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RESUMO

O uso de extratos de Ginkgo biloba L. (Gb) tem sido prosposto em formulagdes topicas na
prevengdo e tratamento de danos causados pelos radicais livres, devido esse extrato possuir
elevado conteido de flavonoides, agregando beneficio ao produto manipulado. Tais
beneficios justificam o uso dos mesmos pela industria cosmética, entretanto, existe a
necessidade de estudos cientificos que possam garantir se estes extratos possuem atividade e
eficacia terapéutica apds incorporagio em cremes. Pesquisas envolvendo estudo de
estabilidade do extrato de Ginkgo biloba L. em matéria-prima ¢ incorporado em emulsdes
cosméticas sdo raras na literatura, sendo grande parte dos estudos referentes a fitoterapia de
administragdo oral, o que limita a quantidade de dados referenciais para comparagdo. Diante
do exposto, objetivou-se nessa pesquisa, a determinagdo in vitro da atividade antioxidante do
Ginkgo biloba L. em extrato seco e glicolico através do método de sequestro do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), verificar se o mesmo possui atividade quando
incorporado na forma farmacéutica creme ¢ com este realizar o estudo de estabilidade
preliminar através de testes fisico-quimicos (pH, espalhabilidade, viscosidade, centrifugagdo e
analise microscopica) para determinar seu comportamento frente a condigdes ambientais. As
formulagdes apresentaram-se estaveis frente aos testes de estabilidade fisico-quimica. No
entanto, apos incorporagdo nos cremes, os extratos de Gb apresentaram instabilidade frente a
eficdcia antioxidante, sendo observado uma perda maior naquelas contendo extrato glicélico
de Gb. Os resultados apontam para a viabilidade de utilizagdo do extrato seco de Gb em
cosméticos de uso topico, pois todas as formulagdes acrescidas desse extrato, mesmo apds
estresse térmico, apresentaram atividade antioxidante dentro dos parametros farmacopéicos.
Desse modo, sugere-se a microencapsulagdo dos extratos, como forma de garantir uma maior
biodisponibilidade do ativo ap6s a incorporagdo em produtos cosméticos, bem como durante
0 armazenamento.

Palavras-chave: Extratos de Ginkgo biloba L. Antioxidante. Estabilidade de emulsdes
cosméticas.
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ABSTRACT

The use of Ginkgo biloba L. (Gb) extracts have been proposed in topical formulations for
prevention and treatment of the damages caused by free radicals, due this extract has high
flavonoid content, adding benefit to the compounding product. Such advantages justify their
use by the cosmetic industry, however, there is a need for scientific studies to ensure that
these extracts have activity and therapeutic efficacy after incorporation into creams. Studies
involving the stability of Ginkgo biloba L. extract in raw material and incorporated in
cosmetic emulsions are rare in literature, being a large part of the studies referring to oral
administration phytotherapy, which limits the amount of reference data for comparison. Given
the above, the aim of this research was determining in vitro the antioxidant activity of Ginkgo
hiloba L. in glycolic and dry extract using the free radical scavenging activity on DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl), verify if it has activity when incorporated into the pharmaceutical
form cream and with this conduct the study of preliminary stability through physical-chemical
tests (pH, spreadability, viscosity, centrifugation and microscopic analysis) to determine their
behavior against environmental conditions. The formulations were stable against the physical-
chemical stability tests. However, after incorporation in the creams, the extracts of Gb
presented instability against antioxidant efficacy, being observed a greater loss in those
containing Gb glycolic extract. The results point the feasibility of using Gb dry extract in
cosmetics of topical use since all the formulations added to this extract, even after thermal
stress, presented antioxidant activity within the pharmacopeia parameters. Thus, the
microencapsulation of the extracts is suggested in order to ensure greater bioavailability of the
active after incorporation in cosmetic products, as well as during storage.

Keywords: Extracts of Ginkgo biloba L. Antioxidant. Cosmetic emulsion stability.
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1 INTRODUCAO

A inddstria de cosméticos tem utilizado cada vez mais os extratos vegetais em
formulagdes, visto a demanda crescente no mercado mundial por esses produtos. Fato
relacionado tanto ao apelo de “marketing natural” que atrai os consumidores, como também a
necessidade de substituicio de derivados animais ndo substituidos plenamente pelas
substancias sintéticas em produtos cosméticos (GEDIYA et al., 2011; SOUZA; CAMPOS;
PACKER, 2013).

O uso de extratos de Ginkgo biloba L. (Gb) tem sido prosposto em formulagdes
topicas na prevengdo e tratamento dos danos causados pelos radicais livres, visto que esse
extrato possui elevado contetido de flavonoides, agregando beneficio ao produto manipulado.
Tais beneficios justificam o uso dos mesmos pela industria cosmética, entretanto, existe a
necessidade de estudos cientificos que possam garantir se estes extratos possuem atividade e
eficicia terapéutica apOs incorporagdo em cremes, 0 que ird proporcionar a eficacia
terapéutica desses produtos, sendo imprescindiveis os cuidados na aquisi¢do, recebimento e
manipulacdo das matérias-primas (ABURJAI et al., 2003; DAL 'BELO, 2008; BALOGH,
2011; GEDIYA et al., 2011).

Pesquisas envolvendo estudo de estabilidade de extrato de Ginkgo biloba L. em
matéria-prima e em emulsdes cosméticas contendo a substincia ativa sdo raras na literatura,
sendo grande parte dos estudos referentes a fitoterapia de administragdo oral, o que limita a
quantidade de dados referenciais para comparacdo (ABURJAI et al., 2003; BANOV et al.,
2006; DAL'BELO, 2008; RUIVO, 2012).

O desenvolvimento de um produto antioxidante topico é complexo, sendo necessario o
conhecimento de fatores tais como: a forma molecular do composto ativo, suas propriedades
fisico-quimicas, solubilidade, pH e a base cosmética a ser utilizada, permitindo assim o
desenvolvimento de formulagdes eficazes e seguras (FRIES; FRASSON, 2010).

Diante do exposto, objetiva-se nessa pesquisa, a determinagdo in vitro da atividade
antioxidante do Ginkgo biloba L. em extrato seco e glicolico através do método de sequestro
de radicais livres, o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), verificar se 0 mesmo possui
atividade quando incorporado na forma farmacéutica creme e com este realizar o estudo de
estabilidade preliminar através de testes fisico-quimicos (pH. espalhabilidade, viscosidade,
centrifugagdo e andlise microscopica) para determinar seu comportamento frente a condigdes

ambientais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  Ginkgo biloba L.

Ginkgo biloba L., nomeclatura botinica, é uma arvore alta que pode alcancar 30
metros de altura, robusta e extremamente duradoura, nativa do Japdo, China e Coréia. E a
Gnica planta vivente da familia Ginkgoacecae, sendo considerada um “féssil vivo™ devido a
idade aproximada de 250 milhdes de anos de alguns de seus fosseis. Foi descrita pela primeira
vez pelo médico alemdo, Engelbert Kaelmpter, por volta de 1690, mas apenas despertou o
interesse de pesquisadores apés a Segunda Guerra Mundial, quando perceberam que a planta
tinha sobrevivido a radiagdo em Hiroshima, brotando no solo da cidade devastada. Seu nome,
de origem chinesa, significa damasco prateado (gin = prata, kyo = damasco), a palavra biloba
vem do formato bilobado das folhas dessa planta e significa dois leques (bi = dobrar, loba =
folha) (Figura 1) ( DAL’BELO, 2008; BALOGH, 2011).

Figura 1- Folhas de Ginkgo biloba L.

Fonte: RABIN, 2016.

E uma arvore decidua, com folhas verdes e estas se tornam douradas no outono. As
folhas caracteristicas do Gb. podem atingir até 8 cm e suas cores sdo dependentes da estacio
do ano: verde acinzentado a amarelo esverdeado no verdo e amarelo dourado no outono. Estas
sdo simples, possuem arranjo alternativo e margens lobadas, com nervuras paralelas em forma

de leque e um comprimento de lamina de 5-10 cm. As arvores do sexo feminino possuem um
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fruto de odor fétido ndo comestiveis contendo um disco com semente comestivel (BANOV et
al., 2006, EUROPE, 2008).

2.1.1 Constituintes quimicos e caracteristicas fisico-quimicas

A Tabela 1 apresenta os principais componentes bioativos encontrados nas folhas de

ginkgo que sdo divididos em flavonoides e fragdo terpénica. Suas respectivas estruturas

quimicas podem ser visualizadas na Figura 2 (CHAN; XIA: FU, 2007; DIAMOND et al.,
2013).

Figura 2- Estruturas quimicas dos principais compostos presentes no extrato de Ginkgo biloba L.

Legenda: A: quercetina, canferol e rutina; B: ginkgolideos (lactonas diterpénicas); C: ginkgetina
(biflavona).
Fonte: DAL’BELO, 2008.

O Extrato de Ginkgo biloba L. 761 (EGb 761) de CAS-N" 90045-36-6 possui massa

molecular 756.7, é bem solivel em solventes organicos polares e intermediariamente polares

]

como alcoois inferiores, tetrahidrofurano, acetona e acetato de etila. Ele é moderadamente

¢

|UFCG/it

solivel em éter dietilico e agua, sendo insolivel em solventes ndo-polares, tais como:

"
B

= it i 28

cloroféormio, tolueno e hexano. A solubilidade em 4gua aumenta significativamente em
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temperaturas mais elevadas e o refluxo em 4gua ou de agua com uma determinada
percentagem de metanol, o que tem sido um processo muito usado. A droga é constituida por
folhas secas e o extrato liquido feito a partir delas apresenta cor castanho-esverdeada, com
odor herbéaceo e sabor fraco (BEEK et al., 2009; BRASIL, 2011; USP, 2011).

Sao estabelecidos os valores para extrato glicdlico de 5,0 e 6.0 de pH, densidade
1,035-1,050 chm3 e 2,3-3,3% de residuo seco. Estudos mostraram que o Gb possui uma alta
estabilidade térmica, este se decompde a uma temperatura de cerca de 270°C (FREIRE et al,,
2008; ITANO et al, 2015).

2.1.2 Técnica de extragdo

EGb 761 ¢é o extrato padronizado concentrado de folhas de Gb produzidos pela
empresa farmacoldgica Dr. Willmar Schwabe na Alemanha. A sintese do produto
padronizado EGb 761 requer um processo de extragdo de 27 etapas, que comega com
cinquenta libras (22,67 Kg) de folhas e produz uma libra (0,453 Kg) de extrato (50:1). O
produto final deve conter 24% de flavonoides, 7% de proantocianidinas e 6% de terpendides,
13% de éacidos carboxilicos e 2% de catequinas (CHAN; XIA; FU, 2007).

