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RESUMO

Introducdo: o uso de extratos botanicos nos tratamentos dermatoldgicos tem recebido especial aten-
¢io na literatura mundial, especialmente pela sua a¢io antioxidante. Diferentes produtos contendo
extratos de Polypodium leucotomos e Pinus pinaster estdo disponiveis comercialmente em apresentacdes
industrializadas ou para manipulagio. Entretanto, no segundo caso, nem sempre existe uma padronizagio
no processo de extragio e faltam dados quantitativos e qualitativos nas referidas formula¢oes que demons-
trem sua efetividade e seguranca.

Objetivos: avaliar as diferentes concentragdes de ativos em extratos botanicos padronizados e patentea-
dos de Polypodium leucotomos (Fernblock®) e Pinus pinaster (Pycnogenol®) comparando-os, respectiva-
mente, a produtos diversos oferecidos para uso em farmacia de manipulacio.

Metodologia: os produtos foram avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo os marcado-
res farmacologicamente ativos identificados em picos pelo tempo de retengio.

Resultados: as concentracdes dos ativos identificados variaram nos diferentes produtos analisados, sendo
indetectaveis em muitos deles. Somente os produtos industrializados com extratos padronizados e paten-
teados apresentaram todos os marcadores esperados.

Conclusdo: a consisténcia foi observada em produtos especificos contendo os extratos patentea-
dos de Polypodium leucotomos (Fernblock®) e Pinus pinaster (Pycnogenol®), demonstrando a importincia
da padronizag¢io nos processos de extragio bem como de estudos que demonstrem os perfis de eficicia e
seguranca dos produtos oferecidos.

Palavras-chave: Antioxidantes; Extratos vegetais; Compostos fitoquimicos

ABSTRACT

Introduction: The use of botanical extracts in dermatological treatments has received special attention in worldwi-
de literature, especially for its antioxidant action. Different products containing Polypodium leucotomos and Pinus
pinasters extracts are commercially available in industrialized presentations or compounding. However, in the second
case, there is no standardization in the extraction process and there is a lack of data regarding the quantitative and
qualitative content in the referred formulations that demonstrate its effectiveness and safety.

Purposes: to assess the different concentrations of actives in standardized and patented botanical extracts of Polypo-
dium leucotomos (Fernblock®) and Pinus pinaster (Pycnogenol®), respectively, comparing them to products offered by
compounding pharmacies.

Methodology: The products were assessed by high-petformance liquid chromatography, and pharmacologically active
markers were identified in peaks by retention time.

Results: the concentrations of identified actives varied in the different products analyzed, being undetectable in many of
them. Only industrialized products with standardized and patented extracts showed all the expected markers.
Conclusion: consistency was observed in specific products containing the patented extracts of Polypodium leucotomos
(Fernblock®) and Pinus pinaster (Pycnogenol®), demonstrating the importance of standardization in extraction pro-
cesses and studies on the efficacy and safety profiles.
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INTRODUCAO

Extratos de plantas, ervas e especiarias contendo compos-
tos com bioativos naturais tém sido administrados para diferentes
doencas por milhares de ano.! O uso de extratos botanicos vem
sendo cada vez mais reconhecido pela comunidade cientifica,
sendo que, atualmente, os estudos usando polifendis vegetais in-
cluem intmeros ensaios clinicos aprovados pelo National Insti-
tutes of Health (NIH).! Os extratos botanicos com atividade an-
tioxidante tém despertado grande interesse especialmente com
o intuito de diminuir o risco de doengas da pele induzidas pela
radiacio UV.? Os polifendis e derivados fendlicos tém sido con-
siderados como um grupo de produtos bioativos naturais com
potenciais beneficios a satde e estdo presentes em extratos de
DPolypodium leucotomos e Pinus pinaster.’

