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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO DE
“FORMULAGOES COSMETICAS FOTOPROTETORAS CONTENDO
EXTRATO ETANOLICO DAS FIBRAS DA CASCA DO COCOS NUCIFERA L.
(PALMAE)”

[001] A invencdo consiste na elaboracdo de formulagbes cosméticas
fotoprotetoras contendo extrato etandlico obtido a partir das fibras da casca do
coco da variedade an&do amarelo.

PROBLEMA QUE A INVENQAO SE PROPOE A RESOLVER

[002] A exposicao cronica a radiacdo ultravioleta (UVA e UVB) tem efeitos
pronunciados sobre a pele, pode causar o0 estresse oxidativo (EO),
ocasionando danos celulares, alteracdes cutaneas relacionadas ao processo
de envelhecimento prematuro e até desenvolvimento de cancer de pele. A
radiacdo UVB (280-320 nm) € mais energética que a UVA (320-400 nm),
possui um menor poder de penetracdo na pele, entretanto, os seus efeitos
sobre a pele sdo mais prejudiciais, pois afetam a camada epidérmica da pele e
estdo associados a disfuncdo imunoldgica, quadro de eritema e queimaduras
solares, desencadeando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
induzindo diretamente danos ao DNA. J4 a radiacdo UVA apresenta um poder
de penetracdo maior sobre a pele, e consequentemente, € responsavel pelo
fotoenvelhecimento cutaneo e cancer de pele (SUVA, 2014; AFAQ et al., 2011,
HALLIDAY et al., 2008).

[003] A preocupacdo em proteger a pele frente as manifestacdes causadas
pelas radiacbes UV, tem aumentado nos ultimos anos. Diversas medidas
preventivas tém sido utilizadas contra os efeitos danosos causados pelos raios
solares, tais como, o0 uso de chapéu, 6culos especificos para protecéo solar,
vestimentas especiais, exposicdo segura ao sol e o uso frequente de
fotoprotetores. Atualmente, o uso de protetores solares é a alternativa mais
eficaz contra os efeitos danosos causados pelos raios UV, inclusive contra o

cancer de pele e envelhecimento precoce da pele (MANAIA et al., 2013).
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[004] Os protetores solares apresentam em sua composicdo substancias
denominadas como filtros solares. Segundo Flor e colaboradores (2007), as
substancias fotoprotetoras sédo classificadas em inorganicas (filtros fisicos) e
organicas (filtros quimicos). Os agentes inorganicos ou fisicos atuam como
barreira formada pelo filme sobre a pele, refletindo, dispersando ou absorvendo
os raios UV. Os compostos ZnO, e TiO, representam as substancias
inorganicas fotoprotetoras comerciais e apresentam amplo espectro de
protecdo contra as radiacoes UV (CABRAL et al., 2013). Os agentes organicos
ou filtros quimicos sé@o substancias hidro ou lipossolUveis que protegem a pele,
via absorcdo da radiacdo UV de alta energia, com liberacdo da energia na
forma de calor. Esses agentes sdo compostos aromaticos conjugados com
grupos carbonilas e, geralmente, possuem grupos funcionais doadores de
elétrons (metoxila e amina), situados nas posicfes orto ou para do anel
aromatico. Podem ser sintéticos (benzofenona-3) ou naturais (constituintes
guimicos de 6leos e extratos vegetais) (COSTA et al., 2015).

[005] Os filtros solares podem proteger a pele nas regides UVA, UVB e em
ambas as radiacdes como, por exemplo, a benzofenona-3, também conhecida
como oxibenzona ou 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona, que é um dos filtros
comerciais de amplo espectro mais empregados em preparacdes protetoras.
Na aplicacéo topica de filtro solar, € necessario que 0 mesmo permanec¢a nas
camadas mais superficiais da pele, afim de garantir a protecdo maxima, sem
gue ocorra exposicdo sistémica. No entanto, filtros como a benzofenona-3
podem penetrar através da barreira epidérmica e causar dermatites de contato
(NADEROST et al., 2003; GONZALEZ et al., 2017).

[006] Nos ultimos anos diversas publicacbes tém demonstrado o potencial de
principios ativos naturais como 0s extratos vegetais, que devido a composicéo
guimica das plantas, na maioria das vezes, apresentam constituintes bioativos
como os compostos fendlicos, em particular os flavondides, que possuem acéo
antioxidante aliada a acao fotoprotetora. Esses compostos possuem a

capacidade de absorver um amplo espectro de radiacdo UV, diminuindo assim
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a penetracdo dessas radiacdes na pele, minimizando os efeitos nocivos
envolvidos nos processos de envelhecimento precoce, além de capturar as
espécies reativas de oxigénio (EROs) gerados pelos raios UV, causados pela
exposicao excessiva ao sol (SAEWAN et al., 2013; STEVANATO et al., 2014,
ZILLICH et al., 2015).

[007] Cocos nucifera L. € uma planta nativa de paises tropicais e pertence a
familia Arecaceae (HOODA et al., 2012, LIMA et al.,, 2015). No Brasil,
diferentes variedades sdo encontradas e estdo amplamente distribuidas no
litoral nordestino, como o gigante e o0 an&o, sendo este composto por cultivares
de cor amarela, verde e vermelha (DEBMANDAL et al., 2011).

