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RESUMO

ARIEDE, M. B. Aplicacdo do extrato da microalga Botryococcus braunii
em formulacdes cosméticas fotoprotetoras. 2016. 94f. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2016.

Diversos produtos topicos sdo desenvolvidos a fim de se evitar os efeitos
nocivos da radiagao ultravioleta (UV), dentre eles, os protetores solares
constituidos por filtros fisicos e/ou quimicos. No entanto, os filtros quimicos
podem promover eventos adversos, razdo pela qual a busca de ativos em
fontes naturais tem-se mostrado de grande importancia. A microalga
Botryococcus braunii pode ser de potencial interesse em aplicacfes
cosmeéticas, pois foi descrito que seu extrato aquoso apresentou reducdo da
desidratacdo cutanea, induziu a producdo do colageno, bem como promoveu
atividade antioxidante. Assim, o estudo visou analisar o auxilio da B. braunii na
fotoprotecdo cutanea e na protecdo da pele por meio da acdo antioxidante in
vitro. As formulacbes, constituidas de biomassa da microalga ou de seus
extratos, acrescidas ou ndo de filtros, foram avaliadas quanto a:. acéo
antioxidante, atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade. A B. braunii
apresentou bom desempenho de crescimento, contendo lipideos (25,65%) e
proteinas (49,17%) em propor¢cdo semelhante a descrita na literatura. A
presenca de fendis totais e a acdo antioxidante foram analisadas nos extratos
obtidos com cloroférmio, metanol e etanol 70%. O extrato obtido com etanol
70% foi o que apresentou maior concentragdo de fendis totais (68,9 pg/mL de
acido cafeico), porém inferior ao relatado na literatura; e a acdo antioxidante
ndo foi considerada significativa ao se comparar com o padrdo Trolox®. Nas
formulacbes, os extratos foram considerados ineficientes para acéo
antioxidante. Quanto a atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade, a B.
braunii ndo apresentou eficacia adequada, existindo, porém, a possibilidade de
0s extratos atuarem na regido da luz visivel e contribuirem contra os efeitos

danosos provocados por esta radiacéo a pele.

Palavras-chave: microalga, Botryococcus braunii, fotoprotegcédo, atividade

antioxidante.



ABSTRACT

ARIEDE, M. B. Application of the Botryococcus braunii microalgae extract
in sunscreens. 2016. 94f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Several topical products are developed in order to avoid the harmful effects of
ultraviolet (UV) radiation, including sunscreens made by physical and/or
chemical filters. However, chemical filters may promote adverse events, which
iIs why the search for actives from natural sources has proven to be of great
importance. The microalgae Botryococcus braunii may be of potential interest in
cosmetic applications, because it has been reported that its aqueous extract
showed a reduction in skin dehydration, induced collagen production and
promoted antioxidant activity. Thus, the study aimed to analyze the contribution
of B. braunii in skin photoprotection and skin protection through in vitro
antioxidant action. The formulations, consisting of biomass from the microalgae
or their extracts, supplemented or not by filters, were evaluated for: antioxidant
activity, photoprotective activity in vitro and photostability. The B. braunii
showed good growth performance, containing lipids (25.65%) and protein
(49.17%) in similar proportion to the described by the literature. The presence of
phenolic compounds and antioxidant activity were analyzed in extracts obtained
with chloroform, methanol and 70% ethanol. The extract obtained with 70%
ethanol showed the highest concentration of total phenolics (68.9 mg/mL caffeic
acid), but lower than that reported in the literature; and the antioxidant action
was not considered significant when compared to the Trolox® standard. In the
formulations, the extracts were considered inefficient for antioxidant action. In
relation to the in vitro photoprotection activity and photostability, B. braunii did
not provide adequate efficacy, however, there is a possibility that the extracts
have an ability to act in the visible light region and contribute to the protection

from the harmful effects caused by that radiation to the skin.

Keywords: microalgae, Botryococcus braunii, photoprotection, antioxidant

activity.
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1. INTRODUCAO

Diversos organismos, por consequéncia da exposicdo a radiagdo
ultravioleta (UV), desenvolvem mecanismos de defesa a fim de diminuir os
danos provocados por essa radiacao, tais como a expressao e regulacdo de
enzimas antioxidantes, a reparacdo molecular e a sintese de compostos com
acOes fotoprotetoras — como flavonoides, encontrados em plantas diversas;
melanina, produzida em animais e humanos; micosporina, presente em fungos;
e aminoacido do tipo micosporina, detectado em cianobactérias, algas e
animais (PALLELA, NA-YOUNG, KIM, 2010; ROJAS, LONDONO, CIRO, 2016;
SHICK, DUNLAP, 2002; SINHA, SINGH, HADER, 2007; SUH et al., 2014).

Compreendendo que a radiacdo UV é capaz de promover diversos
danos a pele — entre eles o fotoenvelhecimento, caracterizado pela formacao
de rugas profundas e pigmentacdo anormal, e o cancer —, inimeros estudos
possuem por objetivo desenvolver formulagcbes tdpicas que contemplam
substancias ativas antioxidantes com acao fotoprotetora, as quais podem ser
incorporadas a filtros solares UV, a fim de evitar tais prejuizos provocados pela
radiacdo (GASPAR, CAMPOS, 2007; ROJAS, LONDONO, CIRO, 2016;
SAEWAN, JIMTAISONG, 2015).

Diante da possibilidade de encontrar novos compostos com acao
protetora, as industrias vém empregando pesquisas envolvendo componentes
naturais para o desenvolvimento de produtos cosmeéticos, principalmente a
partir de espécies do Reino Vegetal, por apresentarem moléculas ativas que
podem contribuir para o combate aos danos causados a pele e, também, pela
atual preferéncia dos consumidores por produtos naturais — ecologicos e
produzidos de forma sustentavel — em detrimento aos produtos sintéticos.
Dessa forma, algumas algas e, principalmente, micro-organismos
fotossintetizantes, que sdo organismos unicelulares  procariéticos
(cianobactérias) ou eucaribticos (microalgas), sdo utilizados como fontes
primérias para a obtencdo de componentes bioativos, atuando como
ingredientes funcionais, podendo ser encontrados em suas composicoes
carotenoides, acidos graxos, polissacarideos, peptideos, vitaminas e esterais.
Adicionalmente, existe vantagem no uso de microalgas, em comparacdo as

plantas, para a analise de compostos, uma vez que apresentam maior



eficiéncia de conversao fotossintética da luz solar, garantindo um rendimento
superior, além de permitir a realizacdo de manipulacdo e direcionamento de
suas vias biossintéticas, por meio de alteracdes nas condi¢des de cultivo, para
a producdo e acumulo de componentes necessarios ou de interesse
(ANTIGNAC et al.,, 2011; BUONO et al.,, 2012; HU et al.,, 2008; SAEWAN,
JIMTAISONG, 2015; WANG et al., 2015; XU et al., 2009).

Atualmente, j& se encontram no mercado produtos cosméticos que
contém microalgas para uso topico e capilar, bem como diversas patentes que
relatam a acdo de microalgas — utilizando suas células, seus componentes ou
mesmo seus extratos — em produtos de carater cosmético (HAGINO, SAITO,
2010; HUNER et al., 2004; LOTAN, 2012).

A microalga Botryococcus braunii — que é caracterizada por sua
capacidade de produzir longas cadeias insaturadas de hidrocarbonetos,
representando mais do que 75% de sua massa seca — pode ser uma
alternativa para o uso em cosméticos, pois verificou-se que o0 seu extrato
aguoso foi capaz de produzir, in vitro, reducdo da desidratacdo cutanea, que
influencia na aparéncia, no metabolismo, nas propriedades mecéanicas e na
funcdo de barreira da pele; induzir a sintese de colageno; estimular a
diferenciacdo de adipdcitos; e promover atividade antioxidante e anti-
inflamatoria. Além disso, ficou comprovado, por meio do teste de citotoxicidade
em células do tipo NIH3T3, em queratindcitos HaCaT e em MSC, que o extrato
aguoso nas concentracdes de 0,1 a 0,0025% nao apresentou alteracdo na
viabilidade celular. Neste sentido, seu uso para fins cosméticos se mostrou
possivelmente viavel (BUONO et al., 2012).

Considerando o potencial desta microalga para uso cosmético e a
escassez de estudos sobre sua aplicacdo nesta area, a proposta do presente
trabalho envolveu o cultivo de Botryococcus braunii e posterior analise da sua
acdo em formulagbes cosméticas fotoprotetoras, a fim de verificar sua
influéncia na eficacia in vitro da formulacdo contra a radiagdo ultravioleta

(UVA/UVB), bem como avaliar sua agéo antioxidante potencial.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Radiagéo Ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) € um dos principais fatores externos que
provocam maleficios a pele e ao organismo humano, dentre eles os danos ao
DNA, a producéo de radicais livres, a queimadura, o envelhecimento cutaneo
precoce e, até mesmo, o cancer de pele (ARAUJO, SOUZA, 2008; PERES et
al., 2015; ROJAS, LONDONO; CIRO, 2016).

De acordo com o comprimento de onda, o espectro da radiacdo UV é
subdividido em trés bandas: UVA, UVB e UVC. Os raios UVA apresentam
comprimento de onda de 320 — 400 nm e, por terem maior poder de
penetracdo, sdo capazes de atingir tanto a epiderme quanto a derme. Este tipo
de radiacdo, devido a sua capacidade de reagir com o oxigénio molecular,
promove a inducdo de processos oxidativos, com a formacdo de espécies
reativas que podem desencadear processos inflamatérios na pele,
fotoenvelhecimento e danos ao DNA. Tal radiacdo apresenta incidéncia
independente da camada de ozdnio, mantendo sua intensidade constante ao
longo do dia e nas diferentes estacbes do ano. Por apresentar nao
uniformidade ao longo da regido em que se encontra, a radiacdo UVA foi
subdividida em UVA | (menos eritematosa e comprimento de onda
compreendido entre 340 — 400 nm) e UVA Il (mais eritematosa e
fotossensibilizante, com comprimento de onda entre 320 — 340 nm) (CESTARI,
OLIVEIRA, BOZA, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015; JANSEN et al., 2013a;
LEVI, 2013; LORENCINI et al., 2014; POPIM et al., 2008; SKOTARCZAK et al.,
2015; TOFETTII, OLIVEIRA, 2010).

A radiagdo UVB, por sua vez, possui comprimento de onda de 290 —
320 nm, sendo capaz de penetrar a epiderme e provocar danos diretos ao
DNA, fotoimunossupresséao, eritema, melanogénese e inducdo ao cancer. Ja a
radiacdo UVC possui menor intervalo de comprimento de onda (100 — 290 nm),
sendo fortemente mutagénica, carcinogénica e capaz de provocar alteracao na
queratinizacdo da pele. No entanto, esta é barrada na camada de ozonio (DE
OLIVEIRA et al., 2015; HUPEL, POUPART, GALL, 2011; JANSEN et al.,



2013a; LEVI, 2013; POPIM et al., 2008; SKOTARCZAK et al., 2015; TOFETTII,
OLIVEIRA, 2010).

2.2. Defesas contra a acdo da radiacao ultravioleta

O organismo humano possui mecanismos para evitar os efeitos nocivos
provocados pela radiagcdo UV, como a producdo de melanina, que € uma
molécula capaz de converter a energia da radiacdo UV em calor; a presenca de
antioxidante enddgeno para remover radicais livres; e o espessamento da
camada cornea. No entanto, esses mecanismos podem nao ser suficientes
para evitar os efeitos deletérios da radiacdo UV em caso de exposicao
excessiva, sendo essencial o uso de protetores solares, pois estes possuem
em sua composicao filtros que tem por finalidade agir contra a radiacdo UV
incidente, devendo apresentar, segundo os 0rgdos reguladores ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e FDA (Food anda Drug
Administration), amplo espectro de acao, para garantir a defesa na regido UVA
e UVB (ARAUJO, SOUZA, 2008; BRASIL, 2012; CESTARI, OLIVEIRA, BOZA,
2012; GASPAR et al., 2013; JANSEN et al., 2013a; SAMBANDAN, RATNER,
2011; UNITED STATES, 2011).

Assim, os fotoprotetores podem ser constituidos por filtros inorganicos
(fisicos) — que formam barreira sobre a pele, refletindo ou dispersando a
radiacdo UV, como diéxido de titanio e o 6xido de zinco — e/ou filtros organicos
(quimicos), que, por possuirem um grupamento carbonila acoplado a um anel
aromatico, sdo capazes de absorver a radiacdao UV, fenbmeno que provoca
ressonancia na molécula, resultando na conversao da radiacdo de alta energia
em uma mais indcua, como na forma de calor, por exemplo (CESTARI,
OLIVEIRA, BOZA, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015; PALM, O'DONOGHUE,
2007; SAEWAN, JIMTAISONG, 2015; SCHLUMPF et al., 2004).

A maioria dos protetores solares apresentam no minimo dois filtros UV,
sendo um de acdo na regidao UVA e o outro na regido UVB. No entanto, a
presenca destes diferentes filtros pode acarretar em uma decomposi¢cdo mais
acelerada dos ativos, como é o caso dos filtros avobenzona (Butyl
methoxydibenzoylmethane) e p-metoxicinamato de octila (Ethylhexyl

methoxycinnamate), que sdo compostos que sofrem interacdo quando



associados em uma formulagcdo (ARAUJO, SOUZA, 2008; GASPAR et al.,
2013; LHIAUBET-VALLET et al.,, 2010; SAEWAN, JIMTAISONG, 2015;
SAMBANDAN, RATNER, 2011).

A avobenzona (AVO), Figura 1a, € um filtro quimico com acgéo na regiao
UVA altamente fotoinstavel e amplamente utilizado em formulacbes
cosméticas. Este filtro sofre significante degradacédo, cerca de 50 a 60% de
perda de suas propriedades, quando exposto a radiacdo UV (AFONSO et al.,
2014; ARAUJO, SOUZA, 2008; GASPAR et al., 2013; SAMBANDAN, RATNER,
2011).