A Farmacopéia Americana sugere que o extrato seco das folhas de Ginkgo biloba L.
deve conter ndo menos do que 22% e ndo mais do que 27% de flavonoides, calculados como
glicosidios flavonoides por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O
extrato também ndo deve conter menos de 5,4% e ndo mais de 12% de lactonas terpénicas. E
necessario que o extrato tenha uma propor¢do de material vegetal bruto ao extrato em p6é entre
35:1 e 67:1. Para avaliagdo do teor de glicosideos flavonoides € utilizado uma fase movel
constituida por metanol, dgua e acido fosforico (100:100:1) e para avaliar o teor de lactonas
terpénicas ¢ utlizado uma mistura eluente, gradiente de metanol e dgua (25:75-90:10) (USP,
2013).

Deve notar-se que os extratos comerciais de folhas de Gb podem ser "extratos
completos"”, "extratos bruto” ou "extratos simples”, que sdo misturas complexas contendo
principios ativos, componentes vegetais inertes, podendo causar efeitos secundarios adversos.
O Instituto de Drogas e Produtos Medicinais da Alemanha recomenda para uso terapéutico
apenas os extratos obtidos a partir de uma mistura de dgua e acetona, e, na sequéncia,
purificados sem adi¢do de outras substidncias. O extrato deve apresentar concentragdes

minimas dos compostos terapeuticamente ativos e eliminar componentes indesejaveis que
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Tabela 1- Propriedades dos principals componentes encontrados nas folhas Ginkgo biloba I

NOME DO PONTO DE FORMULA MASSA
CONSTITUINTE NOMECLATURA IUPAC CAS FUSAO MOLECULAR MOLAR
Quercetina-3--1- 23, -dihydroxyphenyl)-3, 7-dihydroxy-3-[(2S, IRAS.3SGRF345- wihydroxy-6- 482359 3223°C Ca1Hz0012 16438

glucoside (hydroxymethyljoxan-2-y1] oxy

Quercitrina 33 A-dihydroxyphenyly-5.7-dihydroxy-3-[(25. 35 AR SR.6S)3.4.5-trihy draxy6- 322133 194°C CaiHag0] | 14838

methyloxan-2-yljoxychromen-4-one
@ Rutina 2-(3 A-dihydroxyphenyl)-5. 7-dihydroxy-3-{a-L-rhamnopyranosyl-{ 1 —6)-p-D- 153- 195°C Ca7H30014 610,52
= glucopyranosyloxy]-4H-chromen -4-onc 184
g Quercetina 23 4-dihydroxyphenyl)-3,3, 7- 117-39- 316°C CisH1007 30224
g trihydroxy-4H-chromen-4-one 5
-
= Canferol 3,5, 7-trihydroxy-2-(4-hydroxy- 520-18-3 276°C Cy5Hj00¢ 286.24

phenyl -4 H-chromen—4-one
Isoamnetina 3,5 7-trihydroxy-2-(4-hydroxy- 480-19- 307°C CigH1207 316.26
3-methoxyphenyl)jchromen-4-one 3
Ginkgolide A 9H-1.7* (epoxymethano) IH 6aHcyclopenta[c]furo[ 2. 3b]fura[3' .2 3 4]- cyclopenta[l 2 15201~ 280°C CagHo409 308.40
days]turan-3,9,12(4H)-trione 3-(1, | -dimethylethyl jhexahydro-4, To-dihydroxy-8- 75-5
methyl[1R(10.3B.3aS* 4p.6a0 730 Tha 8. 1 0aa I 1aS*)]-)
Ginkgolide 9H-1.7a-{cpoxymethano)- 1H,6aH-cyclopentafcifuro]23-b)furo [3".23.4) 15291- 300°C Ca0H24010 424.40
- B cyelopenta[1, 2-d]furan-5.9,1 2(4H)- trione, 3-(1,1-dimethylcthyljhexahydro- 4,7b,11- 77-7
2 trihydroxy-8-methyl-, [IR<1e.3f,3aS * 4B.6ac. Tag, Tba.8a. 10aa 113.11aR*)]-)
s Ginkgolide C H-1,7a-{epoxymethana)- 1H 6aH-cyclopentalc]furo| 2,3-b]furo [3°.2:3,4]- 15291- =300 °C Cagllz401, 330,40
b3 cyclopenta[ 1, 2-d]turan-5,9,1 2(4H)- trione, 3(1, 1-dimethviethylhexahydro-2.4,- Tb,11-  76-6
5 tetrahydroxy-8-methyl-, [IR-(1a 20,3 §.3a5% 4 6ac 7a, Tha. 8o, 10ac 1 fa 1 1aR*)}-)
Rilobalide (5aR+3aS* 3acL8b.8287 9a 1 0a- ))-9-(1.I-dimethvicthyl)-10, 1 0a-dibydro- 8.9 33570- 2475°C CsH 308 3263
dibydroxy-4H, SaH,9H-furo[2.3-b] furo [ 3", 2": 2, 3] cyclopenta {1, 2 - ¢ ] furan- 04-6
2,4,7(3H 8H)-trione
Ginkgutoxin 5-Hydroxy-3-(hydroxymethyl }4(methoxymethyl}-6~(methylpyridine) 1464-33- 181°C CoHy3N03 18320

Legenda: [UPAC (International Union of Pure na Applied Chemistry); CAS (Chemical Abstracts Service).

Fonte: (USP, 2011; CAS, 2016; IARC, 2016).
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oferegam riscos toxicoldgicos (CHAN; XIA; FU, 2007; FURMAN, 2011).

A patente para o extrato EGb 761 expirou. Desde entdo, muitos fabricantes
padronizaram seus extratos semelhante ao do EGb 761. No entanto, é importante notar que 0s
remeédios feitos 4 base da planta ndo sdo produzidos com os mesmos padrdes de pureza e
eficacia. Dependendo do pais de origem e da época da coleta, entre outros fatores, a
porcentagem individual dos constituintes pode variar. Como tal, uma tremenda variabilidade
do mesmo produto pode ocorrer entre os fabricantes e de lote para lote (CHAN et al., 2007;
BEEK et al., 2009; SILVA; MARCELINO; GOMES, 2010; DEMIREZER et al., 2014).

2.1.3 Atividade farmacologica

Ginkgo biloba L. tem sido usado como remédio de ervas durante séculos na China, os
seus extratos sdo um dos produtos mais utilizados como erva e/ou suplemento alimentar no
mundo. E considerado uma das preparagdes de plantas medicinais mais prescritas na
Alemanha e nos Estados Unidos nos dias atuais. Indicagdes para a sua utilizagdo sdo
geralmente em uma das 3 categorias: cerebrovasculares, vascular periférica, ou dano tecidual
(DIAMOND, 2013).

De acordo com Alexandre, Garcia e Simdes (2005), o Gb foi estudado como opgio
terapéutica nas deméncias do tipo Alzheimer e multi-infarto. Os resultados de uma meta-
analise de quatro ensaios clinicos mostraram que o extrato padronizado EGb 761 produziu um
efeito positivo significativo sobre a fun¢do cognitiva em pacientes com doeng¢a de Alzheimer.
Outras indicag¢des incluem disturbios circulatérios periféricos, como exemplo, a melhoria da
claudicagdo intermitente (ma circulag¢do nas pernas), melhoria da disfun¢do erétil secundaria a
terapias antidepressivas, aumento do fluxo sanguineo periférico em pacientes com diabetes
melito e melhoria na audi¢do em pacientes, cuja audi¢do esta prejudicada secundariamente
pela méa circulagdo nas orelhas insuficiéncia cerebral devido a falta de fluxo de sangue
adequado e por outras doengas relacionadas (SILVA; MARCELINO; GOMES, 2010;
MILOSEVIC et al., 2011).

As propriedades imunomoduladoras do Gb justificam a sua aplicagdo como terapia
complementar de vérias afecOes cutaneas, entre as quais o vitiligo, doen¢ga comum
caracterizada por hipopigmentagdo da pele, com impacto psicologico significativo quando do
aparecimento precoce (RUIVO, 2012; SZCZURKO et al., 2011).
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2.1.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos da planta é atribuida, principalmente, aos seus
constituintes fenolicos, como flavonoides, acidos fendlicos e compostos polifenélicos que
neutralizam os radicais livres, incluindo per6xido de hidrogénio (H,0,), superéxido (O-1),
hidroxila (OH), peroxilo (ROO) por mecanismo diferente incluindo quelagio de metais e
doagdo de elétrons como agente redutor. Os radicais livres sdo produtos normais do
metabolismo humano, mas em excesso podem causar dano oxidativo ao DNA (4cido
desoxirribonucléico), proteinas e lipidos (MALTAS et al., 2012).

O extrato de Ginkgo biloba L., através da combinagdo de seus principios ativos
(Tabela 1), garante uma vasodilatagdo com concomitante redugdo na viscosidade sanguinea,
promovendo um aumento no suprimento de sangue no cérebro a partir da agdo sobre os
radicais livres que resulta em uma maior oxigenac¢do dos tecidos nervosos (MARCUCCI,
2010).

Alguns estudos destacam que a agdo antioxidante do Gb pode ser empregada na
tentativa de proteger a pele contra danos causados pela radiagdo Ultra Violeta (UV) na pele. O
primeiro desses trabalhos foi realizado por Pietschmann, Kuklinski e Otterstein (1992) que
avaliaram os efeitos da ingestdo oral do extrato de Gb em comparagdo com outros
antioxidantes apds indugdo de estresse oxidativo por radiagdo UV em voluntdrios humanos.
Verificou-se que apos 14 dias de suplementagdo oral, houve reducio do estresse oxidativo
apds uma segunda exposi¢do a luz solar, sendo o Gb mais efetivo do que o beta caroteno e o
alfa tocoferol (DAL’BELO, 2008).

Mercurio et al. (2015) estudaram a eficicia fotoprotetora e as propriedades
antienvelhecimento de uma formulagdo, fazendo a combinagdo de vitaminas A, E, C e Ginkgo
biloba L. juntamente com extratos de algas vermelhas da espécie Porphyra umbilicalis. Eles
comprovaram que essa jun¢do melhorou significativamente o desempenho de filtros solares e
evitaram danos ao DNA causados por radia¢dao UV.

O EGb 761 desmostrou potencial antioxidante na lipoperoxidagdo, observada pela
dosagem de malondialdeido, induzida por peréxido de hidrogénio em eritrécitos de pacientes
com a doenga de Behcet. O potencial antioxidante do extrato foi proporcional a dose e tempo
de incubagido (KOSE et al., 1997).

Um estudo realizado em Poznan, Polonia, sugeriu que extratos preparados a partir de
folhas amarelas e verdes de Gb, podem constituir uma boa fonte de antioxidantes naturais e

podem prolongar a vida de prateleira de carnes e produtos a base de carnes. Carnes e
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derivados, devido a presen¢a de gordura, sdo instiveis: eles se deterioram facilmente e

durante o armazenamento sofrem altera¢des, principalmente oxidagio (KOBUS-CISOWSKA
etal., 2014).