[008] A fibra de casca de coco é um subproduto do processamento de Cocos
nucifera e ¢é constituida de componentes quimicos como celulose,
hemicelulose, lignina, pentosanas e compostos fendlicos (ESQUENAZI et al.,
2002; SILVA et al., 2013). Assim como as outras partes do coco, as fibras
podem ser empregadas em diversas areas. Segundo Lima e colaboradores
(2015), nos paises asiaticos considerados os maiores produtores de coco do
mundo, as fibras sdo empregadas na agricultura, na industria e na medicina
tradicional, para o tratamento de varias condicdes patolégicas (na amenorreia,
asma, doencas venéreas, tratamento da diabetes e como antipirético). De
acordo com Esquenazi e colaboradores (2002), no Brasil, a decoccao das
fibras de coco é utilizada na medicina popular do Nordeste nos tratamentos de
afeccdes como a diarreia e artrite.

[009] Estudos recentes realizados para a caracterizacao fitoquimica das fibras
da casca de coco, demonstraram a presenca de compostos fenolicos como,
acido 4-hidroxibenzoico, catequina, epicatequina, rutina, kaempferol, acido
vanilico, &cido galico e acido ferulico (ESQUENAZI et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2013, VALADEZ-CARMONA et al.,, 2016). Estes constituintes exercem
importantes atividades bioldgicas, tais como, antimicrobiano (AKYNIELE et al.,
2011; SILVA et al.,, 2013), anti-inflamatorio (SILVA et al.,, 2013), antiviral
(ESQUENAZI et al., 2002), antifungico, antiplasmodial (ADEBAYO et al., 2012),
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sequestrador de radicais (ALVIANO et al., 2004), leishmanicida (MENDONCA-
FILHO et al., 2004) e antineoplasico (KOSHEK et al., 2007), antioxidante
(ESQUENAZI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2013).

[010] Em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que o extrato etandlico das fibras das cascas de coco da
variedade ando amarelo apresentou um elevado poder antioxidante, e, em
estudos preliminares sobre a composicao fitoquimica do extrato, foi detectada a
presenca dos compostos fendlicos quercetina e catequina (OLIVEIRA et al.,
2013). De acordo com a literatura esses compostos sao capazes de reduzir a
excessiva absorcdo de raios UV, envolvidos nos processos de
fotoenvelhecimento e cancer de pele (SAWEAN et al.,2013). A variedade do
coco ando amarelo também tem sido estudada por outros autores, De Freitas e
colaboradores (2017), avaliaram o potencial antioxidante do extrato
hidroetandlico da fibra da casca do coco ando amarelo e aplicaram em uma
formulacdo cosmética do tipo mascara facial com acdo antioxidante. Segundo
0s autores, as propriedades antioxidantes do extrato foram atribuidas a
presenca dos compostos fendélicos catequina e acido clorogénico. Na presente
invencdo, o extrato etandlico das fibras da casca do coco ando amarelo foi
aplicado em uma formulagdo cosmética tipo creme com acao fotoprotetora e
antiglicante (propriedades biolégicas ainda néo relatadas na literatura para tal
amostra), além da acdo antioxidante ja comprovada. Assim, até o presente
momento a elaboracdo de um produto com extrato etandlico da fibra da casca
do coco ando amarelo como ingrediente ativo em formulagdes fotoprotetoras
ainda néo foi documentado.

CAMPO DE ATUACAO

[011] A presente invencéo refere-se a elaboracdo de formulacdo fotoprotetora
de uso topico, preparada a partir da incorporacdo do extrato etandlico das
fibras da casca de coco da variedade ando amarelo, possuindo bioativos com
acao protetora da pele contra os danos causados pelos raios ultravioleta
(UVB). E, ainda, esse extrato possui atividades biologicas como antioxidante,
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antiglicante, sem apresentar citotoxidade, podendo atuar nas areas cosmeéticas
e/ou farmacéuticas.

ESTADO DA TECNICA

[012] No mercado h& uma grande quantidade de filtros solares com
substancias sintéticas e sdo poucos os filtros comerciais encontrados com
extratos de produtos naturais como, plantas, frutas e residuos. Tais residuos
como, cascas, bagacos e sementes sdo provenientes das industrias de
alimentos e agricolas, apresentando em sua composicdo compostos bioativos
que exercem uma variedade de atividades biolégicas, tais como,
antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria, analgésica, antitumoral, antimalarica,
antioxidante, fotoprotetora e antiglicante.

[013] O documento P109018822-0 A2 descreve a elaboragéo de formulagdes
cosmeéticas contendo extratos hidroetandlicos de Cynara scolymus e/ou
Echinacea purpirea com a finalidade fotoprotetora UVA/UVB e um
estabilizante sintético e/ou filtros solares sintéticos. No documento BR
102015032464-2 A2, descreve-se 0 uso do extrato etanolico de Passiflora
cincinnata em formulacfes de uso tépico, como ingrediente ativo na atividade
fotoprotetora.

[014] No documento BR 102015013241-7 A2, relata-se a elaborag¢do de uma
formulacdo cosmética contendo extrato seco hidroalcodlico de prépolis
vermelha, destinada a protecdo da pele contra os danos causados pela
radiacao solar.