O Polypodium leucotomos é um extrato botanico, oriundo
de uma samambaia tropical, que cresce em areas das Américas
Central ¢ do Sul. Foi descrita desde o século 18 em expedi-
¢des botanicas e era utilizada pelos nativos em infusdes gracas a
sua acdo antiflogistica e antitumoral.*> A partir da década de 90,
comegaram a surgir estudos com o extrato padronizado extrai-
do das folhas do Polypodium leucotomos, patenteado como Fer-
nblock®, que contém virios marcadores farmacoldgicos, entre
eles derivados fendlicos como o acido hidroxibenzoico, acido
protocatecuico, acido vanilico, acido cafeico, acido fertlico, aci-
do p-cumarico e isomeros do acido clorogénico.®” A partir de
entio, uma série de estudos cientificos vém sendo publicados,
demonstrando os diversos mecanismos de a¢io desse fitoextrato
que seriam: acdo antioxidante, acio imunoprotetora, prote¢io ao
DNA e reorganizacio da arquitetura da pele.®"

Em 1996, a a¢io antioxidante do Polypodium leucotomos
pode ser demonstrada por meio de sua capacidade de reducio
de 55% do anion superdxido, 50% da peroxidacio lipidica e 10%
do oxigénio singlet. Mais recentemente, foi demonstrada a ca-
pacidade de o acido cafeico e o acido fertlico inibirem a cadeia
de peroxidacio lipidica. O acido ferdlico também demonstrou
ser um potente absorvedor de fétons UV.** Em 2004, um es-
tudo com 10 voluntarios humanos demonstrou que a presenca
do Polypodium leucotomos era capaz de diminuir a deple¢io das
células de Langerhans. A sua a¢do na inibi¢io da fotoisomeri-
zacio do acido urocanico também foi avaliada, demonstrando a
acio imunomoduladora.*” O Polypodium leucotomos reduz a in-
flamacio, previne a imunossupressdo, ativa o fator de supressdo
tumoral p53 e inibe a expressio da enzima ciclo-oxigenase-2
(COX-2) induzida por UV.'’ A capacidade de inibir a formacio
de sunburn cells e a formac¢io dos dimeros de timina demons-
trou o potencial de prote¢io ao DNA exercido pelo Polypodium
leucotomos. Um estudo feito com cultura de fibroblastos e que-
ratindcitos sugeriu que o Polypodium leucotomos teria um efeito
protetor também sobre os fibroblastos.!! Previne danos no DNA
induzidos por UV e ROS, com inibi¢io de AP1 ¢ NF-«B e
prote¢do de sistemas de enzimas antioxidantes naturais, dele¢des
comuns de danos no DNA mitocondrial induzidos por UVA
e a expressio de MMP-1 induzida por luz visivel e radiagio
infravermelha.’

O Pycnogenol® é um extrato vegetal, fonte de flavonoi-
des, extraido da casca do pinheiro maritimo francés Pinus pi-
naster. Despertou a atengio pela sua potente agdo antioxidante,
sendo demonstrada sua capacidade de modular a melanogénese,
o eritema UV induzido e a expressio do fator nuclear kB (NF-
-kB, do inglés, fator nuclear kappa B)."? O uso terapéutico desse
ativo iniciou-se no século XVI, quando infusdes com a casca
do Pinus pinaster eram utilizadas para tratar o escorbuto. Foram
identificados fitoextratos com ac¢do antioxidante, estimulando o
desenvolvimento de técnicas de extra¢io, cujas padronizacio e
validagdo resultaram no extrato patenteado como Pycnogenol®.
O aprimoramento das técnicas permitiu a obtenc¢io de extratos
com ainda maior atividade antioxidante, sendo a avaliacio por
cromatografia capaz de identificar seus principais componentes
farmacolédgicos.” O Pycnogenol® ¢é uma complexa mistura de
flavonoides que contém 72,5% de polifendis, incluindo procia-
nidina B1 (5%), catequinas (2,98%), epicatequinas (0,23%) e cer-
ca de 60% de proantocianidinas oligoméricas.'*!*"

Virios artigos vém demonstrando resultados positivos e
animadores sugerindo a utiliza¢io do Pycnogenol® em diferen-
tes indicacdes, especialmente naquelas relacionadas ao envelhe-
cimento saudavel. Na pele, além dos estudos envolvendo a sua
a¢do antioxidante, evidéncias demonstram que a sua suplemen-
tacio promove fotoprotecio, melhora da hiperpigmentacio e
da barreira cutinea, além da homeostasia da matriz extracelu-
lar."®1” Possiveis efeitos no envelhecimento tém sido sugeridos
pela prote¢do contra os danos UV induzidos e pela inibi¢io de
metaloproteinases 1 (MMP-1), metaloproteinases 2 (MMP-2) e
metaloproteinases 9 (MMP-9)."2 Ni et al. (2002) investigaram a
eficicia do Pycnogenol® no tratamento do melasma e foram os
primeiros a demonstrar que a substancia poderia reduzir a pig-
mentacio cutanea.”’ Os resultados de um recente estudo in vivo
demonstraram evidéncias moleculares de que a ingestio oral de

Pycnogenol®

seria capaz de infrarregular a expressio de genes
envolvidos na sintese de melanina."

