscosidade nestas
amostras. Quanto a estabilidade fisica da emulsdao 0/A com extrato incorporado, esta mantém-se e,
assim, as formulagdes apresentam-se homogéneas e sem alteracoes visiveis, independentemente das
condicoes de armazenamento, durante todo o periodo em que decorreu o ensaio. Finalmente, as emulsoes
contendo extrato apresentam um valor de pH inferior, comparativamente ao creme de base (controlo), o
que era esperado considerando o teor dcido dos compostos presentes no extrato. Além disso, verificou-
se uma diminuicao do valor de pH durante os primeiros 14 dias de estudo nas formulacdes armazenada
em estufa (p < 0,05), ou seja, um aumento da acidez aquando do aumento da temperatura, tal como era
esperado. Estes resultados demonstram a manutencdo das carateristicas e da estabilidade das
formulagdes armazenadas a temperatura ambiente, ao abrigo ou na presenca da luz. Ja no caso das
formulacdes armazenadas a temperatura superior, as alteracoes fisicas em termos de viscosidade e de
pH sao expectdveis considerando as condicdes em estudo. Contudo, a necessidade de manter estavel o
pH é evidente, o que seria possivel recorrendo a tamponacao das formulacoes utilizando, por exemplo, 0
acetato de sddio.

Este estudo suporta a capacidade antioxidante da planta ja anteriormente reportada, enquanto
os resultados obtidos apontam também para as vantagens da incorporacao dos extratos de A. campestris

em cosméticos, face a essa mesma atividade bioldgica.
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Contudo, futuras investigacdoes sao necessadrias para avaliar a seqguranca de formulagdes
cosméticas contendo o extrato aquoso em diferentes concentracdes, tanto em queratindcitos como
noutras linhagens celulares, como fibroblastos para aferir o comportamento do extrato de A. campestris
em diferentes camadas cutaneas. Para além disso, seria importante realizar-se ensaios de
permeabilizacao (ex vivo) que nos permitem explorar a absorcao cutanea, bem como a caraterizacao dos
compostos por exemplo, através de cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC). Este
procedimento torna-se importante para confirmar os resultados preliminares qualitativos obtidos com o
screening fitoquimico através da comparacao do tempo de retencao dos compostos do extrato com o de
padrdes puros, assim como pelo facto de permitir quantificar os compostos presentes (Al Jahid et al,
2016). Por outro lado, seria também relevante explorar no futuro a influéncia de outras varidveis a ter em
conta na avaliagao da estabilidade, como o tempo e niimero de medi¢des através do aumento do periodo
em andlise, bem como o tipo de recipientes de acondicionamento final, nomeadamente a compatibilidade
das formulagoes com materiais metalicos ou plasticos.

Em suma, as plantas apresentam-se como uma fonte importante de compostos com atividade
bioldgica e, por isso, com grande aplicabilidade em diversas dreas como a sadde ou cosmética. De facto,
esta planta surge como uma fonte de compostos bioativos com potencial cosmético, o que representa
uma oportunidade a explorar através da realizacao de novos estudos in vitro e in vivo. Assim, este estudo
surge como pioneiro no que toca a avaliagao da possivel incorporacao em produtos de aplicagao tdpica de

extratos de A. campestris, enquanto alarga o conhecimento sobre a planta.
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7. Anexos

1. Fichatécnica do creme base 0/A Guinama ®.

Laboratorio distribuidor de materias primas para lossectores de la
Farmacia v la cosmética.

@GUIHANA

ABSOLUTA CALIDAD -
tecnica@guinama.com

Fecha de revision: 23.11 2020 Version: 2.0

CREMA GUINAMA OW

Base para Formulacién Magistral

La Crema Guinama OVV es una crema de tipo anidnico, gim lauril sulfato sodico, de
caolor blanco brillante, slts evanescencia y extensibilidad.

Contiene aceite de almendras dulces, lo que proporciona a la crema un sfecto
nutritivio sobre las pieles secas.

Admite facilmente extractos glicdlicos, aceites y otros activos, que incorpora sin
necesidad de humectar previsments.

Preparada pars ussr directaments sin necesidad de fundir o diluir.

1 Informacian General

Caracteristicas fisicss Crema blancs brillante
Signo de la emulsidn oW

2 Caracteristicas Rango de pH De35a¥
i Densidad 0%-12zml
Capacidad de penstracion Media

Compatibilidad API Hidrafilicos 20%- Lipofilicos 20%

INCI: WATER, MYRISTYL MYRISTATE, CETYLALCOHOL, GLYCERIL
STEARATE, IZ0PROPYL MYRISTATE, CETYL PHOSPHATE, CETEARETH-Z0,
GLYCERIM, CETEARYL ETHYLHEXAMOATE, DIMETHICOME, PRUMUS
DULCIS QIL, TRIETAMCLAMIME, PHEMOXYETHAMOL, CARBOMER,
TOCOPHEROLACETATE, MAGMNESI SULFAS, ETHYLHEXYLGLYCERIM, BH.T,
POLYETHYLEME GLYCOL SORBITAM TRISTEARATE, SILICA, EDTA, BENZOIC
ACIC, 3ORBIC ACID, SULFURIC ACID.

