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RESUMO

Neem (Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae) é uma arvore de origem asidtica apreciada
por sua atividade pesticida e por suas varias atividades bioldgicas, entre elas, a¢do de amplo
espectro contra microrganismos patogénicos. Dentre os compostos ja isolados, a azadiractina
foi identificada como sendo principal componente ativo. Hoje, as formulagdes de xampus
estdo sendo cada dia mais utilizadas para incorporagdo de ativos provindos de extratos
vegetais € vem ganhando espago no mercado devido importantes atividades biologicas e
pequenas interagdes. Este trabalho foi focado em desenvolver e avaliar a estabilidade da
substéncia ativa ¢ forma cosmética xampu com extrato aquoso de Neem. Para tanto, foi
necessario a validagdo do método de dosagem, além da avaliagdo da estabilidade da
substdncia ativa e do xampu. Foram manipuladas formulagdes (xampu) placebo e xampus
contendo o extrato de Neem; em seguida as mesmas foram submetidas a um estudo de
estabilidade gelo-degelo. O resultado da dosagem mostrou a concentragfio 6tima do extrato
contendo apenas Neem (0.01 g/mL). No entanto, o método ndo se mostrou robusto para a
metodologia adotada, sendo considerado seguro quando se utilizou agua como solvente a
uma temperatura de 25°C, pH 7,0 e com exposi¢do a luz, apos 24h de extragdo. Na avaliagdo
macroscopica dos xampus, 0s mesmos ndo apresentaram alteragdo na coloragdo e odor apos
24 horas de manipulado, mantendo-se de igual maneira apds o ciclo gelo-degelo. Com
relagdo aos valores do pH, o xampu de Neem mostrou-se de acordo a especificacgdo,
apresentando uma média de 6.4; A viscosidade apresentou-se dentro dos pardmetros
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, onde obtiveram-se uma média
de 2016 cP no tempo zero, ndo havendo alteragdes significativas apos o ciclo gelo/degelo. O
poder de espuma e o ponto de turvagdo dos xampus também foram aceitaveis. Sendo assim,
o xampu de Neem mostrou-se estavel no tempo 0 e apds ciclo gelo/degelo nas condigdes

descritas.

Palavras chave: Neem, Xampu, Valida¢do do método, Estabilidade preliminar.



ABSTRACT

Neem (Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae) is an Asian tree appreciated for its pesticidal
activity and its various biological activities, such as the broad spectrum action against
pathogenic microorganisms. Among the compounds already isolated azadirachtin was
identified as the main active component. Nowadays the formulations of shampoos are being
increasingly used for incorporation of assets coming from plant extracts and has been
gaining market share because of the large biological activities and the small interactions.
This work focused on developing and evaluating the study of the active substance stability
and the shampoo cosmetic form using Neem aqueous extract. In order to reach this aim, it
was necessary the validation of the dosing method in addition to the stability evaluation of
the active substance and shampoo. Placebo formulations (shampoo) and shampoo containing
Neem extract were manipulated; subsequently they were submitted to a freeze-thaw stability
study. The result of the measurement showed the optimal concentration of extract containing
only Neem (0.01 g / ml), being the method not is robust, but the pattern is using water as
solvent at a temperature of 25 ° C, neutral pH and with light exposure, under 24h of
extraction. With respect to the macroscopic evaluation of shampoos. they presented no
change in color and odor after 24 hours of being manipulated and remained in the same way
after the freeze-thaw cycle. Concerning about the pH values. Neem shampoo proved being
according to specification, with an average of 6.4; the viscosity was within the parameters
established by the National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA), in which we obtained
an average of 2016 cP at time 0 with no significant alteration after the freeze-thaw cycle.
The shampoos foam power and the turbidity point were also acceptable. Thus, Neem

shampoo was stable at a time 0 and after freeze-thaw cycle under the conditions described.

Keywords: Neem, Shampoo. Method Validation, Preliminary Stability.
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1 INTRODUCAO

O Neem cujo nome cientifico é Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae, ¢ uma planta
tropical conhecida por suas propriedades medicinais e pesticidas (DAI et al., 1999). E a arvore
mais pesquisada no mundo e a espécie botanica mais promissora do século XXI, por possuir
diversas propriedades inclusive na medicina (GIRISH, 2008). Dentre as atividades biolégicas
ja relatadas cientificamente estdo: atividades antifiingica, antimicrobiana, hepatoprotetora
antiinflamatoria, antissépticas, antifertilidade, curativas, antitlcera, hipolipidémica
antioxidante, e antimalarica (GIRISH, 2008; KUMAR, 2012; MOSSINI, 2005).

Virias caracteristicas do Neem o tornam uma planta tdo interessante, dentre elas: o fato de
a planta ndo ser destruida para a produgdo dos extratos, uma vez que as substancias ativas
encontram-se nas sementes ¢ folhas; a dificuldade dos insetos tornarem-se resistentes, pois
possui uma grande diversidade de substancias; a alta concentragdo de substéncias ativas
soliveis em agua, de facil extragdo e de baixo custo; a alta toxicidade das substancias as
pragas e a inocuidade ao homem e ao ambiente, pois sdo biodegraddveis e de baixa
permanéncia (BARREK et al., 2004).

Uma das tendéncias do mercado e da ciéncia cosmética é o desenvolvimento de produtos
com maior nimero de componentes de origem natural, especialmente os de origem vegetal,
explorando de forma racional a biodiversidade brasileira (BIAVATTI et al., 2007; IHA et al.,
2008). Esta ¢ vista com muito interesse pelo mercado internacional, principalmente se a
matéria-prima apresenta estudos cientificos comprovando a seguranga e eficacia, além do
comprometimento com o desenvolvimento sustentavel (FRANQUILINO, 2006).

Ainda ndo ha muitos estudos sobre as atividades de produtos obtidos com o extrato do
Neem em cosméticos, sendo assim ha a necessidade de mais estudos para poder determinar,
com maior seguranga, quais os beneficios que tais produtos trariam (ALMEIDA et al., 2011).

As formulag¢des de xampu hoje estdo sendo cada vez mais utilizadas para incorporagdo
de extratos velgetais. Hoje essa forma cosmética vai além de sua finalidade que ¢ limpar os
cabelos, muitos sdo desenvolvidos para além de limpar, tratar o fio e o couro cabeludo. Os
produtos cosméticos a base de extratos vegetais vem ganhando espagos no mercado devido
importantes atividades biologicas e pequenas interagdes. Além disso, estudos indicam uma
melhor aceitagdo dos consumidores em relagdo ao consumo de produtos com base vegetal
nativa brasileira, principalmente se ha envolvimento das industrias em projetos de
conservagdo e uso sustentado da biodiversidade, .que recentemente passou a fazer parte das

estratégias do “marketing verde” (ARAUJO et al.. 2010).
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A incorporagdo de extratos vegetais em cosméticos requer estudo criterioso e deve-se
considerar a compatibilidade do sistema, cuidando-se do armazenamento do extrato, da
escolha dos solventes utilizados na sua dispersdo e da temperatura de incorporagdo na
formulagdo. Deve-se garantir a estabilidade da formulag@o durante todo o periodo do prazo de
validade, mantendo suas caracteristicas dentro das especifica¢des previamente estabelecidas
(BABY et al., 2005; BANOV, 2002).

Atualmente, pode-se manipular praticamente qualquer formulagdo em farmécia com
manipulagdo e obter alternativas para varios problemas de satde. Porém, em virtude das
instabilidades e incompatibilidades dos PAs (Principios Ativos) com os diversos componentes
da formulagdo, torna-se necessaria uma avaliagdo criteriosa das propriedades fisico-quimicas
das formulagdes a serem desenvolvidas e comercializadas (ALMEIDA et al., 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC 48, de
2004, que regulamenta o registro de fitoterapicos. preconiza que esses devem passar por testes
fisico-quimicos de forma a garantir a sua qualidade (BRASIL, 2004). A produgdo de um
extrato vegetal padronizado e a sua caracterizagdo por meio de métodos fisicos ou fisico-
quimicos de analises qualitativa e quantitativa sdo essenciais para a fabricagcdo uniforme de
produtos e, portanto, para a sua seguranga, eficacia e qualidade final do produto (ALVES,
2007). Varios procedimentos gerais para produtos naturais € suas preparagdes encontram-se
descritos em farmacopéias de diversos paises, como Brasil, Estados Unidos, entre outros. Para
as formas farmacéuticas liquidas, por exemplo, € necessdrio realizar testes fisico-quimicos
(EUROPEAN, 2001; UNITED, 2006), como validagdo do método de dosagem; incluindo
robustez, linearidade, intervalo, especificidade, limite de detec¢do (sensibilidade), limite de
quantificagdo, precisdo e exatiddo, assim como também teste de estabilidade para assegurar
que o produto final é adequado ao uso por determinado periodo. O desenvolvimento de
métodos de andlise qualitativa e/ou quantitativa contribui para assegurar a identidade e a
concentra¢do de principios ativos nos extratos a serem utilizados na medicina, garantindo,
assim, a produgdo e distribui¢do de produtos de qualidade para a populagdo.

