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Resumo

A procura por cosméticos tem aumentado, nas ultimas décadas, assim como a exigéncia dos seus
utilizadores, o que torna necessario o desenvolvimento de novas formulagoes. As novas formulacoes
apresentam caracteristicas distintas, no sentido de tentar aliar a funcao cosmética a prevencao de
indmeras condicoes cutaneas. As plantas medicinais, apesar de usadas desde a antiguidade, continuam a
ter um papel fundamental na prevencao e tratamento de patologias cutaneas. Assim, tirando o proveito
das substancias ativas de extratos vegetais e combinando-as com as formulacoes cosméticas, torna-se
possivel produzir produtos que, para além das caracteristicas inerentes a uma formulacao cosmeética,
tenham a capacidade de prevenir danos como o caso do envelhecimento cutaneo e de reduzir ainflamacao
da pele. A Artemisia campestris L. é uma planta com aplicac6es para inimeras patologias, podendo
destacar-se a sua atividade antioxidante e anti-inflamatdria. O objetivo do presente trabalho é a producao
de um documento de apoio ao desenvolvimento galénico de uma emulsdao com extratos de Artemisia
campestris L. com propriedades de protecio e regeneracio cutanea. E explorada a formulacéo galénica
base e os parametros que contribuem para que uma emulsao seja eficaz, mas também estavel e segura.

Futuramente seria importante o complemento deste trabalho com os respetivos ensaios laboratoriais.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Artemisia campestris L., Atividade antioxidante, Emulsao, Produto

cosmético



Abstract

The demand for cosmetic products has beenincreasing in the last decades, making it necessary to develop
new cosmetic formulations. These new formulations present different characteristics trying to combine
the cosmetic function with the prevention of innumerable skin conditions. Despite being used since
ancient times, medicinal plants still play an important role nowadays, both in prevention and treatment of
pathologies. Therefore, when combining extracts from medicinal plants to cosmetics, it is possible to
produce products that, in addition to the inherent characteristics of cosmetic formulations, have the ability
to prevent damage such as skin aging and skin inflammation. Artemisia campestris L. is a medicinal plant
that has several applications for numerous pathologies due to its antioxidant and anti-inflammatory
activity. The purpose of this study is to produce a document that can support the galenic development of
an emulsion with extracts of Artemisia campestris L. with protective and regenerating properties. The
basic galenic formulation and the parameters that contribute for an emulsion to be effective are explored,
as well as stability and safety tests. In the future, it would be important to complement this work with the

respective laboratory tests.

Keywords: Medicinal plants, Artemisia campestris L., Antioxidant activity, Emulsion, Cosmetic product
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Introducao
1. Apele como drgao

A pele é conhecida como sendo o maior 6rgao do corpo humano (1,2), cobrindo toda a superficie
corporal (3). De entre as suas variadas funcdes, é a primeira barreira organica na defesa contra agentes
fisicos, quimicos e microrganismos patoldgicos (3,4). Atua ativamente na regulacao do equilibrio
hidroeletrolitico, prevenindo perdas excessivas de agua e eletrdlitos, auxiliando na regulacao da
temperatura corporal e desempenhando um papel excretor de variados metabolitos (2,4). E também um
6rgao sensorial major, contendo terminacoes nervosas sensoriais e autonémicas e recetores que detetam
estimulos de toque, vibracao, pressao, temperatura, e irritacdo quimica, traduzidos por dor e prurido (3). E
um dos grandes contribuintes para a vigilancia e resposta imunoldgica do organismo (3,4).

Trata-se de um érgao complexo do ponto de vista histoldgico, sendo constituida pela epiderme,
separada da derme por uma membrana basal, abaixo da qual se encontra a hipoderme, constituida

maioritariamente por tecido celular subcutaneo (3-5) (Figura 1).
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Figura 1 Anatomia da pele (epiderme, derme e tecido subcutaneo). Adaptado de PDQ Screening and Prevention Editorial Board.
National Cancer Institute (US) (6).

s

A epiderme é a camada mais superficial e biologicamente ativa, sendo histologicamente
caracterizada por um epitélio escamoso estratificado em constante renovacao (3,5). Cerca de 95% das
células da epiderme sao queratindcitos, existindo também melandcitos, células de Langerhans,

mediadoras de respostaimunoldgica (3) e células de Merkel, com atividade mecanoreceptora (3,4).
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A derme é constituida por fibras de colagénio e elastina, fibronectina, proteoglicanos e
glicoaminoglicanos, sendo o seu principal componente os fibroblastos, responsdveis pela producao de
colagénio (3,4). Divide-se em duas regides distintas: a derme papilar superior e a derme reticular inferior.
A derme papilar é composta por colagénio, fibras de elastina, fibroblastos, dendrdcitos, mastdcitos, vasos
sanguineos e terminagdes nervosas. A derme reticular contém fibras de colagénio compactadas, menor
numero de fibroblastos, fibras de elastina mais densas e redes vasculares e nervosas (3,5). Mais de 90%
das fibras dérmicas sao constituidas por colagénio intersticial, proporcionando resisténcia a pele. As fibras
de elastina sao responsdveis pela elasticidade do tecido cutaneo (3).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, encontrando-se abaixo da derme e acima do
musculo subjacente. E um agenteisolante, protege contra ferimentos mecanicos e é uma fonte de reserva
de energia (3). As principais células da hipoderme sao os adipdcitos, estando dispostos em Iébulos
separados por septos de tecido conjuntivo (3,5). Na hipoderme podem ainda encontrar-se fibroblastos e
macréfagos (5).

As estruturas epiteliais especializadas localizam-se maioritariamente na derme e hipoderme,
possuindo uma conexao com a epiderme e a superficie cutanea. Incluem os foliculos pilossebaceos, as
glandulas secretoras e as glandulas sudoriparas apdcrinas. Tém um importante papel na fase de
epitelizacao da cicatrizacao de feridas e na secrecao de metabolitos (3).

A area mais complexa e desafiante para os formuladores de produtos para aplicacao tdpica é o
rosto. A pele da face é, genericamente, a mais fina do corpo, com excecao da pele circundante do olho,
sendo assim fdcil de danificar, mas também rapidamente reparavel. No entanto, o facto de ser tao fina
facilita a penetracao de compostos irritantes e alergénios, requerendo mais cuidado na formulacao dos
produtos. Um cuidado de limpeza e hidratacao adequado permite manter a saide da pele e a integridade
da barreira cutanea. A aparéncia normal da pele, o equilibrio hidrico e a continua integridade da barreira
cutanea necessitam de uma barreira cutanea intacta mantendo o conteddo de dgua necessario para as
funcoes fisioldgicas e enzimdticas da pele. Como a epiderme é uma unidade viva dinamica, as funcoes
fisioldgicas ocorrem num processo continuo. Havendo uma perturbacao na integridade da barreira
cutanea sao necessdrios ajustes e reparos para que esta retorne ao seu estado fisioldgico de
funcionamento normal (7).

Tendo em conta as inimeras funcdes e a grande superficie corporal que protege, sao intimeras as
condicoes patoldgicas associadas a pele, tendo como exemplos alteracdes de pigmentacao, rugas,
fotoenvelhecimento, inflamacdo, acne e neoplasias. Nao obstante a existéncia de um grande investimento
a nivel de investigacao cientifica no sentido do tratamento das mais diversas condicdes cutaneas,
verifica-se a necessidade de uma maior exploracao de diferentes opcoes terapéuticas, dado o fendétipo

varidvel caracteristico das patologias cutaneas (1).



As doencas inflamatdrias da pele sao patologias dermatoldgicas extremamente comuns. A
inflamacao da pele é caracterizada por rubor, edema, calor, prurido e dor, podendo manifestar-se de forma
aguda ou crdnica, sendo que uma manifestacao aguda pode progredir para uma manifestacao crénica. A
inflamacao aguda pode resultar da exposicdo a radiacao ultravioleta (UV), radiacao ionizante, alergénios
ou contacto com quimicos irritantes. Assim que o estimulo desencadeador seja eliminado, as
manifestacoes inflamatdrias cessam em uma a duas semanas, com pouca destruicao tecidular. No caso

da inflamacao crdnica, esta pode causar danos consideraveis e irreversiveis na pele (7).

2. Importancia das plantas medicinais e dos compostos hioativos

Uma planta medicinal é qualquer planta que possua constituintes que possam ser utilizados para
fins terapéuticos e preventivos de diversas patologias (8). A procura de plantas medicinais é um
investimento crescente (9) devido a descoberta da existéncia de inimeros efeitos adversos inerentes aos
compostos ativos dos farmacos presentemente comercializados, efeitos estes que podem ser evitados
com a utilizacao de extratos vegetais (10-12). Os farmacos apresentam normalmente apenas um tnico
principio ativo responsavel pelo seu efeito terapéutico, enquanto que os extratos vegetais apresentam
misturas de substancias ativas que, muitas vezes, atuam em alvos farmacoldgicos diferentes (13). Assim,
as plantas medicinais sao frequentemente utilizadas na sociedade moderna como alternativas e/ou

adjuvantes dos compostos sintéticos (14).

Ao longo dos séculos, de modo a garantirem a sua sobrevivéncia e evolucao, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa, nomeadamente quimicos, tornando a sua constituicao complexa,
no que diz respeito aos compostos que as constituem (13). Apesar dos grandes avancos verificados nas
ultimas décadas com a medicina moderna, as plantas continuam a ter uma grande contribui¢ao nos
cuidados de satide (9,15). Nas culturas ancestrais procedia-se a recolha metddica e cientifica de
informacdes sobre as plantas medicinais e os seus extratos vegetais, dando depois origem as
farmacopeias (16). Estima-se que o conhecimento profundo acerca de remédios naturais fornecido pelas
culturas tradicionais se desenvolveu através de processos de tentativa-erro ao longo dos séculos, sendo
transmitido de geracao em geracao (14).

Os produtos naturais e os seus derivados representam mais de 50% dos farmacos utilizados em
todo o mundo (14). Durante séculos as pessoas procuraram os remédios naturais para tratar diversas
patologias, sendo que esta procura continua a aumentar (17). A Organizacao Mundial de Satide (OMS)
reportou que 80% da populacao mundial utiliza plantas medicinais nos cuidados de satide primdrios e
guotidianos (18). A medicina alopatica moderna tem por base a medicina ancia e muitos dos farmacos
mais recentemente descobertos e comercializados tém por base a experiéncia e conhecimento da

medicina tradicional (14).



Os metabolitos sao compostos organicos biologicamente ativos, sintetizados pelas plantas, com
a capacidade de fornecerem heneficios para a sadde (7,17). Podem ser classificados em primdrios e
secundarios (17). Os metabolitos primdrios sao produzidos por todas as espécies de plantas e sao
caracterizados por serem indispensdveis as suas funcdes vitais. Estes incluem hidratos de carbono,
proteinas, lipidos, entre outros (7,19). Os metabolitos secundarios, também conhecidos por fitoquimicos,
sao diferenciadores em cada espécie. Exemplos destes compostos sao os flavondides, terpendides,
alcaldides e saponinas (7,17,19). Existem mais de mil fitoquimicos conhecidos e estudados, estimando-se
aexisténciade inimeros outros por descobrir. As plantas produzem estes compostos para a sua protecao.
No entanto, sabe-se que tém também efeitos benéficos contra diversas patologias inerentes a espécie
humana. Os metabolitos secundarios tém intimeras propriedades bioldgicas, funcionando como agentes
antioxidantes, antimicrobianos, moduladores de enzimas de desintoxicacao, ativadores do sistema
imunitdrio, moduladores da agregacao plaquetdria, moduladores do metabolismo hormonal e
anticancerigenos (19).