2.1.5 Aplicagido em cosméticos

Devido a seu alto teor de flavonoides, o Ginkgo biloba I. tem mostrado papel
significativo no tratamento antienvelhecimento. Em um estudo realizado por Chuarienthong e
et al. (2010), a preparagdo de gel contendo Gb aumentou a hidratacdo da pele (27,88%) e
suavidade (4,32%), reduziu asperezas (0,4%) e as rugas (4,63%).

Outra possivel aplicagdo do extrato de Gb em produtos cosméticos com finalidade
antienvelhecimento seria devido ao fato de que este extrato estimula a sintese de colageno.
Um estudo de Kim et al. (1997) demonstrou efeitos in vifro do extrato de Gb e de seus
flavonoides isolados (quercetina, canferol, sciadopitisina, ginkgetina, isoginkgetina) na
proliferagdo de fibroblastos in vitro e na producdo de coldgeno e fibronectina. Com 0 mesmo
propdsito, a associagdo do extrato de Gb com derivados das vitaminas A, C ¢ E em
formulagdes cosméticas também apresentou atividade antioxidante in vitro e prote¢do contra
os danos induzidos pela radiacdo ultravioleta, tais como prote¢do contra a formagdo de células
de queimadura solar (DAL’BELO, 2008; GIANETTI, 2013).

Estudos sugeriram que o extrato da folha também promove o crescimento do cabelo,
por meio do efeito combinado sobre a proliferagdo e apoptose das células do foliculo piloso,
sugerindo uma agdo potencial como ténico capilar. Xampus com extrato aquoso das folhas
podem ser aplicados para reduzir a formagdo de caspa (ABURJAI et al., 2003; RUIVO,
2012).

Devido aos seus numerosos efeitos na circulagdo periférica, a planta tem sido utilizada
no tratamento da celulite atuando na reducdo da viscosidade do sangue. Os terpenos,
especialmente ginkgolide B, atuam inibindo o fator ativador de plaquetas, em seguida
aumentam a deformabilidade do globulo vermelho, diminui a permeabilidade vascular, e
melhoram o ténus da parede vascular. Todas estas agdes produzem melhoria da
microcirculagdo (HEXSEL et al., 2005; SILVA; MARCELINO; GOMES, 2010).

Em formulagdes topicas, o extrato glicolico é usado na concentragdo de 5 a 10% ¢ o
extrato seco na concentragcdo de 0,2 a 2%. Existem alguns relatos na literatura de casos de

hipersensibilidade ao extrato contidos em produtos anticelulite, onde o constituinte quimico
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irritante € o 4cido gincolico. Nestes casos, a concentragio recomendada é de 1 a 3% de extrato
(HEXSEL et al., 2005).

2.2 Métodos de avaliagdo da atividade antioxidante

As atividades antioxidantes de derivados vegetais tém sido avaliadas por diferentes
métodos, colorimétricos, biologicos e eletroquimicos, entre outros métodos instrumentais.
Borges et al. (2011) os resumiu como:

* Meétodos colorimétricos: nessa classe destacam-se aqueles que relacionados a
habilidade dos antioxidantes em neutralizar radicais como: DPPH. (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) ou ABTS ([sal de aménio do écido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzenotiazolina- 6-sulfonico)].

* Meétodos biologicos: existem aqueles que avaliam a capacidade do antioxidante na
prote¢do a peroxidagdo lipidica e oxidag¢do protéica. A medida do consumo de
oxigénio em emulsdes com oxidagdo lipidica iniciada por metamioglobina também ¢
bastante praticada neste intento.

* Técnicas eletroquimicas: correlacionam potenciais de oxidagdo, intensidade de
corrente ou outros parametros eletroquimicos correlacionaveis a capacidade

antioxidante.

2.2.1 Método DPPH

O teste de DPPH é um dos métodos indiretos para se determinar a atividade
antioxidante mais antigo, sendo sugerido originalmente em 1950 para se descobrir os
doadores de hidrogénio em matérias naturais. Mais tarde foi quantificado para determinar o
potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados e alimentos tdo bem como amostras
biologicamente relevantes (BORGES et al , 2011).

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH* (Figura 3). O radical DPPH* possui
coloragdo purpura absorvendo a um comprimento de onda maximo de aproximadamente 516
nm. Por a¢do de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPH* ¢é reduzido

formando 2,2-difenilpicril-hidrazila (DPPH-H), de coloragdo amarela, com consequente
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desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbincia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH remanescente no
meio reacional. O DPPH apresenta-se como um método simples podendo também ser usado
para avaliar a atividade antioxidante de formas sintéticas (ex: nimesulida, dapsona e acido
acetilsalicilico), algas, quitosanas, etc., mas por ser um método colorimétrico nio ¢ muito

aplicado para substancias coloridas devido a interferéncias por pigmentos (OLIVEIRA et al.,

2009; BORGES et al., 2011).

Figura 3 - Reac¢fio do radical livre DPPH® com uma espécie radicalar R®.

: e
ON N—N + R —> QA—Q—N—N
NO;

NO,

2,2-difenil-1-picril-hidrazila 2 2-difenilpicril-hidrazila

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

2.3 Estudo de estabilidade

O conhecimento sobre a estabilidade de produtos se faz necessario durante o
desenvolvimento farmacotécnico de formulagdes cosméticas. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria — ANVISA sugere que se faga uma sequéncia de estudos, sendo eles:
estudos preliminares, acelerados e de prateleira (BRASIL, 2004; OLIVEIRA, 2013).

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informagdes que indicam o

grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condigdes a que possa estar sujeito

desde sua fabricagdio até o término de sua validade. Cabe a empresa detentora a
responsabilidade de avaliar a estabilidade de seus produtos, antes de disponibiliza-los ao
consumo, requisito fundamental a qualidade e a seguranc¢a dos mesmos. Produtos expostos ao
consumo e que apresentem problemas de estabilidade organoléptica, fisico-quimica e ou

microbioldgica, além de descumprirem os requisitos técnicos de qualidade podem, ainda,
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colocar em risco a saide do consumidor configurando infragao sanitaria (BRASIL, 2004).
Pelo perfil de estabilidade de um produto é possivel avaliar seu desempenho, se-

guranca e eficicia, além de sua aceitagdo pelo consumidor.

23.1 Fatores que influenciam a estabilidade

Para o desenvolvimento de uma formulagdo cosmética estavel, segura e eficaz, é
obrigatoria a escolha adequada das matérias-primas que fardo parte da sua composi¢do, ou
seja, estas devem ser compativeis entre si e com as substincias ativas selecionadas para
atender a indicagdo de uso do produto. Cada componente, ativo ou ndo, pode afetar a
estabilidade de um produto. Variaveis relacionadas a formulagio, ao processo de fabricagio,
ao material de acondicionamento e as condi¢des ambientais e de transporte podem influenciar
na estabilidade do produto. Conforme a origem, as altera¢des podem ser classificadas como
extrinsecas ou intrinsecas (BRASIL, 2004; MORAIS et al., 2011).

As alteragdes extrinsecas referem-se a fatores externos aos quais o produto esti
exposto, tais como: tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade, material de
acondicionamento, microorganismos e vibragdo. Entretanto, os fatores intrinsecos estio
relacionados a propria natureza das formulagdes e sobretudo 4 interagdo de seus ingredientes
entre si € ou com o material de acondicionamento. Esses fatores se subdividem em dois:
Incompatibilidade fisica (ocorrem alteragdes, no aspecto fisico da formulagio, observadas por
precipitagdo, separacdo de fases, cristalizacdo, formagdio de gretas, entre outras) e
Incompatibilidade quimica (pH, reagdes oxido-redugdo, rea¢des de hidrolise, interacdo entre
ingredientes da formulagdo e interagdo entre ingredientes da formulagido e o material de
acondicionamento) (BRASIL, 2004).

Os ativos, em grande parte das vezes, apresentam caracteristicas fisico-quimicas
diferentes e podem assim comprometer a integridade dos outros componentes da formulagio.
A adequagdo com adjuvantes farmacotécnicos para minimizar ou impedir essas
incompatibilidades possiveis ¢ uma tarefa dificil que exige um estudo prévio para melhor
escolha dos componentes que vdo assegurar a manutengdo das caracteristicas fisico-quimicas
do produto final, ou seja, sua estabilidade (MORAIS et al., 2011).

2.3.2 Tipos de estudo de estabilidade
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O estudo de estabilidade deve expor o produto a condigdes que acelerem mudancas
passiveis de ocorrer durante o prazo de validade, fornecendo informagdes sobre a estabilidade
do produto no menor tempo possivel. Contudo, essas condigdes ndo devem ser tdo extremas,
pois ao invés de acelerarem o envelhecimento, provoquem alteragdes que ndo ocorreriam
normalmente (ZANON, 2010).

Para os testes de estabilidade, as condigdes de armazenagem mais comuns sio:
temperatura (elevada, do ambiente e baixa), exposi¢do a luz e ciclos de congelamento e de
descongelamento. A temperatura ambiente devera ser monitorada, sendo aceita variagio de
at¢ + 2°C e as temperaturas elevadas devem obedecer aos limites mais frequentemente
praticados, em estufas a 37, 40, 45 e 50 °C, sendo aceita varia¢do de até + 2°C. Os limites de
temperaturas baixas mais utilizados sdo em geladeira a 5 °C e em freezer de -5 a -10 °C
(ISAAC et al., 2008).

Antes de iniciar os testes de estabilidade, a ANVISA recomenda submeter o produto
ao teste de centrifugacdo a 3.000 rpm durante 30 minutos com trés leituras para cada amostra.
O produto deve permanecer estidvel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de
reformulagdo. Se aprovado nesse teste, o produto pode ser submetido aos testes de
estabilidade (BRASIL, 2004; ISAAC et al., 2008).

2.3.2.1 Estabilidade preliminar

Conhecido como Teste de Triagem ou de Curto Prazo, esse teste tem como objetivo
auxiliar e orientar a escolha das formulagdes. E realizado na fase inicial do desenvolvimento
do produto, utilizando-se diferentes formulagdes de laboratorio e com dura¢do reduzida.
Emprega condi¢des extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reagdes
entre seus componentes € o surgimento de sinais que devem ser observados e analisados
conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de forma cosmética estudada (BRASIL,
2004; ISAAC et al., 2008; OLIVEIRA, 2013).

A duragdo do estudo é geralmente de quinze dias e devido as condi¢des em que é
conduzido (Tabela 2), este estudo ndo tem a finalidade de estimar a vida atil do produto, mas
sim de auxiliar na triagem das formulagdes. As amostras sdo submetidas a aquecimento em
estufas, resfriamento em refrigeradores e a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento
(BRASIL, 2004).