Com base nos resultados da pesquisa realizada por Niharika et al., (2010), mais
estudos devem ser realizados para validar algumas declaragdes: uma vez que observou-se alta
atividade antifungica dos extratos de folhas de Neem, tornando interessante a incorporagéo do
extrato na forma cosmética xampu. Apesar do Neem existir por mais de 4.500 anos e ser
conhecido por suas propriedades medicinais, praticamente ndo existem estudos realizados
para elucidar sua utilizagdo no tratamento da caspa. Sendo assim, o presente estudo propos o

desenvolvimento de um xampu contendo Neem, seguido da validagdo metodo de dosagem e
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estudo de estabilidade preliminar, para verificar seu comportamento mediante outros

componentes quimicos e situagdes de estresse.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Neem

A Azadiracta indica (Neem) é uma arvore originaria do Sudeste da Asia regido de
clima tropical. No entanto, encontramos o cultivo do Neem também em outros paises como:
Africa, Australia e América Latina. (PEREIRA, 2009). No Brasil, pode ser cultivado em todas
as regides, desde que a temperatura média anual ndo seja inferior a 20°C. Na regido Nordeste,
o cultivo do Neem ¢ satisfatorio ja que suporta estiagem pronunciada e temperaturas altas
(MARTINEZ, 2002). Atualmente, as partes da arvore (Figura 1) mais utilizados sdo: as
folhas; o oleo extraido das sementes e a torta residual do processo de obtengdo do dleo das

sementes (NEVES, 2008).

Figura 1 — Arvore Neem com seis meses de plantio.

Fonte: Arquivo préprio (Cuité - Latitude: 06° 29' 01" Longitude: 36" 09’ 13" )
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2.1.1 Aspectos botinicos

As folhas do Neem sdo verde-escuras, compostas, imparipenadas, € sem estipulas.
Suas flores sdo hermafroditas, de cor branca, aromaticas com inflorescéncia densa,
pentameras, com estames formando tubo. O fruto ¢ uma baga ovalada, com comprimento
entre 1,5 a 2,0 cm (Figura 2). Dependendo do local de plantio, as arvores produzem frutos até
duas vezes por ano, com uma produgdo que varia de 30 a 50 kg por arvore. O inicio da
frutificagdo ocorre entre o terceiro e o quinto ano de idade. As sementes sdo intermediarias,
apresentando bom indice de germinagdo em substrato arenoso. Elas produzem éleo marrom
que contém a substancia chamada azadiractina e, outros componentes bioativos. As raizes, do
tipo pivotante, atingem até 15m de profundidade, o que lhe confere resisténcia a seca
(NEVES, NOGUEIRA, 1996, SAXENA, 2001). A espécie ¢ perenifolia com fuste,
normalmente, reto com diametro entre 25 a 30 cm, aos oito anos de idade. A arquitetura de
copa varia de oval a esférica. A madeira, com densidade entre 0,56 a 0,85 g/m’, ¢ bastante
valiosa no mercado internacional (HEGDE, 1995; SAXENA, 2001). A arvore Neem pode
alcancar até quinze metros de comprimento quando atinge a idade adulta, apresentando
abundancia de folhas e frutos, de onde se extraem as principais substincias ativas.
(SUBAPIRYA, NAGINI, 2005).

Figura 2 — Folhas, frutos e flores de Neem.

| i
\ & Organix-South, Inc.

Fonte: http://organicpharmacy.org/products/theraneem.organix.neem.oil.for.the.garden

O Neem ¢ facilmente propagado, podendo ser plantado por meio de sementes, mudas,

arvores novas, brotos de raiz ou tecido de cultura. Entretanto, o crescimento se mostra melhor



22

em areas com chuvas anuais de 800 - 1800 mm, solos arenosos, profundos e bem drenados e

com pH entre 6,5 e 7.5 (MARTINEZ, 2002).

Quadro 1 - Classificacdio Sistematica de Neem (Azadirachta indica)

Reino Vegetal
Divisdo Embritfitas
Subdivisdo Angiospermas
Classe Dicotiledoneas
Ordem Rutales
Subordem Rutinae
Familia Meliaceae
Subfamilia Melioideae
Género Azadirachta
Espécie A. indica
Sinonimia cientifica Melia azadirachta L., Melia indica (A.
Juss), Brandis Antalaea azadirachta (L.)

Fonte: MUNOZ, 2001; BISWAS et al., 2002 e GIRISH, 2008
2.1.2 Aspectos quimicos

O Neem ¢ capaz de se proteger contra grande niimero de pragas por meio de uma
grande quantidade de compostos bioativos. Seus principais constituintes quimicos sdo uma
mistura de 3 ou 4 compostos correlatos, que podem ser modificados em mais de 20 outros
menores, porém ndo menos ativos. No geral, esses compostos pertencem a classe dos
produtos naturais conhecidos por triterpenos, mais especificamente limonéides. De fato, pelo
menos 9 limonodides de Neem tém demonstrado habilidade em bloquear o desenvolvimento de
pragas agricolas. Dentre esses, o limondide ou tetranortriterpendide azadiractina (Figura 3) é
o mais estudado e mais potente (MARTINEZ, 2002).

Grande niimero de novos triterpenoides com atividade biolégica vem sendo isolados
de extratos de sementes e folhas do Neem (SIDDIQUI, 2003). Também tém sido identificados
compostos derivados e andlogos da azadiractina (SIDDIQUI, 2004; RAMII, 1998). A
azadiractina se concentra principalmente nos frutos, aumentando ao longo do

desenvolvimento, sendo maxima no amadurecimento e durante o armazenamento, podendo
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sofrer variagdes de acordo com o modo de colheita, armazenamento, teores de umidade,

presenga de luz, temperatura e variagdes no pH (MARTINEZ, 2002).

Figura 3— Estrutura quimica da principal substiancia encontrada no Neem:

azadiractina

Fonte: http://www.iapar.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=410

Além de azadiractina, varias outras substancias ativas isoladas do Neem sdo descritas:
salanina, 14-epoxiazadiradiona, meliantrol, melianona, gedunina, nimbolina, nimbina,
nimbinem, desacetilasalanina, azadiractol, azadirona, vilosinina, meliacarpina, entre outros,
totalizando mais de 300 substancias isoladas e caracterizadas. As atividades pesticida e
farmacoldgica se ddo principalmente pela agdo sinérgica dessas substancias (SHARMA et al.,
2003; MARTINEZ. 2002; DAI et al.. 2001; SCHAAF et al., 2000; MORGAN, JOHNSON,
1997).

Virias outras substidncias com estrutura semelhante a da azadiractina (AZA) sédo
descritas na literatura, a saber, azadiractina B, C, D, E, F, G, H e . Essas e outras substancias
ja foram elucidadas e ha dados espectrais de ressondncia magnética nuclear (RMN) e de
massas para a maioria (MORGAN, JOHNSON, 1997; SCHAAF et al., 2000; SHARMA e
al., 2003). Outras substancias isoladas do Neem ainda necessitam ser melhor estudadas, com a
determinacgdo final de estrutura, confirmagdo de dados espectrais de RMN e de massas,
principalmente devido a grande semelhanga dessas substancias.

Na Figura 4, estdo representadas as estruturas de algumas dessas substancias
relacionadas. Pode-se observar que elas sdo muito semelhantes, o que lhes confere

propriedades similares.



24

Figura 4 - Estruturas quimicas de diversas substincias presentes no Neem
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Fonte: MORGAN, JOHNSON, 1997.
Apesar de os compostos bioativos presentes no Neem serem encontrados em toda a
planta, aqueles presentes primeiramente nas sementes e folhas sdo os que se apresentam em
maior concentragdo e mais acessiveis, facilmente obtidos por meio de processos de extragdo

em dgua e solventes orgdnicos como hidrocarbonetos, dalcoois, cetonas ou éteres

(MARTINEZ, 2002).
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2.1.3 Extracio

Meétodos de extragdo com solventes fornecem varios compostos biologicamente ativos
€ 0 mais antigo e popular método utilizando dgua € extremamente eficaz (DEOTA et al.,
2000; DAT et al, 2001). Em estudo realizado Viana et al., (2006) demonstraram que a
azadiractina, principal ativo encontrado no Neem pdde ser obtido através do extrato aquoso;
onde as folhas foram previamente secas, trituradas e em seguida submetidas a extracdo com
agua. Gevarsio, Vendramin (2007) utilizaram agua destilada para extrair compostos quimicos
presentes nas sementes de Neem e confirmaram a atuagdo do extrato aquoso sobre lagartas de
T.absoluta.

ApOs a extragdo, métodos de separagdo podem ser utilizados no isolamento e
identificagdo dos compostos, como analises espectrofotométricas e Cromatografia Liquida de

Alta Eficéncia (CLAE) (DEOTA et al., 2000; DAI et al., 2001).
2.1.4 Atividades bioldgicas

Em cada parte da arvore de Neem hé alguma propriedade medicinal e é por isso muito
explorada comercialmente principalmente na India. O 6leo (extraido do fruto), extratos da
casca e folhas sdo bastante utilizados terapeuticamente. Hé relatos na literatura de amplas
variedades de atividades farmacoldgicas e aplicagdes medicinais devido a presenga varios
compostos bioativos presentes na planta. Apesar da exata composi¢do do extrato de Neem ser
ainda indeterminada, os componentes da folha soltiveis em dgua tém provado ser eficazes no
controle de varias doengas, incluindo cancer (KUMAR et al., 2012; BARAL, 2004). De
acordo com Girish (2008); Kumar (2012) e Mossini (2005) as varias partes do Neem possuem
atividades antifiingica, antimicrobiana, hepatoprotetora antiinflamatéria, antissépticas,
antifertilidade, curativas, antitlcera, hipolipidémica antioxidante, e antimalarica.