Os compostos fendlicos sao a maior categoria de fitoquimicos e estao amplamente distribuidos
no reino vegetal. Os acidos fendlicos, os flavondides e os taninos sao importantes representantes deste
grupo (Figura 2). S3o genericamente constituidos por um grupo hidroxilo (-OH) ligado diretamente a um
grupo hidrocarboneto aromadtico. Possuem vdrias propriedades benéficas para a espécie humana e as
suas propriedades antioxidantes sao importantes na determinacao do seu papel como agentes protetores
contra doencas mediadas por radicais livres (19). Sabe-se que os compostos fendlicos existentes
naturalmente nas plantas apresentam um amplo espetro de propriedades promotoras de satide (4). As
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas dos compostos fendlicos indicam que
estes merecem reconhecimento na medicina tradicional e podem ser uma arma na area da terapéutica

dermatoldgica (4).
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Figura 2. Grupos de compostos fendlicos derivados de plantas e alguns compostos representativos dos grupos. Adaptado de
Zambrano, 2020 (20).



Os flavondides sao o maior e mais estudado grupo de compostos fendlicos (19), variando de
acordo com a espécie e o ambiente em que a planta da qual sao extraidos cresce (21). A sua mais
importante propriedade é o poder antioxidante, dependente da sua estrutura molecular. Flavondides
como a luteolina e a catequina sao melhores antioxidantes do que os nutrientes antioxidantes como a
vitamina C, vitamina E e betacarotenos (19). A quercetina, apigenina, hesperidina e luteolina sao
flavondides que contém potencial anti-inflamatdrio (21).

Os acidos fendlicos que ocorrem naturalmente tém duas estruturas distintas: estrutura
hidroxicinamica e hidroxibenzoica. Estes compostos tém sido estudados maioritariamente pelas suas
propriedades antioxidantes, prevenindo varias doencas degenerativas como doencas cardiovasculares,
inflamatdrias e neopldsicas. Apresentam outros efeitos bioldgicos como o aumento da secrecao biliar,
reducao do colesterol, atividade antimicrobiana, atividade anti ulcerosa, anti-inflamatdria, citostatica,
antiespasmddica e antidepressiva (19).

Os taninos, sao compostos de alto peso molecular com a capacidade de formar complexos com
proteinas, polissacarideos, alcaldides, dcidos nucleicos e minerais. Sao encontrados habitualmente em
frutas como uvas e mirtilos, cha, chocolate e leqgumes. Os extratos vegetais que contém taninos sao
usados como adstringentes, anti tumorais, nomeadamente na prevencdo de neoplasias duodenais e

gastricas, como anti-inflamatdrios, antissépticos, antioxidantes e hemostaticos (19).

2.1. Producao de extratos vegetais

Os metabolitos secundarios tém vindo a ser estudados em patologias dermatoldgicas,
concluindo-se o seu papel benéfico como principios ativos no seu tratamento. A composicao das plantas
difere de acordo com a drea de crescimento, o solo, as condicdes climatéricas, o tempo de colheita, o
processo de extracao escolhido e a porcao da planta que é extraida. As condicdes de armazenamento e 0S
solventes utilizados na sua extracao tém também uma implicagao significativa nos composto quimicos
finais. O processo extrativo (Figura 3) é o primeiro passo para a obtencao de compostos bioativos, sendo
crucial o seu estudo. Sao inimeros os fatores que influenciam a eficiéncia da extracao dos compostos,
como o tipo e a concentracao do solvente utilizado, a temperatura, o tempo da extracao e o pH. A escolha
dos solventes baseia-se na natureza quimica e na polaridade dos compostos antioxidantes que se
pretendem extrair. Diversos solventes como a agua, o etanol, o metanol, o propanol, a acetona e misturas
aquosas sao muito usados no processo extrativo. 0s métodos de extragcao mais utilizados sao métodos

que implicam aguecimento como a digestao e a infusao, a maceracao e a extracao por Soxhlet (22).
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Processo de Extragao
Andlise Andlise

isico-guirmi Fitoquimica
Fisico-quimica Extrato q
Processode
Fracionamento
Ensaio - Toxicologia
. Fracao
Biolégico
Purtfic agao
Compostos Puros
Madificacao Caracterizacan Sintese Total
Estrutural Quimica

Figura 3. Método de obtencdo de compostos ativos através das plantas (17).

Os extratos sao, assim, misturas dos compostos quimicos liquidos, em pd ou viscosos extraidos
do material da planta usando dgua ou solventes organicos como o dlcool. Como resultado final do extrato
obtém-se apenas a fracao soltivel do material da planta e os residuos nao soltveis sao descartados (14).

A eficdcia do extrato da planta a ser adicionado a uma formulacao tépica depende da sua concentracao

(1).

3. Stressoxidativo e compostos antioxidantes

0 oxigénio é um elemento indispensdvel a vida. Quando as células o utilizam para gerar energia,
criam-se radicais livres como uma consequéncia da producao de adenosina trifosfato (ATP) pelas
mitocondrias. Estes radicais livres sao normalmente espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) que resultam do processo de reducao/oxidacao celular. Estas espécies em
niveis baixos e moderados sao benéficas na resposta celular e na fungao imunitdria. Contudo, em altas
concentracoes, geram stress oxidativo que pode danificar as estruturas celulares e contribuir para o
desenvolvimento de doencas crénicas e degenerativas como neoplasias, artrite, doencas autoimunes,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (23,24).

0 corpo humano tem mecanismos para combater o stress oxidativo através da producao de
antioxidantes que eliminam ROS/RNS e previnem e reparam os danos causados por eles. Uma molécula
com um ou mais eletrées desemparelhados denomina-se por radical livre. A formacao dos radicais livres
pode ocorrer nas células através de reacdes enzimaticas e nao enzimaticas. As primeiras originam

radicais que se encontram envolvidos na cadeia respiratdria, na fagocitose, na sintese de prostaglandinas



e no funcionamento do citocromo P450. As nao enzimaticas sao originadas pela reacao do oxigénio com
compostos organicos, podendo também ocorrer durante o processo de fosforilacao oxidativa (23).

ROS e RNS sao geradas através de fontes enddgenas e exdgenas. Os radicais livres enddgenos
sao gerados através da ativacao das células do sistema imunitario, inflamacao, exercicio excessivo,
isquemia, infecao, cancro e envelhecimento. Os exdgenos resultam da exposicao a poluicao do ar e da
agua, do fumo do tabaco, alcool, metais pesados, alguns farmacos, solventes industriais e radiacao,
compostos metabolizados em radicais livres apds a sua absorcao pelo organismo (22,23).

Os compostos antioxidantes existentes nas células classificam-se como enddgenos ou
exdgenos, enzimdticos e nao enzimdticos. As enzimas antioxidantes envolvidas diretamente na
neutralizacao das espécies reativas sao a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase. Os antioxidantes nao enzimaticos dividem-se em antioxidantes metabdlicos e
nutrientes. Como exemplos de antioxidantes enddgenos, produzidos pelo metabolismo corporal, temos o
acido lipdico, a glutationa, a L-arginina, a coenzima Q10, a melatonina, o dcido urico, a bilirrubina e a
tranferrina. Os antioxidantes nutrientes enquadram-se nos antioxidantes exdgenos, que nao podem ser
produzidos pelo organismo, tendo de ser adquiridos através da alimentacao ou suplementacao (ex.

vitamina C, vitamina E, carotenos, selénio, zinco, flavondides e dmega 3) (23).

4. Produtos cosméticos

De acordo com a definicdo legal do Regulamento N2 1223/2009 do Parlamento Europeu,
entende-se por produto cosmético qualquer substancia ou mistura destinada a ser posta em contacto
com as partes externas do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, ldbios e drgaos
genitais externos) ou com os dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente,
limpd-los, perfumd-los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir 0s
odores corporais (25).

Os produtos cosméticos abrangem um espetro muito amplo de produtos em vdrias categorias,
englobando os produtos de higiene corporal, como sabonetes, geles de banho, champ6s, desodorizantes,
pastas dentifricas, e os produtos de beleza, como tintas capilares, vernizes e maquilhagem (25). De acordo
com a sua funcao e aplicacao é possivel dividir os cosméticos em quatro grupos (26):

a) Produtos de higiene e protecdo - constituem as preparacdes essenciais a

limpeza da pele, cabelo, dente e mucosas. Deste grupo fazem parte os sabonetes, champos,
dentifricos, depilatdrios, produtos de higiene feminina, antitranspirantes e desodorizantes;

b) Produtos de tratamento cosmético - permitem manter a integridade da

epiderme, contrariando a acao agressiva do meio ambiente, atrasam a senescéncia cutanea,

fornecem protecao em relacao a exposicao solar, aos atritos e outras agressoes.



c) Produtos de bem-estar da pele — incluem mdscaras de beleza, esfoliantes, sais

de banho, perfumes, entre outros;

d) Produtos decorativos - permitem mascarar imperfeicoes ou realcar a beleza

natural do rosto- batons, blushes, etc.

A utilizacao a longo prazo de cremes cosméticos permite conservar a pele, protegé-la contra
agressoes vdrias as quais estamos expostos no quotidiano, fornecer substancias gordas e dgua, retardar
a formacao de rugas e limpar em profundidade a epiderme. Os cremes, empregues como cosméticos,
podem ser classificados segundo a sua composicao e aplicagao em cremes de dia e cremes de noite (26).

Os cremes de dia protegem a epiderme das impurezas e alteracdes climadticas, facilitam a
aplicacao dos produtos subsequentes e normalmente deixam a pele com um acabamento opaco a
acetinado (26). Sao muiltiplas as propriedades inerentes ao creme de dia ideal, nomeadamente, garantir a
hidratacao; nao irritar a pele; ter um pH neutro ou ligeiramente dcido; ser de fdcil aplicacao, o que implica
ser espalhado com facilidade, bem distribuido pela epiderme, sem deixar marcas brancas; nao deixar a
pele com aspeto oleoso; deixar uma leve pelicula que permita a aderéncia da maquilhagem; nao ser
oclusivo, permitindo a passagem de suor e o contacto com gases e vapor de agua; ser apenas ligeiramente
perfumado; nao oxidar e manter boa conservacao na embalagem; ser passivel de ser removido com dagua
(26).

Historicamente, os cremes de dia eram obtidos a partir da formacao de sabées, resultando do
processo de sais de dcidos gordos com alcalis. Continham residuos da reacao, como glicerina, e 0s
perfumes aplicados eram de pouca qualidade. Dado o seu carater alcalino tornavam-se irritantes para os
individuos com pele seca e sensivel. Embora a sua producao se mantenha atualmente, a sua preparacao
sofreu modificac6es com a introducao de constituintes, como emulsionantes e adjuvantes, a maioria sao
emulsdes dleo em dgua (O/A) o que os torna mais agradaveis na pele e mais bem aceites e adaptados a
todos os tipos de pele. Entre os adjuvantes mais utilizados atualmente, encontram-se ésteres de alcoois
gordos, de glicerol e de glicéis (26).