[015] Nesse contexto, a fibra da casca do Cocos nucifera L., um subproduto
proveniente da industria do processamento de coco, apresenta em sua
composicdo compostos como fendis, flavondides, taninos, triterpenos e
alcaldides. Apos investigacdo em nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al.,
2013), foi verificado que a fibra da casca do coco ando amarelo apresenta em
sua composicdo quimica, flavondides como a quercetina e a catequina,

compostos esses capazes de reduzir a excessiva absorcdo de raios UV. O
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extrato etandlico das fibras de coco pode ser considerado promissor para a
elaboracao de formulacdes cosméticas fotoprotetoras.

[016] Diante do exposto, um creme fotoprotetor contendo extrato da fibra da
casca do coco da variedade ando amarelo foi elaborado visando protecao
contra os danos dos raios UVB. Tal creme pode agregar valor a enorme
quantidade de residuos gerados pelas industrias de coco, evitando o
desperdicio e a poluicdo do meio ambiente. Até o presente momento,
desconhecemos a existéncia de formulacdes com esse extrato, em relacado ao
seu perfil fotoprotetor.

DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO

[017] A exposicdo crbnica a radiacbes UV tem efeitos pronunciados sobre a
pele, pode causar o estresse oxidativo (EO), ocasionando danos celulares,
alteracOes cutaneas relacionadas ao processo de envelhecimento prematuro e
até cancer de pele. A preocupacdo em proteger a pele tem aumentado cada
vez mais. Diversas medidas preventivas tém sido utilizadas contra os efeitos
danosos causados pelos raios solares. O uso de protetores solares é a
alternativa mais eficaz. Na aplicacéo de filtro solar de uso tépico, é necessario
gue o mesmo permaneca nas camadas mais superficiais da pele, afim de
garantir a protecdo maxima, sem gue ocorra exposi¢ao sistémica. No entanto,
filtros sintéticos comerciais podem penetrar através da barreira epidérmica e
causar dermatites de contato. Nos ultimos anos, diversas publicacbes tém
demonstrado o potencial de principios ativos naturais principalmente aqueles
que apresentam compostos fenolicos em sua composi¢cdo. Estes compostos
possuem propriedades farmacoldgicas, e exibem acdo sobre os sistemas
bioldgicos, com efeitos anti-inflamatorio, antiviral, antialérgico, anticancerigeno,
citotoxico, antioxidante, antiglicante e fotoprotetor. Nesse sentido, a presente
invencdo preparada com extrato vegetal que possui compostos bioativos, nao
citotoxicos, em sua composi¢cao, surge como alternativa ou complemento a
utilizacao dos filtros comerciais disponiveis, pois, aléem de promover a protecao

cutanea contra as radiacbes UV, pode neutralizar a acdo dos radicais devido

Peticao 870190098572, de 02/10/2019, pég. 8/23



7121

sua acao antioxidante e também atuar como antiglicante, inibindo reacdes de
glicacdo de proteinas que estdo relacionados ao processo de envelhecimento
precoce da pele, como, por exemplo, 0 colageno, proteina responsavel pela
sustentacdo da pele. Pode, ainda, favorecer a diminuicdo do ativo sintético
comercial, evitando a exposicdo da pele as possiveis reacdes causadas por
esses agentes.
DESCRICAO DAS FIGURAS
[018] Figura 1. Efeito do Extrato etandlico ando amarelo (EEAA), na
viabilidade de linhagem de macréfagos J774 usando o método de MTT. As
células foram tratadas com EEAA (10, 50 ou 100 pg / mL) e expostas por 24 h.
Os dados foram expressos como % de viabilidade celular e representados
como média + desvio-padrdo. O controle negativo foi o solvente usado para
dissolver os extratos.
[019] Figura 2. Espectros de absorcdo no UV-vis das formulacbes Creme +
Extrato etandlico ando amarelo (EEAA) 5, 10 e 20% (2 mg/mL), Creme +
benzofenona-3 a 5% (CB5) (0,2 mg/mL), Creme + quercetina a 5% (CQ5) (0,2
mg/mL) e Creme Lanette (CL).
[020] DESCRICAO DA TECNICA
[021] A presente tecnologia descreve o processo de avaliacdo do extrato
etandlico obtido a partir da fibra da casca de Cocos nucifera Linnus e sua
aplicagdo como um ingrediente ativo em formulagdes fotoprotetoras, aliada a
acOes antioxidante e antiglicante, consistindo das seguintes etapas:

a) Obtencé&o do extrato etandlico;

b) Avaliacao do Conteudo total de fenois (CTF);

C) Avaliacdo da capacidade antioxidante;

d) Avaliacéo da atividade antiglicante;

e) Ensaio de viabilidade celular;

f) Determinacéo do fator de protecdo solar (FPS) in vitro do extrato

etanolico;

9) Preparacao das formulagdes fotoprotetoras;
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h) Avaliacdo do fator de protecdo solar (FPS) in vitro das
formulacdes.
i) Andlises estatisticas

[022] A seguir, as etapas s&o descritas de maneira mais detalhada:

[023] Obtencao do extrato etandlico:

[024] As fibras das cascas de Cocos nucifera L. da variedade ando amarelo
(em estagio maduro) foram coletadas em Maceié — AL. A planta foi identificada
e a amostra foi depositada no herbario do Instituto do Meio Ambiente do Estado
de Alagoas

[025] As fibras foram secas a uma temperatura de 40 °C, e transformadas em
poé em triturador de faca forrageira. O extrato etandlico do p6 (400 g) foi
preparado por percolacdo com 6 L de etanol, ficando em contato por 3 dias (72
h). Este processo se repetiu por duas vezes. O filtrado foi recolhido e
concentrado em rotaevaporador a 35 °C, obtendo-se o0 extrato seco etandlico
das fibras das cascas de coco da variedade ando amarelo codificado como
(EEAA), armazenado em frascos de vidro ambar e mantido sob sistema de
refrigeracéo a 5°C.

Conteudo total de fendis (CTF)

[026] O conteudo total de fenois foi determinado, utilizando-se o método de
Folin-Ciocaulteu (FC). O EEAA foi diluido em etanol, obtendo-se a

concentracdo delO pg/mL. Em tubos de ensaio, foram colocadas aliquotas de
120 pL dos extratos com 180 pL de &gua Milli-Q. Em seguida, foram
adicionados, 300 pL do reagente de Folin-Ciocaulteu (RFC) e, ap6s 2 min, 2,4
mL de carbonato de sédio a 5% (m/v) totalizando um volume de 3 mL. Os tubos
foram agitados em um vértex e mantidos no escuro em banho-maria a uma
temperatura de 40 °C por 20 min. Em seguida, uma aliquota de 3 mL da
amostra foi colocada em cubeta de quartzo (capacidade = 3 mL; caminho
Optico = 1 cm) e medida da absorvéncia a 760 nm, usando um
espectrofotometro (UV - vis modelo Mutispec-1501 Shimadzu, Japao). O

mesmo procedimento foi realizado utilizando-se 120 pL de etanol como branco.
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[027] O conteudo total de fendis (CTF) foi obtido apds construcdo de uma
curva analitica, preparada a partir da solucdo etandlica do padrdo fendlico
acido galico (1,12 — 10,53 mg L™Y), construida a partir do programa Origin 8.0, e
os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por
grama do extrato (mg de EAG/g do extrato seco).

[028] A Capacidade antioxidante foi determinada através dos seguintes
métodos: sequestro do radical DPPH® e pelo método de reducéo de ferro Il —
FRAP.

Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*®

[029] A capacidade antioxidante do EEAA foi determinada usando método ja
conhecido. A solucao etanodlica do EEAA foi preparada na concentracédo de 10
ng mL?t. No preparo das misturas reacionais foram utilizados 300 pL da
solucdo da amostra e 2,7 mL da solucdo metandlica de DPPH® a 40 ug mL™. A
avaliacdo da capacidade antioxidante foi determinada monitorando-se a
reducdo do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) a DPPH-H (difenil-picril-
hidrazina), através da medida do decréscimo da absorvéncia a 516 nm, em
espectrofotometro (UV-vis modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japéo). A
percentagem da atividade sequestradora de radicais (ASR) do extrato foi
calculada utilizando-se o valor absorvéncia no tempo reacional de 30 minutos,

utilizando a equacéo 1:

Equa(}é.o 1 % ASR = [(AbSContr0|e - AbSamostra) /AbSContro|e] X 100.

[030] Onde: Abscontrole € @ absorvéncia inicial da solugcdo metandlica de DPPH*®
e Absamostra € @ absorvéncia da mistura reacional (DPPH® + amostra). As
reacoes foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
% ASR média * desvio padrao.

[031] necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH?®),
avaliada para os extratos, foi obtida graficamente através da curva de

calibracdo na faixa (1,5 — 13 pg mL™), da concentrac&o versus o percentual de
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inibicdo correspondente. A curva foi construida a partir do programa Origin 8.0
e 0s ensaios foram realizados em triplicata.

Capacidade antioxidante pelo método de reducdo de ferro |ll —= FRAP

[032] O ensaio de FRAP foi baseado em um método ja conhecido. Foi
transferida para um tubo de ensaio uma aliquota de 90 pL da solucdo do
extrato etanolico (10 ug mL™), 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP, que foi preparado no momento da analise, por meio da mistura de 25
mL de tampé&o acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL da solucdo de 2,4,6-tris(2-
piridil)-5-triazina (TPTZ) (10 mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL da solugéo de
FeCl3.6H,0 (20 mM). Em seguida, os tubos com tampas foram agitados em um
vortex, e estes foram mantidos em banho-maria a 37 °C, durante 30 minutos.
As medidas de absorvéncia foram realizadas em espectrofotdmetro (UV-vis
modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japao) a 595 nm. O reagente FRAP foi
utilizado como branco. Utilizou-se o padrao Trolox para a constru¢do da curva
de analitica (0,15 - 30 pymol L™) e os resultados foram expressos em pmol de
equivalentes trolox (ET)/ g do extrato seco.

[033] A avaliagcdo da atividade antiglicante foi determinada utilizando-se os
seguintes sistemas: BSA do inglés (Bovine Sorum Albumin)- Glicose/Frutose;
BSA- MG (metilglioxal); Colageno — Glicose/Frutose.