Existem véarios estudos sobre a atividade antifingica e antimicrobiana do Neem,
alguns deles tém demonstrado atividades de extratos de sementes e folhas contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, bem como, contra Candida albicans, Bacillus
subtillis, S. paratyphi e S. desynteriae (POLAQUINI, 2006; ALVES at al., 2009). Pesquisa
realizada nas Fillipinas para determinar a propriedade antiftingica do Neem mostrou que,
extratos antifingicos podem ser produzidos a partir de extratos de folhas de Neem, pois
observou-se a inibigdo do crescimento de P. ovale, que é a principal causa da caspa

(NIHARIKA et al., 2010). O extrato das Folhas de Neem também tem se mostrado eficazes
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contra fungos patogénicos, tais como Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum,
Trichosporon e Geotricum. A atividade em inibir a protease do Trichophyton (IYER,
WILLIAMSON 1991), a produgdo de aflatoxina do 4. parasiticus (ALLAMED et al., 2001;
SILVA et al, 2007) e da atividade antifingica contra Penicillium expansum foram
confirmados (MOSSINI et al., 2004). O 6leo de semente de Neem mostrou um amplo
espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positiva, incluindo M.
tuberculosis e cepas resistentes. As folhas também inibiu o crescimento de Vibrio cholerae,
Klebsiella pneumoniae, M. tuberculosis e M. Pyogenes in vitro (ALVES et al., 2009).

Dentre as atividades, o efeito hepatoprotetor das folhas de Neem foi demonstrado por
meio de sua administragdo como pré-tratamento antes do uso de paracetamol. O extrato
estabilizou os niveis séricos das enzimas marcadoras de dano hepético, e os resultados foram
confirmados pelas analises histopatologicas realizadas (YANPALLEWAR et al., 2003). O
extrato aquoso de folhas de 4. indica tem demonstrado capacidade em prevenir e reverter
significativamente o dano hepatotéxico induzido por drogas antituberculares em ratos (KALE
et al.,2003).

Pesquisas realizadas sobre a utilizagdo do extrato de folhas de Neem em formulagdes
de gel dental revelaram uma redugdo da placa bacteriana; folhas tém sido utilizadas no
tratamento de gengivites e periodontites. O principal constituinte quimico (azadiractina)
encontrado nas folhas revelou atividade anti-inflamatoria. A atividade antimicrobiana do 6leo
de Neem também foi evidenciada in vifro contra bactérias patogénicas pela inibi¢do da sintese
da membrana celular bacteriana (MOSSINI, 2005).

Khillare e Shrivastav (2003) realizaram estudos sobre o efeito do extrato de folhas de
Neem em espermatozoides humanos e constataram potente agdo espermicida, sendo que
aproximadamente 3 mg de extrato sdo necessarios para imobilizar e matar 100% de 1 milhdo
de espermatozoides em 20 segundos. De acordo com Kumar et al., (2012) estudos realizados
mostraram que juntos, folhas, cascas, sementes, uma fragdo volatil a partir de 6leo de Neem
mostrou atividade antifertilidade em ratos, coelhos e macacos. Em outro estudo, aplicagdo
intra-uterina de 6leo de Neem também mostrou tal atividade. Desse modo, as pesquisas nos
permite concluir que, o componente azadiractina, presente no Neem possui atividade
antifertilidade, bem como ac¢éo espermicida.

Atividade antioxidante foi observada com casca de Neem, extrato aquoso da folha e
flor (SITHISAM et al., 2005). A administragdo de solucdo aquosa do extrato de Neem,
impediu o desenvolvimento da hipertensdo em ratos (OBIEFUNA, YOUNG, 2005). O extrato

etanolico das folhas de Neem mostrou atividades antimutagénicas forte, em estudo realizado
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em Channa punctatus, uma espécie de peixe de agua doce (FARAH et al., 2006). Extrato
aquoso da raiz de Neem reduz o nivel de agiicar no sangue em ratos expositores, mostrando a
atividade antiglicemiante. O extrato da casca cura completamente tlceras duodenais, quando
administrados na dose de 30-60 mg duas vezes por dia durante 10 semanas. Assim como o
extrato da casca de Neem possui potencial de controlar a hipersecre¢dio gastrica e tlceras
gastroduodenais (GIRISH, SHANKARA, 2008).

O Extrato de folhas administrado em hamsters, com carcinoma bucal induzido por
7.12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) promoveu supressdo do cancer. Pesquisas sugerem
mecanismo de agdo por meio de modulagdo da peroxidagdo lipidica, antioxidantes e sistemas
de detoxificagdo. Resultados de averiguagdes envolvendo a a¢do quimiopreventiva,
possivelmente mediada pela modulagdo da peroxidagdo lipidica, antioxidantes e detoxificagdo
de enzimas, sdo altamente promissores na terapia do céncer, incrementando os mecanismos
antioxidantes de defesa do hospedeiro. Flavonas isoladas de flores de Neem mostraram efeitos
antimutagénicos baseados na inibi¢do da ativa¢do enzimatica de aminas heterociclicas
(MOSSINI, 2005; SUBAPRIYA et al 2004; NAKAHARA et al 2003).

Pesquisas com o Neem tem demonstrado sua atividade antimalérica: estudos relatam
efeitos do extrato de sementes sobre o crescimento e desenvolvimento dos estagios sexual e
assexual do parasita humano da maléaria Plasmodium falciparum. O efeito anti-plasmodial
ocorre também sobre parasitas ja resistentes a outras drogas antimalaricas (cloroquina e
pirimetamina), sendo ativo contra as formas do parasita responsaveis pelos aspectos clinicos
da doenga (MOSSINI, 2005). Isah et al.,(2003) avaliaram as propriedades antimaldricas e a
padronizagdo do uso de comprimidos de Neem em ratos, evidenciando a existéncia de

atividade antimaldrica em comprimidos preparados a partir da casca e folhas da arvore.

2.1.5 Aspectos toxicologicos

Testes de toxicidade em mamiferos, utilizando produtos a base de Neem. ndo
causaram mortalidade nas doses maximas por via oral aguda., dérmica ou por inalagdo. A
toxicidade do composto mais estudado presente no Neem, a azadiractina ¢ a seguinte: DL50
oral (para ratos) de 5g/Kg de massa corporal, DL50 dérmica de 2g/Kg de massa corporal
(COATS, 1994).

O Extrato aquoso de folhas a 10%, administrado via oral por 24 horas, mostrou leve
efeito diurético. Em cées, a administragdo intravenosa causou diurese, ja& a administracdo

intramuscular ndo teve efeito. Atividades mutagénicas e relacionadas a possiveis danos
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cromossomicos, investigadas in vivo e in vitro, forneceram resultados negativos (MOSSINIL
2005). Raizada et al,, (2001) revelaram auséncia de efeitos adversos com administracdo de
azadiractina 12% via oral, a ratos machos e fémeas até 1500 mg/ Kg/dia por 90 dias, ndo
produzindo sinais de toxicidade, mortalidade, alteracdes de peso ou dos pardmetros
sanguineos.

Estudos toxicolégicos com oleo de Neem ndo demonstraram presenca de efeitos
adversos nos parametros reprodutivos em ratos monitorados por trés geragdes, podendo ser
recomendado para uso humano (CHINNASAMY et al.,1992).

Produtos a base de Neem ndo mostram toxicidade a abelhas produtoras de mel na faixa
de 500 ppm; minhocas tém se beneficiado com a aplicag@o de extratos no solo, com aumento
de peso e multiplicagdo; aranhas, borboletas e formigas ndo apresentaram efeitos prejudiciais
a partir da exposi¢do aos extratos (MARTINEZ 2002; OMOREGIE, OKPANACHI 1997).

De acordo com Rivas et al.. (2010) a decocg¢do da planta ndo produziu alteragdes
significativas, ou sinais clinicos de indicadores de toxicidade em pesquisa realizada com ratos
Sprague Dawley e neste estudo ndo houveram diferen¢as nos indicadores bioquimicos e

hematolégicos em ensaios realizados repetidas vezes.

2.2 Xampu

O xampu ¢ um produto cosmético utilizado para o cuidado dos cabelos e couro
cabeludo. Esse cosmético tem a fungdo de remover da superficie do cabelo as impurezas
provenientes das secregdes, residuos celulares e do ambiente; assim como também, tratar o
couro cabeludo, melhorando seu aspecto e facilitando suas fun¢des (RABELLO, 2005).

O xampu atual é um produto apresentado sob a forma de liquido transparente ou
opaco, de creme ou espuma sob pressdo. Para a formulagdo de xampus € necessario a
utilizagdo de tensoativos, estabilizantes de espuma, sobreengordurantes, espessantes,
conservantes, reguladores de pH, esséncias, aditivo e o diluente (BARATA, 2003).

Os tensoativos sdo responsaveis pela caracteristica mais importante e desejada em um
xampu, a capacidade de remogdo das sujidades. Este fato € possivel devido a sua estrutura,
que possui uma parte hidrofébica e uma parte hidrofilica, tendo afinidade com a gordura e a
agua respectivamente, permitindo que a sujeira seja facilmente removida através da formagao
de micelas (MISIRLI, 2002). A adi¢do de um tensoativo em agua provoca modificagdes
profundas na superficie; suas moléculas migram rapidamente para a superficie ¢ nela se

acumulam reduzindo a tensdo superficial. Quando ¢ atingida a saturacdo da superficie com
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moléculas de tensoativos ocorre a formac¢do de micelas. As micelas atuam como uma reserva
de moléculas de tensoativos para adsorver, emulsionar e solubilizar a sujeira oleosa durante a
lavagem dos cabelos (SANCTIS, 2006).