Em relacao ao creme de noite ideal sao mdltiplas as propriedades inerentes, nomeadamente, ter
composicdao semelhante ao sebo cutaneo; deixar uma fina pelicula permedvel a agua na pele; ser de
aplicacao facil; nao deve conter substancias irritantes; ser bem absorvido pela pele; ser neutro ou
ligeiramente dcido; ser estavel e de longa conservacao. Os cremes de noite sao habitualmente cremes
gordos, tendo o objetivo a recuperacao do equilibrio bioldgico da pele. Estes cremes destinam-se
preferencialmente as peles secas, de forma a tornar o seu manto hidrolipidico mais estdvel e evitar a
descamacao exagerada (26).

Também nos cremes de noite houve uma evolugao tecnoldgica evidente com o aparecimento de
novas substancias cosmetologicamente ativas e introduzidas ou veiculadas por novas moléculas

transportadoras, como os lipossomas, microesponjas e ciclodextrinas. Outro aspeto a ter em conta no



desenvolvimento galénico de cremes de noite é a escolha dos corpos gordos emolientes, dado que no
passado estes eram pouco estéticos e de dificil aplicacao. Com a utilizacao de novos tensioativos e
polimeros é possivel a obtencao de cremes que, apesar de apresentarem uma certa consisténcia, nao sao
acompanhados da perspetiva gordurosa (26).

A maior parte dos cremes de noite baseia-se em emulsdes agua em dleo (A/0), com
emulsificantes como a lanolina e derivados, dlcoois gordos e ésteres de dlcoois polivalentes. Sao cremes
com pouco teor de dgua, com matérias gordas minerais na sua constituicao, como a parafina e a vaselina,
6leos vegetais e outras matérias gordas variadas de origem animal ou vegetal que constituem a fase
oleosa (26).

4.1. Composicao e propriedades de um produto cosmético

Toda a formulacao cosmética é basicamente constituida por um excipiente de natureza variavel,
no qual sdo introduzidos elementos especificos (os ditos ativos), conservantes, corantes e perfumes. De
acordo com os veiculos e a sua finalidade, os produtos podem apresentar-se nas formas liquida, sélida ou
semissdlida (26).

Os produtos cosméticos podem possuir propriedades antioxidantes, para reparar ou ocultar
imperfeicdes da pele (1), propriedades anti-inflamatdrias, entre outras (27). Nos Ultimos anos cada vez
mais produtos cosméticos foram formulados com antioxidantes, tendo como alegacdes a funcao de
hidratar, proteger e rejuvenescer a pele. Sao vdrios os antioxidantes que se demonstraram eficazes na
protecao contra os danos UV na pele, consequentemente diminuindo o envelhecimento por evitarem a
hiperpigmentacao solar (7).

Relativamente a atividade anti-inflamatdria, esta é de extrema importancia pois o organismo é
exposto diariamente a fatores externos que podem causar danos diversos, conduzindo, inevitavelmente,
a uma resposta inflamatdria. Durante o complexo processo de inflamacao sao produzidos ROS/RNS em
grande quantidade, que por sua vez provocam alteracoes na secrecao de moléculas sinalizadoras, como
citocinas pré-inflamatdrias e interleucinas, que conduzem a inflamacao cutanea (4).

De entre as inimeras funcdes que possuem, 0s compostos vegetais desempenham um
importante papel na manutencao da integridade cutanea (2). Vérios dos produtos derivados de plantas
sao distinguidos pelos seus beneficios dermatoldgicos (11). Existe uma grande procura por produtos com
ativos naturais e/ou organicos conduzindo a um aumento da utilizacao de extratos de plantas em
formulacdes cosméticas (27,28). Os constituintes botanicos usados nos produtos de cuidado pessoal
incluem extratos de plantas, tinturas, ceras e compostos purificados de plantas com atividade bioldgica

como os antioxidantes (28).



4.2. Abhordagem aos sistemas dispersos: Emulsdes

Os coloides consistem em misturas de dois meios, nas quais as particulas dispersas de um meio
no outro tém um diametro entre 1 nandmetro e 1 micrémetro. Neste sistema, as particulas dispersas sao
significativamente menores do que aquelas que podem ser percebidas a olho nu, sendo, contudo, muito
maiores do que as moléculas individuais. Estas particulas recebem o nome de particulas coloidais e
sofrem fenémenos elétricos de atracao e repulsao (movimentos brownianos e efeito de Tyndal). A
molécula hidréfila A/O apresenta as cabecas hidrdfilas viradas para o solvente hidréfilo e a molécula
lipdfilaouinversa O/A apresenta as porcoes lipdfilas viradas para o exterior. Podemos distinguir dois tipos
de coloides: lidfilos e liéfobos. Nos coloides lidfilos, as particulas tém pouca ou nenhuma afinidade com o
solvente no qual estao dispersas. A sua estabilidade depende essencialmente da carga elétrica associada
a essas particulas, e por consequéncia, esse equilibrio estd comprometido com a presenca de pequenas

quantidades de eletrdlitos no meio (26).

Os coloides apresentam uma grande afinidade com o solvente no qual estdo dispersos, sendo
hidrdfilos se o0 meio dispersante for aquoso e lipdfilos se for do tipo oleoso. Atendendo a essa afinidade, as
particulas coloidais fixam na sua superficie moléculas de solvente através de pontes de hidrogénio. Essas
moléculas de solvente darao origem a camada de solvatacao das particulas coloidais. A solvatacao é um
mecanismo de dissolucao em que ides negativos e positivos ficam envoltos por moléculas de solvente

(26).

Os diferentes sistemas coloidais sao classificados de acordo com a natureza das fases
dispersa/dispersante envolvidas. Um coloide sdlido/liquido é comummente denominado “sol”. Os
sistemas liquido/liquido sdo designados “emulsdes”. Os coloides do tipo liquido/sélido denominam-se
“geles” ou “emulsdes sdlidas”. Os sistemas liquido/gas sao conhecidos como aerossoles.

Uma emulsao corresponde, entao, a um caso particular de coloide. As duas substancias liquidas
presentes sao denominadas fases, em que uma é continua e a outra esta dispersa em pequenas goticulas
na anterior, constituindo a fase descontinua. As emulsdes sao compostas normalmente por uma fase
aquosa, com afinidade para a agua e uma fase oleosa, com afinidade para o 6leo. Existem, desta forma,
duas formas classicas de emulsao: Emulsdo O/A, na qual as gotas de dleo sao dispersas e encapsuladas
na agua e emulsdao A/0 na qual as goticulas de agua sao dispersas no 6leo. Existem ainda emulsdes
muiltiplas do tipo A/O/Ae0/A/0 (29).

As emulsdes para aplicacao tdpica podem ser O/A ou A/O dependendo da natureza dos
principios/ingredientes ativos, do efeito pretendido sobre a pele e da prépria condicao desta. Por exemplo,
agentes que possam irritar o tecido cutaneo sao geralmente menos irritantes na fase interna, pois, quando
comparados com a fase externa, os primeiros tém um menor contacto com a pele (30). Numa pele intacta,

uma emulsao O/A pode ser aplicada uniformemente, uma vez que existe uma fina camada de sebo na
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superficie da pele. Esta emulsao é mais suave porque resiste a remogao por contacto com dgua. Por outro
lado, uma emulsdo A/0 é mais facilmente removida por dgua e hd uma maior absor¢ao percutanea devido
ao menor tamanho das particulas da fase interna (29).

O parametro varidvel mais significante na producao de uma emulsao é a intensidade de mistura
das fases. Uma agitacao mais eficiente gera um melhor resultado (29). A temperatura geralmente tem um
efeito indireto na emulsificacao uma vez que altera a tensao entre as fases, a adsorcao do emulsificante e
aviscosidade. Posto isto, a viscosidade e a tensao entre fases diminuem com o aumento da temperatura,
ou seja, temperaturas mais elevadas sao mais favordveis para as emulsdes. O agente
emulsificante/tensioativo deve ser qualquer substancia tensioativa que tenha a capacidade de formar
uma fina camada entre as fases dos dois liquidos e mantenha a emulsao, minimizando o contacto,
coalescéncia e agregacao dafase internadispersa. O tensioativo deve circundar a particula dispersa como
uma pelicula nao aderente e a estabilidade da emulsao depende da sua estrutura. Para que seja possivel
criar uma emulsao estdvel, sao necessarias trés condicdes: 1) os dois liquidos devem ser imisciveis ou
mutualmente insoltiveis entre si; 2) devem ser bastante agitados para que seja possivel a dispersao de um

liquido no outro; 3) tem de existir um ou mais agentes emulsificantes (29).

4.2.1. Agentes emulsificantes na estabilidade da emulsao

Todos os liquidos tém tendéncia a assumir uma forma que garanta a minima drea de superficie
exposta. Para uma gota de liquido essa forma é uma esfera. A esfera possui forcas internas que
promovem a associacao das moléculas de modo a resistirem a distorcao da sua forma. Quando duas ou
mais gotas de um mesmo liquido entram em contacto tém tendéncia para se juntar ou aglutinar, formando
uma gota maior com uma menor drea de superficie do que a total drea de superficie das gotas
individualmente. Esta tendéncia das substancias liquidas pode ser medida quantitativamente, sendo que
quando existe ar em torno do liquido esta medida é chamada de tensao superficial. Quando um liquido esta
em contacto com outro liquido no qual é insoldvel e imiscivel, a forca que faz com que este resista a
fragmentacao em particulas menores é chamada de tensao interfasial. As substancias que reduzem essa
resisténcia e incentivam o liquido a fragmentar em particulas menores sao chamadas de agentes

tensioativos ou surfactantes (30).

Quando dois liquidos de polaridades opostas sao confrontados, as goticulas que se formam estao
separadas por uma interface. Esta interface é constituida por moléculas condicionadas pelas forcas
provenientes da tensao interfasial que se origina entre as duas fases, oleosa e aquosa. O trabalho da
distribuicao das particulas, ou emulsificacao, é diretamente proporcional ao produto da tensao interfasial

devido ao aumento de superficie de contacto entre os dois liquidos. A energia fornecida por esse trabalho
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é absorvida pelo sistema, tornando-se este altamente energético. Esta energia sera tanto maior quanto
maior for a tensao interfasial entre os dois liquidos. Por consequéncia, estes sistemas nao sao estaveis
em termos termodinamicos, sendo esta a maior problematica na obtencao de emulsdes estaveis (30).

A finalidade dos agentes emulsificantes é, tal como referido anteriormente, de impedir a
coalescéncia dos glébulos que constituem a fase dispersa. O produto final podera ser uma emulsao liquida
ou semissdlida. O funcionamento do tensioativo emulsificante consiste na formacao de uma pelicula que
separa 0s componentes dos meios em presenca, a coalescéncia. Esta deve ser fina e eldstica, com uma

formacao rdpida no momento da preparacao (30).