Figura 1. Estrutura molecular dos filtros avobenzona e p-metoxicinamato de octila (Adaptado
de LHIAUBET-VALLET et al., 2010).
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A AVO é comumente associada a filtros UVB nas formulacdes
cosméticas — especialmente com o filtro p-metoxicinamato de octila (OMC),
Figura 1b, que apresenta acdo eficiente na regido UVB, mesmo sendo
conhecida a interacdo fotoinstavel entre estes filtros. Assim, para evitar tal
interacdo, ao associar a AVO com o OMC na formulacao geralmente é utilizado
um composto para conferir maior estabilidade, como o uso do octocrileno
(Octocrilene) — amplamente reconhecido por retardar a degradacdo da AVO —
ou de compostos antioxidantes, que sdo uma nova tendéncia cosmética, uma
vez que estudos tém avaliado o beneficio da combinacdo destes compostos
em protetores solares (AFONSO et al.,, 2014; FREITAS, LOPES, GASPAR,
2015; GASPAR et al., 2013; KIM et al., 2015; LHIAUBET-VALLET et al., 2010;
PERES et al., 2015; SAMBANDAN, RATNER, 2011).



2.3. Analise da eficacia fotoprotetora de formulacdes cosméticas

A eficiéncia dos protetores solares pode ser avaliada in vitro e in vivo por
diversas técnicas que consideram 0s seguintes parametros: fator de protecao
solar (FPS), que indica a capacidade da formulacdo em inibir a formacdo do
eritema provocado pela radiacdo UVB; fator de protecdo UVA (UVA-PF), que
avalia a protecao contra a radiagdo UVA; e o comprimento de onda critico (Ac),
que fornece a amplitude de protecdo considerando o espectro completo da
radiagdo UV (HUPEL, POUPART, GALL, 2011; UNITED STATES, 2011).

Para avaliar a agdo protetora da formulacdo, primeiramente é realizado
teste in vitro, pois fornece um perfil de como o protetor se comporta, sendo
mais rapido, evitando o uso desnecessario de voluntarios e permitindo o
aperfeicoamento das formulacdes previamente a sua submissdo aos testes
clinicos (GAROLI et al., 2009; HUPEL, POUPART, GALL, 2011).

Um dos métodos utilizados, aprovado pelos érgaos regulatérios ANVISA
e FDA, consiste em mensurar o FPS por meio da transmitancia espectral ao
aplicar a formulacéo fotoprotetora em um suporte que mimetiza a pele, como
as placas de PMMA (polimetilmetacrilato). O FPS da formulacdo é obtido por
meio de calculos mateméaticos apbés esta ser submetida a analise
espectrofotométrico de refletancia difusa, sendo possivel ter, ao final, uma
perspectiva da atuacdo do protetor solar (COSMETICS EUROPE, 2011;
GAROLI et al., 2009; HUPEL, POUPART, GALL, 2011).

No entanto, a formulacdo s6 € considerada adequada apés a
determinacao do FPS in vivo. Para isto, um teste que visa observar a protecéo
proporcionada pelo produto contra a formacdo de eritema é realizado em
voluntarios, os quais sdo expostos a radiacdo UVB gerada por um simulador
solar que emite ondas de 290 a 400 nm, com limite total de irradiacdo de 1500
W/m% No teste, é considerado o efeito decorrente da primeira reacéo
eritematdgena perceptivel e com bordas claramente definidas, provocada pela
radiacdo. ApOs a andlise, o FPS é determinado ao comparar a dose
eritematdgena minima (DEM) da pele protegida com o protetor solar com a
DEM da pele ndo protegida (ALI et al., 2014; BRASIL, 2012; UNITED STATES,
2011).



Para a avaliacdo do comprimento de onda critico e UVA-PF, apesar de
existir uma forma de avaliacdo in vivo, sdo predominantemente realizados
ensaios in vitro, por serem validados, sendo ultimamente utilizado o método
espectrofotométrico de refletancia difusa acoplado a esfera de integracao, que
apresenta faixa espectral de 250 a 450nm, capaz de processar os dados de
transmitancia em cada comprimento de onda e transforma-los em parametros de
eficacia fotoprotetora (BRASIL, 2012; SPRINGSTEEN et al., 1999; UNITED
STATES, 2011).

2.4. Finalidade da incorporacdo de bioativos em protetores

solares

Apesar de os protetores solares atuarem contra os efeitos prejudiciais a
pele, atualmente nota-se a ocorréncia de eventos adversos ocasionados pelo
uso tépico de grandes quantidades de filtros quimicos — como a ocorréncia de
dermatite de contato fotoalérgica ou fototoxica, provavelmente devido a
subprodutos formados a partir da degradacao dos filtros —, o que culminou no
desenvolvimento de formulagées com reduzidas concentragbes destes filtros,
visando, no entanto, a manutencdo da ampla protecéao frente as radiacbes UVA
e UVB (AFONSO et al.,, 2014; GASPAR et al.,, 2013; HUPEL, POUPART,
GALL, 2011; PEREIRA et al., 2015; PERES et al., 2015; VELASCO et al.,
2012).

Assim, podem ser associados as formula¢cdes compostos naturais ou
bioativos com o propésito de aumentar a eficacia fotoprotetora, visto que
existem componentes que apresentam semelhanca a estrutura quimica dos
filtros organicos que possivelmente podem auxiliar na atividade fotoprotetora da
formulacdo — o aminoacido do tipo micosporina, encontrado em microalgas,
macroalgas e cianobactérias, € um exemplo de substancia bioativa, por ser
capaz de absorver a radiacdo UV no comprimento de onda na faixa de 310 a
360 nm, dispersando-a sem promover a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) — e compostos com acéo antioxidante, como polifendis, que
podem contribuir juntamente com os filtros para evitar os efeitos nocivos da luz
UV ou mesmo auxiliar na fotoestabilidade dos filtros, resultando no aumento do

FPS da formulagcdo sem a necessidade de empregar agentes UV adicionais



(AFONSO et al., 2014; BADEA et al., 2015; GASPAR et al., 2013; HUPEL,
POUPART, GALL, 2011; MARTORANA et al., 2013; NISHIKAWA et al., 2013;
OREN; GUNDE-CIMERMAN, 2007; PERES et al., 2015, VELASCO et al.,
2012).

2.5. Estresse oxidativo e agdo antioxidante

O estresse oxidativo esta relacionado a producédo de radicais livres
potencialmente nocivos, podendo provocar uma variedade de patologias,
incluindo doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatorias, artrite
reumatoide, aterosclerose e inducao de cancer (CAROCHO, FERREIRA, 2013;
CHEN, BERTIN, FROLDI, 2013; KRISHNAIAH, SARBATLY, NITHYANANDAM,
2011; SARANYA et al., 2014).

Os radicais livres (RL) sdo moléculas que apresentam em sua estrutura
elétrons desemparelhados. Estas substancias podem ser formadas a partir de
trés elementos: oxigénio, nitrogénio e enxofre. As espécies reativas de oxigénio
(EROS), demonstrada na Figura 2, porém, sao predominantemente
encontradas no nosso organismo, sendo capazes de oxidar compostos ao doar
elétrons e, com isso, provocar danos ao DNA, proteinas, inativar enzimas e
induzir a peroxidacao lipidica, contribuindo para o fotoenvelhecimento cutaneo

e o cancer de pele.



Figura 2. Espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas no organismo humano em
decorréncia do estresse oxidativo (Adaptado de CHEN, HU, WANG, 2012).

o Radiagao UV 10
2 2
Oxigénio Oxigénio singlete
e Agentes exogenos
Processos enddgenos
. NO
0, ONOO

Anion superdxido
Peroxinitrito
Superdxido Dismutase

{SOD)
Glutationa peroxidase

H,0+0, Catalase H,0,
Peroxido de hidrogénio

Fel*

OHe»

Radical Hidroxila

RO - R=0

Peroxidagdo lipidica Danos ao DNA  Carbonilagao de proteinas

As EROs podem ser produzidas naturalmente a partir do metabolismo
ou ser oriundas de fatores externos, como o ato de fumar, a poluicdo e a
radiacdo UV, existindo maior formacéo de radicais livres na regido espectral da
radiacdo UVA em relacdo a regido UVB (CAROCHO, FERREIRA, 2013;
CEFALI et al., 2016; CHEN, HU, WANG, 2012; FREITAS, LOPES, GASPAR,
2015; SIERRA et al., 2013).

A fim de combater essas espécies reativas de oxigénio, 0 organismo
humano desenvolveu defesas oriundas de reacdes enzimaticas ou nao
enzimaticas. Entre os compostos antioxidantes sintetizados pelo organismo
capazes de neutralizar os radicais livres encontram-se a vitamina A, o acido
arico e a coenzima Q10 (ubiquinona). As principais enzimas envolvidas no
processo de protecdo s&o: glutationa peroxidase, catalase e superoxido
dismutase. As duas primeiras enzimas sao responsaveis pela eliminacdo de
peréxido de hidrogénio (H,0O,) e a ultima pela converséo do radical superoxido
volatil em perdxido de hidrogénio menos volatil. No entanto, essas defesas nao
evitam eficazmente a formacdo de EROS com a exposicdo em excesso a

radiacdo solar, resultando em danos ao organismo (ALAM, BRISTI,
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RAFIQUZZAMAN, 2013; CAROCHO, FERREIRA, 2013; CEFALI et al., 2016;
CHEN, HU, WANG, 2012; ORESAJO et al., 2012).

Assim, como a radiacao solar, principalmente a radiacdo UVA, é um dos
principais fatores exdgenos responsaveis pela geracdo de radicais livres —
como o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila que sdo produzidos apés
15 minutos de exposicdo a radiagdo UV — tem-se estimulado o uso de
protetores solares (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; JANSEN et al., 2013b;
KAWAKAMI, GASPAR, 2015; RAMOS-E-SILVA et al., 2013).

N&o obstante, estudos tém demonstrado que somente o uso do protetor
solar ndo é efetivo contra os efeitos danosos provocados pela radiacdo solar,
assim os antioxidantes — substancias conhecidas por sua “capacidade de
atrasar, prevenir ou remover espécies reativas” que provocam danos oxidativos
ao organismo — tém sido incorporados a protetores solares com o intuito de
neutralizar os efeitos citotoxicos de espécies reativas de oxigénio (EROS)
gerados pela exposicdo a radiacdo UV ou mesmo pela fotodegradacdo dos
filtros sintéticos presentes na formulacao, tendo recebido especial atencdo os
compostos obtidos de fontes naturais, por estes apresentarem, em geral,
nenhum prejuizo & satde humana, baixo custo, versatilidade, além de serem
obtidos de fontes renovaveis (CAMPANINI et al., 2014; CHEN, HU, WANG,
2012; CHIARI et al., 2014; FREITAS, LOPES, GASPAR, 2015; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007; JANSEN et al., 2013b; KAWAKAMI, GASPAR, 2015;
RAMOS-E-SILVA et al., 2013).

2.6. Avaliacao da atividade antioxidante

Existe atualmente uma infinidade de métodos para avaliar a atividade
antioxidante. No entanto, a técnica mais amplamente conhecida e utilizada
para quantificar a atividade antioxidante de determinado composto,
principalmente quando se trata da acdo antioxidante de extratos de plantas,
emprega o uso do radical livre DPPHe (1,1-diphenyl-2-pic-rylhydrazyl). Este
método € baseado em uma reacdo direta entre o radical e um composto
antioxidante, que permite observar a capacidade de o0s compostos
antioxidantes reduzirem o radical DPPH por meio da detec¢cdo da queda da

absorbancia em espectrofotdmetro, identificada pela alteragdo da coloragéo
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roxa para amarela (Figura 3). O DPPH é um radical capaz de reagir com
compostos que podem doar atomos de hidrogénio, apresentando comprimento
de onda maximo entre 515 — 520 nm (CAROCHO, FERREIRA, 2013; CHEN,
BERTIN, FROLDI, 2013; DENG, CHENG, YANG, 2011; KRISHNAIAH,
SARBATLY, NITHYANANDAM, 2011; NOIPA et al., 2011).

Figura 3. Reacdo do DPPH com compostos antioxidantes (Adaptado TEIXEIRA et al., 2013).
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Apesar do uso frequente do radical livre DPPH para analisar a acéo
antioxidante de amostras, deve-se tomar cuidados durante a anélise em
relacdo a alguns parametros, como exposicao a luz, diferenca de valor de pH,
tempo de reacdo — que deve ser adequado para ocorrer o total equilibrio da
reacdo —, padronizacdo do solvente — uma vez que ja foi constatado que ao
realizar o teste com extratos obtidos da mesma planta em diferentes solventes
sdo obtidos resultados diferentes —, e quantidade de amostra (DAWIDOWICZ,
WIANOWSKA, OLSZOWY, 2012; NOIPA et al., 2011; SHARMA, BHAT, 2009).

2.7. Fontes de obtencao de compostos bioativos

Compostos naturais sdo produzidos por diversas fontes bioldgicas, como
plantas, animais e micro-organismos. Estes compostos sdo denominados
metabolitos secundarios, pois nao estdo envolvidos diretamente no
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos, atuando
principalmente em relacdo a defesas, como protecdo de efeitos deletérios
externos (MARTINS et al., 2014).
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Estes metabolitos, portanto, passaram a ser de grande interesse para a
industria cosmeética, sendo muitas vezes obtidos a partir de extratos de plantas
e algas por apresentarem, entre outros, compostos bioativos antioxidantes
(BAYDAR, BAYDAR, 2013; LEE et al., 2013; MARTINS et al., 2014).

As plantas terrestres sdo muito utilizadas para obter compostos ativos.
Dentre os compostos secundérios encontrados em plantas, os fendlicos séo
considerados um dos principais constituintes que possuem acéo antioxidante,
por conterem em suas moléculas dois grupos hidroxilas e um anel aromatico,
sendo que, ja se verificou que ha protecdo contra os efeitos provocados pela
radiacdo UV ao incorporar espécies que contém grande quantidade deste
componente em formulacdes para uso topico (GOIRIS et al., 2012; MARTINS
et al., 2014, 2016; MARTORANA et al., 2013; SKOTARCZAK et al., 2015).

Recentemente, as microalgas tém recebido crescente atencdo como
potencial fonte de obtencdo de bioativos para uso em produtos cosmeéticos
devido a possibilidade de modular seus metabolismos para obter compostos de
interesse e ao fato de apresentarem grande variedade de componentes que
podem promover acdo antioxidante e protecdo contra a radiacdo UV
(CHOOCHOTE, SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014; GOIRIS et al.,, 2012;
MAADANE et al., 2015; MARTINS et al., 2014; WANG et al., 2015).

A acao antioxidante das microalgas tem sido relacionada a presenca de
compostos fenodlicos e carotenoides. No entanto, atribui-se a referida acdo mais
aos carotenoides, pois, apesar de alguns estudos ja terem relatado classes de
flavonoides, ainda ha pouca informacdo sobre a presenca de substancias
fendlicas em microalgas (CHOOCHOTE; SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014;
GOIRIS et al., 2012; MAADANE et al., 2015; MARTINS et al., 2014; SAFAFAR
et al., 2015; SARANYA et al., 2014; WANG et al., 2015; WARD, 2016).