Sistema BSA - Glicose/Frutose:

[034] Inicialmente, foram preparadas solu¢es de BSA (3 mg mL™), glicose
(200 mM), frutose (200 mM) e as solucdes do EEAA (1-33 pg mL™). Para a
determinacao do ICsy foram preparadas em tampé&o fosfato (50 mM, pH 7,4,
NaCl 100 mM, com azida de sodio 0,02%). O sistema consistiu na adicdo de
500 pL da mistura de glicose e frutose, 500 pL das diferentes concentracdes
das amostras, e em seguida, foram adicionados 500 pL da solugéo de BSA. Os
sistemas reacionais foram incubados a 37 °C, com agitagdo constante durante
7 dias. O tampéao fosfato (pH 7,4) foi utilizado como controle negativo e a
aminoguanidina (2,5 — 100 ug mL™), como controle positivo. As anélises foram
realizadas em triplicata e a intensidade de fluorescéncia, medida a 37 °C,
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utilizando um espectrofluorimetro RF- 5301PC (Shimadzu, Japao) a (Aex = 360
€ Aem = 440 nm). O ICx foi calculado graficamente, usando uma curva de
calibragao, tracando porcentagem de inibicdo correspondente (1%) versus a
concentracdo do extrato A porcentagem de inibicdo dos AGEs foi calculada
utilizando a seguinte equacgao 2:

Equa(}é-o 2: formula: 1% = (Fcontrole negativo— I:controle experimental corrigida/ I:negativo) x 100

[035] Onde 0O Fcontrole negaivo € @ fluorescéncia para o controle negativo e
Fexperimental corigida € @ fluorescéncia do sétimo dia subtraida da fluorescéncia do
primeiro dia.

Sistema BSA- MG:

[036] Solucdes de metilglioxal (1,5 mM), BSA (3 mg mL™) e do EEAA, (1-33

ng mL™) para a determinacéo do ICs, foram preparadas em tampéo fosfato (50

mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sédio 0,02%). O sistema consistiu na
adicao de 500 pL da solucéo de metilglioxal (1,5 mM) a 500 pL da solucdo das
amostras em diferentes concentragbes e mantidas a 37 °C, por 1 hora, no
escuro. Em seguida, adicionou-se BSA (3 mg mL™) em cada sistema. Os
sistemas reacionais foram incubados no escuro a 37 °C, com agitacao
constante durante 2 dias. O tampéao fosfato (pH 7,4), foi utilizado como controle
negativo e a aminoguanidina (1,5 — 50 ug mL™), como controle positivo. As
analises foram realizadas em triplicata, utilizando um espectrofluorimetro RF-
5301PC (Shimadzu, Japao) a (Aex = 360 nm e Aemy = 440 nm). O ICs foi
calculado graficamente, usando uma curva de calibracdo, tragando
porcentagem de inibicdo correspondente (1%) versus a concentracéo do extrato
A porcentagem da inibicdo de formacdo de produtos de glicagdo avancada
(AGEs) foi calculada, usando a mesma formula do sistema BSA-glicose/frutose.

Sistema Colageno — Glicose/Frutose:

[037] SolucBes de colageno (3 mg mL™), glicose (200 mM), frutose (200 mM)
e do EEAA (1-25 pg mL™) para a determinagéo do ICs, foram preparadas em
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tampéao fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sédio 0,02%). O
sistema consistiu na adicdo de 500 puL da mistura de glicose e frutose, 500 uL
das diferentes concentracbes das amostras, e em seguida, foram adicionados
500 pL da solucdo de colageno hidrolisado. POs sistemas reacionais foram
incubados a 37 °C, com agitacdo constante durante 7 dias. O tampéao fosfato
(pH 7,4) foi utilizado como controle negativo e a aminoguanidina (5—200 pug mL"
1y, como controle positivo. As andlises foram realizadas em triplicatas e a
intensidade de fluorescéncia a 37 °C, utilizando um espectrofluorimetro RF-
5301PC (Shimadzu, Japao) a (Aex = 370 € Aemy = 440 nm). O ICxq foi calculado
graficamente, usando uma curva de calibracdo, tracando porcentagem de
inibicdo correspondente (1%) versus a concentracdo do extrato. A porcentagem
da inibicdo da formagéo de AGEs foi calculada usando a mesma férmula do
sistema BSA-glicose/frutose.