=CA
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Tabela 2- Condicdes gerais para realizagio de estudo de estabilidade preliminar.
PERIODO CICLOS DE 24 HORAS
Temperatura elevada Temperatura baixa

4 semanas 40 + 2°C 4+2°C
12 dias 45+ 2°C 5+2°C
12 dias 50 £ 2°C -5+ 2°C

Fonte: BRASIL, 2004; OLIVEIRA, 2013.
2.3.2.2 Estabilidade acelerada

Também conhecida como Estabilidade Normal ou Exploratéria tem como objetivo
fornecer dados para prever a estabilidade do produto, tempo de vida util e compatibilidade da
formulagido com o material de acondicionamento. Este teste é empregado também na fase de
desenvolvimento do produto utilizando-se lotes produzidos em escala laboratorial e piloto de
fabricacdo, podendo estender-se as primeiras produgdes. Serve como auxiliar para a
determinacdo da estabilidade da formulagdo. E um estudo preditivo que pode ser empregado
para estimar o prazo de validade do produto. Pode ser realizado, ainda, quando houver
mudangas significativas em ingredientes do produto e ou do processo de fabricagdo, em
material de acondicionamento que entra em contato com o produto, ou para validar novos
equipamentos ou fabrica¢do por terceiros (BRASIL, 2004).

Usualmente tem duragdo de noventa dias e as formulagdes em teste sdo submetidas a
condigdes menos extremas que no teste de estabilidade preliminar. Em alguns casos, a
duragdo deste teste pode ser estendida por seis meses ou até um ano, dependendo do tipo de
produto (BRASIL, 2004).

A exposi¢dio a radiagido luminosa pode alterar a cor do produto, levando a degradagdo
de ingredientes da formulagdo. Portanto, os estudos frente a exposi¢io luminosa devem
ocorrer a luz solar, captados por vitrines especiais ou em ambientes cujas lampadas
representam emissdo semelhante a solar, como ldmpadas de xendnio. A periodicidade da

avaliacdo das amostras pode variar conforme experiéncia técnica, especificagdes do produto,

caracteristicas especiais de algum componente da formulagdo ou sistema conservante <
. . . N : . o Lo
utilizado, porém o mais usual neste estudo acelerado ¢ que sejam avaliadas inicialmente no iy

tempo zero, 24 horas ¢ aos 7°, 15°, 30°, 60 ¢ 90° dias. Se o estudo se prolongar por mais 1 =1
tempo, recomendam-se avaliagdes mensais até seu término (BRASIL, 2004; MORALIS, et al.,

2011).
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2.3.2.3 Teste de prateleira

Também conhecido como Estabilidade de Longa Duragdo ou Shkelf life, tem como
objetivo validar os limites de estabilidade do produto e comprovar o prazo de validade
estimado no teste de estabilidade acelerada. E utilizado para avaliar o comportamento do
produto em condigdes normais de armazenamento. A frequéncia das analises deve ser
determinada conforme o produto, o nimero de lotes produzidos ¢ o prazo de validade
estimado. Recomendam-se avaliagdes periddicas até o término do prazo de validade e, se a
intengdo € amplia-lo, pode-se continuar o acompanhamento do produto (BRASIL, 2004).

Esses estudos, em conjunto com os estudos de estabilidade previamente realizados,
levam a determinacdo mais precisa da estabilidade, do prazo de validade e da possivel
extensdo da data de expiragdo do produto (ZANON, 2010).

2.3.3 Prazo de validade

Entende-se por prazo de validade o periodo de tempo cujo produto se mantém dentro
dos limites especificados de pureza, qualidade e identidade, na embalagem adotada e estocada
nas condigdes expressas no rétulo do produto, segundo exigéncia da legislagio (MORALIS et
al., 2011).

O produto deverd ter a capacidade de manter suas propriedades e seu desempenho
durante um tempo definido, de acordo com as condi¢des previamente estabelecidas. Sendo
assim, antes de ser um requisito legal, é, sobretudo, um requisito técnico de qualidade, pois
um produto instavel do ponto de vista fisico-quimico, microbiolégico ou toxicolégico, além
da perda de eficacia podera também causar algum dano e comprometer a confiabilidade frente
ao consumidor (BRASIL, 2004; ZANON, 2010).

Devido a natureza particular das formulacdes dos produtos cosméticos, aceita-se como
regra geral, a impossibilidade da elei¢do de um ingrediente isolado do restante da formulagéo.
Assim, torna-se dificil a aplicagdo da relagdo entre constante cinética, temperatura € uma
correlagdo direta dessas variaveis com o prazo de validade estimado. Portanto, o prazo de
validade pode ser estimado por meio dos Estudos de Estabilidade, e sua confirmagdo deve ser
realizada por meio do Teste de Prateleira (BRASIL, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade preliminar e atividade antioxidante de Ginkgo biloba L. em

matéria-prima e produto acabado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o estudo de estabilidade preliminar de cremes a base de extrato seco e
glicolico de Ginkgo biloba L. obtidos por diferentes fornecedores;

* Analisar pardmetros organolépticos (aspecto, cor e odor), parametros fisico-quimicos
(pH, viscosidade, espalhabilidade e centrifugagdo);

¢ Avaliar atividade antioxidante dos produtos acabados e da matéria-prima, Ginkgo
biloba I. pela metodologia do radical livre, DPPH, antes e apds o estudo de

estabilidade preliminar.

|UFCG/EBL It
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4 MATERIAL E METODOS

4.1

41.1

MATERIAL
Reagentes, solventes e ativos

Agua deionizada;

Alcool metilico (Dinamica Quimica Contemporéanea Ltda);
BHT (FARMOS Ltda);

DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil) (Sigma®);

EDTA (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda);

Extrato glicélico de Ginkgo biloba L. (Attivos Magistrais; Mapric®);
Extrato seco de Ginkgo biloba L. (FARMOS Ltda; Galena");
Glicerina (Isofar”);

Lanette” (FARMOS Ltda);

Nipagin®” (ProquimioS");

Nipazol” (ISOFAR Ltda);

Propilenoglicol (Codossal Quimica LTDA");

Silicone (Codossal Quimica LTDA");

Vaselina (Dindmica Quimica Contemporéanea Ltda);

Equipamentos

Balanga Analitica (Bioprecisa® FA-2104N);
Centrifuga (CentriBio®™);

Espectrofotdmetro UV/VIS (Centauro™)
Estufa (SX-DTME);

Maquina Fotografica (Sony® DSC-WX60);
Microscopio 6tico (Physis™);

pHmetro (QUIMIS® Q400MT);
Refrigerador (Electrolux™);

Viscosimetro Rotativo Analogico (QUIMIS® Q-860A21).

L]
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4.2

Vidrarias e utensilios

Baldo volumétrico 5, 10, 25 e100mL;
Bastoes de vidro;

Béqueres de 50, 250 e 600mL;
Calice graduado;

Cubetas de vidro;

Espatulas de aluminio;
Laminas;

Laminulas;

Papel aluminio (Royalpacte™);
Pipeta automatica (10-1000uL)
Placas de vidro (20cm x 20cm);
Provetas de 50 e 100mL;
Régua graduada (WaiEu");
Seringas de 20mL;

Tubos para centrifuga;

Vidro relogio.

METODOS
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O trabalho foi desenvolvido na Farmécia Escola Manoel Casado de Almeida, da

Universidade Federal de Campina Grande/CES Campus Cuité-PB, sendo fornecido 4gua

purificada, equipamentos, reagentes e solventes, atendendo as necessidades da pesquisa. O

extrato da empresa Attivos Magistrais” e as formulagdes preparadas com o mesmo foram

fornecidos pela empresa “Alquimia Farmécia de Manipulag¢do”, situada na cidade de Jodo
Pessoa- PB.

4.2.1

incorporados extratos proveniente de fornecedores distintos nomeados de:

Preparo das amostras

Utilizou-se creme Lanette” como base (“P”placebo) para as formula¢des onde foram

ECA)
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Formulagao de extrato seco 1 (FES-1);
Formulagdo extrato seco 2 (FES-2);
Formulagio extrato glicdlico 1 (FEG-1);

Formulagdo extrato glicélico 2 (FEG-2).

Preparou-se formulagdes conforme Tabela 3, de 20g de creme Lanette® contendo 1%

de extrato de Gingko biloba L.

Tabela 3- Composiciio do creme base.

~ COMPONENTES QUANTIDADE (%)
"~ Lanette® 150 - e
& % BHT 0,07
% 2 Nipazol® 0,1
=2 Vaselina 2,5
Silicone 3,0
Propilenoglicol 5,0
82 mra v
<= ,
A 3 Glicerina 3,0
Agua gsp 100

Legenda: BHT (hidroxitolueno butilado); EDTA (dcido etilenodiamino tetra- acético).

Fonte: Autoria prépria.

Para as formulacdes FES-1 e FES-2 utilizou-se quantidade suficiente de liquido

extrator a base de agua e propilenoglicol para a solubilizagdo do extrato seco a fim de

favorecer sua incorporacgdo ao creme. Este novo extrato (20% m/v) foi preparado através do
P p

processo de maceragdo durante 48 horas e logo apds filtrado e armazenado em embalagens

protegidas da luz (Figura 4).

Figura 4 — Método de preparo dos extratos secos para incorporaciio nos cremes.

! - 1%
‘i pu— ‘ —_— FES-1

f\gua +

Propilenoglicol | — o

!

LIOTECA|

Legenda: Extrato Seco 1 (ES-1), Extrato Seco 2 (ES-2), Formulacfo de extrato seco 1 (FES-1) e

Formulagfio extrato seco 2 (FES-2).
Fonte: Autoria prépria.
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4.2.2 Estabilidade preliminar

4.2.2.1 Estabilidade frente a diferentes condigdes de temperatura

As formulagbes foram submetidas a diferentes condigdes de temperatura, a
temperatura elevada 40°C+3°C/24 horas e a temperatura baixa de 4°C+2°C/24 horas,
completando assim os ciclos de 24 horas alternados de resfriamento e aquecimento (ciclo

gelo-degelo), durante 30 dias (BRASIL, 2004).

4.2.2.2 Avaliagdo visual e caracteristicas organolépticas

As formulagdes-teste foram analisadas visualmente quanto ao aspecto, cor ¢ odor

(BRASIL, 2004), utilizando os critérios de avaliagdo descritos a seguir:

¢ Aspecto: Normal, sem alteragdes; Levemente separado ou precipitado; Separado,
turvo ou precipitado;
* Cor: Normal, sem alteragdes; Levemente modificada; Modificada; e Intensamente

Modificada:

* Odor: Normal, sem alteragdes; Levemente modificado; e Intensamente modificado.