Assim, por possuirem imensa biodiversidade, as microalgas
representam uma das maiores fontes naturais de antioxidantes e, embora nao
esteja completamente esclarecida a importancia da agdo antioxidante dos
compostos fendlicos, ja foi constatado que quando a microalga é exposta a
radiacdo UV ocorre um aumento da concentracdo destes compostos em sua
composicado, indicando que estas substancias podem desempenhar alguma
acao antioxidante frente a este estresse (GOIRIS et al., 2012; SAFAFAR et al.,
2015; SARANYA et al., 2014; WARD, 2016).
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2.8. Microalga Botryococcus braunii

B. braunii (Figura 4) € uma microalga fotossintetizante unicelular que
pertence a familia Chlorophyceae (chlorophyta), comumente encontrada em
aguas doces, salobras, lagos e represas de todos os continentes, conhecida
por sua habilidade de sintetizar e acumular uma variedade de lipideos que
auxiliam na func@o barreira da pele. Este acumulo esta relacionado ao
armazenamento de lipideos no espaco extracelular (parede celular) e
intracelular, diferentemente de outras microalgas ja analisadas, que
apresentaram os lipideos apenas em seus citoplasmas (BANERJEE et al.,
2002; DAYANANDA et al., 2007a; DEMURA et al., 2014; FANG et al., 2004;
FURUHASHI et al., 2016a; HIROSE et al., 2013; METZGER, LARGEAU, 2005;
PEREZ-MORA et al., 2016).

Figura 4. Botryococcus braunii UTEX 2441 (25,2x).

Esta microalga cresce formando colénias irregulares de 30 um a 2 mm
de tamanho, sendo constituidas por células elipticas de 6 a 20 um de diametro
e comprimento de 2,5 a 8 um. Suas células sdo unidas por uma matriz
mucilaginosa transparente, sendo possivel existirem varias colonias ligadas
umas as outras por meio de finos fios hialinos (ACHITOUV et al., 2004; LI, QIN,
2005; PEREZ-MORA et al., 2016).

Sabe-se que para o crescimento e formacgédo dos produtos da microalga
B. braunii, em cultura, é necesséria a presenca de agua, luz, CO,, quantidade e
qualidade de nutrientes inorganicos, bem como controle do valor de pH do

meio, CO,, salinidade, temperatura e intensidade de luz, uma vez que o
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excesso de irradiacdo pode provocar danos as células. Em relacdo aos
nutrientes, € de fundamental importancia o controle da quantidade de
nitrogénio e fosforo presente na agua, tendo em vista que estes elementos
influenciam diretamente no crescimento da microalga e, portanto, a escassez
de qualquer um deles prejudica o seu desenvolvimento. De acordo com 0 meio
de crescimento, a B. braunii pode ser classificada em trés tipos relacionados as
caracteristicas dos hidrocarbonetos formados, quais sejam: (i) tipo A, que
compreende n-alcadienos e mono-, tri-, tetra-, e pentanos, que sao derivados
de acidos graxos de C,3 a Cssz; (i) tipo B, que produz hidrocarbonetos
triterpenoides conhecidos como botriococenos (Cs30-Cs7); e (iii) tipo L, que
produz tetraterpenoides (C40) (AL-HOTHALY et al., 2016; BANERJEE et al.,
2002; DAYANANDA et al., 2007a, 2007b; FURUHASHI et al., 2016b; KOLLER
et al., 2012; METZGER, LARGEAU, 2005; XIN et al., 2010).

Esta microalga, além da presenca dos hidrocarbonetos, também contém
em sua composicdo 0s carotenoides, que apresentam acdo antioxidante e,
portanto, sdo capazes de eliminar os radicais livres, prevenindo os danos
oxidativos as células e tecidos. Nos tipos B e L, este composto é mais
pronunciado, havendo a produgédo do B-caroteno, da luteina e da neoxantina.
No entanto, a luteina € o componente mais encontrado na fase estacionaria,
correspondendo de 22 a 29% dos carotenoides. Apesar de apresentar
diferentes compostos, esta microalga ainda € muito utilizada na producéo de
biocombustivel devido a sua habilidade de produzir grandes quantidades de
hidrocarboneto (BANERJEE et al., 2002; FURUHASHI et al., 2016b; RAO et al.,
2006, 2007, 2010).

Apesar de a presenca dos carotenoides serem maiores nas linhagens B
e L, estudos ja avaliaram que a linhagem A desta microalga € capaz de
aumentar a quantidade deste composto, bem como de sua biomassa, quando
seu crescimento é realizado com baixos niveis de salinidade. Ademais, foi
constatado que em sua composi¢cdo também €é possivel encontrar compostos
fendlicos, que podem contribuir na acdo de produtos cosméticos que buscam
evitar danos a pele. Tais ac¢des, no entanto, foram pouco estudadas até o
momento, 0 que torna a B. braunii de grande interesse para a pesquisa de
novos bioativos em formulagdes cosméticas (BUONO et al., 2012; GOIRIS et
al., 2012; RAO et al., 2007).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho empregou a biomassa ou extrato da microalga

Botryococcus braunii em formulacbes dermocosméticas fotoprotetoras na

qualidade de potencial composto bioativo.

(i)

(iii)

(iv)

(V)

3.2. Objetivos especificos

Realizacéo do cultivo da microalga e analise de seus componentes na

biomassa seca (lipideos e proteinas totais).

Preparo dos extratos com solventes distintos a partir da biomassa seca

da microalga e analise da presenca de fendis totais.

Preparo e caracterizacéo fisica das formulacdes fotoprotetoras.

Determinacdo da acdo antioxidante dos extratos e das formulacfes

dermocosmeéticas.

Avaliacdo da acao fotoprotetora in vitro e da fotoestabilidade funcional
das formulacdes, acrescidas ou ndo da biomassa ou extrato da

microalga B. braunii.



Wettorial 6 Medodos
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. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Matérias-primas, reagentes e solventes

= Acido bérico PA — Synth®

= Acido cafeico pureza 98,0% — Sigma - Aldrich®

= Acido citrico PA — Synth®

= Acido cloridrico PA — Synth®

= Acido sulfarico PA — Synth®

= Alcool cetearilico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de alcool cetilico
etoxilado(10 OE) (Cetearyl Alcohol, Dicetyl Phosphate e Ceteth-10
Phosphate) — Crodafos® CES, Mapric®

= Avobenzona (Butyl methoxydibenzoylmethane) — Fragon®

= Carbonato de sédio P.A. — Synth®

= Cepas da Botryococcus braunii UTEX 2441 — Universdidade do
Texas

= Citrato férrico — Vetec® Quimica Fina

= Cloreto de célcio PA — Synth®

= Cloreto de cobalto PA — Synth®

= Cloreto de manganés PA — Synth®

= Cloroférmio PA — Synth®

= Co-polimero do acido sulfénico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado (ammonium cryloyldimethyltaurate/VP copolymer) —
Aristoflex® AVC, Pharmaspecial®

= DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) — Sigma Aldrich®

= EDTA sal dissédico PA — Synth®

= Etanol PA — Synth®

= Eter de petrleo PA — Synth®

* Fenoxietanol (e) metilparabeno (e) etilparabeno (e) butilparabeno —
Phenova®, Mapric®

= Folin-Cioucalteu — Dinamica®

= Fosfato de potéssio bibasico anidro PA — Synth®



Hidréxido de sédio P.A. — Synth®
Metanol grau cromatografico - Merck®
Metanol PA — Synth®

Nitrato de sédio PA — Synth®
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p-metoxicinamato de octila (Ethylhexyl methoxycinnamate) — Fragon®

Propilenoglicol — Mapric®

Rutina trihidratada pureza 97,1% — Sigma - Aldrich®

Sédio molibdato PA — Synth®

Sulfato cuprico ou de cobre PA — Dinamica®

Sulfato de magnésio PA — Synth®

Sulfato de potassio PA — Synth®

Sulfato de zinco PA — Synth®

Triglicérides de acido caprico (e) caprilico — Crodamol® GTCC,
Mapric®

Trolox (tetramethylchroman-2-carboxylic acid) — pureza 97% —
Sigma - Aldrich®

4.1.2. Equipamentos e dispositivos diversos

Agitador mecanico - IKA® RW 20n

Banho de ultrassom — Unique® UltraCleaner 16002
Bloco digestor — Tecnal® TEO07D

Camara de fotoestabilidade - Atlas Suntest® CPS+
Centrifuga — Cientec® CT-6000 R

Centrifuga - Hitachi® RX2

Centrifuga — Sorval® RC-5C Plus

Coluna de fase reversa C-18, CLC-C8(M), com 4,6mm x 25,0 cm e

diametro de particula de 5um — Shimadzu®
Controle pH do meio — Mettler Toledo® M300

Cromatografo liquido de alta eficiéncia, detector espectrofotométrico

de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa

LC solution - Shimadzu®
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= Espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracao —
Labsphere® UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer

= Espectrofotdmetro — FEMTO® 600 plus, munido de cubeta de quartzo
de 1,0 cm de caminho 6ptico

= Espectrofotdmetro UV-Visivel — Thermo Scientific® Evolution 600,
munido de cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico e
acoplado a um sistema computacional

= Estufa — Fanem® 320E

= Freezer — Consul® Facilite Frost Free

* Freezer — Eletrolux® H400

= Homogeneizador de Solugéo Ap-22 — Phoenix®

» Membrana filtrante com abertura 0,45 um (Milipore®)

» Rotaevaporador — Fisatom® 801

= Rotaevaporador RV10 digital, com banho de aquecimento — IKA®

= Shaker — Infors HT® multitron

» Tamis — Granutest® 0,42 mm

4.2. METODOS

4.2.1.Crescimento e obtencdo da biomassa seca da microalga

Botryococcus braunii

As cepas de Botryococcus braunii UTEX 2441 (Linhagem A),
provenientes da Universidade do Texas, foram cultivadas em meio CHU
(Quadro 1), utilizando sistemas devidamente estéreis. Inicialmente, a
microalga foi mantida em frascos de Erlenmeyer sob agitagcdo constante em
shaker (Infors HT® multitron), & temperatura de 251 °C, até 0 meio possuir
concentracdo celular de 200mg/L, aproximadamente. Posteriormente, as
células passaram a ser cultivadas, por meio de processo descontinuo
alimentado, em fotobiorreator tubular do tipo airlift, desenvolvido no Laboratério
de Tecnologia de Fermentacdes do Departamento de Tecnologia Bioquimico-
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Séo Paulo (Figura 5), com controle do valor de pH em 7,8+0,2 com uso de gas
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carbonico e temperatura de 25+1 °C (EROGLU, OKADA, MELIS, 2011; LI, QIN,
2005; UTEX, 2011).

Figura 5. Fotobiorreator tubular do tipo airflit utilizado no cultivo da B. braunii.
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Quadro 1. Composicdo do meio CHU utilizado no crescimento da B. braunii (PEREZ-MORA et

al., 2016).

Componentes Concentracéo
Cloreto de célcio (mg/L) 36,7
Sulfato de magnésio (mg/L) 36,9
Fosfato de potassio (mg/L) 8,7
Nitrato de sédio (mg/L) 85,0
Acido citrico (mg/L) 33,5
Citrato Férrico (mg/L) 33,5
Solucéo de micronutrientes CHU
(Mg/L):
EDTA sal dissodico 0,05
Acido bérico 0,618
Cloreto de manganés 0,0126
Sulfato de zinco 0,044
Sulfato cuprico 0,0196
Cloreto de cobalto 0,02
Saédio molibdato 0,0126
Hidréxido de sédio (mg/L) 56,1
Agua purificada q.s.p. 1L
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O crescimento da microalga foi observado a partir da retirada diaria de
uma aliquota da amostra do fotobiorreator, a qual era analisada no
espectrofotdbmetro (em cubetas de quartzo e caminho 6ptico de 1cm a 680nm),
sendo a absorbancia empregada na equacéo da reta obtida por meio da curva
de calibracdo (Item 4.2.2 infra). Durante o seu crescimento, a microalga foi
diariamente “alimentada” com fosforo e nitrogénio por meio das solucdes de
fosfato de potassio (K;HPO,) e nitrato de sédio (NaNOs), respectivamente,
visando a reposicdo destes nutrientes, sendo a quantidade necessaria
determinada em fung&o do seu crescimento (PEREZ-MORA et al., 2016).

Para obter a biomassa seca da B. braunii, a microalga foi retirada do
fotobiorreator e submetida a centrifugacdo de 4500 rpm por 20 minutos
(Sorvall® RC-5C Plus). Em seguida, as células obtidas foram lavadas por duas
vezes com agua purificada, repetindo o processo de centrifugacdo, a fim de
remover o sal adsorvido nas células. Por fim, a biomassa obtida foi seca em
estufa (Fanem® 320E) a 55 °C por, aproximadamente, 12 horas, sendo
posteriormente triturada com pistilo e almofariz, padronizando-se o tamanho da
particula em 0,42 mm em tamis Granutest®. Ap6s, a biomassa foi armazenada
em freezer (Eletrolux® H400) a -7,3 °C para, enfim, ser submetida as técnicas
analiticas (PELIZER et al., 1999).

4.2.2. Elaboracdo da Curva de Calibracdo de Botryococcus

braunii

A curva de calibracéo foi desenvolvida com base na correlacdo entre a
absorbancia (A = 680 nm) de diferentes diluicbes da amostra e a
correspondente concentracdo celular, em massa seca. Para isso, foram
realizados dois procedimentos, sendo o primeiro relacionado a determinacéo
da concentracao celular expressa em biomassa seca por unidade de volume e,
o segundo, a da absorbancia (PEREZ-MORA et al., 2016).

Para o primeiro procedimento, quatro aliquotas de 15 mL da biomassa
foram filtradas, & vacuo, em membranas (Milipore®) — previamente pesadas e
dessecadas — de 1,2 uym cada. Apés a filtracdo, as células contidas nas
membranas foram lavadas a vacuo, por duas vezes, com agua destilada, para

a retirada do sal, sendo, entdo, mantidas em estufa (Fanem® 320E) a 55 °C por
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24 h. Ao final do processo, cada membrana foi novamente pesada, inserindo-

se os dados na Equacgéo 1.

x (mg/L) = (Mf— Mi/V) x 1000

Equacéo 1. Célculo da concentracao celular na amostra.
No qual: x= concentracdo celular expressa em massa seca (mg/L); M; = Massa final da

membrana; M;= Massa inicial da membrana; V= volume de amostra filtrada (L).