Embora a capacidade de limpeza ndo esteja inerente a propriedade espumante, esta
tem uma importante participagdo na analise sensorial, sendo considerada a caracteristica que
mais interessa aos consumidores na hora da compra. A formag¢do de espuma depende do pH
do xampu, da quantidade de eletrélitos e da dureza da dgua (KEDE, 2003).

Se a lavagem € eficaz e o cabelo fica totalmente sem gordura, ele se carrega de
eletricidade estatica e torna-se dificil de pentear (KEDE, 2003). Os agentes
sobreengordurantes sdo necessarios em formulagdes de xampus, logo que uma das protegdes
naturais do cabelo e do couro cabeludo ¢ um manto hidrolipidico, que acaba as vezes sendo
retirado excessivamente pelos tensoativos (BEDIN, 2007).

Os espessantes servem para aumentar a viscosidade, esta, ¢ fator de extrema
importancia para o consumidor. O pH de um xampu também ¢ fator determinante para a
manipulagdo da forma cosmética, o desejavel € entre 5.0 e 7,0 para evitar irritagdo ocular e
cutanea (KEDE, 2003).

O fator determinante para a quantidade de esséncia a ser adicionado ao xampu, visa
atender os apelos do marketing, porém ¢ importante tomar cuidado, pois estes produtos
podem comprometer a formulagdo, interferindo na estabilidade do xampu (RABELO, 2005).

Os aditivos sdo ingredientes que ddo a caracteristica especifica ao xampu, como por
exemplo: agentes sequestrantes, antioxidantes, filtro solares ou principio ativo com atividade
biologica.

O veiculo mais utilizado € a agua, ela deve ser tratada, destilada para ser de boa
qualidade (BEDIN, 2007).

As formulagdes de xampu estdo cada vez mais sendo utilizadas em combinagdes com
os extratos vegetais com a finalidade de se obter formulas que possam ser utilizadas por um
numero maior de pessoas, como uma alternativa menos agressiva e mais efetiva (BARRY,

1993).

2.2.1 Xampu com atividade antifiingica

Os produtos de tratamento capilar prescritos com maior frequéncia pela dermatologia

médica sdo os xampus com atividade antifingica (FERREIRA, 2008; RACINE, 1999).
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A caspa ocorre devido ao desenvolvimento do fungo comensal Pityrosporum ovale,
que leva a descamagdo excessiva, difusa e visivel do couro cabeludo, podendo provocar ainda
irritagdo e coceira local (RABITO & TRUITI, 2009). Ja a dermatite seborréica possui as
mesmas caracteristicas, porém ha um excesso de oleosidade, vermelhiddo, coceira e
inflamagéo do couro cabeludo (SCHWARTZ; CARDIN & DAWSIN JUNIOR, 2005).

Grande parte dos tratamentos comerciais disponiveis no mercado para essas duas
afecgdes apresenta agentes antifungicos como o piritionato de zinco, sulfeto de selénio,
cetoconazol e ciclopirox olamina (GRIMALT, 2007).

Quando Niharika (2010) confirma alta atividade antifingica e antiflamatéria do
extrato aquoso de Neem para o Pityrosporum ovale e sugere o desenvolvimento de um xampu
a base dessa planta, torna-se consideravel essa possibilidade, visto que, pesquisas mostram a
ocorréncia de fatores indesejaveis, como o surgimento de resisténcia de algumas cepas aos
antifingicos convencionais (principalmente em individuos imunodeprimidos) e a presenga de
efeitos toxicos destes. Dessa maneira, o desenvolvimento de xampu de Neem ¢ importante
ndo apenas pela possibilidade de uma determinada planta se constituir em recurso terapéutico
alternativo, mas também devido as perspectivas de obter um produto cosmético que

apresentem eficacia significativa, com menor indice de desvantagens (MENEZES at al.,
2009).

2.3 Métodos de dosagem

O desenvolvimento de métodos de andlise qualitativos e/ou quantitativo contribui para
assegurar a identidade e a concentrag@o de principios ativos nos extratos a serem utilizados na
medicina, garantindo, assim, a produgdo e distribuicdo de produtos de qualidade para a
populagdo (ALVES, 2007).

Alves 2007 adaptou os métodos cromatograficos (CLAE) descritos por Dai e
colaboradores (1999) e Morgan e Johnson (1997) para a avaliagdo de AZA em extratos
hidroalcoolicos de folhas de Neem, produzidos a partir de plantas cultivadas em solo
brasileiro, e em produtos preparados com Neem disponiveis no comércio.

Forim et al., 2010 descreveram um método de controle de qualidade de dleos e
extratos organicos de Neem onde primeiramente foi necessario desenvolver uma técnica
simples e reprodutiva para preparagdo do extrato com elevados teores de azadiractina e

procedimentos de controle de qualidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
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e demonstrou a susceptibilidade de Spodoptera frugiperda para estes materiais com diferentes
contetdos do limonoide azadiractina.
Kanwal et al., (2011) utilizaram a cromatografia e espectrofotometria para identificar
flavonoides presentes na Azadirachta indica e avaliar sua eficacia como antimicorbiano.
Apesar da existéncia de uma regulamentagdo da Anvisa (RDC 48), nem todos os
produtos preparados com Neem atendem a testes como identificagdo ou teor de ativo, segundo
a RDC 48 (ALVES, 2007).

2.4 Validacido da metodologia analitica

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta através
da Resolugdo — RE n° 899, de 29 de maio de 2003, a validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (BRASIL 2003).

De acordo com a United States Pharmacopeia NF/25, 2007 o processo de validagdo é
essencial para definir se uma metodologia desenvolvida estd completamente adequada aos
objetivos a que se destina, a fim de se obter resultados confidveis que possam ser
satisfatoriamente interpretados.

A validagdo ¢ definida como o estabelecimento de evidéncias experimentais
documentadas que fornecem um alto grau de seguran¢a de que um processo ou método
produzird consistente e sucessivamente um produto que atendera as caracteristicas e
especificagdes de qualidade (RIBANI et al., 2004).

O desenvolvimento e a validagdo de uma nova metodologia analitica é um processo
interativo que se retro-alimenta, pois durante o estudo os pardmetros-chave do método vao
sendo determinados e usados para o estudo das fases subsequentes, ¢ conforme os resultados
obtidos, estes podem indicar a necessidade de novos ensaios (nova validagdo). O
procedimento completo de validagdo de um método pode consumir muito tempo, mas a
qualidade dos dados gerados esta diretamente ligada a qualidade deste processo (BRITO et
al., 2003).

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a validagdo de métodos analiticos e
definem os critérios que devem ser seguidos durante seu desenvolvimento (HUBERT et al.,
1999; FEINBERG 1999; BARBOSA et al., 2010). Dentre esses, muitos sdo das areas
biolégica (LA ROCA et al., 2007), farmacéutica (BARBOZA et al.,2010) e quimica (BRITO
et al., 2003). Tais artigos abordam os critérios de validagdo de acordo com sua area especifica,

enfatizando a exatidao, a precisdo e os limites de detec¢do e quantificagdo.
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A escolha de uma metodologia analitica adequada ¢ de fundamental importancia para
o procedimento do controle de qualidade de uma substincia ativa ou forma farmacéutica
(VALENTINI et al., 2007).

Entre os diferentes métodos analiticos a espectrofotometria na regido UV visivel é um
dos métodos analiticos mais empregados, em fung¢do de robustez e custo relativamente baixo
(FRIEDRICH et al., 2009).

O controle de qualidade tornou-se uma ferramenta imprescindivel para a industria
farmacéutica, pois a partir dele pode-se garantir um produto seguro e eficaz. A confiabilidade
dos resultados do controle de qualidade de medicamentos e cosméticos ¢ alcan¢ada através da
valida¢do dos métodos analiticos (BARBOZA et al., 2010).

A ANVISA preconiza que a validagdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar como paradmetros analiticos:
especificidade, linearidade, intervalo, limite de detecgdo (sensibilidade), limite de

quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez adequados a analise (BRASIL 2003).

2.4.1 Parametros analiticos para a validacdo de métodos

2.4.1.1 Especificidade

As diretrizes da comunidade Européia, ANVISA e INMETRO usam o termo
especificidade como sindénimo de seletividade. Paschoal et al., (2008) utilizam a defini¢do de
especificidade como o método que produz resposta para uma tnica substincia, enquanto o
termo seletividade refere-se ao método que produz respostas para vérias substancias, mas que,

no entanto, € capaz de distiguir uma das outras.

2.4.1.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em demosntrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro
de um intervalo especifico. Para o estudo da linearidade faz-se necessaria a obtengdo de uma
curva analitica, sendo o eixo x correspondente aos valores de concentragdo da amostra € o

eixo y, os valores de resposta obtidos com a variagdo de concentragdo (BRASIL 2003).
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De acordo com as recomendagdes da FDA — Food na Drug Administration, a curva
analitica deve ser construida usando amostras com o analito para no minimo cinco niveis de
concentragdes, abrangendo a faixa de concentrag¢@o esperada. Como critérios de avaliagdo, a
FDA recomenda que os resultados devem ser analisados por métodos estatisticos (regressdo
linear pelo método dos minimos quadrados).

A ANVISA (BRASIL 2003) segue as recomendagdes da FDA e acrescenta que devem
ser apresentados os coeficientes linear (b) e angular (a), e que o coeficiente de correlagdo
linaer (r’) deve ser i gual ou superior a 0,98. A equagdo da reta ¢ definida pela equagdo 1.

y=ax+b (1)

onde:

a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear.