4.2.2.3 Analise microscopica

Foram observadas laminas preparadas com amostra das formulagdes, atentando-se
para o tamanho, forma e distribuicdo das goticulas, se homogéneas ou ndo; presen¢a de
aglomerados, grumos, ¢ seus tamanhos, presenga de bolhas de ar e goticulas de odleo. A
analise foi realizada em triplicata, utilizando microscépio 6ptico marca Physise nas objetivas
10x e 40x (TOLOTTI, 2012).

4.2.2 4 Teste de centrifugagdo

Foram centrifugadas cerca de 5g das amostras a 3.000 rpm durante 30 minutos.
Utilizou-se o mesmo critério de avaliagdo para o aspecto, citado acima, para classificar as
instabilidades fisicas detectadas (GIANETI, 2013).
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4.2.2.5 Determinag¢do do pH

A determinagdo do pH foi realizada em pHmetro, calibrado com solugdes tampido pH
4,0 ¢ 7,0, inserindo o eletrodo diretamente na formula¢do (BRASIL, 2008).

4.2.2.6 Determinagdo da viscosidade

A viscosidade foi determinada em viscosimetro rotativo, no qual foram escolhidos, de
acordo com a viscosidade das emulsdes, o spindle n°4 e a rotagdo de 6 rpm (Rotagdes por
minuto). O fuso foi mergulhado diagonalmente na amostra com temperatura estabilizada,
isenta de bolhas, até a marca (sulco) da haste do fuso e em seguida o aparelho foi nivelado.
Apos verificada a auséncia de bolhas junto ao fuso, procedeu-se a leitura da viscosidade
(BRASIL, 2008).

4.2.2.7 Determinagdo da espalhabilidade

Para verifica¢do desse parametro, utilizou-se um molde plastico de 1,1 cm de didametro
que foi colocado sobre uma placa de vidro (20 ecm x 20 cm). Uma amostra de 1 mL
(determinado em uma seringa) foi introduzida no orificio plastico e logo apds retirado
cuidadosamente e sob a amostra colocada uma placa de vidro de massa pré-determinada.
Apés 1 minuto, foi calculada a superficie abrangida através da medigdo com uma régua do
diametro em duas posi¢des opostas, com posterior calculo do didmetro médio, de acordo com
a equacdo | (BORGHETTI; KNORST, 2006).

d=dl +d2 (1)
2
Onde;:

d= diametro total
d1= diametro horizontal

d2= diametro vertical
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A espalhabilidade (Ei), determinada a 25°C, ser4 calculada através da equagio 2:

Ei=(d)’xn )
4
Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para massa (mm?)
d = didmetro médio (mm)
n=23,14

4.2.3 Avaliac¢io da atividade antioxidante

4.2 3.1 Espectrofotometria de varredura do DPPH

Foi realizada entre 510 a 520 nm (nanémetro) com o intuito de identificar o

comprimento de onda de absor¢do maxima.
4.2.3.2 Aplicag¢do do método DPPH

A dosagem de atividade antioxidante foi adaptada de Gettens e Frasson (2007),
utilizando-se o método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila) obtido da SIGMA. Foi preparada uma solugdo de concentragdo 1,25 mg/mL de
Ginkgo biloba L. a partir de cada creme, ao qual realizou-se uma série de diluigdes de modo a
obter as concentragdes de 1, 0,5, 0,25, 0,125 ¢ 0,05 mg/mL. Esse procedimento foi realizado
com as formulacdes pré e pos ciclo gelo-degelo. De cada dilui¢do utilizou-se 2,5 mL, a qual
foi adicionado 1 mL de solugdgo DPPH (0,3mM). Esperou-se 30 minutos, tempo necessario
para que ocorra a reagdo, e mediu-se a absorbancia em 516 nm. A capacidade de eliminar o

radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a Equagéo 3.

A x100 (3)

controle(-) T amostra

Atividade Antioxidante (%)= A

controle(-)

Onde:
A controle-) = absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra;

A amostra = absorbéancia da amostra com o DPPH

S —————.
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O método DPPH foi também aplicado aos extratos sem estarem incorporados no
creme, como exemplificado na Figura 5. Foi realizado a preparagdo de uma solugdo (20%
m/v) com os extratos seco | (ES-1) e extrato seco 2 (ES-2), sendo que estes, sem estar em
solugdo (na forma em p6), foram nomeados de extrato seco 1 matéria-prima (ES1-MP) e
extrato seco 2 matéria-prima (ES2-MP) e também participaram do ciclo gelo-degelo para
assim verificar se a temperatura, modo e tempo de preparagio iriam influenciar na atividade
antioxidante pré e pos ciclos. Apos o periodo de trinta dias do ciclo foi realizado a preparagio

(20% m/v) com o material em po.

Figura 5 — Método de preparo dos extratos para o ciclo gelo-degelo ¢ para o teste com o DPPH.

r—

@ =T

Agnu +
Propilenogiicol | [ 20% mv ]

CICLO
Gelo-degelo = /“ Soras DPPH
2 . — o — —
ES-2MP Ag =
ua
Propilenoglicol | [ 20% m/v |
/
: - _
- EG-2
)
—— ——

Legenda: (1) Preparo do Extrato seco 1 (ES-1) e Extrato seco 2(ES-2) em solugiio antes do cicloe. (2)
Preparo do Extrato seco 1 matéria-prima (ES-1MP) e Extrato seco 2 matéria-prima (ES-2MP) em solucgio
apos o ciclo. (3) Extrato glicélico I(EG-1) e Extrato glicélico 2(EG-2).

Fonte: Autoria prépria

O extrato glicolico 1 (EG-1) e o extrato glicolico 2 (EG-2) participaram do ciclo gelo-
degelo da mesma forma que foram adquiridos pelas farmdcias de manipulagdo ja

mencionadas no presente trabalho.
Essas formulagdes foram tratadas da mesma forma que a formulagdo de cremes,

utilizando-se mesmas concentragdes para as solugdes-mae e dilui¢des e os resultados foram

aplicados na mesma equagdo.

|UFCG/BIBL!_ TECA



35

4.2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos nos estudos das formulagdes: P), Formulagdo de extrato seco |
(FES-1), Formulagdo extrato seco 2(FES-2), Formulagdo extrato glicdlico 1(FEG-1),
Formulagdo extrato glicolico 2(FEG-2) e nos extratos: Extrato seco 1 (ES-1), Extrato seco |
matéria-prima (ES-1MP), Extrato seco 2(ES-2), Extrato seco 2 matéria-prima (ES-2MP),
Extrato glicélico 1(EG-1), Extrato glicdlico 2(EG-2), tiveram sua variancia avaliada através
do teste t de Student. Utilizou-se do software Microsof® Excel para avaliar os resultados,

tendo como intervalo de confianga de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo organoléptica

Em estudos de estabilidade preliminar de cosméticos, espera-se que as caracteristicas
organolépticas de um produto permane¢am as mesmas até o final dos ensaios, mesmo frente

as distintas condigdes de estresse provocado na amostra (OLIVEIRA, 2013).

As emulsdes submetidas aos ensaios de estabilidade ndo demonstraram altera¢des no

que se refere a cor, odor e aparéncia. Na Figura 6, pode-se observar a diferenga de cores entre

as amostras, fato que esta relacionado a tonalidade de cada extrato e ndo tem relagdo com

instabilidade.

Figura 6- Amostras de cremes pré e pos ciclo gelo-degelo submetidas & centrifugacio.

Legenda: Ciclos (1: Tempo 0 ¢ 2: Tempo 30). (A) Formulacfio de extrato seco 1 (FES-1), (B) Formulagiio
extrato seco 2 (FES-2), (C) Formulagiio extrato glicélico 1{FEG-1), (D) Formulagio extrato glicélico 2
(FEG-2) e (E) Placebo (P).

Fonte: Autoria prépria.

E importante que o aspecto, como cor ¢ odor de uma formulagdo cosmética se

mantenha sem alteragdes durante os ensaios de estabilidade, uma vez que essas caracteristicas
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podem influenciar na eficacia e qualidade do produto e ainda na aceitagdo pelo consumidor
(COELHO et al., 2016).

5.2  Teste de centrifugacéo

A for¢a da gravidade atua sobre os produtos, fazendo com que suas particulas se
movam no seu interior. A centrifugacdo ¢ utilizada como uma andlise preliminar da
estabilidade da formulagdo, produzindo estresse na amostra, simulando um aumento na forga
de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades.
As instabilidades comumente observadas sdo: formagdo de sedimento compacto (caking),
floculagdo, coalescéncia, precipitagdo, separagdo de fases, entre outras (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2008; OLIVEIRA, 2013).

No presente estudo, nenhuma das amostras apresentou qualquer modifica¢do ao
término do procedimento de centrifugagdo, mesmo apoés 30 dias de submissdo ao estresse
térmico como pode ser observado na Figura 6, revelando que a incorporag@o dos extratos seco

e glicolico ndo interferem na estabilidade da emulsdo quanto a esse parametro.

5.3  Avaliacio do pH

A determinagdo do pH (potencial hidrogenionico) da superficie cutdnea é considerado
como um importante indicador funcional da pele, devendo-se a produgdo de acido lactico e
conferindo a superficie cutinea aquilo que se convencionou designar por “manto éacido
cutaneo”. Assim sendo, a pele apresenta pH levemente acido (4,5 - 5.,5), que contribui para
que ocorra prote¢do bactericida e fungicida em sua superficie. Além disso, as secregdes
cutdneas apresentam apreciavel capacidade tamponante, importante propriedade, uma vez que
o pH da pele ¢ frequentemente alterado em consequéncia da utiliza¢do de produtos topicos
inadequados, expondo a pele a uma série de agentes agressores, em especial microorganismos
(LEONARDI et al., 2002).

O pH deve garantir a estabilidade dos excipientes da formulagdo, a eficicia e
seguranga, bem como a sua compatibilidade com os fluidos biolégicos em conformidade com
a via de administragdo pretendida. Os sistemas apresentam maior estabilidade quando os
valores de pH sio mantidos dentro de uma pequena varia¢do, o que foi visualizado nas

formulacdes estudadas. Desta forma, a diminui¢do progressiva da estabilidade da-se quando o
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pH se afasta de seu limite 6timo (RODRIGUES, 2013; SOUZA; CAMPOS; PACKER, 2013;
DAHER, 2014).

Nio houve diferenga significaticava entre os valores de pH obtidos nas formulagdes
contendo o ativo (p>0,05), e as mesmas apresentaram pH levemente 4cido na faixa de 6,2 4

6,8 estando na faixa de compatibilidade com o pH cutaneo (Tabela 4) (CASTRO, 2014).