Ensaio de viabilidade celular

[038] O efeito citotoxico do extrato etandlico das fibras da casca de coco ando
amarelo (EEAA) foi investigado frente a linhagem de macréfagos (J774) por
meio do ensaio de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2.5-difeniltetrazdlio
(MTT), de acordo com a metodologia descrita por MOSMANN (1983). O ensaio
se baseia na reducdo celular do sal MTT em cristais de formazana de
coloracado violeta, pela acdo da enzima succinato desidrogenase presente na
mitocondria de células viaveis. Assim, a quantidade de cristais formados é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis. As células de
macréfagos foram, inicialmente, distribuidas em placas de 96 pocos (1,5 x 10°
células/pocgo) e incubados durante a noite a 37 °C. Apds esse periodo, as
células aderentes foram tratadas com EEAA em diferentes concentragdes (10,
50 e 100 pg mL™) dissolvidos em PBS + DMSO (0,037% (m/v)) em meio de
cultura (RPMI — 1640 suplementado com 10% (m/v) de soro bovino fetal) e
foram posteriormente cultivados durante 24 h a 37 °C. Em seguida, o meio foi
substituido por novo meio RPMI contendo 5 mg mL™ de MTT. Apés 4 h de
incubagédo a 37 °C, o sobrenadante foi removido e 150 pL de DMSO foi
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adicionado em cada poc¢o. ApGs 15 min de incubacdo a temperatura ambiente,
a absorvéncia do produto de formazana foi medida espectrofotometricamente a
540 nm. Quatro pocos individuais foram avaliados por tratamento e a atividade
de reducdo do MTT foi determinada como percentagem de células controle
([absorvéncia de células tratadas/absorvéncia de células ndo tratadas] x 100).
Avaliacdo do Fator de protecéo solar (FPS) in vitro do extrato:

[039] O fator de protecdo solar do EEAA foi determinado de acordo com o
método descrito por Mansur e colaboradores (1986), com modificacdes. Foi
preparada solucdo estoque do extrato bruto (0,1 gmL™) em etanol P.A. e
obtidas diluicbes nas concentracdes de 0,2; 2; 5; 10 e 15 mg/mL. Apbs esse
procedimento, foi realizada a leitura das amostras em triplicata em
espectrofotometro (UV-vis modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japéo), na faixa
de 290 — 320 nm, com intervalos de leitura de 5 nm. O etanol foi utilizado como
branco. Os valores de FPS dos extratos e formulacbes foram calculados,

utilizando equacéo 3:

Equacéo 3: FPS = CF.¥330EE(A).2.1(1). Abs(})

[040] Sendo, FC = fator de corregdo (igual a 10), EE (A) = efeito
eritematogénico da radiagdo de comprimento de onda (A), | (A) = intensidade da
luz solar no comprimento de onda (A) e Abs (A) = leitura espectrofotométrica da
absorvéncia da solucéo proposta como filtro solar.

[041] A relacdo entre EE x | apresenta valores constantes em cada
comprimento de onda descrita por SAYRE et al., (1979).

[042] Preparo das formulacdes com extrato etandlico e avaliagdo do FPS in
vitro:

[043] Para o preparo das formulacdes, o EEAA foi solubilizado em etanol P.A
até a completa dissolucéo, em seguida, foi incorporado ao creme base Lanette
(adquirido em farmacia de manipulacédo do mercado local) com o auxilio de um

gral de porcelana e pistilo, variando as concentracbes de 5 e 20% (m/m) Da
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mesma maneira, formulacées foram preparadas contendo padrdo quimico
comercial benzofenona-3 ou padrdao fendlico quercetina, ambos na
concentracdo a 5%, para fins de comparacdo. Assim, cinco formulacées foram
preparadas e codificadas como: CE5 (creme + extrato a 5%), CE10 (creme +
extrato a 10%), CE20 (creme + extrato a 20%), CB5 (creme + benzofenona-3 a
5%) e CQ5 (creme + quercetina a 5%). As formulacdes foram colocadas em
recipientes apropriados e armazenadas a temperatura ambiente. Apds 24
horas, as formulacbes seguiram para analises posteriores. A metodologia
utilizada para as medidas de FPS das formulagdes foi a mesma descrita para o
calculo de FPS do extrato. O creme Lanette foi utilizado como branco. As
analises foram realizadas em triplicata.

Analises estatisticas

[044] Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra, € 0s
resultados foram expressos como média e desvio padrdo. A avaliacao
estatistica foi realizada por analise de variancia ANOVA seguida de teste
Tukey, ao nivel de significancia de 95%, empregando o software Graphpad
Prism 5.

RESULTADOS OBTIDOS

Rendimento da extracao:

[045] O extrato etandlico das fibras da casca de coco ando amarelo foi obtido
por meio de extracdo por maceragao e posterior secagem para a eliminacao do
solvente. Apés a preparacao, o extrato foi codificado como EEAA e apresentou
um rendimento de 7,75%. Este valor foi obtido a partir da massa inicial
submetida a extracdo (400 g) em relacdo ao extrato etandlico seco obtido.
Conteudo total de fenois e capacidade antioxidante frente ao radical
DPPH® e ao método de FRAP.

[046] No presente trabalho, o conteddo total de fendis foi avaliado pelo método
de Folin-Ciocalteu e a determinagéo da capacidade antioxidante pelos métodos
de DPPH® e FRAP.
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[047] A partir dos resultados obtidos presentes na Tabela 1, pode-se observar
que o EEAA apresentou alto valor de CTF, 673,9 EAG/g extrato seco. A
determinacao da capacidade antioxidante também foi avaliada. Para o ensaio
de DPPH®, o EEAA apresentou um percentual de inibicdo de 74,9% e valor de
ICso de 6,6 pg mL™. J& no ensaio de FRAP, o EEAA apresentou um valor de
3287,0 pmol ET g™ de extrato seco. A alta capacidade antioxidante presente no
extrato pode ser bastante eficaz contra o dano oxidativo na pele, sendo,

portanto, matéria prima valiosa para producao de cosméticos fotoprotetores.