3. Cedige INCI

= Crema nutritiva apta para picles normales v secas/muy secas

= Libre d=sulfatos

=  Sinparabenes

4. Propiedades = Sinvaszlinas

=  Sensacion no grasa y de Facil absorcion, v extensibilidad

=  Altas estabilidad con activos anidnicos come la hidroguinona, =l acido
salicilico, fotoprotectores, et

5. Aplicaciones més = Dermstologia
frecuentes = Dermoccsmética

. Principios activos PRIMCIPIO % Indicacicnes

n o —

wehiculizados
frecusntemente Hidrocortisona 1% Acné, rosacea y dermatitis

35



7. Farmulas tipo

Ac. salicllioo 0.5-10% Tuerstolitico
Amaonio lactato a-12% lctiosis, psoriasis, envejecimisnto cutineo
Ures 105 Querstolitico & hidratante
Hidreguinona 2-5% Despipmentants
Tretinoina 0010 1% Antiscneico, queratolitioo y antiinflamatorio
Tratamiento del melgsma

Hidroguinons 5%

Acido ascorbico 5%

fetabisulfito sodico 0,1%

Crema GUINAMA OW csp

Dispersar el scido ascorbico v el metabisulfito sédico sobre la crema, y
homogemnsizar hasta que los incorpore. Pubverizar la hidroguinona en un mortsro e
incorporar a la crema. El pH roandara el 3,3, N MODIFICAR. Ls hidroguinona es
mids =stabls a ses pH.

c Reting: - — m :
Acido retinoico 0,023%

Trismcinolona aceténide 0,1%

AlosVerage! 3%

Propilenglical 5%

Crema GUIMAMA OW csp

Pubeerizar el acide retinoico en caso de que ses necessario, y formar una pasta con
|la trismecinolona y el propilenglicol. Incorporar a la crema Guinama OW y
homogensizar. Anadir &l alos versgel , v homaogensizar de nuswvo. Aplicsr scbre |a
piel usando ls técnica de caps fina

8. Modus operandi
peneral

1. Pesary medir bos sctivos.

2. Pubserizar en un mortere aquéllos sctivos insclubles e interponerlos en
propilenglical.

3. Digobver en agua o excipients spropisde los activos solublkes.

4. Mezclar con ls crema las preperaciones anteriores, homogeneizendo en e
rmorterc o bien con ks syuda de un samib.

5. Anadir al final los sctivos liguidos y volver shomogensizar.

2. Envases recomendados:

Envese SAM X, tubo aluminio, tarro con tapa de rosce, tubo plastico, segln
viscosidad final pusds envesarse en tarro tipo airless con bomba

10. Toxicidad o
precaucionss de uso

so tépico externo. Mo toxico ni irritante. Mo usar sobre heridas ni mucosas. Mo
ingerir.

11 Conservacién

Almacensr en lugar fresco y secoy en envass bien cerrado. Mo congelar. MUMNCA
REBASAR LOS 353°C

12 Incompatibilidades

Incompatible con sctivos muy Gcidos, slbes concentraciones de stamol.
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13. Estudios v
Publicaciones

Formulacién magistral d
Formularia Macional- 1*
Formulario Bésico de me
Baixauli. 2001,

14. Cadigos

- -

Codigo del producto: 252

37



Ficha de dados de seguranca do creme base O/A Guinama ®.

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

{de acondo com © Regulaments (UE) 20157830} g @GUI”AHA
29024-CREME BASE O/W GUINAMA AEEDLTREAIDAD
Versio: 3 P&qhu ideil
Data de revisio: 03710/ 2018 Daka de Wﬂﬂm 03-10-2018

SECCAD 1: IDENTIFICACAD DA MISTURA E DA SOCIEDADE |EMPRESA.,

1.1 Identificador do produta,
Moimes do produbo: CREME BASE OW GLITNAMA
ko oo produtn: 2924

1.2 Utilizagides identifcadas relevantes da mistura e utilizagbes desaconselhadas.
Cosmélion

Maitérizs- primas para cosmeshicos

Matéria-prima para produtos famacsuticos.

Usos ndo aconselhados:
Uscs diferentes acs aconsalhados.,

1.3 Identificaciho do fornecedor da ficha de dados de seguranca,

Empresa: GUINAMA

Endereo: O/ Praga, s/n. P.L Gulenberg
Populatdo: 46165 La Pobla de Vallbona
Distribo: Valencia

Tedelona: +34961BE500 [ S02119616
Fan: +34961B50352

E-miad: maﬁ@gmm

Weh: were QUINama.com

1.4 Nimero de telefone de emergéncia: <3496 1E65050 [ Q02115816 (54 disponivel em hordrio de esoribdno; segunda-feia-
senita-fedra; DB:00-18:00)

SECCAD 2: IDENTIFICACAD DOS PERIGOS.

1.1 Classificacio da mistura.
0 produto ndo & dassificado como perigoso sequnda o Regulamento (U} Mo 12722008,

2.2 Elementos do rtulo.
Este producto no esta dasificads como peligroso segin & Raglaments CE 127272008,

Frases P:
PIBD Uisar luvas de protecioy vestudns de protecgiof proteccSo ooulan proteccio facal.
P305+P351+P338 SE ENTRAR EM DONTACTO COM OF OLHOS: Ensaguar cuidadosaments com agua durante varios
minukos. Se usar lentes de contacio, refine-as, se tal Ihe for possived. Confinue a enaguar.
P31D Contacte imediataments wm CENTRO DE INFORMACAD ANTIVENENOS/ médicony. ..
Conbem:
5, C1E-18, etoxiados
1.3 Dulros

Em condigies de uso normal & na sua fomma original, o produto ndo tem efeitos negatives sobre a salide & o meio ambiente.