A TUPAC recomenda que os niveis de concentragdo da curva analitica devem ser
igualmente espagadas entre si, estar sobre a faixa de concentragdo de interesse, e abranger a
faixa de 0 a 150% do valor esperado. Os padrdes analiticos devem ser analisados no minimo

em duplicata (THOMPSON et al., 2002).
2.4.1.3 Intervalo

De acordo com RE 899 (2003), o intervalo especificado ¢ a faixa entre os limites de
quantificagdo superior e inferior de um método analitico, geralmente provém do estudo de
linearidade e depende da aplica¢do pretendida do método: no ensaio, para determinagdo
quantitativa do analito em matérias primas ou formas farmacéuticas, o alcance deve ser de

80% a 120% da concentragéo teorica do teste.

2.4.1.4 Limite de Deteccio (LD)

O limite de detec¢do (LD) representa a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental. O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relagdo sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica (BRASIL, 2003;
INMETRO. 2003). A ANVISA estabelece que a estimativa do LD pode ser feita com base na

relagdo de 3 vezes o ruido da linha base. Pode ser determinado através da equagdo 2.
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__ (DPaX3)
IC

LD (2)

onde:
DP, = desvio padrdo do intercepto com 0 €ixo y;
IC = inclinagdo da curva analitica.
Softwares como o Microsoft excel e programas como o graphpad podem estimar os

desvios padrdo relativos e os pardmetros da curva.

2.4.1.5 Limite de Quantificacio (LQ)

De acordo com a RE 899 (2003), o limite de quantificagdo é a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as

condigdes experimentais estabelecidas. Este parametro ¢ determinado pela equag@o 3.

__ (DPaX10)

LQ = £2X0 3)

onde:
DPa = desvio padrdo do intercepto com 0 €ixo y:

IC = inclinagdo da curva.
2.4.1.6 Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, em condi¢des experimentais definidas.
Quanto mais proximos os valores experimentais obtidos estiverem entre si, maior sera a
precisdo (IUPAC, 2002).

A avaliagdo da precisdo é subdividida em trés etapas: repetibilidade ou precisdo
intradia (mede-se o grau de variagdo de uma série de replicatas em um curto intervalo de
tempo), precisdo intermédiaria ou precisdo interdia (obtidos em dias diferentes, com analistas
diferentes) e reprodutibilidade (mede a precisdo do método quando executado em diferentes
laboratorios) (BRASIL, 2003).

A precisdo pode ser expressa como o desvio padrdo (DP) ou desvio padrdo relativo

(DPR) (coeficiente de varia¢do) de uma série de medidas (Equagdo 4) (BRASIL, 2003).

(DP x 100)

DPR(%) = T (4)
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Onde:

op = \/E(CE—CMD)Z

n—1
Ci = concentrag¢do determinada;
CMD = concentragdo média determinada:
n = nimeros de medigdes.
De acordo com a ANVISA, o valor maximo aceitavel de DPR ¢é variavel com a
metodologia empregada, a concentragdo teorica do analito, o tipo de matriz e a finalidade do

método e ndo deve ser superior a 5%.
2.4.1.7 Exatidao

A exatiddo do método € definida pela relagdo entre o valor encontrado pelo método e o

valor da concentragdo do analito em estudo, sendo calculada pela equagdo 5 (BRASIL, 2003).

Exatiddo (%) = &0 (5)

Onde:
CMD = concentragdo média determinada;
CT = concentragdo tedrica.
A exatiddo deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, do intervalo

linear e da seletividade, sendo verificada a partir de 3 (trés) concentragdes, baixa, média e
alta, em triplicata (BRASIL, 2003).

2.4.1.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Essas variagdes podem ser
mudangas na concentragio do analito mediante a varia¢do da temperatura, pH, luz, solvente e

tempo de extragdo (BRASIL, 2003; GREEN, 1996).

ey ——
' X
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2.5 Estabilidade

A estabilidade ¢ definida como o tempo (em dias, meses. anos) durante o qual o
produto que esta sendo desenvolvido ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente
mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as
mesmas condi¢des e caracteristicas que possuia no momento da fabricagdo (VADAS, 2000;
VILEGAS, CARDOSO 2007).

Para avaliar a estabilidade do analito na matriz, as agéncias FDA e ANVISA
estabelecem ensaios envolvendo ciclos de gelo e degelo, em periodos de curta e longa
duracgdo. Este teste ¢ conhecido como estabilidade preliminar, teste de triagem, estabilidade
acelerada ou de curto prazo, e possui como objetivo ajudar e guiar a escolha das formulagdes.

No estudo de estabilidade preliminar, as formulagdes em teste sdo submetidas a
condi¢des de estresse com o objetivo de acelerar o aparecimento de possiveis sinais de
instabilidade. Geralmente, as amostras sdo submetidas a aquecimento em estufas,
resfriamento em refrigeradores e a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento, com
valores adotados para temperatura entre 37 =+ 2 °C a 50 £ 2 °C em estufa, e 5 £ 2 °C em
geladeira; com ciclos de 24 horas (ANVISA 2004).

Para o desenvolvimento de um produto cosmético a base de um extrato de plantas, o
mesmo deve passar por todas as etapas de pesquisa: proposi¢do, criagdo e desenvolvimento,
incluindo os testes de estabilidade para assegurar a atividade durante toda sua vida util
(ISAAC et al., 2008). Assim. para o desenvolvimento dessas novas formulagdes é de grande
importdncia a avaliagdo de alguns parametros fisico-quimicos do produto, entre os quais se
destacam o poder de espuma produzida, o pH e a viscosidade, assim como também
caracteristicas macroscopicas, destacando colora¢do, odor e homogeneidade (MAINKAR,
2000). Um bom xampu deve apresentar viscosidade e volume de espuma adequados, ndo deve
apresentar turbidez e o pH destas formulagdes também sdo de grande importincia para
preservar a saude do fio do cabelo.

Turbidez, ou turvagdo, ¢ uma propriedade fisica dos fluidos que se traduz na redugdo
da sua transparéncia devido a presen¢a de materiais em suspensdo que interferem com a
passagem da luz através do fluido. O ponto de turvagdo esta relacionado a solubilidade do
tensoativo na solugdo aquosa e a estabilidade da formulagdo com o abaixamento da
temperatura (HEITLAND 1987).

Espumas liquidas sdo sistemas coloidais de um gas disperso em um liquido com

aspecto de aglomeragdo de bolhas separadas por um filme liquido ou lamela, onde ¢
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necessaria a presenga de uma substancia anfifilica, como o tensoativo, que adsorva fortemente
na interface ar/liquido para que a espuma formada seja estavel (WINGRAVE 1981).

O poder espumante de tensoativos pode ser avaliado em laboratorio pela medida de
altura inicial de espuma e de estabilidade em fungdo do tempo utilizando-se 0 método Ross
Miles (WINGRAVE 1981).

Na avaliagdo de um xampu para lavagem do couro cabeludo e do fio capilar o
consumidor, na maioria das vezes, iguala a eficiéncia da limpeza com a capacidade espumante
da formulagdo e, entdo, julga a qualidade do produto pela quantidade de espuma gerada, pela
sua textura e pela sua persisténcia durante o processo de lavagem de lougas (MASSARO
1995). Assim, a capacidade espumante dos tensoativos frequentemente determina a sua
aplicagdo em xampu, o qual requer alto poder espumante e resisténcia aos efeitos adversos da
sujeira. A espuma proporciona um beneficio adicional de carregar a sujeira para a agua de
lavagem (CONDON 1994).

Os testes de estabilidade sdo procedimentos preditivos baseados em dados obtidos
para produtos armazenados sob condigdes, nas quais se acredita que acelerem mudangas que
possam vir a ocorrer em condi¢des de mercado. Como todo procedimento preditivo, os
resultados ndo sdo absolutos, mas fornecem indicativo de sucesso da formulagdo pretendida

(ANVISA 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um xampu contendo Neem (Azadirachta indica), com subsequente

validagdo da metodologia analitica e avalia¢do do estudo de estabilidade preliminar.
3.2 Objetivos especificos
» Obtengdo da forma cosmética xampu;

@ Validagdo do método de dosagem;

® Avaliacdo da estabilidade preliminar do xampu contendo Neem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes ¢ amostras

* Extrato aquoso das folhas de Neem provenientes da regido do semi-arido
Pernambucano (Ouricuri, lat 07° 52" 57" long 40° 04° 54°°)

= Lauril éter sulfato de s6dio (Codossal)

* Cocoamidopropil betaina (Codossal)

* Dietanolamina do Acido Graxo de coco (Codossal)

= Metil parabeno (Proquimios)

= Acido Citrico (Codossal)

=  NaCl (Codossal)

4.1.1 Equipamentos e Acessorios

= Balang¢a Analitica Bioprecisa FA 2104N

= Balang¢a semi-analitica Bioprecisa JH 2102;

* Cubetas de quartzo;

» [Espatulas;

* Espectrofotometro UV-Vis Biospectro SP — 220;

= Estufa

* Filme PVC G-util;

* Papel aluminio Royalpacte:

= Papel filtro Qualy espessura 205um, poros 14um;

* pHmetro Phtek modelo PHS-3B;

® Viscosimetro Rotativo Analdgico Quimis, modelo Q-860A21;
* Vidrarias diversas (baldes volumétricos, béqueres, erlenmayer, bastdes de vidro, funis,

provetas, pipetas, vidro de relogio).