Tabela 1. Conteudo total de fenois (CTF), DPPH®* (ASR% e ICs) e FRAP do EEAA.

Extrato CTF DPPH* FRAP
(mg EAG*/g ASR %** ICso (umol ET/g ***
extrato seco) (ug mL™) extrato seco)
EEAA 673,9+37,01 74,9 £ 0,40 6,6 +0,60 3287,0+134,01
*Equivalente de acido galico. ** Atividade sequestradora de radicais (DPPH?®). *** equivalente de Trolox
(ET)

Avaliacao da atividade antiglicante.

[048] Os ensaios antiglicantes avaliam o potencial de extratos em inibir a
formacdo de produtos de glicacdo avancada (AGEs), gerados a partir da
reacdo de glicacdo de proteinas, que estdo relacionados a diversas doencas e
ao estresse oxidativo e carbonilico. Para tal, a determinacdo da capacidade
antiglicante para o EEAA foi avaliada por dois sistemas diferentes, o primeiro
envolvendo o estagio inicial de glicacdo induzida por glicose/frutose. O
segundo sistema envolve o processo de glicagdo no estagio intermediario,
induzido por metilglioxal (MG).

[049] Conforme mostrado na Tabela 2, para o sistema BSA-Glicose/Frutose,
verificou-se que o EEAA apresentou maior atividade inibitoria, com ICso no
valor de 9,61 pg mL™?, quando comparado com o ICs de 18,3 pg mL™, obtido
para aminoguanidina que é um padrdo com acao antiglicante ja conhecido na

literatura (THORNALLEY et al., 2003). O mesmo foi observado para o sistema
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Colageno-Glicose/Frutose, onde o EEAA apresentou um valor de ICso de 4,5
ng mL?* e a aminoguanidina com 82,87 pug mL™. Entretanto, para o sistema
BSA-MG, o EEAA néo atingiu o 50% de inibicdo na concentracdo estudada.
Neste caso, foi calculado o valor de IC3 que foi 34,76 pg mL™ para o EEAA, e
de 13,19 pg mL™ para a aminoguanidina.

[050] Os resultados apresentados para o EEAA, demonstram o potencial
desse extrato em prevenir reacfes de glicacdo, e proteger proteinas como o
coldgeno, que € responsavel pela sustentacdo e elasticidade da pele,
sugerindo a aplicacdo desse extrato como ingrediente ativo em formulacdes

cosmeéticas anti-idade para pele.

Tabela 2. Efeitos de inibicdo do EEAA e aminoguanidina sobre a formacao de AGEs,

induzida por Glicose/Frutose e metilglioxal.

Tratamento Induzido
BSA - BSA - Colageno-
Glicose/Frutose Metilglioxal Glicose/Frutose
ICs0 (Hg/mL) 1Cs0 (Hg/mL) ICs0 (Mg/mL)
EAA 9,61 34,76 4,5
Aminoguanidina 18,3 13,19 82,87

Ensaio de viabilidade celular

[051] A citotoxicidade é um fator de grande relevancia na avaliagcdo da
seguranca e eficacia dos produtos desenvolvidos. Assim, um teste preliminar
da avaliacdo da viabilidade celular foi realizado para determinar o efeito
citotoxico do EEAA em diferentes concentragbes (10, 50 e 100 pg/mL). A
viabilidade celular na presenca de EEAA em macrofagos murinos J774, células
protetoras do sistema imune, durante 24 horas foi medida, usando o teste MTT.
[052] Na Figura 1 é possivel observar que o tratamento das células com

extrato ndo diminuiu a viabilidade celular e ndo exerceu efeito citotoxico
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Avaliacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) do extrato etandlico e
formulacdes.

[053] Os valores de FPS obtidos para o extrato da fibra da casca do coco e as
formulacdes protetoras variaram em funcéo da concentracédo e dos percentuais
de extrato incorporado ao creme base. Conforme listado na Tabela 3, o EEAA
apresentou valores de FPS que variaram de 9,99 a 28,18; ja as formulacdes
protetoras preparadas a partir da incorporacdo do EEAA a 5, 10 e 20%
apresentaram valores de FPS que variaram de 0,82 a 31,89. O extrato e
respectivas formulacbes apresentaram bons valores de FPS, quando
comparados com resultados obtidos com o padrédo quercetina (CQ5) e
benzofenona-3 (CB5), que apresentaram valores de FPS variando de 2,88 a
30,09 e 9,76 a 35,90, respectivamente.

Tabela 3. Fator de protecao solar (FPS) do extrato etandlico e formulacdes.

Diluicbes (mg/mL)

Amostras 0,2 2 5 10 15

EEAA 9,99+0,17° 20,95+1,03° 28,18+1,98" 24,74+0,84% 23,00+0,57°
CE5 0,98 £0,35° 4,44 £0,14° 15,66 + 0,40% 30,04+ 1,73 28,46+ 1,28°
CE10 1,14 +0,04° 7,02 +0,23° 23,78 +1,22° 2822+358 31,87+3,01°
CE20 0,82+058° 16,33+3,97° 28,31+247% 29,62+2,83" 30,20+ 2,55%
CB5 9,76 +1,24° 33,09+269% 3590+0,90° 33,73+0,21* 2831+361°
CQ5 2,88+0,13° 21,57+191° 30,09+318° 30,02+176* 29,81 +1,60°

EEAA = extrato etanolico ando amarelo, CE = creme + extrato etanolico de 5 a 20% (m/m), CB5 = creme
+ benzofenona-3 a 5% (m/m) e CQ = creme + quercetina a 5% (m/m). Resultados expressos como média
+ desvio padrao. O nivel de significancia foi p <0,05. Tukey: letras iguais representam valores
estatisticamente semelhantes para a mesma concentracao.