Tabela 4- Valores de pH para as diferentes condigdes de temperatura.

pH
TEMPO
TO T30 Valores de ( p)
P 6,840,05 6,240,17 0,04
FES-1 6,4+0,68 6,4+1,14 0,18
FES-2 64068 6,4+1.14 0,18
FEG-1 64068 6,4%1.14 0,18
FEG-2 64+06 6,4+]1.14 0,18

Legenda: Os resultados estio expressos na forma de média + desvio padriio. Placebo (P), Formulagfio de
extrato seco 1 (FES-1), Formulacéo extrato seco 2(FES-2), Formulacdio extrato glicélico 1(FEG-1),
Formulac¢do extrato glicélico 2(FEG-2). Potencial hidrogeniénico (pH).

Fonte: Autoria prépria.

A determina¢do e o controle do pH, sob o ponto de vista cosmético e/ou
dermatolégico, é de extrema utilidade, pois ajuda a evitar a utilizagdo de produtos topicos
inadequados. Valores baixos de pH podem provocar aparecimento de irritagdo dérmica
cumulativa, ¢ promover instabilidade da formulagdo cosmética (LEONARDI et al., 2002;
ISAAC et al., 2008).

5.4  Avaliacdo da viscosidade

A viscosidade pode ser entendida como a resisténcia interna ao fluxo que um fluido
apresenta, resultante da aplicacdo de uma for¢a que causa deformagdo temporaria ou
permanente da matéria; ou simplesmente, a resisténcia do fluido frente ao fluxo ou
movimento. Portanto, quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia ao fluxo (CACAO,
2009).

TECA

I I\.JL__'_JF ke

TG



39

Considerando os resultados apresentados na Figura 7 no tempo 0, observa-se que nao
existe diferenca dos resultados de viscosidade apés a incorporagdo do principio ativo na
formulagdo (p>0,05). Ndo ocorreu alteragdo da viscosidade com relagdo ao placebo apés o
ciclo gelo-degelo. Apds incorporagdo do principio ativo observou-se um aumento de trés
vezes do valor da viscosidade comparando TO e T30 de cada formulagdo. Somente a

formulagio FEG-1 e P apresentaram comportamento diferenciado necessitando uma avaliac¢io

mais detalhada para determinar estes resultados.

Figura 7 — Gréfico com os valores da viscosidade das amostras submetidas is condicdes do estudo de
estabilidade preliminar (TO e T30).
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Legenda: Os resultados estdio expressos em Centipoise (cP). Placebo (P), Formulagiio de extrato seco 1
(FES-1), Formulagfio extrato seco 2(FES-2), Formulaciio extrato glicélico 1{(FEG-1), Formulagio extrato
glicélico 2(FEG-2).

Fonte: Autoria prépria.

Ainda que informativo, ou seja, ndo constitui um fator para reprovagdo do lote em
analises de controle de qualidade fisico-quimico, do ponto de vista farmacotécnico, torna-se
fundamental o conhecimento da viscosidade aparente do sistema, pois o comportamento
reoldgico adequado € exigido para que a atividade terapéutica, ou as fungdes cosméticas do
produto, sejam asseguradas (RODRIGUES, 2013).

5.5  Avalia¢fio da espalhabilidade (Ei)

O teste de espalhabilidade se baseia na resisténcia ao movimento forgado. Os

resultados correspondem a relagdo entre a area de espalhamento com a forga aplicada sobre o
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produto e o esforco limite, relagdo que corresponde ao fator de espalhabilidade. Os valores da
espalhabilidade em fungdo das massas adicionadas sdo determinados através de 3 medigdes,
calculando-se a média entre elas (BORGHETTI; KNORST, 2006; CORDEIRO et al., 2013).
Considerando os resultados da espalhabilidade (Figura 8), observa-se que as
formulagdes placebo e FEG-1 apresentaram o mesmo comportamento. No entanto, apds
incorporagdo do principio ativo observa-se uma reducdo dos valores da espalhabilidade, nio

ocorrendo nenhuma alteragdo significativa apds o ciclo gelo-degelo (p>0.05).

Figura 8 — Grifico com os valores da espalhabilidade para as amostras submetidas as condicdes do estudo
de estabilidade preliminar (T0 e T30).
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Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média. Placebo (P), Formulacio de extrato seco 1
(FES-1), Formulagiio extrato seco 2(FES-2), Formulagio extrato glicélico 1(FEG-1), Formulagfio extrato
glicélico 2(FEG-2).

Fonte: Autoria prépria.

Os resultados desta analise se assemelham aos estudos realizados por Pianovski et al.
(2008), que observou redugao deste parametro para as amostras armazenadas em temperatura
elevada no decorrer dos dias devido a perda de agua por evaporagdo, com consequente

alteragdo da consisténcia do produto.
Da mesma forma que a viscosidade, a determinac¢do da espalhabilidade serve para

avaliar alteragdes nas caracteristicas reologicas da formulagdo durante o estudo. No caso de
semissolidos de uso tépico, a quantificagdo desse parametro € importante para acompanhar
modificagdes na capacidade que a formulagdo tem de se espalhar ou abranger determinada

area, o que pode facilitar ou dificultar sua aplicagdo (BUGNOTTO et al., 2006).
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5.6  Anilise microscopica

Todas as formulagdes contendo extrato (Figura 9) apresentaram nitida formacdo de
goticulas com diversos tamanhos, o que torna possivel os menores agregarem-se aos maiores,
desestabilizando o sistema mais rapidamente. No entanto, a formulagio FEG-1 (Figura 9 —
C/D), apresentou distribui¢do de tamanho dos glébulos mais homogénea. O creme placebo
(Figura 9 — I/J) mostrou goticulas bem formadas e homogéneas, porém sem uniformidade em
toda a lamina.

Figura 9- Microscopia das formulagdes pré e pés ciclo gelo-degelo.

Legenda: Ciclos (1: Tempo 0 e 2: Tempo 30). A/B Formulagio de extrato seco 1 (FES-1); E/F Formulagio
extrato seco 2 (FES-2); C/D Formulagiio extrato glicélico 1 (FEG-1); G/H Formulagio extrato glicélico 2
(FEG-2) e I/J Placebo (P). Objetiva utilizada: 40x.

Fonte: Autoria prépria.
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5.7  Avaliacdo da atividade antioxidante

5.7.1 Matéria-prima

Os extratos foram submetidos ao teste com DPPH no intuito de verificar se a forma de
preparagdo dos extratos, o estresse térmico e a formulagdo creme interferia de alguma forma
na atividade antioxidante. Os calculos da atividade antioxidante podem ser visualizados nos
Apéndices A ¢ B.

Foi confirmado que o extrato seco de Ginkgo biloba L. (ES-1) atingiu o méximo de
atividade na concentragdo de 0,25mg/mL e nas concentragdes 0,.5mg/mL e Img/mL ele
apresentou atividade pré-oxidante como pode ser comprovado nas Figuras 10 ¢ 11. A matéria-
prima (ES-1MP) passou pelo estresse térmico e diferente do ES-1, ja preparado com o liquido

extrator, ndo apresentou atividade pré-oxidante, chegando a 93,1% de atividade antioxidante

na concentragdo Img/mL no tempo (30).

Figura 10- Reagiio fotocolorimétrica in vitro do radical livre estivel DPPH mostrando a atividade
antioxidante e pré-oxidante do Ginkgo biloba L.

Legenda: (1) Extrato Seco lmatéria-prima (ES-1MP) e (2) Extrato seco (ES-1).
Fonte: Autoria prépria.

Os extratos de Gb possuem elevada porcentagem de flavonoides, € mesmo que estes
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apresentem propriedades antioxidantes importantes, alguns estudos tem demonstrado
atividade pré-oxidante in vifro, o que foi encontrado neste trabalho no ES-1 (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; UEDA et al., 2002).

Figura 11 - Atividade antioxidante (%) dos extratos puros de Ginkgo biloba L. testadas pela metodologia
do radical livre DPPH.
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Legenda: Os resultados estfio expressos na forma de AA% (calculado através da Equaciio 3). Extrato seco
1 (ES-1), Extrato seco 1 matéria-prima (ES-1MP), Extrato seco 2(ES-2), Extrato seco 2 matéria-prima
(ES-2MP), Extrato glicélico 1(EG-1), Extrato glicélico 2(EG-2).

Fonte: Autoria prépria

Hanasaki, Ogawa e Fukui (1994) comprovaram que flavonoides isolados de vérias

ervas medicinais causaram efeito pré-oxidante que provocaram efeitos citotdxicos e pro-
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apoptoticos. Também sugeriu que o mesmo atributo estrutural que aumenta a capacidade
antioxidante pode também exacerbar o estresse oxidativo e os danos funcional e estrutural das
moléculas celulares.

O fato dos flavonoides poderem atuar como pré-oxidantes e antioxidantes indica que
em certas condigdes e em certos tecidos, eles podem oferecer mais riscos oxidativos do que
beneficios antioxidantes (BEHLING et al., 2004).

O extrato ES-2 e o ES-2MP apresentaram elevada atividade antioxidante em todas as
concentragdes. O ES-2MP apéds o estresse térmico apresentou uma melhor atividade quando
comparado ao ES-2, e ambos nfo apresentaram ag¢do pro-oxidante.

O EG-1 n3o apresentou nenhuma atividade antioxidante na forma que ¢
comercializado nem mesmo quando inserido na forma farmacéutica creme. Entretanto, o EG-
2 apresentou 37,9% de atividade na Gltima concentracdo (1mg/mL). Ambos ndo se mostraram
tdo eficientes quando comparados ao extrato seco, revelando que a incorporagdo de apenas
1% de extrato glicdlico de Ginkgo biloba L. em cremes néo ¢ tdo eficaz apos um periodo na
prateleira. Estudos de Hexsel et al. (2005) sugerem que em formula¢des topicas, o extrato
glicolico seja usado na concentragido de 5 a 10% e o extrato seco na concentragdo de 0,2 a 2%.

Esses resultados mostram que o estresse térmico ndo interferiu consideravelmente na
atividade dos extratos secos, ja quando inseridos na formulagdo creme, eles apresentaram
reducdo de metade de sua atividade.

Resultados de Balogh (2011) sugerem que temperaturas elevadas e exposi¢do solar
podem comprometer a estabilidade quimica do extrato glicolico de Gb, sugerindo que o
mesmo fosse armazenado em temperatura ambiente ou em geladeira (5°C) protegido da
incidéncia de luz solar para evitar instabilidade no teor de flavonoides totais, principal
responsavel pela atividade antioxidante. No presente estudo, os extratos glicolicos foram
submetidos a temperatura maxima de 40°C.

Desse modo, sugere-se que as farmacias de manipulagdo preconizem o0s extratos
secos, ao invés dos extratos glicdlicos comercializados, que mesmo no Ty e T3p apresentaram
melhor estabilidade frente as condig¢des de estresse térmico e atividade antioxidante superior
aos demais.