Ayres et al. (2015) avaliaram a atividade clareadora do
Pycnogenol® em modelo experimental ex vivo apds exposi¢io
a radia¢io ultravioleta A (UVA) e B (UVB), infravermelha-A
(IVA), luz visivel (LV) e associacio UVA/UVB/IVA/LV (ASS).
Fragmentos de pele humana obtidos de cirurgia plastica eletiva
foram tratados com Pycnogenol® e posteriormente submetidos
as radiagoes descritas, sendo realizada avaliagio histologica da pig-
menta¢io melanica pela técnica de Fontana-Masson. Nos frag-
mentos-controle que nio haviam sido tratados com Pycnogenol®,
houve aumento na deposi¢do de melanina em todos os grupos ir-
radiados. Entretanto, nos fragmentos previamente incubados com
o Pycnogenol®, observou-se redugio na deposicio do pigmento
ap6s todas as irradiacdes. Foi, assim, demonstrada a redu¢io na
deposicio de melanina em pele ex vivo tratada com Pycnogenol®,
ap6s irradiacio com ultravioleta A e B, infravermelha-A e luz visi-
vel, sugerindo a sua atividade antimelanogénica.”

Em 2021, Zhao et al. publicaram um estudo clinico, du-
plo-cego, randomizado, controlado por placebo, com intervencio
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por crossover, avaliando a a¢io do Pycnogenol® oral em uma po-
pulacdo chinesa de trabalhadores expostos a polui¢io urbana do
ar e as mudancas climaticas sazonais. Os autores observaram uma
melhora na pigmentacio cutinea durante o outono, periodo em
que ainda existe um alto indice de radiag¢io ultravioleta associado
a alta carga de polui¢io do ar. Nesse contexto, discute-se a a¢do
da polui¢io como fator agravante da hiperpigmenta¢io cutinea.

Recentemente, estudo realizado por Ayres et al. (2022)
avaliou a atividade clareadora do Pycnogenol® em culturas de
melandcitos humanos, quantificando a sintese de melanina, tiro-
sinase, endotelina-1 ¢ PPAR, sob a a¢do da radiacio ultravioleta
A (UVA) e B (UVB), infravermelha-A (IVA), luz visivel (LV) e
associacdo de todas as radiacdes (ASS). Melandcitos humanos
foram semeados e incubados com uma solugio de extrato seco
de Pinus pinaster (Pycnogenol®) e, apds determinacio das con-
centracdes nio citotdxicas, foram expostos as radiagdes isoladas
UVA/UVB, IVA e LV bem como a associa¢io das radiagdes.
Posteriormente, foi realizada a quantificacdo da concentragio de
melanina, da atividade da tirosinase e dos mediadores endoteli-
na-1 e PPAR. Os resultados indicam que o Pycnogenol®, em
comparacio ao controle sem o extrato, promoveu uma redu¢io
na sintese de melanina em 7,66; 5,14 e 4,05% quando as culturas
foram expostas as radiacoes UVA/UVB, IVA e ASS, respectiva-
mente. Em relacio a atividade da enzima tirosinase, o Pycnoge-
nol®, em comparac¢io ao controle sem o extrato, promoveu uma
redu¢io de aproximadamente 66,5% na atividade enzimitica e
apresentou redugdes na sintese da endotelina-1 em até 56,47;
59,33; 58,00 e 73,03% quando as culturas foram expostas as ra-
diacdes UVA/UVB, IVA, LV e ASS, respectivamente. A sintese
de PPAR foi reduzida para 38,41;26,39; 19,51 e 56,44% quando
comparada aos controles nio incubados, submetidos as radiacdes
UVA/UVB, IVA, LV e ASS, respectivamente. Os autores con-
cluiram que o Pycnogenol® reduz a producio de pigmentacio
melinica ao regular a sintese de tirosinase bem como reduz a
sintese dos mediadores endotelina-1 ¢ PPAR, que possivelmente
estdo envolvidos nesse processo.”