[054] De acordo com a agéncia reguladora brasileira Anvisa RDC no. 30/2012
(Anvisa, 2012), para que uma formulacdo possa ser considerada fotoprotetora,
€ necessario que o valor minimo de FPS seja = 6. Analisando os resultados,
observou-se que os valores de FPS do extrato e formulagcbes podem ser

considerados satisfatorios, pois, de um modo geral, apresentaram valores de
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FPS superiores ao valor exigido pela Anvisa, e além disso, pode-se observar
que as formulacdes incorporadas com o extrato nas diluicdes a partir de 10 mg
mL™ apresentaram valores de FPS equivalentes ao padrdo benzofenona-3,
utilizado na producao de filtros solares comerciais. Por este motivo, 0 EEAA
pode ser considerado um ingrediente ativo na preparagéo do protetor solar.
[055] Os espectros de absorcao das formulacdes preparadas com EEAA de 5
a 20%, com o padrao benzofenona-3 a 5%, com quercetina a 5% e também do
creme Lanette caracterizados por espectrofotometria de absor¢cado na regiao
UV-vis estdo apresentados na Figura 2. E possivel observar que as
formulacbées CE 5 a 20%, apresentam bandas de absor¢cédo na regido UVB em
torno de 280 nm. Este aspecto também foi observado para o padréao
benzofenona-3, um filtro quimico comercial de amplo espectro, que possui
duas bandas com maximos de absorcdo de radiacBes nas regides UVB/UVA.
J4, o padréo fendlico quercetina, substancia encontrada no extrato etandlico da
fibora da casca do coco ando amarelo, conhecida pelo seu potencial
antioxidante e também fotoprotetor, apresentou absor¢édo da radiacdo UV com
méaximos de absorvéncia no UVA/UVC e uma discreta banda na regido UVB.
Verificou-se que o creme Lanette ndo absorvia na regido estudada,
assegurando que as absorcdes resultantes foram das formulagces O creme
Lanette ndo apresenta bandas de absor¢cdo nos comprimentos de onda entre
230 a 450 nm.

VANTAGENS DA PATENTE

[056] A referida invencdo pode atuar como um antioxidante, antiglicante e um
fotoprotetor. E ainda, é preparada a partir de uma matéria prima barata e
abundante na regido Nordeste, pois, as fibras de coco s&o residuos
provenientes da agroindustria. A preparacdo do produto é feita de maneira
simples. Além de todas essas vantagens, ha a questdo ambiental, no caso, o
uso de residuos obtidos em grande propor¢cédo em varias regides brasileiras e
usados até o momento em construcao civil e agronegocios.
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REIVINDICACOES

1. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, caracterizadas por compreender uma
emulsdo cremosa contendo de 5 a 20% (m/m) de extrato etandlico obtido das fibras
das cascas da espécie Cocos nucifera Linn. (Palmae), incorporado em base
cosmética emulsionante, espessantes e umectantes, sendo o0 extrato presente em
concentracOes finais entre 200 e 3000 pg/mL na formulagédo, conferindo fator de
protecao solar (FPS) = 6.

2. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizadas pelo fato da espécie de Cocos nucifera, compreender
preferencialmente a variedade an&do amarelo.

3. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com as reivindicacées 1 e 2,
caracterizadas pelo fato de o extrato ser obtido a partir de solvente organico etandlico,
de facil obtencéo.

4. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com as reivindicacdes 1, 2 e
3, caracterizadas por apresentar:
a) um fator de protecéo solar (FPS) in vitro na faixa de 7 a 32;
b) atividade antioxidante com inibigéo de radicais em 74,9 % (10 pg/mL) pelo
método DPPH e capacidade de reducédo de ferro de 3287,0 umol ET/qg;
C) atividade antiglicante com ICso de 9,61 pg/mL no sistema BSA-
Glicose/Frutose e 4,5 pg/mL no sistema Colageno-Glicose/Frutose;
d) auséncia de reducdo da viabilidade celular de macrofagos J774 até 100
pg/mL.

5. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com as reivindicacées 1 a 3,
caracterizadas por compreenderem concentracfes do extrato etandlico da fibra da
casca do coco ando amarelo de 5 a 20% (m/m).

6. FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizadas pelo fato de serem emulsdes, tais como creme.

7. USO DE FORMULACOES FOTOPROTETORAS, de acordo com as
reivindicacbes 5 e 6, caracterizadas por compreender formulacdes com atividade
fotoprotetora.

8. USO DE FORMULACOES FOTOPROTETORAS de acordo com a reivindicag&o

7, caracterizadas por compreender fator de protecéo solar (FPS) de 0,82 a 31,89,
preferencialmente de 6 a 31,89.
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