SECCAD 3: COMPOSICAD | INFORMACAD SOBRE 0S5 COMPONENTES.

3.1 Substincias.
N Aglicivel.

3.2 Misturas.
Substncias que representam um perigo para a sadde ou o meso ambiente de acordo oom & Regulamento (CE) No. 137272008,
tém atribwics wn limite de expasicio comunitio no lugar de trabalho, estio classificadas comd PET) mPmB ow induidas na Lista
de Candidatios:

Identmdores Home w"ﬂw

-Continua na pdging seguinte. -
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

{de acodn com o Regulamento (LE) 2015/B30)

2924-CREME BASE O/W GUINAMA

Versio: 3

Dala de revisio: 03/10/2018

@

GUINAMA

ABRSOLL

TACALIDWD

Phgina 2 de 11
Data de impressdo: 03-10-2018

Uimites de
mpecifics |
N. CAS: 56-815
N. CE: 200-289-5
M. registo: D1- [1] giyceral 5-10% -
211047 1987- 18-Y000¢
: RoutE Tox, &,
:' Efﬁig;: & | dacoots, C16-18, etowdiados 3-10% H30Z - Bye .
I Dam. 1, H318

N. CAS: 102716
n gﬁﬂ}““ 09E 112,272 nitolrietanol 2-10% Eye It 2, i
2110486482-31-3000¢
N. CAS: 128-37-0
N ot (1] 26-aitese-butih-p-crescd 0.1-035% l:.qu';q-t:':ﬂl:[ﬁl _':":]"' -
21185651 13-46-Y000¢

Skin Corr. 1A,
M. Indice: Q16-020- H3l4:C =z IS5

%

NG Skin Trrit. 2
N. CAS: 7664-93-9 Skin Corr. 14, ' It 2,
N CE 7irpins | (1] 8000 sulfiico em solugio 1-5% ot H315: 5% < C
N. registo: 01- < 15 %
2115458838~ 20-)000K Eye Irrit. 2,

H319: 5% < C

< 15 %

[*]07 fexin compiein fas fasss H & pormenoriz 10 Aneean 15 dosla Fiha 02 Soqivans.
[1] Substingia 4 qual se apiica imile de axposicio comunitato no beal de rabalio [ver seepdo 8 1),

S‘-ECI;.ED 4: MEDIDAS DE PRIMEIRDS SDOORROS.

4.1 Descrigho das medidas de SOCOITOS.
Nis cases de divida, ou quando pessistirem o sintomas de mal-estar, solidiar atencio médica. NSO adminstrar Nunca nada por
via oral a pessoas que se enconlrem inconscientes,

Inalacio.
Situar 0 acdentado &0 ar livre, manté-lo quente & em repouso, s & respiragso Ior imegulas ou se detiver, praticer respiragin
artificial.

LContscto obim of slhas,
Lavar abundantemente o5 olhos com Agua impa e fresca durante, pao menos, 10 mintos, puxando para dma das pdipebes e
procurar assbénea médica. Nao permita que a pessoa se esfregue o olho aletado.

Contacto com a pele.
Tiear & Moupa CoNtaminasa. Lavar a pals vigorosamente oom Sgua & sabSo ou um impador de el adequada. NUNCA wtilizar
dissolventss ou diluentes.

Ingestio,
Se addentzimente fol ingesido, procurar mediatamente atencio médica, Manté-kn em repouss, NUNCA prowocar o womito,

4.2 Sintomas e efeitns mais importantes, tanto agudos como retardades.
Producto Coerasivo: o contacho com o olios oU COM & pele pode provocss quesmaduras, a ngestao ou inalaglo podem provocar
dancs intermos; @so @l aconteca, serm necessdnia assisténeia médica imediata.

0 contato oo o8 ohos pode produzi danas imeyansies.

4.3 Indicacibes sobre cuidados miédicos urgentes e ratamenlos especiais necesshrios.

Solicite ajuda médica de imediato. N30 administrar nunc nada por via ofal & pessoas que S& encontrem inconsdentes. Nao
induzir o wiimito. 52 & pessca vomitar, isole as vias respiraldeias. Cubm@ & Zona aletada com W compresss estéril seca, Prodeja a
rona afetsda de prescio ou oo,

SECCAD 5: MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS.

-Continua ne pdging seguinte.-
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

{de acordo com o Regulamento (UE) 201576307 (_; @GUIHAHA
2924-CREME BASE O/W GUINAMA AERLLITR AR
Versio: 3 P&ghﬂ Jde 11
Dala de revisdo: 0371072018 Dala de iﬂnﬂﬁm 03-10-2018

0 produtn ndo apressnta qualquer risoo especiion em caso de incindio.
5.1 Meios de extincio.

Heios de extingio adequados:
P etimbor ow CO02. Em @50 de incéndios mais graves ambdm espuma resstente @0 Aloool & dgua pulverizada.

Meips de extinCdo inadequados:
Mo 1sar para a extingio jato direto de dgua. Em presenca de tensio elétrica ndo & aceitbved utilizar Agua ou ESPUME COMO MEeD
e extingio.