Em seguida, foi calculada a média dos resultados verificados, obtendo-
se a concentracédo celular da biomassa seca.

Com relacdo ao procedimento para a determinacdo da absorbancia de
B. braunii, foi realizada a leitura, em triplicata, de diferentes diluicbes da
biomassa do cultivo, em cubetas de quartzo (caminho éptico de 1 cm) a 680
nm no espectofotrdmetro 600 plus (FEMTO®), calculando-se, posteriormente, a
meédia das trés absorbancias constatadas em cada diluicdo. Para a analise, foi
utilizada agua purificada como branco.

Com base nos resultados dos dois processos, foi estabelecida a curva
de calibracdo, correlacionando, para cada diluicdo, a média da absorbancia
com a respectiva concentracdo celular (adquirida pela razdo entre a média da
concentracédo celular, obtida no primeiro procedimento, e a dilui¢cao).

Por fim, a equacéo da reta de tendéncia linear resultante da curva, foi
utilizada para verificar o crescimento da microalga B. braunii (PEREZ-MORA et
al., 2016).

4.2.3. Determinacédo de lipideos totais

Os lipideos totais na biomassa seca foram determinados por meio do
método baseado na extracdo com solventes apolar e polar (PELIZER et al.,
1999). A biomassa da B. braunii (1g) foi submetida a uma extracdo em Soxhlet,
primeiramente com éter de petroleo (solvente apolar) por 4h, com posterior
remocdo deste por meio de um rotaevaporador (Fisatom® 801). Em seguida,
para a extracdo da fracao lipidica polar da biomassa, foi utilizado no processo a

mistura dos solventes cloroformio-metanol 2:1 v/v, ocorrendo a extracdo até o
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liquido ficar limpido. Ap6s a retirada do solvente em rotaevaporador (Fisatom®

801), foi realizado o célculo considerando a diferenca da massa do baldo antes
e apos o procedimento (Equacado 2), a fim de determinar a porcentagem de
lipideos na amostra (PELIZER et al., 1999; PIORRECK, BAASCH, POHL,
1984: OLGUIN et al., 2001).

Lipideo total (%) = M¢— M, x 100
Mam

Equacéo 2. Célculo para determinacao de lipideos totais.

No qual: M;-= Massa final do baldo; M; - Massa inicial do baldo; M, - Massa da amostra.

4.2.4. Determinacédo de proteinas totais

A determinacédo do teor de proteina total foi realizada pelo método de
Kjeldahl, adotando-se o fator de 6,25 para a conversao a partir dos teores de
nitrogénio total (AOAC ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1984). Para realizar o procedimento, empregou-se a amostra
ausente de lipideos — resultante da andlise de lipideos totais —, seca e
pulverizada, realizando-se digestéo, destilacéo e titulacao.

Para a digestdo, as amostras foram retiradas do cartucho Soxhlet e
secas no dessecador por, aproximadamente, 12 horas. Em seguida, foram
pesadas aproximadamente 20mg da amostra em papel manteiga e transferidas
para o tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2 g do catalisador (1,9 g de
sulfato de potassio e 0,1 g de sulfato de cobre) e 3 mL de &cido sulfurico. O
material foi aquecido a 350 °C em bloco digestor na capela de exaustao até a
amostra contida no tubo de ensaio tornar-se limpida. O branco foi preparado
com o mesmo procedimento, mas sem a adi¢cdo da biomassa.

Para a destilacdo, foram colocados 5 mL de acido borico saturado — para
recebimento da amonia — juntamente com o indicador Micro-Kjeldahl em um
Erlemeyer, tendo sido adicionados na amostra, por meio da parte superior do
aparelho, 10 mL de hidréxido de sédio 60%. O processo de destilacdo da

amonia foi encerrado ao ter sido atingida a quantidade de, aproximadamente,
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50 mL no frasco de Erlemeyer. Por ultimo, a solucéo foi titulada com &cido
cloridrico 0,02N.

4.2.5. Obtencao dos extratos da microalga B. braunii

A obtencdo dos extratos da microalga se deu por processo de
maceracao realizado com trés solventes distintos — cloroférmio, metanol e
etanol/agua (7:3 v/v) —, a fim de identificar aquele que proporcionaria a melhor
extracdo dos componentes presentes na B. braunii.

A andlise se deu em tubo de ensaio de vidro com tampa de rosca, no
qual foi adicionado 0,5 g da biomassa em contato com 15 mL de solvente,
sendo posteriormente adicionado nitrogénio. Em seguida, a amostra
permaneceu no escuro e sob agitacdo por 2 horas no homogeneizador de
solucdo Ap-22, Phoenix®. Na sequéncia, foi realizada a centrifugacdo a 3000
rpm por 15 minutos (Cientec® CT-6000 R), obtendo-se o extrato. Apés, para
garantir a extracao total dos componentes, foram adicionados mais 15 mL do
mesmo solvente na mesma biomassa, realizando-se novamente o referido
processo (LI et al., 2007). Ao final de todo o experimento, foram obtidos 30 mL
de extrato para cada solvente.

Apos a obtencdo do extrato, e visando sua aplicacdo em formulacdes
cosmeéticas, foi realizado o processo de padronizacdo do solvente, sendo que,
para isto, o extrato foi submetido a rotaevaporacdo (Rotaevaporador RV10
digital, com banho de aquecimento, IKA®) a 30 °C para completa evaporacao
do solvente. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de etanol/agua (7:3 v/v)
na amostra, seguido de sonicacao por 10 minutos e filtracdo (filtro de 0,45 pum,
Micropore®). Por fim, os extratos foram armazenados em vidro ambar e freezer
(Consul® Facilite Frost Free) a -5,0 °C (POP et al., 2015; SAKLANI, CHANDRA,
MISHRA, 2011).

4.2.6. Determinacdo de Fendis Totais
Amostras e o0 padrado (acido cafeico) foram preparados em solucéo

metanol/agua (60:40 v/v) acidificada (3g/L de HCL), sendo que 1 mL de cada

extrato armazenado em etanol/agua foi submetido a secagem sob nitrogénio. A
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massa obtida foi ressuspendida em 1 mL da solu¢cdo metanol/agua acidificada
com auxilio de banho de ultrassom (Unique® UltraCleaner 1600A) por 2
minutos.

Assim, a aliquota de 100 pL de cada amostra e padrao foi adicionada,
separadamente, a 2 mL de carbonato de sédio 2%. Apds 5 minutos, foi
adicionado & solucdo 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu 50% (Dinamica®),
ocorrendo a reacdao em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, a
absorbancia foi avaliada no espectrofotdmetro UV-VIS Evolution® 600 (Thermo
Scientific®) com cubetas de quartzo, caminho ético de 1,0 cm e comprimento
de onda de 750 nm. O branco foi preparado com todos o0s solventes e
reagentes, sem a presenca de amostra ou padrao. O resultado foi expresso em
acido cafeico, sendo a curva analitica realizada de 5,0 — 130,0 pg/mL (RAO et
al., 2006)

4.2.7. Perfil dos extratos por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatogréfico dos extratos foi realizado em Cromatdgrafo a
liguido de alta eficiéncia, detector espectrofotométrico de arranjo de diodos,
modelo SPD-M20A, equipado com programa LC solution (Shimadzu®). Foi
utilizada coluna de fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e diametro de
particula de 5,0 um - modelo Shim-pack VP-ODS - Shimatzu®). O ensaio foi
realizado em sistema gradiente de 55 - 100% B (metanol em &gua Mili-Q) por
85 minutos, com fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 30 pyL para os
extratos e 20 pL para o padrdo Rutina (Sigma - Aldrich®) (SANTI et al., 2014).

4.2.8. Preparo das formula¢c6es dermocosméticas antissolares

Foram preparadas trés gramas das formulacbes em diferentes bases —
co-polimero do &cido sulfénico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado (ammonium acryloyldimethyltaurate/VP copolymer, Aristoflex®
AVC, Pharmaspecial) ou Alcool cetearilico (e) fosfato de dicetila (e) fosfato de
alcool cetilico etoxilado (10 OE) (Cetearyl Alcohol, Dicetyl Phosphate e Ceteth-

10 Phosphate, Crodafos® CES, Mapric) — as quais foram acrescidas ou nédo de
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biomassa ou extrato de B. braunii e filtros solares, a saber: avobenzona (butyl
methoxydibenzoylmethane, Pharmaspecial) e p-metoxicinamato de octila
(Ethylhexyl methoxycinnamate, Pharmaspecial), conforme demonstrado na
Tabela 1.



Tabela 1. Composicao qualitativa e quantitativa (%) das formulacées dermocosméticas (F1 a F20).
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Proporcéo (% p/p)

Componentes

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
Avristoflex” AVC 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5
Crodafos® CES - - - - - - - - 6,0 6,0
Propilenoglicol - - - - - - - - 5,0 50
AVO - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0
MCO - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0

Biomassa de B. braunii - - 10,0 10,0 - - 10,0 10,0 - -

EC - - - - - - - - - -

EM - - - - - - - - - -

EE - - - - - - - - - -
Crodamol® - 35 - 35 - 3,5 - 3,5 - 35
Phenova® - - - - 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Agua purificada 99,0 82,5 89,0 72,5 98,2 81.7 88,2 71,7 87,7 71,2

Legenda. Componentes ativos das formulagBes dermocosméticas: AVO = avobenzona; MCO = p-metoxicinamato de octila; EC = Extrato da B.

braunii obtido por Cloroférmio; EM = Extrato da B. braunii obtido por Metanol; EE = Extrato da B. braunii obtido por Etanol.

Nomenclatura INCI. AVO - butyl methoxydibenzoylmethane; MCO - ethylhexyl methoxycinnamate; Propilenoglicol - Propylene Glycol; Crodamol®

GTCC - Caprylic/Capric Triglyceride; Phenova®- Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben.



Tabela 1 (continuacéo). Composicao qualitativa e quantitativa (%) das formulacées dermocosméticas (F1 a F20).

Proporcéo (% p/p)

Componentes

F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20
Avristoflex” AVC 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Crodafos® CES 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Propilenoglicol 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
AVO - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0 - 3,0
MCO - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0 - 10,0

Biomassa de B. braunii 10,0 10,0 - - - - - - - -

EC - - - - 10,0 10,0 - - - -

EM - - - - - - 10,0 10,0 - -
EE - - - - - - - - 10,0 10,0
Crodamol® - 35 - 35 - 3,5 - 35 - 3,5
Phenova® 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Agua purificada 77,7 61,2 87,7 71,2 77,7 61,2 77,7 61,2 77,7 61,2
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Legenda. Componentes ativos das formulagBes dermocosméticas: AVO = avobenzona; MCO = p-metoxicinamato de octila; EC = Extrato da B.

braunii obtido por Cloroférmio; EM = Extrato da B. braunii obtido por Metanol; EE = Extrato da B. braunii obtido por Etanol.

Nomenclatura INCI. AVO - butyl methoxydibenzoylmethane; MCO - ethylhexyl methoxycinnamate; Propilenoglicol - Propylene Glycol;

Crodamol® GTCC - Caprylic/Capric Triglyceride; Phenova® - Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben.
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A preparacao das formulacfes F1-F4 foi realizada como segue: o0 agente
geleificante Aristoflex® AVC foi previamente hidratado em béquer de vidro com
quantidade suficiente de agua purificada. Em seguida, a agua restante foi
incorporada ao gel e fez-se a homogeneiza¢do, manualmente, com bastao de
vidro. Ao mesmo tempo, os filtros UV foram dissolvidos em triglicérides de
acido céaprico e caprilico. Posteriormente, 0s compostos ativos foram
incorporados ao gel ja formado, com bastdo de vidro e agitacdo vigorosa. A
biomassa de B. braunii, antes de ser incorporada, foi submetida a reducéo de
particula em &lcool P.A. com auxilio do banho de ultrassom (Unique®
UltraCleaner 1600A) por periodo de 30 minutos. As formulacdes foram
acondicionadas em frascos plasticos, avaliadas quanto as suas caracteristicas
fisicas (aspecto, cor e odor) e mantidas sob refrigeracdo a 4°C (Consul®
Facilite Frost Free) para posteriores anélises.

No preparo das formulacdes F5 a F8, o agente geleificante Aristoflex®
AVC foi hidratado em agua, sob agitacdo de 1000 rpm, em agitador mecanico,
com hélice tipo centrifuga. Os filtros UV foram dissolvidos em triglicérides de
acido caprico e caprilico, sendo posteriormente incorporados ao gel na forma
de um fio constante e sob agitacdo. O conservante foi adicionado durante o
processo de agitacdo. A biomassa da B. braunii foi inserida por meio do
processo de espatulacdo. As formulacbes foram acondicionadas, avaliadas
guanto as suas caracteristicas fisicas (aspecto, cor e odor) e mantidas sob
refrigeracéo a 4°C (Consul® Facilite Frost Free) para posteriores analises.

As formulagbes F9 — F12 foram preparadas da seguinte maneira
(PINTO, 2014):

Fase A - Aristoflex® AVC foi hidratado em agua e propilenoglicol, sob
agitacdo de 1000 rpm, em agitador mecéanico, com hélice tipo centrifuga,
durante 10 minutos e, posteriormente, foram aquecidos a 75,0 °C.

Fase B - Os componentes Crodafos® CES; triglicérides de acido caprico
e caprilico e os filtros UV orgéanicos foram aquecidos a temperatura de 75,0 °C.

Apés, a Fase B foi vertida lenta e constantemente sobre A sob agitacdo
de 1000 rpm, em agitador mecanico, com hélice tipo centrifuga. Apds, a
velocidade foi elevada gradualmente até 5000 rpm e mantida por 2 minutos. O
conservante foi adicionado durante o processo de agitagcdo. As formulagdes

bY

foram resfriadas a temperatura ambiente, sendo entdo acondicionadas,
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avaliadas quanto as suas caracteristicas fisicas (aspecto, cor e odor) e
mantidas sob refrigeracdo a 4°C (Consul® Facilite Frost Free) para posteriores
andlises.

As formulacdes contendo o extrato da microalga (Tabela 1) foram
preparadas da mesma forma descrita para as formulacbes F9 — F12,
apresentando como diferenca a incorporacéo dos diferentes extratos obtidos ao

invés da biomassa seca da microalga.