4.2 Metodologia

'OTECA

5w

UFCG | 7Tl
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4.2.1 Obtengao do extrato da folha de Neem

O extrato da folha de Neem foi obtido através da secagem das folhas previamente ao
sol e em seguida em estufa por 32 horas a 80° C (ISAAC at al., 2008). As folhas apds secas
foram trituradas passadas em um tamis para obten¢do de fragmentos sélidos uniformes.
Armazenados em recipientes plasticos tampados até a prepara¢do da amostra, estas foram
submetidas a testes de solubilidade em alguns solventes como etanol, metanol, cloroférmio e
agua. Foi preparada uma solug@o aquosa com concentragéo de 0,01g/mL do extrato aquoso de
Neem e diluig¢des apropriadas da solugo estoque foram efetuadas com agua para execugdo do

estudo de validagdo.

4.2.2 Validac¢dao da metodologia analitica por espectrofotometria

4.2.2.1 Varredura

Para identificagdo do comprimento de onda mais adequado foram realizadas leituras
de uma solugdo padrdo do extrato de Neem a 0,1 g/mL entre os comprimentos de onda de 214
e 601 nm, utilizando a 4gua destilada como solvente e branco na leitura espectrofotométrica.
Na regido de comprimento de onda de maior absorbancia do Neem foi escolhido para a

analise do extrato aquoso de Neem.

4.2.2.2 Validacio do método de dosagem

A validag@o do método de dosagem foi realizada de acordo a Resolugdo RE n°® 899, de
29/5/2003 e com as indicagdes da ICH (The International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), onde foram
avaliados os seguintes parametros: especificidade, linearidade, intervalo, Limite de Detecgado

(sensibilidade) (LD), Limite de Quantificagdo (LQ) precisdo, exatiddo e robustez.

4.2.2.3 Especificidade

O ensaio de especificidade do método foi conduzido com o xampu contendo extrato
aquoso de Neem (0.01g/mL) e com o xampu sem o ativo (placebo), para verificagdo de

possiveis interferentes.
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4.2.2.4 Linearidade e intervalo

A linearidade do método foi avaliada através da constru¢do de uma curva de cali-
bragdo em triplicata, contemplando concentragdes de 0,001 a 0,01 g/mL, compreendendo o
intervalo de andlise de 80 a 120% de quantificagdo (BRASIL, 2003); estabelecendo-se
correlacdo linear entre as concentragdes das amostras contendo extrato aquoso de Neem,
considerada varidvel independente (x), e as absorbancias variavel (y) (Equagdo 1 do item
2.4.1.2). A regressdo linear na faixa de concentrag¢do estudada foi analisada estatisticamente

pelo programa graphpad prisma 5.0%.

4.2.2.5 Limite de Detecciio (LD) e Limite de Quantificacio (LQ)

Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram determinados utilizando as
equagdes 2 e 3 (segdes 2.4.1.5 e 2.4.1.6), respectivamente. Foi calculado o desvio padrdo (DP)

do intercepto com o eixo y (coeficiente de correlagdo linear, b) da curva analitica.

4.2.2.6 Precisao

A precisdo foi avaliada pelo célculo do desvio padrdo relativo (equagdo 4. item
2.4.1.7) das concentragdes obtidas. Neste ensaio, avaliou-se a repetibilidade que foi
determinada pela andlise de sete amostras individuais em um pequeno intervalo de tempo; a
precisdo intermediaria que foi determinada em dias diferentes, por analistas diferentes e a
reprodutibilidade determinada em equipamentos diferentes. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata, na concentragdo de 0,01g/mL.

4.2.2.7 Exatidao

O pardmetro exatiddo foi avaliado pela andlise de amostras em concentrag¢des baixa,

média e alta em triplicata e seu valor expresso segundo a equagdo 5, item 2.4.1.8.

4.2.2.8 Robustez
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O ensaio foi determinado a partir da variacdo dos seguintes parametros: solventes,
temperatura, pH, tempo de extragdo, presenga e auséncia de luz. Foram realizadas analises de

amostras em triplicata na concentragdo de 0,01 g/mL para todos os parametros da robustez.

4.3 Obtenc¢io do xampu de Neem

O xampu para incorporar o extrato aquoso de Neem foi formulado de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2010). Foram preparados 100mL de xampu utilizando os
componentes descritos na tabela I. O modo de preparo seguiu o seguinte processo: Em um
calice foi adicionado o LESS, o anfotero betainico, a dietanolamina, e metade da agua,
homogeneizando lentamente com bastdo de vidro a cada novo componente acrescido. O metil
parabeno anteriormente medido foi solubilizado em 4gua sob aquecimento e acrescentado ao
calice. Adicionou-se o extrato aquoso contendo Neem na concentragdo de 0,1 g/mL e o
restante da dgua. Verificou-se o pH e foi acrescentado acido citrico previamente solubilizado

em éagua para corre¢do do mesmo, e em seguida adicionou-se NaCl para o acerto da

viscosidade.
Tabela 1 — Composic¢io do xampu de Neem.
Matérias - primas Funcio % (p/v)
Lauril Eter sulfato de Sodio (LESS) Tensoativo 30

anionico

Dietanolamida de Ac. Graxo de Coco ~ Sobreengordurante 3

Cocoamidopropil betaina Tensoativo 5
anfotero

Metil parabeno Conservante 0,15

Acido citrico Corretor de pH 0,06

NaCl Espessante 0,5

Extrato aquoso de Neem Ativo 10.0

Agua Veiculo gsp 100 mL
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Foi formulado mais 100 mL de outro xampu com a mesma composi¢io, exceto o ativo

(extrato aquoso de Neem), para ser utilizado como placebo.

4.4 Avaliacio da estabilidade do xampu contendo Neem

O teste de estabilidade preliminar realizado, geralmente, durante um periodo de quinze
dias, auxilia na triagem das formula¢des, submetendo-as a condi¢des de extremo estresse.
Geralmente, as amostras foram submetidas a aquecimento em estufas, resfriamento em
refrigeradores e a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento, chamados de ciclos de
gelo-degelo. O estudo deu-se da seguinte maneira:

Aquecimento em estufa (temperatura 50° + 2°C) e Resfriamento em geladeira (T= 5°
+ 2°C). Durante 15 dias em ciclos de 24 horas.

No tempo 0 e ap6s o ciclo foram realizados os controles de qualidade das formulag¢des,
englobando: andlises fisico-quimicas (odor, coloragdo, aparéncia fisica, poder de espuma,

viscosidade, determinag@o do pH e ponto de turvagéo) e anélise espectrofotométrica.

4.4.1 Andalise macroscépica

As amostras foram observadas visualmente quanto a cor, odor e homogeneidade, 24

horas ap6s a preparagdo das formulagdes e apds o teste de estabilidade preliminar.

4.4.2 pH

Para determinagdo do pH, as amostras de xampus foram diluidas a 10% em &agua
destilada (ISAAC at al., 2008). Em um béquer colocaram-se 2 mL do xampu, retirado com o
auxilio de uma seringa, e acrescentaram-se 18 mL de 4gua destilada (BRASIL, 2004). A
determinagdo do pH foi efetuada em pHmetro Phtek modelo PHS-3B.

4.4.3 Viscosidade

A viscosidade foi determinada para as formulag¢des de xampus, a 25°C. Mediram-se 50
mL do xampu em uma proveta. Foi selecionado o rotor n° 4 e selecionado a velocidade de 30
rpm. Em seguida, alocou-se o suporte para encaixe do recipiente de medi¢do de pequenos

volumes e colocou-se os 50 mL de xampu no recipiente apropriado do viscosimetro (ISAAC
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2008). O aparelho foi ligado e apds 10 rotagdes, desligado e observado o nimero no qual o
ponteiro parou. Esse nuimero foi multiplicado pelo fator de corre¢do correspondente ao

spindles utilizado, tendo o resultado em cP.

4.4.4 Ponto de turvacao

O ponto de turvagdo, foi medido para as formulagdes colocando em 1/3 de tubos de
ensaio a amostra de xampu, cerca de 3.3 mL. Preparado um banho a 5° C, colocando-se dgua
em um béquer e levando ao congelador até que essa temperatura fosse atingida (aferi¢do com
termdémetro).Os tubos de ensaio contendo a amostra foram submetidos a ciclos de 5 minutos

nos banhos de 5°C e 25°C (SANCTIS, 2006).

4.4.5 Poder de espuma

O poder espumante foi determinado para as formulagdes em solugdo aquosa (0,25g de
xampu q.s.p. 25 mL de dgua) com agua destilada e com agua da torneira fornecida pela rede
de abastecimento local, em uma proveta de 100 mL, agitando e girando a coluna 5 vezes. Foi

medida a altura de espuma inicial e apés 5 minutos (ISAAC, 2008).

4.4.6 Doseamento

O doseamento do Neem foi realizado através da espectroscopia UV-Vis segundo
metodologia validada.