Pesquisas envolvendo estudo de estabilidade de extrato de Gb sdo raras. Tommasi e
colaboradores (2006) avaliaram o efeito da temperatura sobre o metabolismo antioxidante de
sementes de Gb. Os autores armazenaram sementes de Gb a 4 e 25°C por um periodo de 12
meses. Os autores verificaram a redugdo da ag¢do antioxidantes nas sementes apés os 12 meses

de armazenamento.
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Goh e Barlow (2002) estudaram a agdo da temperatura em nozes de Gb. As amostras
de nozes de Gb foram submetidas a processo de cozimento em 4gua, em diferentes tempos
que variaram de 5 a 240 minutos. Em seguida, foram preparados extratos a partir das nozes
submetidas ao tratamento com calor, utilizando acetona e dgua. A determinagio da atividade
antioxidante dos extratos obtidos em cada tempo de submissdo ao aquecimento indicou
redugdo da atividade antioxidante ao longo do tempo.

Ribeiro et al. (2005) analisou vinte e cinco extratos secos de Ginkgo biloba L. quanto
ao teor de principios ativos e estes estavam 60% em desacordo com as especificagdes
farmacopéicas e as fornecidas pelos fabricantes das mesmas. Esta situacio reforca também a
necessidade de que sejam validadas todas as matérias-primas fornecidas, exigindo que as
farmdcias de manipulagdo e industrias farmacéuticas assumam uma postura mais criteriosa no
armazenamento, evitando a absor¢do de umidade que afeta de forma profunda a composicao
da amostra. A utilizagdo de matérias-primas fora das especificagdes acarreta a producdo de
lotes de cosméticos bem como de medicamentos com uma sub-dosagem de fitoativos
(MARCUCKCI et al., 2010; SOUZA, 2014).

Bara et al. (2004) defende o uso de extratos secos nas formulagdes farmacéuticas
justificando que estes apresentam vantagens tais como uma maior concentragdo de principios
ativos, a possibilidade de padronizagdo do contetido de principios ativos, melhoramento da
farmacocinética € menor contamina¢do microbiana. Entretanto, apresenta a desvantagem de

ser um material muito higroscopico e possui custo elevado.

5.7.2 Produto acabado

Apbs a realizagdo da leitura da absorbéncia e aplicagdo da equagdo (Apéndices C e D),
obteve-se os resultados apresentados na Figura 12.

As formulagdes contendo extratos secos (FES-1 e FES-2) apresentaram um maior
potencial antioxidante em comparagdo com as formulagdes contendo extrato glicélico nos
tempo 0 e 30. Contudo, apds o estresse térmico, apenas as concentragdes 0,5 e Img/mL
continuaram apresentando potencial antioxidante.

Os resultados encontrados corroboram com os estudos realizados por Gettens e
Frasson (2007), onde estes afirmam que o extrato seco de Gb apresenta uma maior ag¢ao
antioxidante em comparagdo com o extrato glicélico atingindo um pico méaximo de atividade

antioxidante nos cremes com extrato seco nas concentragdes de 0,5 e 1 mg/mL.
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Em ambos os tempos, a FEG-1 ndo apresentou atividade, como mostra os dados
apresentados na Figura 12, onde esta formulagio teve comportamento semelhante ao placebo.
Esse fato era esperado, visto que o extrato (EG-1) estudado anteriormente, sem 0 mesmo estar
incorporado no creme, ndo apresentou nenhuma atividade. J4 a FEG-2 apresentou uma
pequena atividade antioxidante, porém ndo tdo intensa, apenas na concentragdo de Img/mL

no tempo 0.

Figura 12 - Atividade antioxidante (%) da formulagiio testadas pela metodologia do radical livre DPPH.
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Legenda: Os resultados estiio expressos na forma de AA% = desvio padrio. AA% (calculado através da
Equacio 3). Placebo (P), Formulacdo de extrato seco 1 (FES-1), Formulacfo extrato seco 2(FES-2),
Formulaciio extrato glicélico 1(FEG-1), Formulagiio extrato glicélico 2(FEG-2).

Fonte: Autoria prépria.

O extrato glicolico também apresenta atividade antioxidante, porém ndo tdo intensa,

TECA)

b

[UFCGIEY i)



47

provavelmente devido a diminui¢do da concentragdo dos compostos com agdo antioxidante
apos o processo de preparacdo desse extrato, ou até mesmo devido as condigdes propostas
neste estudo, como o uso de temperaturas elevadas, que podem ter comprometido a
estabilidade quimica do extrato glicélico (GETTENS; FRASSON, 2007; BALOGH, 2011).

Em um estudo comparando a atividade antioxidante do Gb em relagdo a dosagem do
teor de flavonoides em extratos comerciais, foi observado que quando o conteado de
flavonoides ¢ bem baixo, a amostra apresenta pouca atividade antioxidante, e em
contrapartida, quando os teores de flavonoides s3o mais altos, a amostra apresenta uma
excelente atividade contra radicais livres, confirmando o potencial antioxidante do Gb
(MARCUCCI et al., 2010).

Como forma de solucionar a redugdo da AA, que, pode ser justificada tanto pela
formagdo de produtos de degradagdo, como decorrente de interferéncias dos componentes da
formula¢@o cosmética ou até mesmo incompatibilidade do extrato com os mesmos, sugere-se
a microencapsulagdo do ativo.

A microencapsulagdo € uma técnica muito utilizada na area cosmética e o dominio das
suas aplicagdes tem sido extensivamente ampliada incluindo, fundamentalmente, a
microencapsulagdo de compostos muito volateis, como fragrincias e extratos vegetais para o
cuidado pessoal (SHALAKA et al., 2009; BRASILEIRO, 2011). Ao nivel da cosmética, a
microencapsulagdo apresenta varios beneficios, tais como:

* Proteger a substancia a encapsular da oxidagdo, da a¢do de fatores ambientais (luz e
calor) e de possiveis interagdes com outras substincias;

* Preservar a bioatividade dos ativos durante o seu armazenamento (antes da sua
incorporagdo nos produtos cosméticos) mas também durante o seu tempo de
prateleira;

* Aumentar a estabilidade de componentes instaveis;

* Aumentar o prazo de validade das substincias a encapsular;

¢ Melhorar o aspecto tatil e visual de uma variedade de cosméticos;

* Permitir a modulagdo da liberagdo dos ingredientes ativos.

Diante disso, também se faz necessdrio a comprovacdo dos interferentes na

formulag¢ao realizando o doseamento das amostras.
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6 CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais desse trabalho foi possivel concluir que tanto a
formulagdo creme adquirida de uma farmécia de manipulagdo como também as demais
desenvolvidas na Farmdcia Escola/UFCG apresentaram-se estaveis frente aos testes de
estabilidade fisico-quimica, contudo, os extratos nelas incorporados apresentaram
instabilidades.

Ao analisar os parametros organolépticos, as emulsdes ndo demonstraram alteragdes
no que se refere a cor, odor e aparéncia.

Quanto aos parametros fisico-quimicos as diferentes formulagdes objeto de estudo ndo
apresentaram instabilidades apds serem submetidas a centrifugagdo, como também se
mantiveram em pH ideal apés estresse térmico.

Observou-se que ndo existiu diferenca dos resultados de viscosidade apds a
incorporagao do principio ativo na formulag¢do no T0, como também ndo ocorreu alteragdo da
viscosidade com relag¢@o ao placebo apos o ciclo gelo-degelo. Ap6s incorporagdo do principio
ativo, observou-se um aumento de trés vezes do valor da viscosidade comparando TO e T30
de cada formulagdo. Somente a formulagdo FEG-1 apresentou comportamento diferenciado,
necessitando uma avaliagdo mais detalhada para determinar este resultado.

Os resultados do estudo da espalhabilidade mostraram que as formulag¢des placebo e
FEG-1 apresentaram o mesmo comportamento. No entanto, apds incorpora¢do do principio
ativo observou-se uma reducdo dos valores da espalhabilidade em todas a formulagdes.

Os extratos apresentaram atividade nas maiores concentragdes (Img/mL), exceto o
EG-1. O ES-IMP passou pelo estresse térmico e diferente do ES-1, previamente preparado,
ndo apresentou atividade pré-oxidante, chegando a 93,1% de AA na concentragdo Img/mL.
Quando inserido no creme o ativo reduziu a 54,8% no tempo 0 e 38,7% no tempo 30.

Os extratos ES-2 e ES-2MP mostraram excelente atividade, atigindo atividade
maxima de 88,7% e 90,6% respectivamente. Entretanto, logo ao serem incorporados no creme
(FES-2), esse potencial reduziu-se para 38% no tempo 0 e 22% no tempo 30.

A FEG-2 (13.6%) apresentou uma pequena atividade, e a FEG-1 (1,8%) apresentou
comportamento semelhante ao placebo (1,3%).

O presente trabalho aponta para a viabilidade de utiliza¢do do extrato seco de Gb em
cosméticos de uso tépico visto que todas as formulagdes acrescidas desse extrato, mesmo

ap0s estresse térmico, apresentaram consideravel atividade antioxidante. Quanto a utiliza¢do
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de apenas 1% de extrato glicolico em creme que ndo se mostrou de grande eficiéncia,
recomenda-se que essa concentragdo seja aumentada em futuras preparagdes cosméticas.
Outra solugdo para a reducdo da AA das formulagdes apresentadas, seria a utilizagio
da microencapsulacio, por ser vantajosa ndo s6 para preservar a bioatividade do extrato de
Ginkgo biloba L. incorporado na emulsdo cosmética, mas também durante o periodo de
armazenagem, ainda em estado bruto, assim como durante o seu tempo de prateleira
garantindo uma maior biodisponibilidade do ativo quando for utilizado pelo consumidor.
Levando-se em consideragdo esses aspectos, nota-se a importancia de ser realizado um
controle de qualidade rigido das matérias-primas e produtos acabados, como também uma
maior fiscalizagdo dos fornecedores dessas matérias-primas, evitando assim, o risco de se
produzir um medicamento ou cosmético que, ao invés de trazer beneficios pode prejudicar o

consumidor.
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APENDICES

APENDICE A - Tempo (0) Ensaios com extrato puro de Ginkgo biloba L.