4.2.9. Atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade de

formulac&o contendo B. Braunii

A avaliacdo da eficicia in vitro com relacédo a radiacdo UVA e UVB das
formulacbes fotoprotetoras foi realizada por meio da espectrofotometria de
refletancia difusa com esfera de integracéo (Labsphere® UV2000S Ultraviolet
Transmittance Analyzer), tendo intervalo espectral de 250 a 450 nm. As
amostras foram aplicadas em placa de polimetiimetacrilato (PMMA) sob a
forma de filme fino e uniforme, compreendendo uma area de 1,3 mg/cm?
(COSMETICS EUROPE, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015; UNITED STATES,
2011).

De acordo com Velasco e colaboradores (2008), a determinacdo da
eficacia in vitro das formulacdes foi baseada nos seguintes parametros: fator de
protecdo solar estimado (FPS) e comprimento de onda critico. As analises
foram realizadas em triplicatas, tendo sido utilizados, pelo menos, cinco
registros de transmitancia por placa (SPRINGSTEEN et al., 1999).

O FPS estimado foi obtido por meio da Equacao 3, pelo programa UV-
2000® (COSMETICS EUROPE, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015).

400nm

jElSldl
FPS __ 290nm

" 400nm
jEﬂSiTldi

290nm

Equacéo 3. Fator de Protecdo Solar in vitro (FPS estimado).
Na qual: EA = eficacia eritematdégena espectral da CIE (Commission Internationale de I'Eclairage); SA =
irradidncia solar espectral; TA = transmitancia espectral da amostra; dA = intervalo dos comprimentos de

onda.
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O comprimento de onda critico estimado das amostras foi determinado
pela Equacdo 4 (COSMETICS EUROPE, 2011; UNITED STATES, 2011).

Ac 400
j Ar.di =09 j AxdA

290 290

Equacédo 4. Comprimento de onda critico in vitro.

Na qual: A(A) = absorbancia espectral da amostra; d(A) = intervalo dos comprimentos de onda.

As placas de PMMA contendo as amostras, ap0s a andlise do FPS e do
comprimento de onda critico, foram submetidas ao processo de irradiagdo em
camara de fotoestabilidade (Atlas Suntest® CPS+) com dose fixa de 2088 kJ/m?
(correspondente & irradiacdo de 1 hora), irradiancia igual a 55 W/m? e
temperatura de 35°C (SCALIA, MEZZENA, 2010).

Subsequentemente, as amostras foram novamente avaliadas no
Labsphere® UV2000S para obtencéo dos valores de FPS e de comprimento de
onda critico, sendo os resultados comparados com aqueles obtidos antes da
etapa da irradiacdo. Tal comparacdo teve por objetivo avaliar a influéncia da

microalga B. braunii na fotoestabilidade funcional dos filtros.

4.2.10. Determinacdo do potencial antirradicalar do extrato e

da formulacdo contendo o extrato da B. braunii

A atividade antioxidante da microalga e da formulacéo foi determinada
pela acdo sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?).

O método empregado consistiu em promover a reacdo de 1 mL do
extrato com 3 mL de DPPHe (100 puM) por 30 minutos em temperatura
ambiente e no escuro. Apos, as amostras foram analisadas em 517 nm em
espectrofotdmetro UV-VIS Evolution® 600, com cubetas de quartzo de caminho
otico de 1,0 cm. Assim, foi possivel observar a porcentagem de sequestro de
radicais livres (%SRL) por meio da Equacdo 5 que correlacionou a

absorbancia da amostra (AbSamostra) COM 0 controle negativo (AbScontrole),
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constituido por alcool etilico/agua (7:3 v/v) e solugdo 100,0 uM de DPPHe, na
proporc¢ao indicada (DE OLIVEIRA et al., 2015; SCALIA, MEZZENA, 2010).

%SRL = [(Abscontrole_AbSamostra) X 100]/Abscontrole

Equacédo 5. Equacao da porcentagem de sequestro de radicais livres.
Lengenda: %SRL: Porcentagem de radicais livres sequestrados; AbSonoe: Absorbancia do

controle negativo; Abs,mestra: Absorbancia da amostra.

O resultado da acédo antioxidante dos extratos (concentracdo 10%) foi
correlacionado ao padrdo de Trolox® por meio de curva padréo realizada de 3,0
— 30,0 pg/mL (MITTAL et al., 2014; VILLANO et al., 2007)

Para avaliar a agao antioxidante das formulagdes, foi realizado o mesmo
procedimento aplicado aos extratos. Entretanto, em razdo da presenca de
componentes que tornaram as solucdes turvas a fim de obter o sobrenadante e
realizar o experimento, 0,1 g de cada formulacéo foi adicionado em 1 mL de
etanol 70% e, em seguida, submetido a centrifugacdo a 3000 rpm por 20

minutos.

4211. Anélise estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa Minitab®, versdo 17, em
triplicata, empregando ANOVA (modelo linear generalizado) ou delineamento
experimental do tipo fatorial, compreendendo o nivel de significaAncia de 5%
(p<0,05) para a determinacdo de resultados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacao do crescimento da B. braunii

Para verificar o crescimento celular da B. braunii foi necessaria a

realizacdo da curva de calibracao (Figura 6), descrita no item 4.2.2.

Figura 6. Curva de calibracdo para determinacdo da concentragédo celular de Botryococcus

braunii.
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Legenda: Leitura realizada em cubetas de quartzo a 680 nm, conforme procedimento do item
4.2.2.

ApoOs a elaboracao da curva, foi possivel determinar o crescimento da B.
braunii, ao empregar a absorbancia da aliquota retirada diariamente do

fotobiorreator (item 4.2.1 supra) na equacao da reta (Equacéo 6).

X = 427,14 x abs + 0,6649

Equacédo 6. Equacéo da reta obtida da curva de calibracdo da B. braunii.

No qual: x= concentracdo celular (mg/L); abs= absorbancia

O cultivo da microalga foi realizado por alimentacéo intermitente com
fosfato de potassio e nitrato de sodio, em quantidade proporcional ao seu
crescimento celular diario, com intuito de evitar possivel estresse inibitério

devido a altas concentragcbes de nutrientes, bem como de fornecer, ao mesmo



X (mg/L)
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tempo, a correcdo dos elementos fosforo e nitrogénio no meio, uma vez que
fazem parte da composicdo elementar da biomassa de B. braunii (PEREZ-
MORA et al., 2016).

O controle do valor de pH em torno de 7,8+0,2 foi realizado pela adicéo
de gas carbbnico no sistema através de uma valvula solenoide que, além de
contribuir com o referido controle, supria as células ao incorporar o carbono,
que também faz parte da sua composicdo elementar (PEREZ-MORA et al.,
2016).

No cultivo foram obtidos os seguintes valores de crescimento, conforme

ilustra a Figura 7.

Figura 7. Crescimento da B. braunii realizado em fotobiorreator tubular do tipo airflit em

diferentes periodos.
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5.2. Determinacao de lipideos totais

A escolha do sistema solvente e do método para a extracdo de lipideos
de microalgas € importante, uma vez que a eficacia do processo esta
relacionada a permeabilidade celular e parametros de extracdo. A temperatura
€ um parametro consideravel, visto que os lipideos passam a ser instdveis em
alta temperatura, sendo o Soxhlet um sistema adequado, pois, durante o
processo, se evita a temperatura alta de ebulicio do solvente, e,
consequentemente, a possivel decomposicdo da gordura. Com relacdo ao
solvente, € recomendada a mistura de cloroférmio-metanol para a extracao,
embora seja necessaria, no caso da microalga B. braunii, uma pré-extracdo
com solvente mais apolar (éter de petréleo), a fim de acelerar o processo, uma
vez que esta apresenta muitas moléculas apolares em sua composi¢cdo, como
a presenca de 4cido linoleico (C18:2n6), &cido oleico (C18:1n9), acido
palmitico (C16:0) e acido estearico (C18:0) (LEE, YOON, OH, 1998; LUQUE-
GARCIA, CASTRO, 2004; PEREZ-MORA et al., 2016).

De acordo com Mata e colaboradores (2010), a concentracao de lipideos
na espécie estudada pode variar de 25,0 a 75,0% do peso seco da biomassa e
esta diferenca pode ocorrer devido a variagbes ambientais, condi¢cdes de
cultivo — como deficiéncia de nitrogénio ou estresse salino — e a fase de
crescimento da microalga. JA no estudo de Rao e colaboradores (2007), foi
observado conteudo lipidico total na faixa de 24,0 a 28,0% ao realizar cultivo
em diferentes salinidades, o que comprovou que a forma ou 0s parametros
durante o crescimento da microalga podem influenciar na producdo dos
componentes (ZHILA, KALACHEVA, VOLOVA, 2011). Neste estudo, o
resultado obtido da extracdo de lipideos da biomassa seca de B. braunii,
realizado em duplicata, apresentou média de 25,65%, sendo, portanto,

compativel com os dados obtidos da literatura.
5.3. Determinacédo de proteinas totais
As microalgas verdes sdo conhecidas por apresentarem em sua

composicdo grande quantidade de componentes, em particular as proteinas
(SKJANES, REBOURS, LINDBLAD, 2012).
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As proteinas de algas e microalgas sao, atualmente, alvos de diversas
pesquisas, uma vez que foi verificado que possuem agdo em produtos
cosmeéticos. Existem proteinas ou mesmo peptideos — derivados da proteina
hidrolisada — que conferem retencdo de umidade ao cabelo e a pele,
mostrando-se conveniente ao uso em cosmeéticos. Ademais, muitas microalgas
apresentam em sua composicdo a micosporina e/ou aminoacido do tipo
micosporina que exibem acao protetora contra a radiacdo UV no comprimento
de onda de 310-365 nm e, portanto, torna-se de grande interesse para uso
comercial. Por conseguinte, as proteinas podem ser interessantes fontes para
estudos de futuras formulacbes dermocosméticas (HAGINO, SAITO, 2010;
SAMARAKOON, JEON, 2012).

Segundo Batista e colaboradores (2013), as microalgas verdes, como
Chlorella vulgaris (green) e Spirulina maxima, apresentam aproximadamente
40% de proteina em sua composi¢do, sendo que esta concentracdo pode
variar de acordo com os fatores ambientais a qual a microalga é submetida
durante o seu crescimento. Nos estudos realizados por Orpez e colaboradores
(2009) e Pérez-Mora (2016), a concentracdo de proteina encontrada na B.
braunii foi de 30,1 e 32,4%, respectivamente. No presente estudo, foi obtida
média de concentracdo de 49,17% de proteinas. Essa discrepancia nos dados
referentes ao teor proteico da biomassa pode estar relacionada a diferenca ou
alteracdo de algum parametro durante o cultivo da B. braunii, como a
intensidade da luz, pois, segundo relatos, a intensidade elevada durante o
cultivo € capaz de estimular a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais podem atuar na inibicdo da sintese de proteinas, enquanto
qgue a baixa intensidade pode ocasionar uma melhor formacdo destas na
microalga, j& que existe uma menor tendéncia da ocorréncia de EROs
(SKJANES, REBOURS, LINDBLAD, 2012).

5.4. Avaliagao de fendis totais

A quantidade de fendis totais nos extratos foi determinada por meio de

comparacao da absorbancia com curva analitica de acido cafeico (Figura 8).
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Figura 8. Curva analitica expressa em acido cafeico (ug/mL).
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Legenda: Leitura realizada em cubetas de quartzo no espectrofotdometro UV-VIS Evolution®
600 (Thermo Scientific®) com cubetas de quartzo de caminho 6ético de 1,0 cm a 750 nm,

conforme procedimento do item 4.2.6.

De acordo com a equacdo da reta, a média das absorbancias dos
diferentes extratos foi empregada no calculo, resultando em equivaléncia de,
aproximadamente, 18,8 ug/mL; 25,4 pug/mL e 68,9 pg/mL de acido cafeico para
os extratos EC, EM e EE, respectivamente.

Ao comparar estes resultados com os obtidos por Rao e colaboradores
(2006), verificou-se que a microalga apresentou equivaléncia de concentracao
de acido cafeico inferior do que a relatada no estudo, pois, na analise dos
referidos autores, os extratos da B. braunii obtidos em metanol e etanol
apresentaram, respectivamente, concentracdo de 128,0 e 84,3 pg/mg de fendis
totais expressos em acido cafeico, enquanto que no presente trabalho foi
obtido concentracédo de 12,1 e 7,6 pg/mg, respectivamente. Tal divergéncia de
concentracdo de fendis totais poderia ser explicada em funcdo da cepa
utiizada no presente estudo. Esta foi diferente da utilizada por Rao e
colaboradores (2006), que utilizaram a cepa UTEX LB 572 (linhagem A),
indicando que, ainda que as microalgas sejam da mesma linhagem, pode haver
diferenca nas concentracdes de compostos fendlicos presentes em sua
composicdo (RAO et al.,, 2010). Ainda, tais distintos resultados podem estar
relacionados as condi¢des de crescimento da microalga, como luz, salinidade e

nutrientes, as quais podem influenciar sua composic¢éo final, pois o processo
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pelo qual a microalga foi cultivada neste estudo possuiu diferencas com relacao
ao de Rao e colaboradores (2006), como o emprego de luminosidade continua,
cultivo em fotobiorreator e uso do processo de secagem em estufa para obter a
biomassa da microalga (SABEENA, FARVIN, JACOBSEN, 2013; SKJANES,
REBOURS, LINDBLAD, 2012).

O meio de obtencdo da biomassa seca também pode ter contribuido
para a concentragdo inferior dos compostos encontrados, tendo em vista que,
em estudo recente com diferentes algas, foi observado que o tratamento da
amostra pode apresentar diferenca em relacdo aos metabdlitos produzidos,
havendo maior preservacdo dos componentes da biomassa seca em processo
de liofilizacdo em comparacdo ao processo de secagem em estufa (MA et al.,
2015).

5.5. Perfil dos extratos por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A fim de obter informacdes qualitativas sobre como as substancias
presentes nos extratos da B. braunii se apresentam, foram identificados os
perfis cromatograficos das amostras. Na Figura 9 estdo ilustrados os perfis

cromatograficos dos extratos obtidos com cloroférmio, metanol e etanol 70%.