4.2.2. Mecanismos de acao dos emulsificantes

Tém sido desenvolvidas varias teorias numa tentativa de explicar a capacidade dos agentes
emulsificantes em promover a emulsificacao e amanutencao da estabilidade de uma emulsdo. De acordo
com ateoria datensao interfasial de emulsificacao, o uso destas substancias reduz a tensao entre os dois
liquidosimisciveis, reduzindo aforcarepelente entre eles e diminuindo a atracao de cada liquido pelas suas
proprias moléculas, facilitando assim a quebra de grandes aglomerados em pequenos com uma menor

tendéncia para a aglomeracao (30).

A teoria da cunha orientada assume que camadas mononucleares do agente emulsificante
curvam em torno de uma gota da fase interna da emulsao. Esta baseia-se na presuncao de que certos
agentes emulsionantes se orientam sobre e dentro de um liquido numa forma que reflita a sua solubilidade
naquele liquido em especifico. Num sistema com dois liquidos imisciveis, o agente emulsificante sera
preferencialmente solivel numa das fases e encontra-se mais profundamente embutido nessa fase que
na outra. Geralmente, um agente emulsificante com caracteristicas mais hidrofilicas do que hidrofdbicas
ird promover uma emulsdo O/A e, consequentemente, um agente emulsificante com caracteristicas mais
hidrofdbicas ira promover uma emulsdao A/0. Embora esta teoria possa nao ser uma representacao
precisa do arranjo molecular do agente emulsificante, ¢ uma teoria com elevada reprodutividade, pois este
conceito verifica-se inimeras vezes na pratica (30).

A teoria da pelicula plastica ou interfasial descreve a colocacao do agente emulsificante na
interface entre o dleo e a agua, envolvendo as goticulas da fase interna numa fina camada de pelicula
adsorvida na sua superficie. Esta peliculaimpede o contacto e coalescéncia da fase dispersa. Quanto mais
resistente e flexivel for, maior sera a estabilidade da emulsao. Novamente, a formagao de uma emulsao

0/A ouA/Qird depender do grau de solubilidade do agente nas fases (30).
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Areducao datensao interfasial é importante naformacao inicial de uma emulsao, mas a formagao
de um protetor das moléculas ou um filme de emulsificante é importante para a manutencao da

estabilidade (30).

4.2.3. Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo (EHL)

Cada agente emulsificante tem uma porcao hidrofilica e uma hidrofdbica, sendo uma ou outra
mais ou menos predominante, influenciando a emulsao. H4 um método pelo qual os agentes
emulsificantes/tensioativos podem ser caracterizados quanto ao seu EHL, com base na sua composicao
quimica (Escala de Griffin). A partir deste método a cada agente € atribuido um valor que indica a sua
polaridade. Apesar de o maximo da escala ser 40 (valor atribuido a dgua), o intervalo normal, para
emulsificantes, é entre 1 e 20. Os valores da escala vao aumentando proporcionalmente a polaridade e
hidrofilia da substancia. Geralmente, os tensioativos com um valor entre 3 e 6 sao muito lipofilicos e
produzem emulsdes A/0O, sendo que os agentes com um valor entre 8 e 18 produzem emulsdes 0/A
(Tabela1).

Tabela 1. Atividade e valor do EHL de emulsificantes (30).

ATIVIDADE VALORES EHL
ANTI-ESPUMA Entrel1e3
EMULSIFICANTES (A/0) Entre3e6
HUMECTANTES Entre7e9
EMULSIFICANTES (0/A) Entre8e18
DETERGENTES Entre13e16
SOLUBILIZANTES Entre15e20

Este sistema atribui valores nao s6 aos agentes emulsificantes, mas também a dleos e
substancias similares. Para preparar uma emulsao estdvel, o agente emulsificante deve ter um valor
similar a um dos 6leos dependendo do tipo de emulsao desejada. Quando necessario pode combinar-se

mais que um emulsificante para atingir o valor de EHL adequado.
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5. Artemisia campestrisL.

A Artemisia campestris L. é uma das mais de 300 espécies do génio Artemisia (31). E uma planta
aromdtica pertencente a familia Asteraceae (32-38). Encontra-se na regido da Asia, América do Norte,
Europa e nas regides aridas do norte de Africa (33,34,38). E um pequeno arbusto que pode alcancar entre
30 a 150 cm em altura, com hastes ramificadas com forma de panicula, vermelhas acastanhadas e
glabras, adquirindo uma forma lenhosa na parte inferior e pubescente na parte superior (38). As folhas sao
verdes, finamente divididas quase até a nervura central, mas nao completamente separadas, sao
pecioladas ou auriculadas, sendo que as superiores sao mais simples (Figura 4). Relativamente a
inflorescéncia, o capitulo é ovoide e heterdgeno, contém 8 a 12 flores, organizadas em recetaculos
convexos e glabros e rodeadas por bracteas glabras organizadas em filas. Trata-se de uma espécie
polimdrfica, sendo dividida em seis subespécies distinguidas pela sua morfologia e caracteristicas
citolGgicas: Subsp. campestris L., Subsp. glutinosa, Subsp. maritima e Subsp. borealis (38). Tém um cheiro
e sabor caracteristico devido a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e varios metabolitos
secunddrios (31).

Aplanta é capaz de sobreviver em diferentes habitats, sendo preferiveis os habitats abertos como
prados e florestas. Esta planta cresce melhor em solos secos, adquirindo diferentes formas dependendo

do local onde cresca (38).

Figura 4. Artemisia campestris L. (39).

As diferentes espécies desta familia sdo utilizadas na medicina em todo o mundo com diferentes
aplicacdes terapéuticas em diversas patologias (32,33). Estao descritas a atividade anti-inflamatdria,
antitumoral, antidiabética, anti-hipertensiva, anti-helmintica, antioxidante, antiespasmadica,
antibacteriana e antiftingica (31-38), podendo ser utilizada no tratamento de condicées digestivas,
cutaneas, oculares, urindrias, respiratérias e genitais (38). Através de andlise quimica determinou-se que

a A. campestris L. contém alcaldides, saponinas, sesquiterpenos, taninos, polifendis, cumarinas,
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isocumarinas, acidos gordos, 6leo essencial, minerais e flavondides. As por¢oes da planta mais utilizadas
medicinalmente sdo as folhas e as flores (34,36).

Relativamente a fitoquimica da A. campestris L., € muito estudada pelos seu teor em flavondides
(38). Tem um grande potencial para eliminar ROS/RNS e o perfil fendlico é complexo e diferente nas
diferentes subespécies (31). Contém uma grande quantidade de flavonas como a crisina, apigenina,
linderoflavonas, ficina, luteonina. A subclasse de flavondides, flavonol, é representada maioritariamente
pelo kaempferol e os seus derivados. As sementes da A. campestris L. sao ricas em compostos fendlicos
como o dacido clorogénico, o acido ferdlico, o acido 4-metoxi-cinamico, o dcido vanilico e dacidos
isoclorogénicos A, B e C. Nas suas por¢des aéreas encontram-se dcido clorogénico, dcido hidroxicinamico
e acido isoclorogénico A, B e C. A planta contém ainda cumarinas como a hidroxicumarina, esculetina, iso-
fraxidina, fraxidina, herniarina e escopolina. As folhas da A. campestris L. tém uma grande quantidade de
acidos gordos, sendo 0os mais importantes, o acido alfa-linoleico e o acido palmitico. Além disso contém
antocianidinas. Um estudo portugués demonstrou no dleo essencial da A. campestris subsp. maritima a
presenca de 31 compostos terpénicos (38).

Desta forma, e tendo em conta: a) o rdpido crescimento do setor dos produtos cosméticos; b)
assim como o facto de que muitos extratos a base de plantas tém demonstrado resultados positivos na
salde, textura e integridade da pele, sendo utilizados cada vez mais em formulagdes cosmeéticas, o
principal objetivo do trabalho consiste na producao de um documento de apoio ao desenvolvimento
galénico de um produto cosmético, nomeadamente uma emulsdo 0/A contendo extrato de A. campestris

L.,com propriedades de protecao e reparagao cutanea.
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Métodos

Trata-se de uma revisao onde foi efetuada uma pesquisa bibliografica, em livros e artigos
cientificos, em diferentes bases de dados, nomeadamente: SCIELO, PUBMED e Science Direct. As linguas
de pesquisa foram o portugués e o inglés, sendo usadas as palavras chave: desenvolvimento galénico,
cosmético, creme, A. campestris L. Estas foram empregues isoladamente ou em combinacgao. Foi,
posteriormente, feita uma selecao da informacao a integrar este trabalho, de acordo com a sua temadtica
e relevancia.

Face ao principal objetivo do trabalho, que consiste no desenvolvimento galénico tedrico de um
produto cosmético, nomeadamente uma emulsdao O/A contendo extrato de A. campestris L., com
propriedades de protecao e reparacao cutanea, o desenvolvimento do trabalho encontra-se dividido em
duas partes:

Parte 1) Compilacao de estudos sobre a atividade antioxidante de extratos da espécie vegetal A.
campestris L., de modo a dar suporte a sua potencial atividade na formulacao galénica final. Para esta
parte do trabalho fez-se uma pesquisa mais restrita, nas bases de dados anteriormente referidas,
incluindo apenas estudos com a parte aérea da espécie A. campestris L. (folhas e flores); estudos que
avaliassem a atividade antioxidante da planta (estudos in vitro e in vivo); estudos com diferentes técnicas
e solventes de extracao. Também foi feito um levantamento de informacao, materializada na descricao
de um conjunto de procedimentos, acerca de estudos prévios, ao nivel do extrato, para fundamentar a sua
atividade antioxidante.

Parte 2) Desenvolvimento tedrico da formulacao, partindo dos resultados obtidos na parte 1,
nomeadamente identificando a técnica extrativa e solvente mais utilizados pelos autores e com melhores
resultados (ensaio do 2,2 difenil-1-picrilidrazila (DPPH), teor de compostos fendlicos, flavondides e

taninos).

Resultados
6. Atividade antioxidante de extratos de A. campestris L.

A planta selecionada, neste trabalho, A. campestris L., esta descrita como possuindo, tal como
referido anteriormente, atividade antioxidante. Na tabela 2 estao descritos os estudos que fazem
referéncia a esta atividade, tendo em conta os critérios de inclusao na pesquisa bibliografica.

De um modo geral, e analisando a tabela 2, verifica-se que nos estudos as amostras de A.
campestris L. apresentam um forte poder antioxidante, em especial pelos valores apresentados no ensaio

de DPPH. O ensaio do DPPH é o mais antigo método indireto para a determinacao da atividade
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antioxidante (40). E usado para determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos individuais e
alimentares, bem como amostras bioldgicas relevantes.