5.2 Perigos especiais decorrenbes da misbura.

Riscos especiais.

0 fogo pode produzir um espesso fumo negro. Como corsequénda da decomposico témmeca, podem formar-se produbos
perigoscs: mondxido de carbono, dideido de carbono. A esposicdo a0s produbes de combustio ou decomposicdo pode ser
prejudidal par a saide.

5.3 Recomendagbes para o pessoal de combate a incéndios.
Refrigerar com Agua o5 tangues, cistemas ou recipientes priximos & fonte de calor ou Togo. Ter em conta a diregio do wenbo.

Ewitar que 0 produtos wtilizados na lita contra incndio passem & esgobos, SUMidounss ou Cursos de Sgua.

Equipamento de protecho contra incdndios,
Sequndo 8 magnitude do incdndio, pode ser necessdno O ust de roupas de profecin CORtME O GAlF, equEpaments respirmbdan
autdnoma, luvas, doslos probetores ou méscaras fadais e botas.

SECCAD 6: MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS.

6.1 Precauctes individuais, equipaments de protecio e procedimentos de emergéncia.
Para controlo de exposicBo & medidas de protecio individual, ver seqio 8.

6.2 Precauches a nivel ambiental.
Produto ndo classificedo como pergoso para o meo ambiente; na medida do possival, evite qualguer desrams.

6.3 Métodos & maleriais de confinaments & limpeza.
A rona contaminada deve ser Bmga imediatamente com um descontaminante adeguado. Deitar o descontaminants 208 resios &
dei-lo durante viros dias abé gue ndo se produrs resccin, num redpiente sem fechar.

6.4 Remissao para oulras X
Fara controlo de exposicdo & medidas de protecdo indiidual, ver secio B
Fara a posterion sliminacs dos maiduos, seguir &8 recomendagies da seclo 13,

SECI;-ED 7 MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM.

7.1 Precauciies para um manuseamento seguro.
0 produto n&o sdige medidas 08 Manuseamento sspeciais; recomendam-se as sequintes medidas gerais:

Fara & prolecio pessoal, ver seclo B. N30 ublizar nunca pressio para esvaziar o redpientas, ndo =30 recipentes resistentes 3

hm.tmtaénmgmmr,mebm.
Cumpris com a kegislago sobre sequranca e higiense no trabalha.
Corservar o produlo em recipentes de am material iddnbioo ao onginal,

7.2 Condighes de armarenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades.

0 produbo ndo exige medidas especiais de amarenamento.

Como condigies gerais de armazenamento, deven-se evitar fonbes de calor, rmdiaghes, elebricidade & o contacho com almentos.
Manber konge de ajentss aridantas & de materiais fomemente Addos ou AkEEN0S.

Aemnarenad 0 recipientes entre 5 & 357 C, num local s200 & bem ventiado,

Armarenar sequndd a legislsrin local. Observar 2 indicagies da etiqueta.

0 produte ndo estd aletado pela Directiva 2012/ 18/UE (SEVESD TIT).

-Continua ne pasing seguinte. -
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
{de acondo com o Regulaments (UE) 2015/E30) g @ G U | HAH,&
2024-CREME BASE O/W GUINAMA pEELLR Al

Versio: 3 PhAgina 4 de 11
Data de revisSo: 03/10/2018 Dats de impressio: 03-10-2018

SECCAD 8: CONTROLD DA EXPOSICAD/PROTECAD INDIVIDUAL.

B.1 Pardmetros de controlo.

Limite d axposicio dusante o trabalho para:

M e M. CAS Pais Vabor-limile ppm mg)m*
SediE y Oito horas 2.7 m
* gl [1] Curta duracio
22", T - nilrilolrietanacl 102-71-6 1 Qe heeae i >
2% Portugal [1] Corts & 5
2 5-gi-herc- butil-p-cresol 138-37-0 Portugal [1] e e 0% =
' Curts duracio
Eum":ﬂan DOito horas 0,05
Unon [2] | curta duracio
Ao sullirion SOUCA0 TBE4-93-9
sl =m Oito horas 0,050 ':"”Fé'gf':'
Portugal [1]
Curta duracio

1] De acondo com Fortuguds Fadrdo 1796 adoioy palo Instifuo porfuguds ae Jualitade.
2] Accowgiing both Biding Oreupational Esposune Limits {BOELYS) and Indicative Ooruypabionsd Exposune Linits (TOELYS) adooted
by Sclentifl Commmites M Gorupabions! Exposuns Lins fo Chemical Agents (SCOEL).

O produto NAD conbém substindas com Valores Eokdgicos Limite.

Mivess de conceniragis DNEL/DMEL:

Nome DNEL/DMEL Tipos Valor

olycerd DMEL Inhaiation, Long-term, Lol effedts 56

M. CAS: 56-81-5 [Workers) {mg/m®)

N. CE: 200-269-5
DMEL Inhaation, Long-l2m, Lo effedts 5 (mgyma}
[Workers)
DHEL (General | Inhaiation, Long-t=m, Local effedts 1.5
pOpLUlaToN] [y
DMEL Tnhaation, Long-1=mm, Systemic effects | 5 (mg/m?)