Figura 9. Perfil cromatografico qualitativo dos extratos de B. braunii obtidos por diferentes solventes.
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Legenda. Analise realizada no equipamento Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, detector espectrofotométrico de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com

programa LC solution (Shimadzu®), injecdo 30 L, detector PDA (350 nm), fluxo de 1 mL/min e coluna de fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e diametro de particula de 5,0

pm - modelo Shim-pack VP-ODS - Shimatzu®). Gradiente de metanol em agua Mili-Q, 5 min a 55%, de 5 a 65 min 55 - 100% B, 65 a 75 min 100% B, tempo total de corrida 85

min.
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Observou-se que houve diferenciacdo na composicdo dos extratos
conforme o tipo de solvente empregado. Este resultado é corroborado por
diversos estudos, pois a extracdo de componentes esta relacionada a diversos
fatores, como a polaridade e/ou proporcédo do solvente e o processo extrativo
utilizado, por exemplo (CHOOCHOTE, SUKLAMPOO, OCHAIKUL, 2014;
GHITESCU et al., 2015; MACHU et al., 2015; WARD, 2016).

Apesar de o metanol e o etanol apresentarem polaridade semelhante,
alguns estudos descreveram que tais solventes, quando empregados em
processo extrativo e material vegetal idénticos, resultam em diferentes niveis
de concentragdo dos compostos nos extratos, o que se constatou nos extratos
da microalga B. braunii, pois houve picos com maior intensidade ao ser
utilizado o solvente extrator etanol 70%, seguido do cloroférmio e metanol
(BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013; HUSSEIN et al., 2013; KANATT et
al., 2015).

Como substancia padrdo do método de CLAE, foi utilizada a rutina
(cromatograma representado na Figura 10), que, por ser um composto fendlico
encontrado amplamente no Reino Vegetal, incluindo algas, poderia estar
presente nos extratos da microalga (AL-SAIF, ABDEL-RAOUF, AREF, 2014;
ARAUJO, ROSADO, FERNANDES, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2015, 2016b;
KUMAR, MURUGESAN, BHUVANESWARI, 2015; PERES et al., 2015).
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Figura 10. Cromatograma do padrdo Rutina.
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Legenda. Andlise realizada no equipamento Cromatografo liquido de alta eficiéncia, detector
espectrofotométrico de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa LC
solution (Shimadzu®), injecdo 30 uL, detector PDA (350 nm), fluxo de 1 mL/min e coluna de
fase reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm e didmetro de particula de 5,0 um - modelo Shim-pack
VP-ODS - Shimatzu®). Gradiente de metanol em agua Mili-Q, 5 min a 55%, de 5 a 65 min 55 -
100% B, 65 a 75 min 100% B, tempo total de corrida 85 min.

A Rutina é um flavonoide que possui acdo antioxidante e apresenta
estrutura molecular semelhante aos filtros quimicos, a qual permite absorcao
na faixa do espectro UV. Devido a estas caracteristicas, este flavonoide tem
sido alvo de estudos para auxiliar nos produtos cosméticos, visando a
fotoprotecao (DE OLIVEIRA et al., 2016ab; VELASCO et al., 2008).

Em estudo realizado por Choquenet e colaboradores (2008) averiguou-
se que, ao incorporar a rutina em emulsao O/A na concentracdo de 10% (p/p),
o valor do fator de protecao solar (FPS) foi semelhante ao do reconhecido filtro
UVB homossalato. Em relacdo a radiacdo UVA, também foi observado que
este flavonoide foi capaz de realizar a fotoprotecdo para esta faixa de radiacao,
tornando-o0 um composto atrativo para uso em formulacdes fotoprotetoras.

Ao associar a rutina, em concentracdo de 0,1% (p/p), aos filtros UVA
benzofenona-3 e avobenzona (AVO), verificou-se no estudo de De Oliveira e
colaboradores (2015) que, in vitro, ocorreu aumento do FPS de 54% da

formulacdo contendo o flavonoide e a benzofenona-3, bem como a prevencao
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da foto-oxidacéo do filtro UVA. No entanto, ndo foi obtido desempenho eficaz
guando associada ao filtro AVO, provocando a reducéo do valor do FPS. Neste
mesmo estudo foi constatado que a formulacdo contendo rutina apresentou
atividade antioxidante 40 vezes superior em comparacdo a formulacdo controle
que nao continha o flavonoide, confirmando, assim, o seu potencial de
sequestro de radicais livres. Portanto, existindo a possibilidade de presenca
deste composto na microalga, e devido as suas habilidades de poder atuar na
melhora da eficacia fotoprotetora, bem como de contribuir para acao
multifuncional por exercer acdo antioxidante, este flavonoide foi utilizado como
substancia padrdo para o método.

Ao analisar o cromatograma do padrdo com os perfis dos extratos,
constatou-se a auséncia de rutina em suas composi¢cdes, uma vez gue nao

foram verificados picos relativos a esta substancia.

5.6. Preparo das formula¢gdes dermocosméticas antissolares

As formulacfes foram analisadas de acordo com as suas caracteristicas

fisicas (aspecto, cor e odor), descritas na Tabela 2.



Tabela 2. Caracteristicas fisicas das formula¢des dermocosméticas.

Formulag¢8es Composicgéo Aspecto Caracteristicas organolépticas

F1 Base Aristoflex® AVC Gel homogéneo, incolor e inodoro

Base Aristoflex® AVC com

F2 filtos AVO e MCO

Gel homogéneo, de coloragdo branca e odor caracteristico

Base Aristoflex® AVC com

F3 células da B. braunii

Gel homogéneo, de coloracao verde escuro e odor caracteristico

Base Aristoflex® AVC com
F4 com células da B. braunii e
filtos AVO e MCO

Gel homogéneo, de coloracao verde claro e odor caracteristico

F5 Base Aristoflex® AVC Gel homogéneo, incolor e inodoro

Base Aristoflex® AVC com

F6 filtos AVO e MCO

Gel homogéneo, de coloragao branca e odor caracteristico

Base Aristoflex® AVC com
F7 células da B. braunii
(espatuladas)

Gel homogéneo, de coloracao verde escuro e odor caracteristico

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila.



Tabela 2 (Continuacgao). Caracteristicas fisicas das formula¢des dermocosméticas.

Formulacfes

Composic¢ao

Base Aristoflex® AVC com
com células da B. braunii

F8 (espatuladas) e filtos AVO e
MCO
F9 Base Crodafos® CES
F10 Base Crodafos® CES com
fitos AVO e MCO
Base Crodafos® CES com
F11 células da B. braunii
(espatuladas)
Base Avristoflex® AVC com
F12 células da B. braunii
(espatuladas) e filtos AVO e
MCO
F13 Base Crodafos® CES
®
F14 Base Crodafos™ CES com

filtos AVO e MCO

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila.

Aspecto

Caracteristicas organolépticas

Gel homogéneo, de coloragdo verde escuro e odor caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracdo branca e odor caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracdo branca e odor caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracao verde escuro e odor
caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracdo verde escuro e odor
caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracao branca e odor caracteristico

Emulsdo homogénea, de coloracdo branca e odor caracteristico




Tabela 2 (Continuac¢ao). Caracteristicas fisicas das formula¢des dermocosméticas.

Formulacfes

Composicédo

Aspecto

Caracteristicas organolépticas

F15

Base Crodafos® CES com
extrato da B. braunii
(solvente utilizado
cloroférmio)

F16

Base Crodafos® CES com os
filtros AVO e MCO e o
extrato da B. braunii
(solvente utilizado
cloroférmio)

F17

Base Crodafos® CES com
extrato da B. braunii
(solvente utilizado Metanol)

F18

Base Crodafos® CES com os
filtros AVO e MCO e o
extrato da B. braunii
(solvente utilizado Metanol)

F19

Base Crodafos® CES com
extrato da B. braunii
(solvente utilizado Etanol)

F20

Base Crodafos® CES com os
filtros AVO e MCO e 0
extrato da B. braunii
(solvente utilizado Etanol)

Legenda. AVO = Avobenzona; MCO = Metoxinamato de octila.

&

Emuls@o homogénea, de coloracdo amarela e odor caracteristico

B

Emulsao homogénea, de coloracdo amarela e odor caracteristico

Emulsao homogénea, de coloracdo amarela e odor caracteristico

Emulséo homogénea, de coloracdo amarela e odor caracteristico

Emuls@o homogénea, de colora¢do amarela e odor caracteristico

Emuls@o homogénea, de colora¢édo branca e odor caracteristico
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O emprego do Aristoflex® AVC na formulacdo se deu em razéo de ser
um co-polimero sintético formador de gel em sistema aquoso, apresentando
propriedades sensoriais e espalhabilidade adequadas. O gel néo é irritante e
confere adesividade com agradavel sensacdo a pele, sem o togue pegajoso
dos polimeros tradicionais, apresentando carga anidnica e transparéncia, além
de estabilidade quanto a ampla faixa de valor de pH (4 a 9), bem como quando
associado a uma variedade de substancias ativas. Ademais, este polimero é
estavel perante a radiagdo UV e pode atuar como agente espessante e
estabilizador de emulsdes, uma vez que € possivel utiliza-lo com fases oleosas
diversas, como fluidos de silicone, ceras e hidrocarbonetos, acarretando na
formacdo de sistemas estaveis (ADRIANO et al., 2014; DANIELS, 2012,
PERES; DIAS, 2011; ZANINI, 2007).

No preparo das formulacbes F3 e F4, foi necessaria a reducdo de
particula da biomassa da B. braunii, descrito no item 4.2.8, pois a preparacao
precisou estar homogénea para aplicacdo e anélise pelo Labsphere® UV2000S.
(ABUCAFY et al., 2016; COSMETICS EUROPE, 2011).

Inicialmente, a analise foi realizada por meio da incorporacdo da
biomassa da microalga com reducdo de particulas em etanol, tendo sido
constatado que a microalga ndo promoveu a agao esperada (item 5.7.1 infra).
Assim, novas formulacBes foram desenvolvidas com uso da biomassa e de
seus extratos — obtidos a partir de diferentes solventes —, alterando-se o
veiculo, bem como o processo de incorporacao — com emprego da espatulacao
para garantir a homogeneidade da formulagédo —, a fim de verificar se estas
alteracdes poderiam contribuiriam para melhor acdo da microalga B. braunii.

A base Crodafos® CES foi selecionada como o veiculo alternativo, pois é
uma base autoemulsificante fosfatada que apresenta alta estabilidade em
sistemas 6leo/dgua (O/A). Esta base possibilita melhor formacao de filme que o
gel, contribuindo para aumento do FPS da formulag&o fotoprotetora (CRODA
EUROPE, 2016; PINTO, 2014; SOHN et al., 2016). Por fim, todas as

formulagBes apresentaram-se homogéneas.
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5.7. Atividade fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade de

formulac&o contendo B. braunii

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), um
fotoprotetor deve promover acdo contra a radiacdo UVA e UVB, tendo que
apresentar, no minimo, FPS igual a 6 e comprimento de onda critico igual ou
superior a 370 nm — valor que corresponde a 90% da area integrada entre 290
a 400 nm (intervalo espectral que abrange a radiacdo UVB e UVA) (BRASIL,
2012;).

A fotoprotecdo in vitro das formulacdes F1 a F20 foi analisada por
espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integragdo em
Labsphere® UV-2000S, o qual fornece o FPS e o comprimento de onda critico
por meio da conversado dos valores de transmitancia ou absorbancia, que sao
calculados pela diferenca entre a radiacao emitida na placa de PMMA contendo
a amostra e a radiacdo detectada apdés sua passagem pela formulacdo
(DUEVA-KOGANOQV et al., 2009; PERES et al., 2015).

A fotoestabilidade € um procedimento que envolve a irradiacdo prévia
das formulagBes fotoprotetoras. Este processo € considerado uma etapa
fundamental, pois permite averiguar mudancas no fator de protecéo solar (FPS)
guando as amostras sdo expostas a radiacdo UV emitida pela camera de
fotoestabilidade, e, portanto, auxilia na conveniente avaliacdo e determinacéo
da fotoestabilidade das formulagdes (UNITED STATES, 2011).

5.7.1. Avaliacdo do FPS e comprimento de onda critico das
formulagfes contendo a incorporacdo da biomassa seca de

B. braunii

Ao realizar o experimento, foi constatado que as formulagbes contendo
os filtros solares apresentaram absor¢cdo da radiagcdo UV, compreendendo
espectro de absorcdo nas regides UVB e UVA. Este amplo espectro ocorreu
devido a acdo conjunta dos filtros presentes na formulagdo, uma vez que a
avobenzona é capaz de absorver a radiacdo na faixa de 310 a 400 nm, que
compreende a regido UVA, enquanto que o p-metoxicinamato de octila absorve
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a radiacdo UVB, com maximo de absorcédo, geralmente, em 310 nm (MOTA,
FREITAS, TODESCHINI, 2009; PALM, O'DONOGHUE, 2007).

A selecdo dos filtros teve por objetivo a obtencdo de uma formulacéo
com amplo espectro de absorcado, tendo sido considerado, ainda, que estes
sao utilizados em fotoprotetores disponiveis no mercado e que existem estudos
cientificos que comprovam a seguranca e eficacia. Ressalta-se que a
avobenzona (Figura 11A) € uma molécula fotoinstavel que se cliva por meio da
irradiacdo e, quando associada ao p-metoxicinamato de octila (Figura 11B),
desempenha maior probabilidade de quebra e interacdo fotoinduzida entre os
filtros, provocando, por consequéncia, a reducéo da protecdo UVA e do FPS da
formulacdo (AFONSO et al., 2014; BALOGH et al., 2011; BISSONNETTE,
2008; KIM et al.,, 2015; LHIAUBET-VALLET et al.,, 2010; NASH, 2006;
RIBEIRO, 2010; SCALIA, MEZZENA, 2010; VELASCO et al., 2008).

Figura 11. Estrutura molecular dos filtros avobenzona e p-metoxicinamato de octila (Adaptado
de LHIAUBET-VALLET et al., 2010).

(0] o) @)
Sl & il
ofll [ine
Avobenzona p- Metoxicinamato de octila
(a) (b)

Na Tabela 3 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de
onda critico, antes e ap0s o processo de irradiacdo das formulacdes F1 a F4
(incorporacéo das células ap6s sofrerem reducédo de particula em alcool), tendo

na Figura 12 a ilustracdo das respectivas curvas de absorbancia.
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Tabela 3. Valores de FPS e comprimento de onda critico (nm) in vitro das formulagfes F1 a F4

antes e apos irradiacao.

FPS
Formulacdes

Comprimento de onda critico (Ac)

Pré —irradiacdo Po6s — irradiacao

Pré —irradiacdo  Poés — irradiacao

F1 N.A. N.A. N.A. N.A.
F2 10,0 + 1,772 8,0+1,1" 381,0+1,1" 376,0 +1,0"°
F3 N.A. N.A. N.A. N.A.