A determinagdo do teor foi realizada de acordo com a metodologia descrita pela
Farmacopéia Brasileira (2006) para forma farmacéutica de xampu. O ativo foi determinado
por espectroscopia, com comprimento de onda de 450 nm. As realizagdes dos pardmetros
avaliados no processo de validagdo servem como indicadores quantitativos do objetivo e do
bom desempenho da técnica analitica ao qual estdo descritos na literatura como: precisdo,
especificidade e linearidade (RIBEIRO, FERREIRA, 2008), de acordo com as fontes de
referéncia mais utilizadas no Brasil, como o International Conference on Harmonisation
(ICH, 1996), a The United States Pharmacopeia (USP 30, 2007) e a Resolugdo RE 899 de 29
de maio de 2003 (BRASIL, 2003).
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Os resultados obtidos foram aplicados na curva de calibrag¢do e calculados através do
ensaio de linearidade (equagdo da reta), avaliada estatisticamente e aplicado o Desvio Padrio

Relativo (DPR). O teor de Neem em cada amostra foi expresso em porcentagem (%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo do extrato da folha de Neem

Para obten¢do do extrato da folha de Neem foi realizado o teste de solubilidade das
folhas do Neem, previamente secas e trituradas e submetidas a extra¢cdo em alguns solventes
como etanol, metanol, cloroférmio e dgua, sendo observada uma boa solubilidade em agua e
etanol. A dagua foi escolhida no processo de preparagdo do extrato devido a sua
compatibilidade no desenvolvimento da forma cosmética xampu. Sendo assim, também
possivel a preparagdo do extrato contendo o principio ativo encontrado no Neem
(Azadiractina), ja que Viana et al., (2006) demonstraram que este componente, pdde ser
obtido através de um processo, onde as folhas foram previamente secas, trituradas e em

seguida submetidas a extragdo com agua.

5.2 Validacao da metodologia analitica

A Validagdo do método faz uso de um conjunto de testes para fundamentar,
estabelecer e documentar as caracteristicas de desempenho de um método, e assim demonstrar
se 0 mesmo ¢ adequado para um determinado fim analitico (IUPAC, 2002). A avaliacdo das
propriedades iniciou-se com o processo de validagdo da metodologia analitica para
determinagdo da dosagem do Neem, determinando possiveis variagdes da concentragdo do
Neem na forma cosmética xampu.

Para a selecdo do comprimento de onda mais adequado para as condigdes
experimentais foi necessaria a realizagdo de uma varredura do espectro da faixa de 214 a
601nm, utilizando uma solug@o aquosa de 0,1 g/mL de Neem. De acordo com o espectro de
varredura (figura 5) obtive-se 450nm como comprimento de onda ideal, ja que encontramos
uma zona transi¢do nesta faixa e diante deste fato podemos verificar qualquer alteragdo do

analito mediante situagdes de incompatibilidade com o mesmo.
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Figura 5 - Espectro de varredura do extrato de Neem (L =214 a 601nm) a 0,1g/mL em
Hzo-

Varredura Neem
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Fonte: Dados da pesquisa

Os dados experimentais obtidos para robustez, onde se avaliaram variagdes como
temperatura, pH, luz, solvente e tempo de extracdo, mostraram que o método ndo é robusto.
No entanto, mostrou-se seguro quando foi utilizado dgua como solvente a uma temperatura
de 25 °C, pH neutro e com exposi¢do a luz, sob 24 horas de extrag¢do, visto que ha uma

degradacdo do extrato de Neem apdés esse tempo (tabela 2).

Tabela — 2 Resultados da Robustez do extrato de Neem

Parimetro ' C* (mg/mL) DP** DPR%***
T Agua 9.8133 0.0306 03113
Etanol 7.0000 00600 0.8571
25 9,7333 (A) nm 0.1186

o ] z L]

Temperatura (C°) 60 11,7500 0,0400 0.3404
Vi Presente 9,8200 0,0200 0,2037
Ausente 10,0267 0,0451 0.4497
. 5 10,3733 0,0306 0.2945
p 8 16.97 0.02 0.1179
” e o 24 9.9067 0,0115 0,1166
emp‘;h(fm’; N 48 5.9867 0,0379 0.6324
72 4,3033 0,0416 0.9675

Fonte: Dados da pesquisa
*C — Média concentra¢o experimental

**DP — Desvio Padrao

-y

A ada
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***DPR — Desvio Padrio Relativo

A determinagdo da linearidade e intervalo foi executada em triplicata, através da
elaboragd@o da curva de calibragdo. Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlagdo (r) da curva de calibragdo € de 0,98, sendo obtido um valor médio de
0,999 no experimento indicando uma regressdo linear significativa (p < 0,0001). A curva de
calibra¢do foi obtida empregando-se o extrato aquoso de Neem nas concentragdes de 0.001 a
0,01 g/mL.

A curva obtida demonstrou que os resultados da metodologia analitica sdo diretamente
proporcionais & concentragdo do analito na amostra, obedecendo a Lei de Beer-Lambert, isto é
possivel ser visualizado graficamente na figura 6. A equagdo da reta para a mesma
apresentou-se como: Y= 51,74X + 0,1166 onde x € a concentragdo em g/mL e y a absorbancia
do espectro.

A faixa de trabalho (concentragdio na aliquota de andlise 0,001 a 0,01 g/mL)
possibilitou detectar o Neem dentro dos limites de interesse. O grafico abaixo representa a
curva de calibragédo utilizada na conversdo entre as absorbancias obtidas e a concentracio do

ativo.

Figura 6 - Curva padrio do extrato aquoso de Neem obtida por espectrofotometria UV-

Vis a 450nm.
Linearidade
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a
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Fonte: dados da pesquisa

Na Figura 7, podemos observar a absorbancia obtida para a amostra de xampu

contendo Neem (0,01g/mL) e para o placebo., no comprimento de onda de 450nm, sendo
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evidenciada apenas a absor¢do maxima de 0,633 nm para a amostra contendo Neem. Com

1ss0, confirmamos que neste comprimento de onda ¢ possivel quantificar especificamente o

Neem contido no xampu, mesmo na presenga de impurezas.

Figura 7 - Especificidade do método construido em triplicata, com amostras de xampu

contendo extrato de Neem (0,01 g/mL) e o xampu placebo a 450nm.
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Fonte: Dados da pesquisa
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A sensibilidade do método foi avaliada pela determinagéo dos limites de quantificagio

(LQ) e de detecgdo (LD); os valores obtidos foram 0,2 e 0,008 mg/mL, respectivamente,

indicando boa sensibilidade do método. Valores de LQ e LD baixos sio de extrema

importancia, uma vez que as concentragdes reduzidas serdo detectadas e quantificadas com

seguranga.

Na precisdo foram determinados os parametros repetibilidade, precisdo intermedidria e

reprodutibilidade do método; os dados encontrados em DPR podem ser visualizados na tabela

3, cujos valores encontraram- se compreendidos entre 0,11% a 0,38%. De acordo com a RE

899 (2003) os resultados da precisdo ndo podem ultrapassar 5%.
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Tabela 3 — Valores experimentais obtidos para o ensaio em triplicata da repetibilidade,
precisio intermediiria e reprodutibilidade do extrato de Neem alcancado em

espectrofotometro UV-Visivel.

Ensaio

Concentracéo C* DP** DPR***
teérica (mg/mL) (mg/mL) (%)
Repetibilidade 10 9,7343  0,0374 0,38
. Anuilidtn 1 10 9.8067  0,0306 0,31
Preciséo 10 9,6967 0,0115 0,11
intermediaria T . 10 9,7733  0,0115 0,11
10 9,7067  0,0153 0,15
Equipamento 1 10 9,7333  0,0115 0,11

Reprodutibilidade

Equipamento 2 10 9,1600  0,0200 0,21

Fonte: dados da pesquisa

*C — Média concentragio experimental
**DP — Desvio Padrdo

*¥**DPR — Desvio Padrio Relativo

Para o ensaio de exatiddo, pela andlise de amostras em concentragdes baixa, média e
alta em triplicata, foram encontrados os resultados 99,33 - 100,47 - 99,07 % (tabela 4). De
acordo com Brito (2003) quando a concentragdo do analito é maior ou igual a 10%, o
resultado para a exatiddo deve compreender entre 98 a 102%. Sendo assim, dados confirmam
que o método de quantificagdo por espectrofotometria proposto encontra-se em conformidade

com a legisla¢do vigente e apresenta confiabilidade dos resultados.

Tabela 4 — Analise da exatiddo do método de dosagem do extrato de Neem obtido em

espectrofotometria UV-Visivel.

Concentraciao do Neem (mg/mL) Dados Estatisticos
Teorica Experimental Média DP DPR (%)  Exatiddo (%)
1 1,0000  0,9900 09900 0,9933 0,0058 0,58 99.33
5 5,0700  5,0100 4,9900 5,0233 0,0416 0,83 100,47
10 9,9200  9,9000 9,9000 99067 0,0115 0,12 99,07

Fonte: dados da pesquisa

5.3 Obtencio do xampu de Neem
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Dentre as varias formas cosméticas que podem receber incorporagdes de extratos
vegetais, podemos destacar o xampu, fundamental para a higienizagdo do couro cabeludo e
cabelo por sua fungdo de remover a sujeira (poeira, poluigdo, excesso de residuos, fragmentos
do couro cabeludo) e retirar o excesso de oleosidade do cabelo e couro cabeludo; Além de ser
uma formula que pode ser utilizada por um numero maior de pessoas, cOmo uma op¢ao
menos agressiva e mais efetiva (BARRY, 1993; GOMES, 1999).

O xampu de Neem foi desenvolvido de acordo com o item 4.3 baseado na

Farmacopeia Brasileira (2010) para a sua manipulagio.

5.4 Avaliacao da estabilidade do xampu contendo Neem

Para obter um xampu de qualidade ¢ necessario atender algumas exigéncias, como
caracteristicas macroscopicas onde observamos coloragdo, odor e homogeneidade, além dos
parametros fisico-quimicos do produto entre os quais se destacam, o pH, viscosidade, ponto
de turvacdo e o poder de espuma produzida (MAINKAR, 2000). Neste trabalho, os
parametros avaliados incluem a andlise das caracteristicas macroscopicas (figura 8), pois
mudangas de cor e odor podem indicar alteragdes quimicas ou contaminagdo microbiologica;
o pH, que de preferéncia, deve ficar entre 5,0 e 7,0 para evitar irritagdo ocular e cutinea; a
viscosidade deve ser de aproximadamente 2000cP, de acordo com a maioria dos produtos

industrializados que apresenta viscosidade entre 2000 e 5000cP (FERREIRA, 2008;
FUJIWARA et al., 2009).