L orlers)

f‘zcé ID"';[’;T_"EH“"“ _%EL TGeneral | Inhastion, Long-t=nm, Systemic eifets L5

N. CE: 203-049-B popuation) {mg/m)
DMEL Dermal, Long-temm, Systemic effedts | 6,3 (ma/kg
[WokiErs) ey |
DMEL (General | Dermal, Long-lesm, Systemic effects | 3,1 (mig/kg
pOpLUlaToN] bowictay) |
DMEL (General | Oral, Long-lenm, Systemic effects 13 (mag/kg
populEton Lrtfciy' )

2, 6-di-terc-butd-poresal DMEL Inhaation, Long-term, Systemic effects 1,5

M. CAS: 128-37-0 [Workers) {mg/m®)

N. CE: 204-BE1-4

&0 Sullirico &m Sougan DMEL Inhaiation, Long-t2rm, Lol effedts 0,05

N. CAS: 7564-93-9 [Workers) (/M)

N. CE: Z31-639-5

DHEL: Derived Mo Effact Level, (nivel sem afieito obtide) nivel de exposicio & substinca por baixo do gual ndo S50 previstos
efiilos adversos.
DMEL: Derived Minimal Effect Level, nivel de exposiclo que comesponde 3 um Fsco Baiko, que deve ser consideradd um s
mEnimo tolerdwal,

HNives de concentracho PHEC:
N e Detalles Valor
2,2 T - nitrilotrietanol a]ua (freshwaber) 032 (mg'L

-Continua ne pdging segeuinte.-
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AS0LUTA CALIDAD

Versio: 3 Phgina 5 de 11
Data de revisdo: 03102018 Data de impressia: 03-10-2018
M. CAG: 102716 BUA [ marine wales) 0,032 (ma/L}
M. CE: 203-040-B aqua (intermittent rekases) 5,13 (m'L)
PNEC STP 10 [mayl )
sediment {freshwates) L7 (malkgy
sediment dw)
sediment | Manne water] 0,17 (mg/kg
sediment dw)
sail 0,151 {mag/kn
soil dw)

PHMEC: Predicted Mo Effect Concenbration, [concentracio prevista sem eleiles) concentracio da substinda por baixo da qual ndo
<40 esperados efeilos negativos no comportaments ambisntal.

8.2 Controlo da exposicio.
Medidas de ordem bhcnica:
Prower umna ventilacs adequada, o qual pode ser consaguido mediants uma boa exiracio -venliacio local & um bom sistema
geral de extracio,
Concentracio: | 100 %
Cosméticn
Usis: Matérias-primas pars cosmetoos
Protecho respirabbria:
S a5 medidas termnacas recomendadas forem cumpridas, nao & netessano gualquer equipaments de probecao individuall
Protecho das mbos:
EFL: Livas de trabalho
Caractentsticas: Marcagio «LE» Categoria L.
Mormas CEM: EM 374-1, En 374-2, EN 374-3, EN 420
Dievemn ser quandadas em lugar sern, alastadas de eventuais fontes de calr, & deve-ge edlar &
ManutencSo: enpesicin 08 rans solares na medida do possivel. M3o devem ser electuadas nas luvas quaisquer
) miodificagihes quee possam alterar a sua resisténoa e ambdm ndo se devem aplicar nas mesmas tintas,
solvenies oo adesheos.
Dbservagies: As luvas devem ser do tamanho comecto, e ser ajustadas 3 mao sem ficanem demasiado folgadas nem
demasiado apertadas. Deverdo ser sempre utiizadas com & mdos impas e secas.
L PVC [doreto Tempo de penetracio Espessuna 0o
Wotertok polivinilico) {man. }: > 400 material (mm): O
Protecho dos olhos:
EFT: Dcuics de profeccio confra impachos de particulas
Caractestshicas: Mancagdo «CE= Categoria I1. Protector dos olhos contra pd & fumas.
Mormas CEM: EN 165, EN 166, EN 167, EN 168
A visibiidade abravés dos doulos deve ser dptima, raedo pela gual se devemn limpar diaramente estes
Manutencio: slementos, devendo os profediores ser desinfertados perindicaments, seguindo as instrugdes do
fabricanke.
P — Exemples de indicadores de delerioracio: coloracdo amarela das kentes, arranhdes superficiais das lentes,
i rasgies, el
| Protecho da pele:
EFL: ROUpa 08 PrOteccao
Can — Mancagio «CE» Categoria IL A roupa de proteccio ndo deve ser estreita nem o
’ solta para que nio interfira nos movimentos 6o utilizador.
Mormas CEM: EN 340
ManutencSo: Dieven-5e seguir &5 instrugfes de Bvagem e conservacso proporcionadas pelo fabricante para e garantir
) uma protec: S0 mvaridve.
A roupa de protecc o deve propordonar um nivel de conforto em consondncia com o nivel de proteccio
Observagies: que deve proporcionar face a0 fiscd conira o qual protege, com &5 condigies ambeentais, o nivel de
actividade da utiizader e o tempo de wso previsio,
EFL: Caicado de trabalhg
Caractentsticas: Marcagio «LE» Categoria II.
Mormas CEM: EN IS0 13287, EN 20347
) Estes artigos adapiam-se & forma do pé do primesng ubiizador. Por esbe motiva, & igualments por
Manutenao: questies de higiene, deve-se evilar @ Sua reutiizaco por qualquer oulra Pessoa,
Observaghes: 0 calado de trabalho parm uso profissonal & o que inoorpora elementos de proteccio destinados 3
: proteccao do utiizador oonira &5 leshes que poSSam provicsd acidentes

-Continua A8 paging seguinte. -

42



FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
(de acordo com o Regulaments (UE) 2015/B30) ¢ @GUIHA“A
2024-CREME BASE O/W GUINAMA AEEDLITREALEAD

Versio: 3 Pagina & de 11
Data de revisSo: 03710/ 2018 Data de impressio: 03-10-2018

SECCAD 9: PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS.