F4 7,0+1,0% 4,0 +0,6°° 381,0 +1,0" 372,0 + 35"

Legenda. FPS = Fator de Protecé@o Solar; N.A. = ndo aplicavel; F1 — Formulagéo gel base; F2

— Formulacao gel com filtros; F3 — Formulagdo gel com B. braunii com particula reduzida; F4 —

Formulacao gel contendo filtros e B. braunii com particula reduzida.

- Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como média + desvio padrao.

- Letras diferentes representam diferenca significativa, tendo letra mailscula para a diferenca

entre as formulagfes e minUscula para os dados antes e apés a irradiacao.
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Figura 12. Curvas de absorbancia das formulacdes F1 a F4, mensuradas no comprimento de
onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiacdo (Al) e apoés (IR).
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Legenda. F1 — Formulacdo gel base; F2 — Formulagéo gel com filtros; F3 — Formulacéo gel
com B. braunii com particula reduzida; F4 — Formulag&o gel contendo filtros e B. braunii com
particula reduzida.

Para formulacbes F1 a F4, o comprimento de onda critico (Ac)
permaneceu com valor superior a 370 nm e ndo apresentou diferenca entre as
amostras F2 e F4 (COSMETICS EUROPE, 2011). O mesmo nao ocorreu para
os valores de FPS, pois foi observada diferenca entre as formulagcbes. Na
formulacdo F3, houve auséncia de FPS, constatando-se, portanto, que, ao
utilizar somente a microalga, nédo foi possivel obter auxilio na fotoprotecdo por
obtencdo de FPS. J4, com relacdo as formulacbes F2 e F4, apesar de ambas
apresentarem absorcao da radiacdo UV, a F2 — contendo somente os filtros —
obteve melhor desempenho, exibindo valor de FPS superior (10,0 = 1,7) em
relacdo a F4 (7,0 £ 1,0), composta de filtros e a microalga B. braunii. Assim,
nas condi¢cdes do estudo, a associacdo da microalga ndo favoreceu a melhora
da eficacia por meio do FPS in vitro.

A reducado do FPS na formulagdo F4 poderia estar relacionada a uma

interacdo entre os filtros e a microalga, pois estudos apontaram que
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determinados filtros UV podem reagir com aminoacidos livres e proteinas, por
possuirem em sua estrutura o grupamento carbonila eletrofilico, o qual reage
com o grupo nucleofilico das proteinas, sob condi¢des térmicas e/ou por meio
da irradiacédo, culminando na formacdo de produtos que apresentam influéncia
no espectro de acdo do filtro UV. Desta maneira, considerando-se que a
microalga possui proteinas em sua composi¢do, pode ter ocorrido interacdo
com os filtros na formulagéo F4, resultando em menor acéo desta em relagdo a
F2 (STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN, 2015; STIEFEL, SCHWACK, 2013,
2014).

Outra possibilidade a ser considerada esta relacionada ao método de
incorporacdo utilizado para a microalga, pois é sabido que a forma de
incorporacdo ou mesmo o processo de extracdo de compostos podem interferir
diretamente na qualidade dos compostos ativos (SASIDHARAN et al., 2011).
Assim, foi realizado novo processo de incorporagcdo da microalga e alteracéo
da base da formulagao.

Na Tabela 4 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de
onda critico, antes e ap0s o processo de irradiacdo das formulacbes F5 a F8
(biomassa incorporada por processo de espatulacéo), tendo na Figura 13 a
ilustragé@o das respectivas curvas de absorbancia.
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Tabela 4. Valores de FPS e comprimento de onda critico (nm) in vitro das formulagfes F5 a F8

antes e apos irradiacdo com incorporacdo da biomassa por espatulacéo.

Formulacdes

FPS

Comprimento de onda critico (Ac)

Pré — irradiacao

Pés — irradiacao

Pré —irradiacdo Pos — irradiacéo

F5 N.A. N.A. N.A. N.A.
F6 10,0 + 2,172 8,0 + 45" 382,0 + 0,6"® 373,0 £ 3,0"°
F7 N.A. N.A. N.A. N.A.

F8 7,0+1,0% 5,6+ 1,25 383,0 £ 0,6"® 380,0 + 0,6%°

Legenda. FPS = Fator de Protecdo Solar; N.A. = ndo aplicavel; F5 — Formulacdo gel base; F6

— Formulagédo gel com filtros; F7 — Formulacdo gel com B. braunii; F8 — Formulacdo gel

contendo filtros e B. braunii.

- Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como média + desvio padrao.

- Letras diferentes representam diferenca significativa, tendo letra mailscula para a diferenca

entre as formula¢des e mindscula para os dados antes e ap0s a irradiacéo.
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Figura 13. Curvas de absorbancia das formulagcbes F5 a F8, mensuradas no comprimento de

onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiacéo (Al) e apoés (IR).
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Legenda. F5 — Formulacdo gel base; F6 — Formulagédo gel com filtros; F7 — Formulacéo gel
com B. braunii; F8 — Formulag&o gel contendo filtros e B. braunii.

Ao adotar novo método de incorporacdo, constatou-se que O
comprimento de onda critico (A;) das formulacdes F6 e F8 permaneceram
acima de 370 nm, antes e ap0s o processo de irradiacao, favorecendo a acéo
na regido UVA (COSMETICS EUROPE, 2011).

A acao das variaveis para o FPS pode ser confirmada por intermédio do
grafico de Pareto de causa e efeito (Figura 14), que apresenta barras de cada
varidvel e suas combinacbes e reta de referéncia indicativa do nivel de
significancia do teste estatistico (a = 0,05); e pelo grafico de efeitos principais,
qgue demonstra o efeito isolado de cada variavel para o resultado do FPS, sendo
que quanto maior a inclinagdo da reta, maior € o impacto da variavel no
resultado (Figura 15) (PERES et al., 2016).
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Figura 14. Grafico de Pareto ilustrando o efeito de cada variavel e suas combinagfes para o
resultado do FPS das formulacdes F5 a F8.

Grafico de Pareto

Term
Fator Nome
A Irradiagdo
B Filtros
B C Microalga
BC

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Efeitos Padronizados

Figura 15. Grafico de efeitos principais para o FPS das formulagdes F5 a F8.

Grafico de Efeitos Principais

Filtros Microalga

média dos valores de FPS

Constatou-se que a microalga isoladamente (F7) ndo foi considerada
significativa para o efeito do FPS, assim como na formulagdo averiguada
anteriormente (F3), ou seja, independentemente da forma de incorporagcéao, nao
houve acdo da microalga contra a absorcao da radiacao UVB.
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As formulacbes F6 e F8 apresentaram influéncia no efeito do FPS,
sendo que a presenca do filtro isoladamente garantiu acdo mais pronunciada,
pois a distancia entre a reta de referéncia e o final da barra foi maior em relagéo
a combinacdo dos filtros e a microalga, ou seja, a incorporacdo da microalga
gerou reducdo do FPS da formulacdo, o que foi comprovado pelo gréafico de
efeitos principais (Figura 15), indicando possivel interacdo entre a microalga e
os filtros UV.

Desta forma, tendo em vista que a alteracdo do método de incorporacao
da B. braunii ndo contribuiu para a melhora na efichcia do FPS das
formulagcbes, foi realizada a analise do desempenho das formulagbes
fotoprotetoras com a alteracéo da base, de gel para creme.

Na Tabela 5 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de
onda critico (nm), antes e apos o processo de irradiacdo das formulacfes F9 a

F12, tendo na Figura 16 a ilustracdo das respectivas curvas de absorbancia.

Tabela 5. Valores de FPS e comprimento de onda critico (nm) in vitro das formulagbes F9 a

F12 antes e apés irradiagao.

FPS Comprimento de onda critico (Ac)
Formulacdes

Pré —irradiacdo POs — irradiacdo | Pré —irradiacdo Pds — irradiacao

F9 N.A. N.A. N.A. N.A.
F10 29,0+ 4,7 8,0+1,17°° 378,0 £ 0,6"® 370,0 + 3,0"°
F11 N.A. N.A. N.A. N.A.

F12 12,0 + 1,5%2 5,0+ 1,0°%° 382,0 + 0,62 3780 +1,1%°

Legenda. FPS = Fator de Protecéo Solar; N.A. = ndo aplicavel; F9 — Formulac@o creme base;
F10 — Formulacdo creme com filtros; F11 — Formulacdo creme com B. braunii; F12 —

Formulacdo creme contendo filtros e B. braunii.
- Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como média + desvio padrao.

- Letras diferentes representam diferenca significativa, tendo letra mailscula para a diferenca

entre as formulagcfes e minUscula para os dados antes e apés a irradiacao.
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Figura 16. Curvas de absorbéancia das formulagfes F9 a F12, mensuradas no comprimento de

onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiacéo (Al) e apoés (IR).
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Legenda. F9 — Formulagdo creme base; F10 — Formulacdo creme com filtros; F11 —

Formulacdo creme com B. braunii; F12 — Formulacéo creme contendo filtros e B. braunii.

Ao realizar a substituicdo de base, foi constatado que as formulacdes
F10 e F12, antes e apds o processo de irradiagdo, mantiveram o comprimento
de onda critico (Ac) no intervalo do valor recomendado (370 nm) para favorecer
a acao na regido UVA (COSMETICS EUROPE, 2011; BRASIL, 2012).

O fator de protecdo solar (FPS) para as formulacbes F10 e F12
apresentaram diferenga, tendo a primeira — contendo somente os filtros —
melhor desempenho, exibindo valor de FPS superior (29,0 £+ 4,7) em relacao a
F12 (12,0 £ 1,5), composta de filtros e a microalga B. braunii.

Por meio do grafico de Pareto de causa e efeito (Figura 17), foi possivel
averiguar que todas as variaveis influenciaram no efeito do FPS, sendo que os
filtros foram os que mais contribuiram na formulagéo e, por meio do grafico de
efeitos principais (Figura 18), constatou-se que a irradiagéo e a incorporagéo da
microalga promoveram reducgéo do FPS da formulacdo e que os filtros foram os

responsaveis pela acéo fotoprotetora.



57

Figura 17. Grafico de Pareto ilustrando o efeito de cada variavel e suas combinagfes para o

resultado do FPS das formulacdes

F9 a F12.
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Figura 18. Grafico de efeitos principais para o FPS das formulagbes F9 a F12.
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Ao comparar o desempenho do FPS das formulac¢des fotoprotetoras nas

duas bases, foi possivel determinar por meio do gréafico de interacdes (Figura

19) — o qual permite avaliar quais componentes influenciaram no resultado do

FPS das amostras — que a base creme promoveu melhor FPS ao ser

associada com a microalga antes do processo de irradiacdo, ndo havendo

diferenca do valor do FPS apds referido processo em compara¢ao com o valor
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obtido na base gel. Ademais, foi possivel observar que, em ambas as bases, a
formulacdo contendo somente os filtros resultou em FPS superior em relacao

aquelas contendo a microalga com os filtros.

Figura 19. Gréfico de interagcbes para o FPS das formulacdes fotoprotetoras com diferentes

bases.
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Indiferentemente da base utilizada, comprovou-se que, ao adicionar a
biomassa seca da microalga na formulacdo fotoprotetora, esta produziu a
reducdo do FPS, o que pode ter ocorrido em razédo da interacdo dos filtros UV
com compostos presentes na microalga, como por exemplo, a proteina
(STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN, 2015).

5.7.2. Avaliacdo do FPS e comprimento de onda critico das
formulagbes contendo a incorporacdao de extratos de B.

braunii

A partir dos resultados obtidos, a formulacdo base creme foi selecionada
para a incorporacao dos diferentes extratos, uma vez que forneceu maior FPS

e manteve o comprimento de onda critico (nm) no intervalo do valor
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recomendado (370 nm), sendo tal resultado atribuido, normalmente, ao fato de
a preparacdo emulsionada promover a formacéo de filmes uniformes, espessos
e nao transparentes, proporcionando elevados niveis de fotoprotecéo (BRASIL,
2012; PINTO, 2014; SAMBANDAN, RATNER, 2011).

Na Tabela 6 encontram-se os valores do FPS e do comprimento de
onda critico, antes e apods o processo de irradiacao das formulagces F13 a F20,

tendo na Figura 20 a ilustracdo das respectivas curvas de absorbancia.

Tabela 6. Valores de FPS e comprimento de onda critico (nm) in vitro das formulagbes F13 a

F20 antes e apos irradiacao.

Comprimento de Onda Critico
FPS
FormulagGes (Ac)
Pré —irradiacdo Poés — irradiacdo | Pré —irradiacdo Pds — irradiacao
F13 N.A. N.A. N.A. N.A.
F14 35,0 + 3,2" 9,0+1,7%" 377,0 £ 0,6"® 370,0 + 3,0"°
F15 N.A. N.A. N.A. N.A.
F16 21,0 +4,7%® 9,0+1,1" 378,0 + 0,6"® 363,0 + 3,6"°
F17 N.A. N.A. N.A. N.A.
F18 29,0 + 2,872 11,0 +1,17° 377,0 £ 0,6"® 360,0 + 2,5"°
F19 N.A. N.A. N.A. N.A.
F20 23,0 + 3,2B¢2 12,0 + 4,7°° 378,0 £ 0,0 363,0 + 3,2"°

Legenda. FPS = Fator de Protecédo Solar; N.A. = ndo aplicavel; F13 — Formulacé@o creme base;
F14 — Formulacdo creme com filtros; F15 — Formulagdo creme com EC; F16 — Formulagéo
creme contendo filtros e EC; F17 — Formulacdo creme EM; F18 — Formulagdo creme contendo

filtros e EM; F19 — Formulacdo creme com EE; F20 — Formulacdo creme contendo filtros e EE.
- Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como média + desvio padréo.

- Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa, tendo letra mailscula

para a diferenca entre as formulacdes e mindscula para os dados antes e apés a irradiacao.
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Figura 20. Curvas de absorbéancia das formulacdes F13 a F20, mensuradas no comprimento

de onda entre 290 e 400 nm (UVB e UVA) antes da etapa de irradiacdo (Al) e apos (IR).
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Legenda. F13 — Formulacdo creme base; F14 — Formulagdo creme com filtros; F15 —
Formulacdo creme com EC; F16 — Formulag&o creme contendo filtros e EC; F17 — Formulagdo
creme EM; F18 — Formulac&o creme contendo filtros e EM; F19 — Formulag&do creme com EE;

F20 — Formulacdo creme contendo filtros e EE.
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Constatou-se que, quando incorporados isoladamente, os extratos nao
foram capazes de exercer potencial de fotoprotecdo, comprovando que né&o
possuem em sua composicdo substancias que apresentem agdo contra 0S
raios UV ou concentracdo adequada de moléculas capazes de absorver a
radiacdo UV — como fendis totais —, resultando em FPS n&o significativo
(MUNHOZ et al., 2012; SIIPOLA et al., 2015).