Os extratos etandlicos (etanol:dgua) ou metandlicos demonstraram atividade antioxidante e
teores de compostos fendlicos e flavondides, regra geral, superior aos extratos aquosos. E mais comum
os extratos serem metandlicos ou hidroalcodlicos em vez de aquosos uma vez que os flavondides
apresentam uma maior solubilidade em metanol do que em dgua. A titulo de exemplo de uma boa
atividade antioxidante de um extrato metandlico, no estudo de Megdiche-Ksouri et al. (31) o valor de baixa
concentracdo inibitéria mdxima (ICso) encontrado no ensaio do DPPH com o extrato metandlico de A.
campestris L. (6 + 0,01 ug/mL) foi inferior ao valor do controlo positivo, o hidroxitolueno butilado (BHT)
(11,5 + 0,01 ug/mL). Diversos estudos tém demonstrado a forte atividade antioxidante dos extratos de A.
campestris L. e que pode estar associada ao teor de compostos fendlicos e flavondides (35), como é
possivel comprovar pela tabela 2. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos parece dever-se,
principalmente, as suas propriedades de reducao, que tém um papel importante na adsorcao e
neutralizacao dos radicais livres e/ou na decomposicao de perdxidos (41). Porém, as diferencas nos
valores encontrados de atividade antioxidante podem dever-se nao apenas as quantidades destes

compostos, mas também a variabilidade das suas estruturas e as suas interagées nos extratos.

6.1. Preparacao de extrato de A. campestris L.

Pela andlise dos valores da tabela (ICso no ensaio do DPPH, teores de flavondides, taninos e
compostos fendlicos totais (CFT)) uma opcdo de extrato a incluir na formulacao teérica da emulsdo podera

ser o preparado a partir das partes aéreas da planta, por maceracao e utilizando como solvente o metanol.
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Tabela 2 Ensaios antioxidantes com extrato de A. campestris L. (partes areas), com referéncia ao extrato, método de extracdo e compostos bioativos.

Ensaios Antioxidantes/Determinacao

Tipo Extrato Método Extrativo Compostos Presentes/Teor Referéncias
Compostos
™ ; 00 Apigenina e derivados; derivada luteoling;
Maceracao (M): 10 g do p6 com 100 mL
9qop kaempferol 7-metil éter, quercetina e
metanol por 2,5, 5,10, 20, 40 e 60 min, , i o
Ensaio do DPPH; derivados, rutina, hiperdsido;
temperatura ambiente;
Compostos Fendlicos Totais (CFT) (Folin CFT:164,7+0,5mg/g (M); 1412+ 0,6 mg/qg (U);
Metandlico Ultrassons (U): 10 g do pé com 100 mL B (32)
Ciocalteu). 1281+ 5,4 mg/q (S); Total Flavondides: 1182 +
metanol por 2,5, 5,10, 20,40 e 60 min a
Teor de Flavondides Totais 30mg/g(M);104,5+38mg/q(S); 1025+ 6,2
temperatura ambiente + ultrassons
mg/g (U); DPPH (ICs0 = 22,2+0,3 (M), 26,5¢0,1
Soxhlet (S): 10 g pé com 100 mL metanol, 7H
(U), 28,1£0,1(S) pg/mL)
Compostos fendlicos (&cido gdlico, catequinas,
Ensaio do DPPH:; acido vanilico, dcido cafeico, acido siringico e
) Maceracao: 50 g da planta com 500 mL de ) )
Etanalico ) Ensaio ABTS; acido p-cumarico)
solucdo etandlica 80% (V/V), a temperatura ) (42)
80% (V/V) Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu); CFT: 123904140 mg GAE/g extrato; Total
ambiente, por 72H ) )
Teor de Flavondides Totais Flavondides: 24.99+0.90 mg QE/g extrato);
DPPH (ICso=0,72+0,003 mg/mL)
Identificados 39 compostos derivados de
Ensaio do DPPH; . < cidos fendli l
Maceracao: 250 g de pé adicionado a 1000 ‘ o cumarinas, acidos fenolicos, flavonas,
Capacidade antioxidante total _ _
mL de éter de petrdleo para eliminacao de A flavonois e sesquiterpenos; CFT=158,75 +
» ) Ensaio do poder redutor do ferro (FRAP) 3
Metandlico compostos gordos. P macerado com 750 12,5 mg GAE/q extrato; Total Flavondides (31)

mL metanol, por 24H, a temperatura

ambiente

Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu)
Teor de Flavondides Totais; Teor Taninos

Condensados

=175,23 + 7,26 mg CE/qg extrato; Teor
Taninos =87 +09mg CE/ g extrato
DPPH (ICs0 =6+ 0,01 ug/mL)

CFT - Teor Compostos Fendlicos; GAE — equivalentes dcido gdlico; QF — Equivalentes quercetina; DPPH {2,2-difenil-1-picril-hidrazilo); ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico; CE — Equivalentes catequina
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Tabela 2 Ensaios antioxidantes com extrato de A. campestris L. {partes areas), com referéncia ao extrato, método de extracdo e compostos hioativos (Cont.).

Tipo Extrato

Método Extrativo

Ensaios Antioxidantes/Determinacao Compostos

Compostos Presentes/Teor

Referéncias

Metandlico

Maceracao: 10 g do pd seco da planta com
100 mL de metanal, com agitacao por 24H

a temperatura ambiente)

Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu)

Screening Fitoquimico

Screening Fitoquimico: presenca
de alcaldides, saponinas,

terpenos, flavonoides

(43)

Aguoso

Maceracao: 10 g de po de folhas em 100 mL

de dgua, a temperatura ambiente, por 24H

Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu)
Teor Total de Flavonoides
Teor Total de Taninos
Ensaio do DPPH
Determinacao do Poder Redutor

Ensaio do B-caroteno

CFT=31320+4,35mg GAE/g

extrato; Teor Total Flavondides =

28,30 + 145 mg RE/g extrato
Teor Total Taninos = 8,30+ 0,45
mg CE/ g extrato
Melhor valor DPPH = inibicao de

86% com concentracao 50 mg/mL

Etandlico 80%
(V/V)

Maceracao: 1g de pé misturado com
mistura etanoldgua (8:2,V/V,10 mL) e
macerado com ultrassons (banho dgua,

temperatura ambiente, 30 min)

Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu)
Teor Total de Flavondides
Teor de Total de dcidos hidroxicinamico

Ensaio radial peroxil (ORAC)

Principais compostos identificados:
isomeros do acido cafeiolquinico,
flavondides, e derivados acido
benzdico; CFT = 61,42 = 213 mg/g

GAE extrato; Teor Total Flavondides

=1794 + 126 mg/q RE extrato

Teor &cidos hidroxicinamicas =

37,26+ 0,88 mg/g CA extrato
ORAC=120,5+10.4 pmol

equivalentes de Trolox/g peso seco

CFT - Teor Compostos Fendlicos; CA - Acido cafeico; RE — Equivalentes de rutina; GAE — Equivalentes Acido gdlico
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Tabela 2 Ensaios antioxidantes com extrato de A. campestris L. (partes dreas), com referéncia ao extrato, método de extracdo e compostos hioativos (Cont.).

Tipo Extrato Método Extrativo

Ensaios Antioxidantes/Determinacao Compostos

Compostos Presentes/Teor

Referéncias

Etanglico S0 Maceracao (1e 2):5 g de amostra em 50
tandlico 50%
mL de solvente (etanoldgua, 50%; ou

Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu)

Teor Total de Flavonoides

CFT = 4632 mg GAE/q extrato
(50% etanol) e 311,5 Mg GAE/q

extrato (infusdo);

(V/v) (1) Teor Total Flavondides = 56,3 mg
hexano), por 24H Ensaio do DPPH (35)
Hexano (2) RE/g extrato (50% etanol) e 24,0
Infusdo (3): 5 g de amostra com 100 mL Ensaio ABTS
Aquoso (3) mg RE/g extrato (infusao)
agua fervente, por 15 min Ensaio do B-caroteno
DPPH (ICso=0.658 mg/mL (3) e
2.053 mg/mL (1))
CFT=3133+187mg CAE/qg
Maceracao: 25 gamostracom 250 mL Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu) extrato; Teor Total Flavondides =
Agquoso agua, temperatura ambiente, por 3H, com Teor Total de Flavondides 131,89 + 2,02 mg QE/g extrato; (36)
agitacao Teor Total de Taninos condensados Teor Total Taninos condensados =
15,49+ 0,99 mg CE/ g extrato
Compostos Fendlicos Totais (Folin Ciocalteu) CFT=56,67+194 mgGAE/100¢g
Infusao: 5 g planta por 1L &gua fervente, por
Aquoso Ensaio do DPPH de peso seco (45)
15-20 min
Ensaio do Superdxido DPPH (ICsp=3.5+0.003 mg/mL)
Agquoso 1gde planta extraida com 10 mL de dgua Ensaio do DPPH Extrato aguoso com melhor )
Etandlico ou etanol,a 372C por 2H Ensaio do radical hidroxilo e aniao superdxido atividade antioxidante (DPPH)

CFT - Teor Compostos Fendlicos; CAE - Equivalentes Acido cafeico; QE — Equivalente quercetina; CE — Equivalentes catequina; NA — Nao aplicdvel; GAE — Equivalentes dcido gdlico
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6.2. Screeningfitoquimico de extrato de A. campestris L.

Deve ser realizada a caracterizagao fitoquimica do extrato em estudo, por um método de
identificacao e quantificacdo de compostos, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLEA). Na
impossibilidade de efetuar, por dificuldades ou impedimentos de ordem técnica, esta determinacao,
podem efetuar-se um conjunto de ensaios de carater qualitativo: screening fitoquimico. Estes permitema
determinacao e prospecao preliminar dos compostos através da aplicacao de testes de coloragao. Sao
tidos como métodos rapidos, de facil execucao e de baixo custo. Contudo, podem apresentar algumas
limitac6es, como a especificidade de alguns reagentes utilizados ser diferente e a intensa mistura de
compostos ou a haixa concentracao dos mesmos poderem originar resultados falsos (47).

Assim, poderiam realizar-se varias determinacaes:

Compostos Fendlicos — a 2,5 mL de extrato adicionar 5-10 gotas de cloreto férrico (5%). O
aparecimento de uma colocacao azul escura indica a presenca deste grupo de compostos (48).

Polifendis — misturar 500 pL de reagente Folin-Ciocalteu, 400 pL de solucao de carbonato de
sddio e 100 pL de extrato e incubar a temperaturaambiente por 2 horas. O aparecimento de uma coloracao
azul escuraidentifica a presenca de polifendis (49).

Flavondides - adicionar algumas gotas de acetato de chumbo a 5% (ndo ultrapassando os 2 mL)
a 2,5 mL de extrato. A presenca de flavondides € identificada através da formacao de um precipitado de
cor branco-amarelado (50).

Taninos - adicionar 5-10 gotas de cloreto férrico (1%), a 2,5mL de extrato. A presenca de taninos
é identificada através do aparecimento de uma coloracao verde-acastanhada (51).

Diterpendides - adicionar 4-10 gotas de acetato de cobre (5%) a1 mL de extrato. O aparecimento
de uma coloracao verde-esmeralda confirma a presenca deste grupo de compostos (52).

Terpendides e Triterpendides — adicionar 3 mL de extrato a1 mL de cloroférmio. Lentamente e de
seguida, adicionar algumas gotas de acido sulfdrico, até um mdximo de 1,5 mL. A formacao de um anel
vermelho-acastanhado € indicativo da presenca de terpendides e a formacao de uma camada de cor
amarelaindica a presenca de triterpendides (50).

Alcaldides - a 2,5 mL de extrato acrescentar 2 gotas do reagente de Dragendroff. A presenca de
alcaldides pode ser confirmada pelo aparecimento de um precipitado vermelho (50,51).