9.1 Informacies sobre propriedades fisicas e guimicas de base,
Asperto:Emulsion
Cor: Branos
Odor: Caractentstica
Liméar cifactivocM.DNAL
: 5,5 A 20%C
mmmﬂmu.nm.a
Ponko de Ebulico: H.OJNA.
Ponko de inflamacio: = 60 90
Taxa de evaporacio: M.OJMA
Inflamabilidade (sdlido, gés): N.OJNA
Limite inferior explosdo: M.OJHN.A.
Liméte superior explosio: N.OJN.A
Pressdo de vapor: N.OHUA.
Densidade do vapor:N.D./NA.
Densidade relativa:N.D./NA
Solubilidade:N.DMLA
Liposolubilidade: M.DJ/MA-
Hidrosolubilidade: N.D.JNA.
Coeficants de repano (n-ocanol/sgual: N.DJN A
Temperabura de aubt-ignicao: N.DULNA.
Temperabura de decomposico: WO NUA.
Viscosidade: N.DJNA.
Propriedades explosivas: N.DJ/MAL
Propriedades comburentes: N.DJNA.
H.DU/HA.= Nio DisponivelNio Apbcivel devide A naturera do produts.
Propriedades microbiolégicas:
AEROBIC total, induindo leveduras & boiores CORRETD
Masima contagem em placas de 100 UFC [ g de produbo
Musinga de Staphyiooooous aurelss, Pseudomonas serugingsa, Escherichia oo e Candida albicans por grama de produto
CORRETO

9.2 Dutras i
Ponto de Fluidaz: N.D/NA,

Cintilagie: ND.JMA.

Viscpsidade cinemdtica: N_D_/MA.

N.DL/NA= N3o Disponivel/No Aphcivel devide 3 natureza do produts.

SECI;ED 10: ESTABILIDADE E REATIVIDADE.

10.1 Reatividade.
0 produts &0 apresentar risons devido & Sua readtividade.

10.2 Estabilidade guimica.
Instzived em contato com:
- Basas,

10.3 Possibilidade de reacoies perigosas.
Pode produzir-se uma neutralizacso em contakn con bases.

10.4 Condiclies a evitar.

- Eviitar o contato com hases,
10.5 Materiais incompativeis.

Evilar 06 sequintes malerizis:
- Bases,

-Continua ne paping seguinte. -
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10.6 Produlos de decomposicho perigosss,

Dependendo das condigies de uso, podem ser gerados os seguintes produlos:
- VBPOPES Ol Q3588 CONMOSIvGS,

SECCAD 11: INFORMACAD TOXICOLOGICA.

11.1 Informagies sobre os efeitos toxicoldgicos.
0 contacts repetido ou prolongads com o produto, pode caisar 8 diminagdo da gordura da pels, dando gar 3 uma demalite de
contato ndo alénica e a que o produln seja absorvido atravds da pele.

Informacho Taxicokgica sobre as substSncias presentes na composicio.

Texicidade aguda
Mome Tipo Ensai | Especie | Valor
LSO Rat 5530 mg/kg bw [1]
LOs0 Rat 400 mgfkg bw 2]
oral
[1] National Techrical Information Sarvice. Vol OTSD516797
2,2 ", T * nifriloirietan [2] Studdy report, 1956,
LOS0 Rabiit = 22500 mo/kg bw [1]
Cutinea
[1] Unaon Carbide Data Sheet. Vol. 3/18/1965
M. CAS: 102-71-6 M. CE: 203-049-8 Implectio

a) Toxicdade aguda;
Desds nédo indusivos para a dassificagio.

Estimativa de ioxicdade aguda (ATE):
Misturas:
ATE (Oval) = 16567 mg/kg

b} Ceerosdoyirritacio cutines;
Com base nos dados disponivess, o criténios de classificagio ndo s30 preenchidos.

) Lesfes ooulares greves/imiacho ocular;
Produtd dassificado:
Lesfes orulanes graves, Categona 1: Provoca keshes ooulares graves,

)y Sensibdizacio respiratdnia ou cutinea;
Dadis n& nclusives para & dassinicagsn,

&) Mutagenicidade em c&lulas germinativas;
Desds nédo indusivos para a dassificagio.

f} Carcinogenicidade:;
Desds nédo indusivos para a dassificagio.

g} Towicidace reprodutiva;
Dados nds incusivos para a dassificacio.

h}) Towicidade para drgdos-ako especifices (STOT) - exposicio Gnica;
Dedos néo inclusivos para & dassificacio.

i) Toodcidade para drgdos-ab especificos (STOT) - exposicia repetida;
Dados néo indusives para a dassficacio,

Ji Pefigo de aspiracan.
Desds nédo indusivos para a dassificagio.

SECCAD 12: INFORMACAD ECOLOGICA.