A incorporagéo dos extratos na formulagdo fotoprotetora resultou, antes
do processo de irradiacdo, na reducdo do valor do FPS e em valores de
comprimento de onda critico acima do valor recomendado (370 nm). No
entanto, apds o processo de irradiacdo, tanto os valores de FPS quanto de
comprimento de onda critico decairam de forma significativa.

A reducédo do valor do FPS pode ter decorrido da incompatibilidade de
componentes dos extratos com 0s respectivos filtros, tendo o EM apresentado
menor influéncia na reducao do FPS, dado corroborado pelo gréfico de efeitos
principais (Figura 21), provavelmente pelo fato de o metanol ter promovido a
extracdo diferenciada de componentes — indicativo desta acéo verificado pela
analise em CLAE (item 5.5), na qual se observou menor quantidade e
intensidade de picos —, 0 que pode ter reduzido a interferéncia destas
substancias na acado dos filtros (BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013;
HERNANDES, 2015; MUNHOZ et al., 2012; STIEFEL, SCHWACK, NGUYEN,
2015).
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Figura 21. Graficos de efeitos principais o qual compara o FPS das formulac¢des fotoprotetoras

em relacao aos extratos e processo de irradiacéo.
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Legenda. 0 — sem presenca do extrato; 10 — com presenca do extrato; IR — Irradiado; FPS —
Fator de Protecdo Solar; EC — Extrato obtido com Cloroférmio; EM — Extrato obtido com
Metanol; EE — Extrato obtido com Etanol.

Assim, ainda que se tenha realizado a extracdo dos compostos da
microalga, a fim de incorpora-los a formulacdo fotoprotetora de forma mais
concentrada, nao foi constatada influéncia positiva no FPS da formulacéo e,
apos a irradiacdo, houve reducéo dos valores de comprimento de onda critico
(nm) para valor abaixo do recomendado (370 nm), indicando inexisténcia de
acdo na regido UVA e, portanto, auséncia de amplo espectro de acdo (BRASIL,
2012; SASIDHARAN et al., 2011; UNITED STATES, 2011)

Aléem da possibilidade de interacdo entre os filtros e os extratos, ja
mencionada, a auséncia de contribuicdo destes para o FPS da formulacdo

pode estar relacionado a sua eventual atuacdo na regido da luz visivel, e ndo
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UV, pois, ao realizar a varredura® dos extratos na mesma proporcéo utilizada
no preparo das formulagbes (Figura 22), verificou-se que possuem espectro
que compreende a regido do visivel (400 — 700nm) (GRETHER-BECK et al.,
2014; PLEFKA et al., 2011).

Figura 22. Varredura espectral dos diferentes extratos da B. braunii.
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Legenda. Espectros dos extratos obtidos com diferentes solventes, sendo eles, cloroférmio,
metanol e etanol (7:3 v/v), realizados em Espectrofotdmetro UV-VIS Evolution® 600 (Thermo
Scientific®) com cubetas de quartzo e caminho 6tico de 1,0 cm em intervalo espectral de 190 —
800 nm.

Os danos provenientes da luz visivel sdo relativamente pouco
exporados, mas € sabido que dependendo do comprimento de onda, pode
provocar impactos fotobilolégicos na pele, contribuindo para o
fotoenvelhecimento, formacdo de radicais livres, reducdo da producédo de
colageno e estimulo a pigmentacdo nas peles tipos IV-VI, também podendo
culminar na formagéo de melasmas ou outras fotodermatoses, o que indica a

necessidade de se incorporar nas formulagbes compostos que auxiliem na

1 A varredura foi realizada com intuito de observar a regido espectral de acdo dos extratos na
concentragdo utilizada no preparo da formulagdo. Método empregado: solugdo em DMSO, contendo
10,0% do extrato, sendo realizada, em seguida, sua leitura em espectrofotdmetro UV-VIS Evolution® 600
(Thermo Scientific®) com cubetas de quartzo de caminho 6tico de 1,0 cm, em intervalo espectral de 190 —
800 nm.
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protecdo da pele contra a luz visivel (GRETHER-BECK et al.,, 2014; J.
KRUTMANN et al, 2016; LIEBEL et al., 2012; LOHAN et al., 2016; MAHMOUD
et al., 2010; PLEFKA et al., 2011; VANDERSEE et al., 2015; ZASTROW et al.,
2009; ZASTROW, LADEMANN, 2016).

Dentro do espectro da luz visivel, a luz azul (400 — 500 nm) atua na
regido proxima do espectro UVA e é particularmente importante, uma vez que
pode penetrar de forma mais profunda na pele do que a radiacdo UV, por
apresentar maior comprimento de onda. Esta radiacdo é capaz de produzir
danos a nivel celular, podendo promover reducdo da proliferacdo e
diferenciacdo de queratinécitos, bem como interferir na diferenciacdo dos
fibroblastos (CHIARELLI-NETO, et al.,, 2014; J. KRUTMANN et al, 2016;
MODEPALLI, NAYAK, 2016).

Desta forma, diante da possibilidade de acédo da microalga B. braunii na
regido do visivel, segundo a varredura, com agcdo mais evidente na regido
proxima de 400 — 500 nm; bem como da necessidade de garantir a protecéo da
pele contra os maleficios causados por esta radiacdo, novos estudos podem
ser direcionados para verificar a acdo da microalga na prevencao dos danos
provocados na faixa espectral do visivel (CHIARELLI-NETO, et al., 2014; J.
KRUTMANN et al, 2016; VANDERSEE et al., 2015).

5.8. Determinacdo do potencial antirradicalar do extrato e da

formulag&o contendo o extrato da B. braunii

A atividade antioxidante da microalga B. braunii foi avaliada tanto nos
extratos obtidos com diferentes solventes (variando as concentracdes), quanto
nas formulacées em que os extratos foram incorporados.

Para analisar a capacidade de sequestro de radicais livres, foi utilizado o
composto DPPH’ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), que é um radical livre capaz
de reagir com atomos de hidrogénio doados por substancias antioxidantes,
resultando na alteracdo da coloragcéo da solucéo de roxa para amarela, devido
a formacdo do composto 2,2-difenil-1-picril-hidrazina de coloragdo amarela
(AMATATONGCHAI et al., 2012; BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET,
1995; GULCIN et al., 2010; PYRZYNSKA, PEKAL, 2013).
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Na andlise dos extratos (Figura 23), realizada em diferentes
concentracbes, observou-se que a extragdo com o solvente cloroférmio
resultou em porcentagem de inibicdo de DPPH’ inferior em relacdo aos demais
solventes. Ao comparar os extratos obtidos pelos solventes etanol e metanol,

constatou-se que estes apresentaram acao antioxidante semelhante.

Figura 23. Potencial antioxidante dos extratos obtidos por diferentes solventes da microalga B.

braunii.
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Legenda. EC = Extrato obtido com solvente cloroférmio; EM = Extrato obtido com solvente
metanol; EE = Extrato obtido com solvente etanol.

A acdo antioxidante dos respectivos extratos em concentracdo 10% —
concentracdo utilizada nas formulacdes — foi comparada com o padrdo Trolox®
(tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (Figura 24), pois € uma substancia com
conhecida acdo antioxidante, analoga a vitamina E, amplamente utilizada como
referéncia em estudos com a finalidade de comparar a sua acado em relagéo ao
material em andlise (MISHRA, OJHA, CHAUDHURY, 2012; MITTAL et al.,
2014; VILLARNO et al., 2007).
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Figura 24. Curva de inibicdo do radical livre DPPH pelo padréo de Trolox®.
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A partir da equacao da reta (y = 2,665047x - 5,14598; R? = 0.99), obtida
na curva do Trolox®, foi observado que o EC apresentou menor acao
antioxidante, tendo equivaléncia com a concentracdo de 4,0 ug/mL do padréo,
enquanto que o0s extratos obtidos por metanol e etanol resultaram em
equivaléncia de 6,6 ug/mL de Trolox®. Este resultado provavelmente ocorreu
devido & menor capacidade do cloroformio de extrair, nesta microalga,
substancias que proporcionam acdo antioxidante, como por exemplo, 0s
compostos fendlicos, que apresentam maior afinidade com solventes polares e,
portanto, mais dificeis de serem extraidos por solventes de baixa polaridade
(BAGLA, et al., 2016; HUSSEIN et al., 2013; YE et al., 2015; EDDINE, REDHA,
LADJEL, 2016).

Apesar de constatar que 0s extratos ndo possuem acdo antioxidante
elevada, uma vez que possuem concentracao inferior a concentracao inibitoria
minima de 50% (ICso) do Trolox®, correspondente a 20,7 pg/mL, foi analisado
se, ao incorpora-los a formulacédo, a acdo antioxidante relatada continuaria a
ser exercida da mesma forma ou se provocaria alguma contribuicdo a
formulacdo fotoprotetora. A Figura 25 demonstra a agao antioxidante

observada nas formulacdes F14 a F20.
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Figura 25. Atividade antioxidante das formulacdes F14 a F20 expressa em Trolox® (ug/mL).
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Legenda. F14 — Formulacdo creme com filtros; F15 — Formulacdo creme com EC; F16 —
Formulacdo creme contendo filtros e EC; F17 — Formulagdo creme EM; F18 — Formulacdo
creme contendo filtros e EM; F19 — Formulagdo creme com EE; F20 — Formulagcdo creme
contendo filtros e EE.

Por meio da analise estatistica, elaborou-se o grafico de Efeitos
Principais (Figura 26), que representa cada variavel isolada, sendo que quanto
maior a inclinacédo da reta, maior € o impacto da variavel no resultado. Com base
neste grafico, foi observado que, quando incorporados na formulacdo
fotoprotetora, os extratos ndo apresentaram potencial de acdo antioxidante,
pois apresentam porcentagem de inibig&do inferior ao valor do ICso do padréo
Trolox® (20,7 ug/mL), bem como ndo geraram impacto na atividade
antioxidante, uma vez que houve minima inclinacdo da reta (OLIVEIRA et al.
2016; PERES et al., 20186).
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Figura 26. Graficos de Efeitos principais de cada variavel em relagédo a atividade antioxidante

para os diferentes extratos.
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Ademais, foi observado no grafico de interacdes (Figura 27) — o qual

permite avaliar quais componentes influenciaram no resultado da atividade

antioxidante das formulacdes — que houve interacdo dos extratos EC e EE na

presenca do filtro, contribuindo para a manutencdo ou mesmo reducao da acéo

antioxidante da formulacéo fotoprotetora (PERES et al., 2016).
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Figura 27. Graficos de Interacdes para a atividade antioxidante das formulag6es fotoprotetoras
F14 a F20.
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Portanto, apesar de existir dados na literatura que relatam que a
microalga B. braunii apresenta atividade antioxidante eficaz, no presente
estudo nédo foi constatada esta acdo (BUONO et al., 2012; RAO et al., 2006;
UQUICHE, ANTILAF, MILLAO, 2016). A auséncia da acao antioxidante pode
estar relacionada ao tipo de cepa e linhagem, pois existe diferenca em relacéo
a composicado da microalga de acordo com estes fatores. Outra possibilidade
esta relacionada as condi¢cdes de crescimento da microalga, uma vez que é
sabido que sua composicéo pode ser alterada durante o crescimento, conforme
a presenca de luz, salinidade e nutrientes, entre outros fatores (RAO et al.,
2006; SABEENA, FARVIN, JACOBSEN, 2013; SKJANES, REBOURS,
LINDBLAD, 2012).

Ademais, a acdo pode ter sido prejudicada pelo método de extracéo
utilizado, bem como pelo tipo de solvente, os quais podem nao ter permitido a
obtencao de concentracao suficiente de compostos antioxidantes da biomassa

da microalga, tais como fenois totais e carotenoides, contribuindo para o
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resultado ineficaz da reducdo do radical livre DPPH’ e, consequentemente,
para a ineficiéncia da microalga para a agédo antioxidante (CUSTODIO et al.,
2015; RAO et al., 2006).
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6. CONCLUSOES

Nas condi¢gbes experimentais adotadas, pode-se concluir que durante o
cultivo da microalga Botryococcus braunii houve crescimento celular adequado,
gerando, aproximadamente, 4,0 g de biomassa por fotobiorreator.

A biomassa apresentou teor de lipideos totais (25,65%) compativel com
os relatos na literatura, comprovando a caracteristica da microalga em relagéo
a producdo destes compostos. A quantidade de proteinas (49,17%) na
biomassa da B. braunii foi superior & descrita na literatura.

Com relagcdo a quantidade de fendis totais, observou-se que os valores
obtidos, em concentracao equivalente ao padréo acido cafeico, foram inferiores
aos dados obtidos em estudo ja realizado para a mesma espécie e género,
tanto para o extrato EE quanto para o EM, indicando que a alteracdo das
condi¢cdes de crescimento da microalga, além do tipo de processo utilizado
para obtencdo da biomassa seca, pode influenciar nos componentes ativos
presentes no extrato.

A partir da biomassa seca e de seus extratos, foram preparadas
formulagbes com dois tipos de base (gel e creme), nas quais se verificou
compatibilidade entre os componentes incorporados.

Quanto a atividade fotoprotetora e fotoestabilidade das formulacGes
contendo a biomassa seca ou extratos, independentemente da base utilizada e
forma de incorporacdo, a microalga B. braunii desempenhou eficacia
considerada inadequada na presenca dos filtros, sendo observado que a base
creme acrescida dos filtros foi a que apresentou melhor desempenho em
relacdo ao FPS da formulacao.

Na analise da atividade antioxidante dos extratos e das formula¢des, foi
constatado que néo ocorreu agao antioxidante significativa, pois foram obtidos
valores inferiores — 4,0; 6,6; e 6,6 respectivamente para EC, EM e EE - ao
correspondente & concentracdo inibitéria minima de 50% do padrdo (20,7
png/mL). O mesmo ocorreu quando o0s extratos foram incorporados na
formulacédo, sendo possivel identificar provavel interacdo entre a microalga e 0s
filtros, o que pode ter interferido na acéo antioxidante.

Dessa forma, constatou-se que 0s extratos obtidos da microalga B.

braunii ndo apresentaram eficacia quanto a atividade antioxidante quando
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incorporados a formulacdo, bem como nao houve influéncia da microalga ou de

seus extratos na fotoprotecao e fotoestabilidade das formulagdes.
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