Proantocianidinas — adicionar, a 2 mL do extrato, 2mL de dgua destilada e 2-3 gotas de cloreto de
ferro (5%). O aparecimento de um precipitado verde é indicativo da presenca destes compostos.

Resultado positivo: precipitado verde (53).
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6.3. Determinacao da capacidade antioxidante

Para a determinacao da atividade antioxidante, diferentes métodos podem ser empregues. Para
este trabalho sao referenciados trés métodos: ensaio de DPPH, a determinacao da capacidade quelante
do ferro e a determinacao do teor em CFT.

. Ensaio de DPPH - o ensaio pode ser realizado de acordo com o descrito por Ahn et al.,
2018 (54). Depois de selecionada a gama de concentracdes de extrato em estudo, deve adicionar- a
solucao etandlica de DPPH (90 uM); a percentagem do radical DPPH por reagir é determinada a diferentes
tempos, aum comprimento de onda de 515 nm, sendo medido num leitor de microplacas. O etanol absoluto
é utilizado como controlo negativo. Como controlo positivo deve empregar-se um composto considerado
como gold standard para o ensaio, como € o caso da quercetina. A percentagem de inibicao do radical
DPPH calcula-se pela sequinte férmula: % inibicao DPPH - =[(Ac- As)/Ac] x 100, em que Ac = absorvancia
do controlo, e As = absorvancia da amostram, sendo expressa em ICso (concentracdo necessaria parainibir
50% do radical DPPH).

. Determinacao da capacidade quelante de ferro - o0 ensaio pode ser realizado de acordo
com o descrito por Canabady-Rochelle et al., 2015 (55). Da mesma forma que anteriormente e depois de
se definir a gama de concentracdes de extrato em estudo, deve adicionar-se a 50 pL de extrato, 50 pL de
sulfato de ferro (0,12 mM) e 50 L de ferrozina (0,6 mM). A placa, protegida da luz, deve ser incubada, a
temperatura ambiente, por 10 minutos. A leitura da absorvancia é feita em leitor de microplacas, a um
comprimento de onda de 562 nm. Da mesma forma, deve ser usado um controlo positivo (neste ensaio, o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)). A capacidade quelante do ferro, em percentagem (%) é
calculada através da seguinte formula: [(Ac-As)/Ac] x 100, em que Ac é a absorvancia do controlo e As a
absorvancia da amostra. A capacidade antioxidante é também expressa em ICso (concentracao
necessaria para quelar 50% do ferro).

. Determinacao do teor em CFT - pode ser realizado adaptando os métodos descritos por
Xie et al,, 2014 e Kupina et al., 2018 (56,57). Assim, esta quantificacdo é feita por espectrofotometria
recorrendo ao reagente de Folin—-Ciocalteu. Para cada amostra a analisar, misturar-se 250 pL
(0,5mg/mL) de extrato com 1,25 mL de reagente Folin (1:10) e 2 mL de solucao de carbonato de sédio
(7,5%), incubando-se depois a placa durante 1h. Para o branco, misturar-se 250 uL de solvente do extrato
com 1,25 mL de reagente Folin (1:10) e 2 mL de solucao de carbonato de sddio (7,5%). A absorvancia é
medida com uso de um espectrofotémetro, a 765 nm, sendo a determinacao do teor em CFT feita tendo
por base a equacao da curva do dcido gdlico. Assim, o teor em CFT pode ser expresso em mg de
equivalentes de dcido galico (GAE) por grama de extrato seco, através da seguinte férmula: C=(c x V/m);

em que C corresponde ao contetido de fendlicos totais (ug/g extrato em GAE), c é a concentracao de acido
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galico estabelecida pela curva de calibracao (ug/mL), V é o volume de extrato em mL e m é a massa do

extrato da planta em mg.

6.4. Determinacao in vitro do potencial protetor do extrato de A. campestris L.

Tendo determinado o potencial antioxidante do extrato em estudo, poder-se-do efetuar ensaios,
em linhagens celulares, para verificar esse potencial e aferir toxicidade (ou auséncia dela, que sera o
desejado, tendo em conta o objetivo de utilizacao deste extrato).

Assim, em linhagens de células cutaneas (por exemplo, fibroblastos - Human dermal fibroblasts
cells (HDFa cells - ATCC® PCS-201-012™), depois de as cultivar nas condicoes ideais (que neste caso e de
acordo com as indicagdes do fornecedor, serd em frascos de 75 cm? usando meio de cultura apropriado,
suplementado com 15% de soro bovino fetal e 1% de antibidtico, num ambiente com 5% de CO; e 372C de
temperatura. O meio de cultura deve ser mudado a cada dois dias, sendo a cultura tripsinizada a cada
semana) (58).

Deve ser realizado um ensaio de determinacao da atividade metabdlica, através do ensaio de 3-
(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), conforme descrito por Oliveira et al.
(59). Deste modo e depois de determinada a gama de concentracoes de extrato a usar neste ensaio (apds
analise dos resultados dos ensaios antioxidantes, adaptar agama de concentracdes empregues, paraesta
determinacao, em linhagens celulares), devem ser plagueadas as células (que, no caso desta linhagem
celular serd numa densidade celular de 2x10°° células/mL) e, apés 40 horas, adicionar as diferentes
concentracées do extrato de A. campestris L. Os resultados devem ser expressos como a percentagem
de atividade metabdlica celular, comparativamente com o controlo (células sem qualquer extrato em
estudo). Sera desejavel que alguma(s) da(s) concentracao(6es) aumente significativamente a proliferacao
dos fibroblastos, o que é um indicador de protecao celular (59), ou que, pelo menos, nao decresca
significativamente a viabilidade celular, o que indicaria que o extrato é prejudicial para a atividade celular.

Analisando criticamente os resultados dos ensaios de determinacao antioxidante e em linhagens
celulares sera selecionada a concentracao de extrato de A. campestris L., para o desenvolvimento

galénico.
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6.5. Desenvolvimento tedrico da formulacao
6.5.1. Preparacaodaemulsao

A preparacao de uma emulsao inicia-se na sua formulagao, com a escolha das substancias que
irao constituir cada uma das fases, seguindo-se a sua elaboracao recorrendo a tecnologia adequada. Um
importante passo na preparagao de uma emulsao € a selecao do emulsificante, sendo que este deve ser
compativel com os outros ingredientes da férmula e nao deve interferir com a estabilidade ou eficacia do
principio/ingrediente ativo. Deve ser estavel e ndo se deteriorar. Nao deve ser t6xico, deve possuir pouco
odor, sabor ou cor. Deve promover o processo de emulsificacao e manter a estabilidade durante todo o
tempo de validade do produto (26). O processo de emulsificacdo inicia-se com a preparacao das fases
aquosa e oleosa, sendo a ordem do procedimento determinada pelas caracteristicas destes constituintes

e dos adjuvantes a adicionar. No que respeita a tecnologia de preparacao, sao predominantes os seguintes

parametros:
° Processo de fabrico:;
o Temperatura a que deve ocorrer 0 processo;
. Aparelhagem de agitacao;
. Modo de juncao dos componentes;
. Modo de arrefecimento (26).

Estes parametros sao fundamentais para garantir um produto de qualidade, sendo que a
padronizacdo de todas estas varidveis é o que permitird a obtencao de um produto de qualidade com
caracteristicas constantes (26).

A sintese de uma emulsao requer duas fases distintas:

. Primeira fase: Estudo da formulacao, procedendo-se a escolha qualitativa e quantitativa
dos constituintes 6leo e hidrossoliveis, dos produtos dispersiveis e dos principios ativos especificos (26);

. Segunda fase: Reunir no mesmo produto substancias com afinidades opostas (fase

aquosa e fase oleosa) (26).
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6.5.2. Critérios de selecao preliminares e preparacao da emulsao

E necessario definir com precisdo o tipo de emulsdo e a viscosidade/consisténcia pretendida
(creme consistente, creme mais fluido, emulsao fluida, leite) sendo para isso necessario definir o tipo de
emoliente que ird constituir a fase oleosa da emulsdo e o elemento de consisténcia (ceras ou &lcoois
gordos) dos constituintes, que para além da dgua, irdo constituir a fase aquosa, especialmente os
espessantes e por fim os emulsionantes adequados (26).

Em relacao a fase oleosa estao integrados nesta fase todos os compostos com caracteristicas
untuosas e aditivos lipossoliveis. Nesta fase é necessario ter em conta a facilidade com que o produto
final ird ser aplicado (emoliéncia), criando uma pelicula untuosa que se adapte a finalidade pretendida,
podendo ter uma acao mais superficial (oclusiva) ou maior acdao em profundidade com rdpido
desaparecimento do aspeto oleoso, nao deixando de ser emoliente e agradavel ao tato. Em relacao a fase
aquosa, para além da dgua poderao ser adicionados compostos com caracteristicas hidrofilas,
destacando-se os humectantes e os hidratantes (26).

Pode ser utilizado apenas um emulsionante ou uma mistura de emulsionantes, sendo ainda
possivel a utilizacao de um emulsionante e um co-emulsionante. Esta escolha devera ter em atencao o
EHL da fase aquosa e devera ser otimizada dentro dessa perspetiva, equacionando o EHL dafase oleosa
e 0 EHL do conjunto de emulsionantes. Podem ainda ser acrescentados perfumes que deverao esconder
o cheiro da base conferindo a preparacao o aroma desejado (26).

0 volume relativo das fases interna e externa das emulsoes é importante, independentemente do
emulsificante usado. A medida que a concentracdo interna de uma emulsdo aumenta, aumenta também a
viscosidade até um certo ponto, apés o qual a viscosidade diminui drasticamente, sendo este o ponto de

inversao da emulsdo. Ou seja, passa de uma emulsao O/A para A/0O ou o contrdrio (30).

6.5.3. Métodos de preparacao de emulsoes

Existem diversos métodos para preparar uma emulsao. A escolha do método depende dos
compostos e equipamento disponiveis. Em pequena escala podem ser preparadas usando um almofariz e
pilao, um liquidificador ou misturador elétrico ou um homogeneizador manual. Em termos de grande

escala poderao ser utilizados grandes tanques de mistura usando um impulsor de alta velocidade (30).
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6.6. Estabilidade das emulsoes

As emulsdes sao construidas de forma a manterem as suas propriedades ao longo de um tempo
determinado. Todavia, apesar dos cuidados na sua formulagdo, podem existir alteragoes algum tempo
apos a sua preparacao. Excluindo as alteracoes do foro microbiano, a instabilidade das emulsoes pode ser

agrupada em trés categorias:

o Floculacao e formacao de creme;
. Coalescéncia e separacao das fases;
. Alteracdes fisicas e quimicas diversas (Figura 5) (26,30).
i
Coalescéncia \ 3 / Floculagdo

Emulsio
primaria:
gotas dispersas
na fase continua

"Creaming” Quebra

Figura 5. Alteragao na estabilidade de emulsées (60).