Os resultados obtidos demonstram evidéncias dos bene-
ficios do uso do Polypodium leucotomos e do Pinus pinaster em
diferentes indicag¢des; entretanto, a grande maioria dos estudos
realizados utiliza os extratos patenteados e comercialmente dis-

poniveis (Fernblock® e Pycnogenol®). Por outro lado, produtos
manipulados tornam-se cada vez mais comuns, sendo o Brasil o
maior mercado em nivel mundial, segundo dados da Associagio
Nacional de Farmacéuticos Magistrais (ANFARMAG). Contu-
do, apesar desse crescimento expressivo, nio ha regulamentacoes
com o mesmo rigor e exigéncias de boas praticas de manipula-
¢lo tal qual para medicamentos industrializados. A consequéncia
disso sdo erros de manipulagdo e falsificagdes, que podem levar
a doses incorretas nas preparagdes e, por conseguinte, a graves
consequéncias para a saide do paciente.**?

Desta forma, para que possamos avaliar a possibilidade de
utilizacdo com eficicia e seguranc¢a dos diversos produtos ofere-
cidos no mercado, torna-se necessaria a demonstracio da ativi-
dade dos seus marcadores farmacologicamente ativos.

O presente estudo foi realizado a fim de avaliar a presen-
¢a e concentracio de marcadores farmacoldgicos bioativos em
produtos comerciais ¢ disponiveis para manipula¢io contendo
extratos de Polypodium leucotomos e Pinus pinaster conforme des-
crito a seguir.

METODOLOGIA

Amostras de 250mg de extrato de Polypodium leucotomos
(Helioral® FARMOQUIMICA SA, composto pelo extrato padro-
nizado Fernblock®, e seis produtos disponiveis para manipulagio)
foram coletadas para avaliar a quantidade dos ativos 3,4-di-hi-
droxibenzoico, acido vanilico, acido cafeico, acido cumarico e
acido ferdlico. Da mesma forma, amostras de extrato de Pinus pi-
naster (Flebon®, FARMOQUiMICA SA, composto pelo extrato
padronizado Pycnogenol®, e seis produtos disponiveis para mani-
pulacio) foram avaliadas para detec¢io das quantidades dos ativos
3,4-di-hidroxibenzoico, catequina, acido cafeico, taxofolina e acido
fertlico. Os estudos foram conduzidos na Chemyunion, Sorocaba
(SP), Brasil.

Os produtos foram avaliados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) em um equipamento Agilent modelo
1200 composto por desgaseificador a vacuo, bomba biniria,
amostrador automatico, compartimento termostatizado para
coluna e detector de arranjo de diodos. A identificacio dos pi-
cos foi feita pelo tempo de retencio e utilizando-se os padroes
descritos na tabela 1.

Tabela 1: Padrées utilizados com respectivos lotes, fornecedores e validade

Padrao Lote
3,4-di-hidroxibenzoico BCBR5849V BCBW5738
Acido vanilico BCBT1791

Acido cafeico SLBW6830

Acido p-cumirico BCBV5232

Acido fertlico STBH3067
Catequina WXBC6250V
Taxofolina BCBQ3955V

Fornecedor Validade
Sigma 20/01/2019
Sigma 10/11/2022
Sigma 08/01/2024
Sigma 19/07/2023
Sigma 16/11/2023
Sigma 30/11/2021
Sigma 07/07/2021
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TABELA 2: Resultados da analise dos sete produtos coletados contendo 250mg de Polypodium leucotomos

Material 3,4-di-hidroxido-  Acido vanilico Acido cafeico Acido p- Acido ferilico
benzoico (ppm) (ppm) (ppm) cumarico (ppm) (ppm)

Produto 1 74,6 32,8 41,8 48,7 22,5
(Helioral®)