12.1 Toxicidade,

-Continua ne pdging sequinte. -
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Ecotoxicidade
Ensaio | Espécie | Valor

2,2°, 2 - nitrilotrietancl

>5000 mg/L (24 h) (1)
>10000 mg/1 (48 h) [2]

LGS0
LGS0

Carassius auratus
Leucisous idus

{1] Experimental result, Study meets ganerally accepted

scientific principles. however, exposure period only 24 h

‘;t.geadd%hamdng to recent guidedines (e.q. OECD
).

(2] Study meets generally accepted scientific principles.

however, exposure period only 48 h instead of 96 h

according to recent guidelines (e.q. OECD 203)

Inventeyados

TC50 Artemia salina S600 ma/L (24 0) (1]
ECS0 Daphnia magna 2038 mg/l (24 h) [2)

[1] Brine shrimp bioassay and seawater BOD of
petrochemicals. Price KS, Waggy GT and Conway RA, 1974,
{2] Resuits of the harmiul effects of water poliutants to

Daphnia magna in the 21 day reproduction test. Kuehn R,
Pattard M, Pemak KD and Winter A. 1989.

N. CAS: 102-71-6 N. CE: 203-049-8

Colpoda

ECD
TC
ECS0

Scenedesmus
quadricauda
Scenedesmus

160 maA (1]
715 mg/l (B d) [2]
750 ma/l (48 h) (3]

subspicatus

{1] Handbook of Environmental Data on Organic Chemicals,

gngea.v.muosvanaw Co., New York, USA: 518-
19.

(2] Testing of substances for their toudcity threshold: Model

organisms Microcystis|( Diplocystis) aeruginosa and

Scenadesmus quadricauda.

(3] Results of the harmful effects of water polutants to

green algae (Scenadesmus subspicatis) in the celdl

multipbcation inhibition test.

12.2 Persisténcia e degradabilidade.

N&o se dispbe de informacio relativa a biodegradabildade das substindas presantes.
N0 se dispde de informacdo relativa 3 degradabiidade das substdncias presentes N3o hd informagio disponivel sobre a

persisténeia e degradabiidade do produto.
12.3 Potencial de bioacumu

Informacies relativas & Biocacumulacio das substincias presentes.

Bicacumulacdo
Nome
Log Pow BCF NOECs Nivel

glycercl

-1,76 - - Muito baixo
N. CAS: 56-81-5 N. CE: 200-289-5
2,2°, 7 - nitrilotrietanol

-1 - - Muito baixo
N. CAS: 102-71-6 N. CE: 203-049-8
12.4 Mobilidade no solo.
N&o ha informagao disponive! sobre a mobilidade no soko.
N&0 & permitido 0 vertido em Sumidourcs ou Cursos de agua.
Evitar a penetracio no solo.
-Continua n3 pdging seguinte.-
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12.5 Resultados da avaliacho PET e mPmB.
N&o hd informagies disponivels sobre 3 avaliagso PET & mPmE do produbo.

12.6 Dutros efeitos adversos.
N&o hd informacio sobee oulnos aleitos adverses para o meso amibiente.

SECCAD 13: CONSIDERACOES RELATIVAS A ELIMINACAD.

13.1 Métados de tratamento de residuos,

N&o & permitido o vestido em semadouros ou curses de dgua. 05 residucs e recipientes vazios devemn ser manipulados e
eliminades de acordo com as legiskapies locais/nacionas vigentss,

Siga as disposigies da Deectiva 200858/ CE relativas 4 gestio de residuns.

SECI;ED 14: IHFDIIHAQEIES RELATIVAS AD TRANSPORTE.

Mo & perigass no tFEnsporte. Em case de acidents & desrame do produtn, actuar de acordo 0om o ponts 6.
14.1 Nimers ONU.

Mao & perigoso no ransporte.

14.2 Designacio oficial de transporte da ONU.
Deesscrigio:

ADR: Nao & perigoso no transporte.

IMD{E:  N3o & perigoso no transporte.

T TAT A Nao & perigosn no ranspore.

14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte,
N&o & perigoss nd tRnspone,

14.4 Grupo de embalagem.
N&o & perigoss no tRnspone,

14.5 Perigns para o ambiente.
N & perigoso no transporte.

14.6 Precaucies especiais para o utilizador.
N&o & perigoss no FENSporte.

14.7 Transporte a granel em conformidade com o anexo IT da Convencio MARPOL e o Cidigo IBC.
N&0 & perigoso no trRnspone,

SECCAD 15: INFORMACAD SOBRE REGULAMENTACAD.

15.1 Regulamentacho/legislacio especifica para a mistura em mabéria de sadde, seguranca e ambiente
O produto nde & afetado pelo Regulaments (CF) n® 100572009 do Parlamento Europeu e do Conselha, de 16 de Setembro de

2009, relativo 35 substindas gue empobrecem & camada de ceono.

O produto ndo estd afetado pela Directiva 2012/ 18/UE {SEVESD III).
O produbs ndo estd afetado pelo Reglamernto (UE) Mo 528/2012 relativo & comercializacio e a0 uso dos biocidas.
O produto ndo estd aletado pelo procediments estabelecido no Regulamento (UE) No B49/2012, relativo & exportacdo e

impontacdo de produlos quiMicns Perigosos.