Esta instabilidade das emulsoes é de extrema importancia, pois compromete a concentracao e
absorcao de determinado principio/ingrediente ativo alongo prazo (30). As formas de instabilidade fisica
mais frequentemente observadas nas emulsdes sao:

. Coalescéncia: fendmeno irreversivel que corresponde a unido de goticulas para a
formacao de outras de maiores dimensoes;

. Formacao de creme: consequéncia do agrupamento de goticulas oleosas dafase interna,
devido as diferencas de densidade entre as fases que constituem o sistema. A formacao de creme na parte
superior das emulsdes acontece tanto em emulsdes A/O como O/A, quando a sua fase interna tem uma
densidade mais baixa que a fase externa. A formacao de creme na parte inferior acontece quando ocorre
0 oposto. E um processo reversivel mediante agitacio e aumento da viscosidade do sistema;

. Sedimentacao: ocorre quando uma parte da emulsao se separa no sentido descendente,
formando um sedimento mais ou menos compacto. Trata-se de consequéncia reversivel mediante
aumento de viscosidade do sistema.

. Floculacao: traduz o agrupamento de particulas em agregados. E um processo reversivel

mediante agitacao (30).
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Para aumentar a estabilidade de uma emulsao, o tamanho das particulas deve ser o menor
possivel, assim como a diferenca de densidades entre as fases. A viscosidade da fase externa deve ser
razoavelmente elevada. E necessdrio proteger as emulsdes de temperaturas extremas (tanto quentes
como frias). O processo de congelar e descongelar uma emulsao torna-a mais espessa e pode danifica-la
(30).

Na producao da maioria das emulsoes sao realizados ensaios a 52C, 402C e 502C de modo a
determinar a sua estabilidade. A estabilidade a 52C e 40°C por 3 meses € considerada um critério minimo
de qualidade. Como teste alternativo também se podem considerar tempos de exposicao mais curtos a
502C. Dada a existéncia de outras condi¢oes que podem afetar a producao de emulsao, como a presenca
de luz, ar e contaminagao por microrganismos, sao também tidas em consideracao a embalagem e o
embalamento. Perante emulsdes sensiveis a luz utilizam-se frascos opacos, enquanto que para emulsoes
suscetiveis a decomposicao oxidativa, utilizam-se antioxidantes e sao colocadas indicacoes no rétulo

para fechar bem o frasco apds utilizacao (30).

6.7. Controlo de qualidade de emuls6es empregues como cosméticos

0 controlo de qualidade do produto obtido passa por uma analise de carateristicas macroscépicas
e organoléticas bem definidas, sendo estas o aspeto do produto, a sua cor, odor e contetido volumétrico

extraivel.

6.7.1. Controlo quimico

A analise quimica acompanha a andlise fisica, fazendo-se determinacgoes varias:

. Determinacao do teor de diversos ingredientes, como conservantes, estabilizantes e
corantes;
. Determinacao quantitativa das substancias cosmetologicamente ativas, conforme

definido nos Anexos ao Regulamento 1223/2009;

. Analise do comportamento referente a estabilidade de certas moléculas bioldgicas ou de
estabilidade quimica por interagcao dos componentes;

. Resisténcia ao envelhecimento acelerado. Considerando que os produtos deverao
apresentar um tempo de vida util minimo, sao efetuados ensaios de envelhecimento acelerado baseados
no comportamento, relativamente a resisténcia do produto sujeito a pressoes da gravidade e a acao da
temperatura. Nestes ensaios, o produto é colocado sob a acao daforca da gravidade, a 4500 rotacoes por

minuto durante 30 minutos e a temperatura de 40°C durante trés meses e em ciclos curtos repetidos,
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constituidos de aquecimento sequido de arrefecimento. Apds este ensaio, o produto deve continuar a
apresentar as caracteristicas padrao iniciais;

. Andlise do comportamento relativo a adequacao do pH. Determinacao do pH das
formulacdes por potenciométrica (no produto final e em diluicdes a 10%). As alteracdes do pH traduzem
uma modificacao quimica, pelo que sao de admitir grandes intervalos nas variacdes em relacao aos

valores padrao;

o Andlise dos critérios de ordem tecnoldgica referentes a qualidade das emulsdes e sua
estabilidade;
. Analise dos recipientes de acondicionamento (61) .

6.7.2. Controlo fisico

Os ensaios fisicos efetuados nos produtos cosméticos podem ser do tipo macro e micro, tendo

por base o aspeto inicial do produto. Exemplos de ensaios fisicos sao:

. Determinacao do sentido da emulsdo (método dos corantes);
. Determinacao do tamanho de particula (microscépio);
o Determinacao da consisténcia (caracteristicas teoldgicas) e viscosidade, recorrendo a

um viscosimetro rotativo; consisténcia por penetrometria (determinacao da dureza);

. Determinacao da capacidade de extensibilidade (facilidade no espalhamento) através da
espalmabilidade com um extensimetro;

. Determinacao do ponto de gota- temperatura a qual um produto ou excipiente liberta a
primeira gota;

o Determinacao da quantidade de dgua- indice de dgua (61).

. 100 * % em agua
Indice dgua = ° g 100% agua

6.7.3. Controlo bacterioldégico

A analise do risco microbioldgico depende de vdrios fatores como:

. Alteracao potencial do produto cosmético;
. Local de aplicacao do produto cosmeético;
. Categoria ou tipo de utilizador (adulto, idade pedidtrica) (61).
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De acordo com o Regulamento 1223,/2009, os produtos cosméticos deverao respeitar as linhas
de aplicacao referidas no Anexo |. Assim sendo, o controlo microbioldgico faz-se através da determinacao
do nimero de bactérias e de fungos por grama ou mililitro de produto, sendo especificados os
microrganismos caso seja detetado o seu crescimento, com especial atencao a microrganismos
patogénicos, dos quais: Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e
Clostridium sp. Devem ser seguidos os requisitos e procedimentos descritos na norma ISS0 11930:2012,

para aferir estabilidade microbioldgica (61).

6.8. Ensaios de estabilidade

O propdsito dos ensaios de estabilidade de produtos cosméticos é assegurar que o produto
cumpre os critérios de qualidade fisicos, quimicos e microbioldgicos pretendidos, assim como a suafuncao
e estética quando acondicionados de forma adequada. O estudo da estabilidade fornece indicacoes sobre
o comportamento do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condic6es ambientais a que
possa ser submetido, desde a fabricacao até o término da validade (62).

De acordo com as Guidelines existentes, os testes devem ser feitos de modo a assegurar a
estabilidade e integridade fisica do produto cosmético em condicdes especificas de armazenamento,
transporte e utilizacao. Devem ser garantidas a estabilidade quimica, a estabilidade microbioldgica e a
compatibilidade entre o recipiente de armazenamento e o contetido (62).

Um teste de estabilidade deve ter em consideracao:

. A utilizacao de métodos que irao acelerar e permitir antever os efeitos de condicoes
normais de uso e armazenamento ao longo do tempo;

° A avaliacao de propriedades estéticas criticas como a cor, fragrancia, textura e fluidez,
particularmente apds exposicao a condicoes projetadas para enfatizar cada propriedade;

. O impacto da embalagem na manutencao da qualidade do produto, assim como os

efeitos que este pode ter na embalagem (62).

Antes dos ensaios de estabilidade propriamente ditos, pode ser feita a determinacao da
conformidade genérica do produto: método de centrifugacao. Neste, a forca gravitica atua sobre o
produto, promovendo o movimento das suas particulas. A centrifugacao gera stresse na preparagao pois
sao criadas condicdes que simulam um aumento da forca da gravidade, o que permite antecipar possiveis
alteracoes de estabilidade. Estas alteracfes podem ser observadas sob a forma de precipitados,
ocorréncia de separacao de fases, formacao de sedimentos compactos (caking), coalescéncia, entre
outros. As amostras sao centrifugadas a temperatura, tempo e velocidade padronizados e depois sao

verificadas, visualmente. A ndo ocorréncia de separacdao de fases ndao assegura a sua estabilidade,
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somente indica que o produto pode ser submetido, sem necessidade de reformulacao, aos testes de
estabilidade (61).

As técnicas de envelhecimento utilizadas para avaliar a estabilidade dos produtos cosméticos
devem ser adaptadas ao tipo de amostra para que seja possivel detetar quaisquer alteracoes nas
caracteristicas da preparacao. Interessa, por isso, realizar ensaios de estabilidade num curto espaco de
tempo, pelo que se efetuam ensaios de estabilidade acelerada. Estes ensaios permitem aumentar a
velocidade das alteracdes fisicas e/ou quimicas do produto e podem recorrer a diferentes métodos, tais
como os testes mecanicos ou testes que utilizam condi¢oes de temperatura e humidade exageradas (61).

As condic6es apropriadas devem ser escolhidas de acordo com o produto a ser testado. Para os
testes de estabilidade acelerada, as condicdes de armazenagem mais comuns sao: temperatura (elevada,
do ambiente e baixa), exposicao a luz e ciclos de congelamento e de descongelamento. A temperatura
ambiente deverd ser monitorada, sendo aceita variacao de até + 2 °C e as temperaturas elevadas devem
obedecer aos limites mais frequentemente praticados, em estufas a 37, 40, 45 e 509C, sendo aceita
variacao de até + 29C. Os limites de temperaturas baixas mais utilizados sao 52C, -5 a —109C. Estes testes

tém a duracao média de 90 dias (61).

6.8.1. Testes de stresstérmico

Em embalagem adequada, semelhante aquela a ser utilizada para a comercializagao do produto
cosmético, 10 g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de temperatura, como 52C e
459C, para permitir a detecao de sinais de instabilidade perante mudancas de temperaturas ou sob
manutencao de temperaturas baixas e elevadas por um determinado intervalo de tempo. A nao ocorréncia

de separacao de fases deve ser indicativa de estabilidade do produto ensaiado (61).

6.8.2. Ciclos de congelamento e descongelamento

Cerca de 10g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de temperatura, nos
chamados ciclos, sendo considerados para efeito de estudo de estabilidade preliminar, arealizacao de pelo
menos seis ciclos.

Os ciclos de congelamento e descongelamento alternam 24 horas em temperaturas elevadas e
24 horas em temperaturas baixas, sendo recomendados os seqguintes conjuntos: ambiente e -5+ 2 2C; 40

+2%Ce4+2°(;45+2%Ce-5+22%Ce50+2°C;,-5+2°C(61).
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6.8.3. Exposicao aluz solar

Cerca de 10g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de incidéncia luminosa
direta, para detecao de sinais de instabilidade a exposicao a luz. A ndao ocorréncia de separacao de fases e

a nao alteracao da coloracao devem ser indicativas de estabilidade do produto ensaiado (61).

6.8.4. Analise organolética

Os caracteres organoléticos constituem o indicativo mais acessivel na avaliacao da qualidade de
uma preparacao semissélida e na detecao de alteracdes desta. O simples exame visual pode funcionar
como um indicativo da homogeneidade da preparacao (61).

Qualquer individuo, apds a aplicacao de um creme na pele, submete-o, involuntariamente a uma
andlise visual, olfativa e tactil (61).

A cor, 0 aroma e 0 aspeto sao trés indices seguros para elucidar quanto ao estado de conservacao
da preparacao, pelo que uma mudanca da cor, do aspeto ou um cheiro diferente, mais ou menos
pronunciado, sao indicios de que houve alteracao (61).