1- (ES-1) Extrato Seco 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

2- (ES-2) Extrato Seco 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844 - 0,377

x100 =55,33%

0,844
0,844 — 0,240

x100 =71,56%

0,844
0,844 - 0,170

x100 =79,85%

0,844
0,844 - 0,364

x100 =56,87%

0,844
0,844 - 0,625

x100 =25,94%

0,844

0,844 - 0,102

x100 =87,91%

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844

0,844 - 0,245

x100 =70,97%

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 - 0,440

x100 =47,86%

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 — 0,571

x100 =32,34%

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0.844
0,844 — 0,696

x100 =17,53%

3- (EG-1) Extrato Glicélico 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844

0,844 — 0,826

x100 =2,13%

0,844
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[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =
[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =
[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844 — 0,828

58

x100 =1,89%

0,844
0,844 — 0,830

x100 =1,65%

0,844
0,844 — 0,835

x100 =1,06%

0,844
0,844 - 0,839

x100 =0,59%

4- (EG-2) Extrato Glicélico 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0.844

0,844 - 0,538

x100 =36,25%

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 — 0,619

x100 =26,65%

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 — 0,651

x100 =22,86%

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 — 0,679

x100 =19,54%

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,844
0,844 — 0,683

x100 =19,07%

0,844
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APENDICE B - Tempo final (30) Ensaios com extrato puro de Ginkgo biloba L.

1- (ES-1) Extrato Seco 1

[1mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,382 x100 = 61,02%
0,980

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,223 x100 =77,24%
0,980

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,212 x100 =78,36%
0,980

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,469 x100 =52,14%
0,980

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,738 x100 =24,69%
0,980

2- (ES-1MP) Extrato Seco matéria-prima 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 — 0,067 x100 =93,16%
0,980
[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 — 0,064 x100 =93,46%
0,980
[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 -0, 109 x100 =88.87%
0,980
[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 — 0,340 x100 =65,30%
0,980
[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 — 0,638 x100 =34,89%
0,980
3- (ES-2) Extrato Seco 2 -:1.1'—;
L
[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,980 -0,110 x100 =88,77% t |
0,980 =e
[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= __ 0,980 — 0,307 x100 =68,67% Qo
0,980 8
5




[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

0,980 — 0,491

x100 =49,89%

0,980
0,980 — 0,634

x100 =35,30%

0,980
0,980 — 0,732

x100 =25,30%

0.980

4- (ES-2MP) Extrato Seco matéria-prima 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0.,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

5- (EG-1) Extrato Glicélico 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) =

6- (EG-2) Extrato Glicélico 2

0,980 — 0,092 x100 =90,61%
0,980
0,980 — 0,242 x100 =75,30%
0,980
0,980 — 0.432 x100 =5591%
0.980
0,980 — 0,575 x100 =41,32%
0,980
0,980 — 0,680 x100 =30,61%
0,980
0,980 — 0,940 x100 =4,08%
0,980
0,980 — 0,944 x100 =3,67%
0,980
0,980 — 0,957 x100 =2,34%
0,980
0,980 — 0,963 x100 =1,73%
0,980
0,980 — 0,970 x100 =1,02%
0,980

60
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[1mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,608 x100 =37,95%
0,980

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,667 x100 =31,93%
0,980

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= __ 0,980 — 0, 691 x100 =29,48%
0,980

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,716 x100 =29,93%
0,980

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,980 — 0,731 x100 =25,40%

0,980
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APENDICE C - Tempo (0) Formulagdes de cremes com extrato de Ginkgo biloba L.

1- (P) Formulag¢io PLACEBO

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0495, - 0,491 x100 =0,8%
0,501

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,495 - 0,474 x100 =4,2%
0,495

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,495 -0,477 x100 =3,6%
0,495

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,495 — 0,469 x100 =5,2%
0,495

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,495 — 0,481 x100 =2.8%
0,495

2- (FES-1) Formulacio com Extrato Seco 1

[Img/ mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,491 - 0,222 x100 =54,80%
0,491

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,474 - 0,279 x100 =41,13%
0,474

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,477 - 0,294 x100 =38,36%
0,477

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,469 — 0,306 x100 =34,75%
0,469

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,481 — 0,307 x100 =36,17%
0,481

3- (FES-2) Formulacio com Extrato Seco 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,491 — 0,301 x100 =38%
0,491

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,474 — 0,302 x100 =33,54%

0,474
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x100 =31,86%

x100 =29,21%

x100 =26,81%

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,477 - 0,320
0,477

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,469 — 0,328

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,481 — 0,328
0,481

4- (FEG-1) Formulagiio com Extrato Glicélico 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,491 - 0,479 x100 =2,4%
0.491

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,474 - 0,473 x100 =0,2%
0,474

[0,25g/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,477 - 0,476 x100 =0,2%
0,477

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,469 — 0,468 x100 =0,2%
0,469

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,481 — 0,480 x100 =0.2%
0,481

5- (FEG-2) Formulacio com Extrato Glicélico 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,491 — 0,424 x100 =13,64%
0.491

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,474-0418 x100 =11,8%
0,474

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,477 — 0,440 x100 =7,75%
0,477

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,469 — 0,452 x100 =3,62%
0.469

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,481 — 0,454 x100 =5,6%
0,481
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APENDICE D - Tempo final (30) formulagdes de cremes com extrato de Ginkgo biloba 1.

1- (P) Formulag¢io PLACEBO

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%)= 0,446 — 0,423 x100 =5,0%
0,446

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,446 — 0,425 x100 =4,7%
0,446

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,446 - 0,427 x100 =42%
0,446

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,446 — 0,428 x100 =4,0%
0,446

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,446 — 0,454 x100 =1,3%

0,446
2- (FES-1) Formulag¢do com Extrato Seco 1

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,423 — 0,259 x100 =38,7%
0,423

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,425 - 0,278 x100 =34,58%
0.425

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,427 - 0,395 x100 =7,5%
0.427

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,428 - 0,413 x100 =3,5%
0,428

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,440 — 0,435 x100 =1,1%
0,440

3- (FES-2) Formulag¢io com Extrato Seco 2

[Img/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,423 - 0,330 x100 =22%
0,423

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,425 — 0,383 x100 =10%
0425

-
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[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,427 — 0,389 x100 =8,9%
0.427

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,428 - 0,392 x100 =8,4%
0,428

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,440 — 0,402 x100 =8,6%
0,440

4- (FEG-1) Formulag¢ido com Extrato Glicélico 1

[1mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,423 - 0,415 x100 =1,8%
0,423

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,425-0,418 x100 =1,6%
0,425

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,427 — 0,420 x100 =1,6%
0,427

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,428 — 0,420 x100 =1,8%
0,428

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,440 — 0,423 x100 =3,8%
0,440

5- (FEG-2) Formulac¢io com Extrato Glicélico 2

[1mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,423 - 0,396 x100 =6,4%
0,423

[0,5mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,425 - 0,406 x100 =4,4%
0425

[0,25mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,427 -0,412 x100 =3,5%
0,427

[0,125mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,428 — 0,422 x100 =1,4%
0,428

[0,05mg/mL] Atividade Antioxidante (%) = 0,440 — 0,434 x100 =1,3%

0,440
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APENDICE E — Tabelas apresentando os célculos da andlise estatistica dos resultados do pH.
viscosidade e espalhabilidade.
Tabela 5 - Valores (p) na anilise da Viscosidade.

VISCOSIDADE
Valores de ( p)
TEMPO P FES-1 FES-2 FEG-1 FEG-2

To/ Tz 002 700 0,34 0,11 0,0002

Fonte: Autoria prépria

Tabela 6 - Valores (p) na andlise da Espalhabilidade.

ESPALHABILIDADE
Valores de ( p)
TEMPO P FES-1 FES-2 FEG-1 FEG-2

Te/ Ty 038 021 0,03 0,17 0,06

Fonte: Autoria prépria

Tabela 7 - Valores (p) na andlise do pH.

pH
Valores de ( p)
TEMPO P FES-1 FES-2 FEG-1 FEG-2

Te/ Ty 0,04 0,18 0,18 0,18 0,18

Fonte: Autoria prépria
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APENDICE F - Tabelas apresentando os célculos da analise estatistica dos resultados da

atividade antioxidante da matéria-prima e produto acabado.

Tabela 8 — Valores (p) na andlise da Atividade antioxidante (%) da formulagfio completa testadas pela
metodologia do radical livre estivel DPPH.

FORMULACOES Img/mL 0,5mg/mL 025mg/mL 0,125mg/mL  0,05mg/mL
Valores de (p)
Tﬂ TZW T. TSG Tl T.'iﬂ Til TJ[I TII TM

P 0,01 0,006 0,006 0,01 0,04

FES-1 0,06 0,97 0,02 0,05 0,009
FES-2 0,76 0,02 0,12 0,14 0,05

FEG-1 0,03 0,01 0,01 0,06 0,005
FEG-2 0,05 0,66 0,01 0,29 0,39

Fonte: Autoria prépria

Tabela 9 - Valores (p) na andlise da Atividade antioxidante (%) dos extratos puros de Ginkgo biloba
testadas pela metodologia do radical livre estdvel DPPH.

EXTRATOS 1Img/mL 05mg/mL 025mg/mL 0,125mg/mL 0,05mg/mL
Valores de (p)
To Tse [To T (T Ta To Tso To Ts

ES-1 0,91 0,10 0.43 0,37 0,40
ES-1MP 0,007 0,004 0,32 0,41 0,80

ES-2 0,72 0,34 0,51 0,41 0,70
ES-2MP 0,95 0,97 0,92 0,95 0,81

EG-1 0,001 0.42 0,001 0,001 0,0009
EG-2 0,48 0,52 0,67 0,67 0,52

Fonte: Autoria propria
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ANEXO B- Certificado de Analise do fornecedor Galena®
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ANEXO C- Certificado de Analise do fornecedor Mapric®

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. GINKGO BILOBA 1 LT

mapric

OP 018908 Lote PRODO1890S
Fabncagha DB/0SA5 vaikade 080518
Ongem Srani Procedencia Bras!
Nomenclaturs INCH Ginkgo Bioba Leal Extract No CAS: 90045-36-6

Parte utiizadn: Folha
Planta ulilizada, Ginkgo biloba L

Parametros Especificade Resuitados |
|

Denaciade (glomd) Entre 1,000 e 1,100 1.020

Indee de Refacia Entre 1,360 & 1 420 1,3863

pH (sl & 10%) Entre 3,509 5,50 am

Liguedo De acordo

Bokores ¢ Leveouas Max 100 UFCI g <10

Cotormes Fecan, | Ausente e acordo

Colformes Totwe. Amente | Descxrdo

Contagem tolsl | Mmx 100UFCig | =0

Cor Castanto 8 Ambes | Dwacorde

Odor Camctarighce | Descordo
| Soubidade | Sohivel em proplenagicol, glicerina o sorblol Ocormeu hvaglo em |
| |

Pode sofrer lurvacho em gua e standl | stanol

om recipmnie L .nwum-uuﬂaumemmwm
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ANEXO D - Certificado de Analise do fornecedor Farmos®

CERTIFICADO DE ANALISE

PRODUTO: GINGKO BILOBA PO
ORIGEM: CHINA

LOTE: 023

FABRICACAO: SETEMBROY 2011

VALIDADE: SETEMBRO/ 2018
LOTE INTERNO: 0299/2013
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