Restrigies a0 fabrico, colocagdo no mercado e utilizagio de cenas substindas, mishuras & anigos pengosos:
Denominacio da substincia, dos Condigies de restricho
grupos de substincias ou das misturas
70, Dctametilciclol et rassioeans [04) 1. N30 podem sef cobacadas N MErcada &M produtos cosmations emaguados
M.o CAS: 556-67-2 quando a concentracio for igual ou superior a 0,1 %, em peo, de quaiguer
M.o CE: 209-136-T das substincias, apds 31 de jansiro de 2020,
Decametilcclopentassioxans (DS 2. Para efeilos da presente entrada, enlende-se por =produls cosméticn

-Continua a8 paging seguinte. -
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N.o CAS: 541-02-5 enxaEquatos quakjuer produto cosmétics 1l como definids no artigo 2.0, no

M.o CE: 208-764-9 1, alin2a a), do Regulamento (CE) n.o 122372009 gue, e condicies nommais
de uki & enaguado oom sgus

15.2 Avaliacho da seguranca quimica.
Meso o realizado wma evaliacio da seguranca guimica do produbo.

SECCAD 16: DUTRAS INFORMACOES.

Texto completn das frases H que aparecem no epigrale 3:

H302 MoCive por ingestdo.

H314 Prowoca queimaduras na peke e eshes ooulares graves,

H318 Prowoca kesies ooulares graves.

H319 Prowoca irritacio ooular grave.

H10 Muito tlxioo para o8 onganismos aquaticcs com efieitcs duradouns.
Cddigos de classificacio:

Acute Tox. 4 : Toxicidade aguda (Via oral), Categoria 4
Aquatic Cheonic 1 : Efsitos crinicos para o ambesnte aquatico, Categornia 1
Eye Dam. 1 : Lesfes orilanes graves, Calegona 1

Eye Imit. 2 « Tevitecio ocular, Categoka 2
Skin Cioer. LA @ Corrosivg cutdnen, Categora 1A

Sephes modificado em COMPAraGan Com & versdo anberion:
1.23456,789,11,12,14,15,16

Recomenda-se que sd ulilize o produlo Para 05 LSO Previstos.

Informagies sobie 0 Inventénio TSOA (Toss Substances Control Ad) LSA:

N. CAS Mg Estado
I56-81-5 ghycenl Registrado
[aE439-49-6 Alcodis, C16-18, etaiados Registrado
102-71-6 2,2', T - nitrilotrietancl Registrado
128-37-0 2, B-dli-tesre-butil-p-cresl Registrado
PES4-93-0 dcida sulliirics em solugio Registrado

Dassilcacsn de risco do sistema NFPA 704

0

Health hazard: O [Normal Makerial )

Aamamaility: 0 (Wl not burn)

0

Reactivity: 0 {Rable)

Abrevialuras & Sighas utilizadas:

BCF: Factor de hicconcenbracio.

CEM: Comité Europeu de Nomma 3

DMEL:  Dertved Manimal EMect Leved, nivel de exposicBo que CoMmesponde 2 W rsco baixo, que deve ser

-Ciontinua ns paoing seguimte.-
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Consatersdo L HSon miremo ke dvel

DMEL:  Derived Mo Effect Leved, (nived sem eleito obtido) nived de exposiclo & substincia por baixo do
qual ndo 30 previsios efeitns adversos.

ECS0:  Concentracia média eficaz.

EFL: Equipamsnto de probecdo indbddual.

LC50: Concentracdo ketal, S0%.

LD&0: Dosa Letal, S0%.

Pow: L tmo do coslicients de ocla .

ﬁa: N nemsmaﬂta&mammpam nokagus

PHEC:  Predicted Mo Effect Concentration, (ooncentracdo prevista sam efeilns) concentragso da sulbstdncia
por babo da gual ndo 530 esperades aleibos negatives no comportaments ambiental,

Frincipais referdncias biblogrficas e fontes de dados:
it f feuar-lest europa ey homeapage. hitml

ity /fecha suropausiy’

Regulaments [LIE) 2015/B30.

Regulaments [CE) Mo 19072006,

Regulamento [LIE) Mo 137272008,

A informacio faclitata nesta ficha de Dades de Sequranca foi redigida de acondo com ¢ REGULAMENTO (UE) 2015/830 DA
COMISSAD de 2B de maio de 2015 que altera o Regulamentd {CE) n.o 190772006 do Parlamento Europew & do Conseho refativo
80 regisin, avalacio, aulorizacio e restrigdo dos produlcs quimicos (REACH), gue orfia 2 Agincia Europeia das Substincizs
{uimicas, que altera a Directiva 1999/45/CF & revoga o Regulamento (CEE) n® 793/53 do Conseino e o Reguiamento (CE) n?
146894 da Comissdo, bem como a8 Directiva 76/76%CEE do Conselho & a5 Directivas 917 155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE e
00 21/CE da Comissdo,

A informagio desta Ficha de Dados de Saguranca da mistura estd beseada nos conhedmentos achusis & nas leis vigentes da
CE e mmu“- mﬁ.ﬁuhnﬂ:ﬂnhmﬁh&:mhhm“emﬁﬁ
produtn utilizade distintos. especificados, sem ter primein uma instrugio
nnmfmm::ﬂm m_ummm-|w n-gm-u
m nas

-Fim ol ficha de dados de seguranga. -
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