A amostra deve ser analisada, em relacao ao padrao, a fim de avaliar as caracteristicas
macroscaopicas para verificacao de sinais de instabilidade. O aspeto pode ser descrito como granulado, p6
seco, pé humido, cristalino, pasta, gel, fluido, viscoso, voldtil, homogéneo, heterogéneo, transparente,
opaco e leitoso. A amostra pode ser descrita como normal, sem alteracdo; levemente separada,
precipitada, turva; separada, precipitada, turva (61).

A colorimetria deve ser realizada pela comparacao visual, sob condicées de luz branca e
espectrofotométrica, pela andlise na regiao espectral do visivel, da cor da amostra com a cor do padrao,
armazenado nas mesmas condicdes e embalagem que a amostra (61).

A comparacado visual da cor da amostra ensaiada com a cor do padrao deve ser realizada em cerca
de 5 g da amostra acondicionados em frascos iguais. A fonte de luz empregada deve ser a luz branca,
natural. A amostra pode ser classificada, em relacao a cor em: normal, sem alteracao; levemente
modificada; modificada; intensamente modificada (61).

O odor da amostra ensaiada deve ser comparado ao odor do padrao, diretamente através do
olfato. A amostra pode ser classificada, em relacao ao odor em: normal, sem alteracao; levemente

modificado; modificado: intensamente modificado (61).
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6.8.5. Determinacao do pH

A determinacao do pH deve ser realizada numa dispersao aquosa a 10% (m/m) da amostra
ensaiada em agua recém destilada, com recurso a um medidor de pH digital, que avalia a diferenca de
potencial entre dois elétrodos imersos na amostra em estudo. O elétrodo deve ser inserido diretamente
na dispersao aquosa, sendo que valores mantidos entre 5,5 e 6,5, compativeis com o pH cutaneo, devem

ser usados como critério de estabilidade (61).

6.8.6. Determinacao da viscosidade

A viscosidade é um parametro altamente dependente das caracteristicas fisico-quimicas e das
condicoes de temperatura da amostra. Existem vdrios métodos para a sua determinacdo. Os mais
frequentes utilizam viscosimetros rotativos, de orificio e capilares. A determinagao por viscosimetro
rotativo consiste na medicdao do toque requerido para rodar uma agulha imersa numa amostra.
Dependendo da faixa de viscosidade da amostra, seleciona-se a agulha (spindle) adequada. Cerca de 8 a
15 g de amostra devem ser analisados no dispositivo de amostras, sendo que o sensor imerso possibilita,
sob velocidades crescentes, a leitura das viscosidades. Podem ser tracadas curvas ascendente e
descendente, correspondentes a velocidades crescentes e decrescentes, a fim de permitirem a

classificacao da amostra como um sistema Newtoniano ou nao-Newtoniano, isto é, que apresenta ou nao

viscosidades constantes sob qualquer condicao (61).

6.8.7. Determinacao da extensibilidade

A determinacdo da extensibilidade da amostra deve ser realizada a partir da leitura dos diametros
abrangidos por esta num sistema formado por uma placa molde circular de vidro com orificio central, sobre
uma placa suporte de vidro posicionada sobre uma escala milimétrica. Cerca de 0,3g de produto devem
ser colocados entre duas placas de vidro,com 10 X 18 cme 0,5 cm de espessura, sendo uma delas disposta
sobre um papel milimétrico numa placa de madeira. A adicao de pesos calibrados de 250,500, 750 e 1000
g, a cada trés minutos, na placa superior, promove o espalhamento do produto, que pode ser medido como

extensibilidade, em centimetros (61).
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6.8.8. Determinacao da textura

Para a andlise da textura, geralmente realiza-se o teste da penetracao, no qual uma sonda
penetra na amostra a uma determinada velocidade e a uma distancia pré-definida, voltando depois para

uma posicao a uma distancia pré-determinada acima da superficie da amostra (61).

6.8.9. Estudo do comportamento reoldgico

A determinacao do comportamento reoldgico é realizada em redmetro acoplado a banho
termostatizado, por meio de ensaios rotativos e oscilatdrios, para caracterizacao reoldgica dos produtos
estudados. Os ensaios rotativos permitem a determinacao/andlise de diversos parametros, como o fluxo

da amostra, da tixotropia e o limite de escoamento (61).

7. Preparacao daemulsao 0/A contendo extrato de A. campestris L.

Tendo em conta uma formulacdo quadro para cremes descrita por (26) desenvolver-se-

ia a emulsao abaixo descrita:

Férmula para a emulsao 0/A Artemisia campestris L.

Parafina liquida (Oleo mineral) 10%
Cerabranca (ceras) 2%
Glicerina (humectante) 15%
Carbémero 940 (espessante) 10%
Polissorbato 80 (agente emulsivo) 5%
Acetato de tocoferilo (Vitamina E) (antioxidante) 5%
Etanol (solvente) 1%
Extrato A. campestris L. x%
Parabenos (conservante) 1%
Agua purificada qbp 100%

Os compostos selecionados para esta formulacdao estao amplamente estudados e sao

habitualmente usados em produtos cosméticos.

Tal como referido anteriormente, a concentracao de extrato de A. campestris L. estd condicionada

aos resultados dos ensaios de atividade antioxidante, sendo que e sequndo a férmula quadro em que este
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trabalho se baseia a sua concentracdo, aliada a da Vitamina E (seria o outro ingrediente ativo desta
formulacao) nao deve ultrapassar os 10%. No caso de necessidade de adaptacao de quantidades e tendo
em conta o objetivo deste trabalho, sugere-se a diminuicdao da quantidade de vitamina E. De referir que a
Vitamina E é um potente antioxidante e fotoprotetor, comumente empregue em formulagdes cosméticas
(26). Esperar-se-ia, com a sua adicao, um aumento da atividade antioxidante da formulacdo, com
comprovada acao preventiva do fotoenvelhecimento.

No que diz respeito a preparacao da emulsao e assumindo uma escala laboratorial:

. Aquecer os compostos oleosos entre 702C a 752C em banho de agua termostatizado;

. Aquecer os compostos hidrossoltiveis entre 70°C a 752C em banho de agua
termostatizado;

. Adicionar a fase oleosa a fase aquosa, alternando a incorporacao de porcdes da fase

oleosa com agitacao (feita, por exemplo, num agitador mecanico, tipo Unguator ®);

. Apds arrefecimento adicionar o extrato de A. campestris L. L. e a vitamina E a cerca de
302C, com homogeneizacao final;

° Medir pH (que se deve situar entre 0s 5,5-6,5), ajustando caso necessario;

. Acondicionar no recipiente final e rotular.

Numa légica de sistematizacao de processos, apresenta-se um fluxograma de producao desta

emulsao (Figura 6).

Conferénciadas matéras-peimas

‘Pantas criticns”

do processo

| Preparar dsdalase oleosa | |Pwuanau.-&odafaseauunsa|

funfe-réncl'a—bl Aguecimento || Aguecimento |-1— Temperatura
Jung g das fases

Weloridade de
__ homogeneizagaoetempo

' Agitas Ao
Canferéncia de homogeneizag &oe
fescanse
Corferémcia —»| Arrefecimento |+ — Temperatura

| Blic o de extrate de 4 campestis ¢ Acetato de tecoferilo |

Fami ||;|r_-|'||-_'iz o, ane tempo

_ de homogeneizagio e
| Acondicionamento e rotulagem | descanso

Figura 6. Fluxograma da producao de uma emulsao O/A com A. campestris L.
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Existem um conjunto de pontos de controlo do processo (assinalados lateralmente no
fluxograma), sendo estes considerados os “pontos criticos” na preparacao de emulsdes, estando
relacionados com a velocidade, tempo de agitacao e com a temperatura. Estas varidveis devem
padronizar-se, ja que condicionam diretamente a estabilidade da formulacao. No caso da temperatura,
nunca ultrapassar os 80°2C, uma vez que esta condiciona a mais rdpida oxidacao das gorduras.
Parametros relacionados com a agitacao devem ser estabelecidos, podendo, em pequena escala, ser
efetuados manual ou mecanicamente. A agitacao mecanica é tida como mais eficaz, uma vez que, com o
atingimento de velocidades maiores que a agitacao manual, mais facilmente se conseguem dispersar os
gldbulos constituintes da fase interna dispersa. Devem alternar-se momentos de agitacao com
momentos de repouso, uma vez que a agitacdo mecanica continua poderia provocar, mais facil e
rapidamente, fendmenos de separacao de fases (63).

Apds 24h da producao da emulsao retira-se uma amostra de 150g para a determinacao das
propriedades reoldgicas, da viscosidade e teste da extensibilidade do produto (todos com trés
determinacdes).

Também apds 24h (e repetidos trimestralmente para verificar possiveis alteracdes) deve ser
realizada analise e documentacao das caracteristicas organoléticas (aspeto, coloracdo e odor), testes de
stress térmico, ciclos de congelamento e descongelamento, viscosidade, e exposicao a luz solar.

No caso da emulsao em questao, espera-se um aspeto homogéneo, brilhante, de coloracao
branca, opaca e sem odor. Alteracoes nas caracteristicas organoléticas, nomeadamente cor, devido a
oxidacao de compostos oleosos € espectavel, nao sendo, tendo em conta as matérias-primas empregues,
espectaveis outro tipo de alteracdes. Relativamente ao pH, é de esperar que ele varie ligeiramente ao
longo do tempo em que decorrem os ensaios de estabilidade. Contudo, estas variacées costumam manter
as formulac6es dentro da faixa considerada mais adequada para os produtos de aplicacao tdpica, nao
sendo considerado um fator de instabilidade. Por dltimo, no caso de exposicao a temperaturas mais
elevadas (como no caso do ensaio de stress térmico) é espectavel que haja um aumento da viscosidade

da formulacao por perda de dgua por evaporacao (64).

Consideracoes finais

A A. campestris L. é uma planta amplamente distribuida por todo o mundo, sendo conhecidos
iniUmeros efeitos benéficos desta, nomeadamente a sua atividade anti-inflamatdria e antioxidante, em
grande parte devido a producao de flavondides, metabolitos secundarios produzidos por esta espécie

vegetal.
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O presente estudo contribui para o estabelecimento de protocolos de extracao desta planta,
ensaios para determinacao de atividade antioxidante e potencial protetor in vitro, assim como um
protocolo e fluxograma de producao de uma emulsao O/A, com a descricdo ensaios de estabilidade a
realizar ao nivel da hidratacao. Os dados aqui apresentados resultam da integracao de estudos e
conhecimento cientifico, pelo que este podera ser um guia em trabalhos futuros nos quais haja a
possibilidade de avancar para a execucao dos mesmos

A grande limitacao do presente trabalho foi a impossibilidade da realizacao de trabalho
laboratorial, face ao atual contexto de pandemia. Assim e futuramente seria importante efetuar ensaios
laboratoriais de modo a corroborar e complementar o presente trabalho, permitindo também a execucao
de um teste de eficdcia da emulsao produzida, avaliando os efeitos desta quando utilizada como creme
cosmético diario, tanto nivel da hidratacao da pele como da sua atividade antioxidante.

Espera-se, assim, que esta dissertacao sirva de base tedrica para a formulagao de uma emulsao

cosmética O/A contendo A. campestris L., 0 seu aperfeicoamento e garantia do controlo de qualidade.
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