Figura 8 — Xampus de Neem submetidos ao teste de estabilidade preliminar. A — Xampu

de Neem no tempo 0 (24 horas apdés manipulacio) e B— Xampu de Neem apos o ciclo

gelo/degelo.

Fonte: Arquivo proprio
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5.4.1 Caracteristicas macroscopicas

O xampu de Neem produzido mostrou-se dentro das condi¢des que sdo consideradas
ideias para a forma cosmética, ndo apresentando alteragdes das caracteristicas macroscopicas.
No tempo 0 (zero) e apos a estabilidade preliminar; a colora¢do manteve-se de amarelo claro a
castanho claro (figura 8) com odor caracteristico e mostrou-se homogéneo, ndo apresentando
separagdo de fases nem formagdo de precipitados. O aspecto estético das formulagdes &

importante para aceitagdo e uso continuo pelo consumidor.

5.4.2 pH

De acordo com Kede (2003) o pH de um xampu € um dos fatores determinantes para a
manipulagdo, o desejavel € entre 5,0 e 7,0. As variagdes dos valores de pH dos Xampus de
Neem estavam de acordo com a especificagdo, apresentando pH de 6.4 (tabela 5); ndo
havendo alteragfio apos os testes de estabilidade preliminar. O xampu com pH acima de 7,
abrird as cuticulas dos cabelos mais profundamente e os torna opacos (FEREIRA, 2008).
Desta forma, um xampu que apresente pH neutro, obviamente é melhor para os cabelos que
um de pH alcalino, porém o ideal é que ele possua um pH levemente acido (BARBOSA e
SILVA, 1995). A medida do pH das formulagdes também ¢ necessaria para detectar possiveis
alteracbes em func¢do do tempo, assegurando que o valor esteja compativel com os
componentes da formula¢do e com o local de aplicagdo, evitando, dessa forma, irritagdo

ocular e cutanea (ALMEIDA et al., 2011).

5.4.3 Viscosidade

O teste de viscosidade do xampu demonstra a resisténcia que o produto oferece a
deformacdo ou ao fluxo. O resultado obtido pode ser visualizado na tabela 5, onde obtivemos
uma média entre 2016¢P no tempo 0 e 2042¢P apds o o ciclo gelo/degelo estando este dentro
dos parametros estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008).
Os xampus de tratamento anticaspa devem apresentar uma viscosidade que permita boa
aderéncia ao couro cabeludo facilitando a a¢do antifungica, no entanto deve permitir um fécil
escoamento da embalagem, o que ndo ocorre quando a viscosidade é muito alta (CUNHA, et

al., 2009).




5.4.4 Ponto de turvacdo

O ponto de turvagdo relaciona-se a solubilidade do tensoativo na solugdo aquosa e a
estabilidade da formulagdo com o abaixamento da temperatura. E recomendavel que a
temperatura do ponto de turvag@o seja baixa para evitar precipitagdo ou separa¢do de fases
(ALMEIDA et al., 2011). As formulagdes analisadas ndo apresentaram turvagdo apds serem
submetidas a cinco ciclos em banhos de 5°C e 25°C, respectivamente, de forma que, supde-se

que tais formulagdes tém um baixo ponto de turvagdo.

5.4.5 Poder de espuma

O consumidor, na maioria das vezes, iguala a eficiéncia da limpeza com a capacidade
espumante da formulagdo e, entdo, julga a qualidade do produto pela quantidade de espuma
gerada, pela sua textura e pela sua persisténcia durante o processo de lavagem (SANCTIS et
al., 2006). O poder de espuma do xampu de Neem, quando se usou dgua destilada as
apresentou um volume moderado de espuma inicial com aspecto de bolhas grandes e densas,
sem alteragdes apos cinco minutos (tabela 5). Na presenga de dureza da agua (uso de 4gua da
torneira) o volume de espuma inicial foi menor e apresentou uma pequena diminui¢do apds
cinco minutos. O que significa que tivemos bons resultados, visto que Sanctis et al., (2006)
obtiveram como resultados de uma avaliagdo de um xampu desenvolvido para industria,

espuma de 8 cm utilizando uma quantidade maior de tensoativos.

Tabela 5 - Perfil da estabilidade preliminar (ciclo gelo-degelo) com avaliacio dos

parimetros de viscosidade, pH e poder de espuma para o xampu placebo e 0 xampu de

Neem.
Amostra Pariametro Tempo
Zero (DP*) Apds Ciclo (DP)

pH 6,10  (£0,05) 6,10  (£0,1)

Xampu Placebo  Viscosidade (cP)** 2903  (+£5,77) 2883  (£028)
Poder de Espuma (cm)*** 5,2 (*0,25) 6.1 (£0,23)

pH 643  (£020) 645 (£022)

Xampu Neem Viscosidade (cP) 2742 (£ 3,05) 2716 (£ 0,52)
Poder de Espuma (cm) 6.3 (£ 0,32) 5.3 (£0,2)

Fonte: Dados da pesquisa
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*DP — Desvio Padrdo
**cP — Centipoise

*%** cm - Centimetro

5.4.6 Determinagdo do teor de Neem no xampu

Os ensaios realizados para a determinagdo do teor de Neem foram realizados com as
amostras de xampu contendo Neem e amostras de xampu sem o ativo (placebo). Todas as
formulagdes foram preparadas em triplicata (Figura 9) e submetidas ao estudo de estabilidade
preliminar durante quinze dias nas respectivas condigdes ambientais: Aquecimento em estufa

(temperatura 50° + 2°C) e Resfriamento em geladeira (T= 5° = 2°C) em ciclos de 24h.

Figura 9 - Xampus desenvolvidos submetidos a avaliacdo de estabilidade

preliminar.

Fonte: Arquivo proprio.

Conforme os resultados apresentados na figura 10, referentes aos teores de Neem nas
formulagdes, observa-se 0 aumento no teor do ativo analisado apos o ciclo de estabilidade
preliminar. Assim, nas formulagdes manipuladas a 0,01g/mL obtivemos um resultado de 80%
do teor de Neem no xampu nas amostras analisadas 24 horas apo6s sua formulagdo, ou seja, no
tempo 0, ja apos o ciclo de estabilidade preliminar o resultado encontrado do teor do extrato
de Neem no xampu foi de 99%.
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Figura 10 — Doseamento do xampu placebo e de Neem em triplicata no tempo 0 e apés o

ciclo gelo/degelo a 450 nm.
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Fonte: Dados da pesquisa

O doseamento foi realizado no tempo 0 e apds o ciclo gelo/degelo. De acordo com a
especificidade do método de validagdo o xampu placebo ndo mostrou absorbancia,
confirmando os resultados da validagdo. O xampu de Neem no tempo 0 obteve uma
concentragdo de 8,15 mg/mL, diferente da especificidade do método que teve 9,94mg/mL,
isso pode ser explicado pela complexidade da matéria prima vegetal, sendo aceitavel uma
dispersdo de 15% para métodos analiticos fitoterapicos. Pode-se avaliar que apds o ciclo
gelo/degelo o xampu de Neem obteve o mesmo comportamento do extrato vegetal avaliado na
robustez do método obtendo-se um aumento da sua concentra¢do 99,6 % do extrato e 99.4%
do xampu respectivamente. Desta forma verifica-se que os excipientes presentes no xampu
ndo influenciam na estabilidade do Neem.

Os ensaios de Controle de Qualidade tém por objetivo avaliar as caracteristicas fisicas,
quimicas das matérias-primas, produtos em processo e produtos acabados, sendo de grande
importdncia para o desenvolvimento de novas formulagdes. Assim, a verificagdo da
conformidade das especificagdes deve ser vista como um requisito necessario para a garantia
da qualidade, seguranca e eficacia do produto e ndo somente como uma exigéncia regulatéria
(Brasil, 2008).

O teste de estabilidade preliminar, realizado em um curto intervalo de tempo, pode ser
considerado um teste orientativo no desenvolvimento de produtos. (ISAAC et al., 2008). E

assim nos permitir uma prévia do comportamento da formulag¢do desenvolvida.
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CONCLUSAO

e O desenvolvimento do xampu com extrato de Neem foi eficiente, afinal a quantidade
de Neem detectado na forma cosmética foi similar a quantidade do extrato

incorporado.

e O método espectrofotométrico na regido ultravioleta a 450 nm proposto para andlise
do Neem em xampu foi adequado, uma vez que cumpriu com as exigéncias da
legislagdo brasileira vigente em relagdo a validagdo de métodos analiticos. Além disso,

¢ uma técnica de facil e rapida execugdo, com pouco uso de solvente e de baixo custo.

e As metodologias empregadas foram adequadas para avaliar a qualidade do extrato
vegetal e do produto final (xampu) em estudo. Todas as analises realizadas no presente
trabalho sdo importantes ¢ devem ser recomendadas como parametros seguros para o

controle de qualidade tanto da droga vegetal quanto do produto final.

e O trabalho mostrou que ¢ viavel o desenvolvimento do xampu em questdo, sendo
assim uma proxima etapa devera ser realizada, que ¢ o estudo de eficicia do xampu
para ser utilizado como anticaspa, visto que estudos mostram que o Neem ¢ eficaz

contra os microrganismos patégenos causadores da caspa.
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