Produto 2 457.0 13,9 40,3 20,8 Nio detectado
Produto 3 21,3 Nio detectado Naio detectado Naio detectado 15,5
Produto 4 136,5 Naio detectado 54,4 2.8 Nio detectado
Produto 5 202,1 18,3 46,5 3.4 Nio detectado
Produto 6 337,6 152,9 Naio detectado 16,2 59,8
Produto 7 18,7 Naio detectado Naio detectado Naio detectado 16,2

TABELA 3: Resultados da analise dos sete produtos coletados contendo 50mg de extrato de Pinus pinaster

Acido cafeico Acido ferilico  Taxofolina (ppm)

(ppm) (ppm)
490,5 608,0 3365,0
Naio detectado 1958,7 941,9

Nio detectado
Nio detectado
Nio detectado
Nio detectado
Nio detectado

Naio detectado
Naio detectado
Nao detectado
Naio detectado
Nao detectado

Nio detectado
Naio detectado
413,7
Nio detectado
315,9

Material 3,4-di-hidroxi- Catequina (ppm)
benzoico (ppm)

Produto 1 351,4 3029,0
(Flebon®)

Produto 2 Naio detectado 804,2
Produto 3 155,8 1070,0
Produto 4 Nao detectado 351,0
Produto 5 Nio detectado 634,7
Produto 6 Nio detectado 606,6
Produto 7 Nao detectado 509,4
RESULTADOS

Foram analisados sete produtos contendo 250mg de
Polypodium leucotomos, sendo o produto 1 o Helioral®, composto
pelo extrato padronizado Fernblock®, disponivel comercialmen-
te em diversos paises do mundo e outros seis produtos prove-
nientes de diferentes farmacias de manipulagdo. Os resultados da
analise encontram-se listados na tabela 2.

Semelhantemente, também foram analisados sete produ-
tos contendo 50mg de extrato de Pinus pinaster, sendo o produto
1 o Flebon®, composto pelo extrato padronizado Pycnogenol®,
disponivel comercialmente no Brasil, e outros seis produtos pro-
venientes de diferentes farmacias de manipulacio. Os resultados
da analise encontram-se listados na tabela 3.

DISCUSSAO

Os compostos fendlicos sio metabolitos secundarios pre-
sentes nas plantas. Na dieta humana, os polifendis sio os antio-
xidantes mais abundantes e estdo presentes em bebidas e ali-
mentos de origem botanica. Além disso, eles tém muitos efeitos
benéficos na sattide humana, incluindo atividade antioxidante,
modulagio da expressio génica e inibicio da carcinogénese.”® A
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) identificou
que o Polypodium leucotomos contém em sua composi¢do quimica

varios compostos fendlicos que foram separados de acordo com
seu tempo de reten¢do. Os mais abundantes foram os acidos fe-
ndlicos (acido cinamico), especificamente os dcidos 3-metoxi-4-
hidroxicindmico (fertlico), dcido 4-hidroxicinamico (p-cuma-
rico), acido 3,4-di-hidroxicinamico (cafeico), 3-metoxi-4-acido
hidroxibenzoico (vanilico), acido 3,4-di-hidroxicinamico (cafei-
co) e acido 3-cafeoilquinico (clorogénico).”

Os mecanismos de a¢do e beneficios dos extratos de
Polypodium leucotomos e Pinus pinaster ja estio amplamente docu-
mentados na literatura. Entretanto, a grande maioria dos estudos
publicados utiliza o extrato patenteado Fernblock® e Pycnoge-
nol®, embora muitas vezes o uso dos nomes de marcas seja res-
trito para nio criar vieses ou mesmo promogio de determinado
produto. Assim, produtos genéricos utilizam a mesma nomen-
clatura, gerando confusio ao consumidor - que nem sempre en-
tende possiveis diferencas entre as apresentacdes oferecidas.*Esse
estudo ilustra as diferentes concentra¢des dos marcadores bioati-
vos entre produtos industrializados, com padroniza¢io nos meios
de extracio, e produtos oferecidos em farmacias de manipulagio
para prescri¢do. Deve-se enfatizar que os marcadores sio impor-
tantes preditores para controle de qualidade de produtos oriun-
dos de extratos botanicos, de forma a garantir a a¢io terapéutica
e seguranca dos mesmos.”
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De acordo com os testes realizados nas amostras conten-
do Polypodium leucotomos, descritos na tabela 2, podemos perce-
ber que:

- Com relag¢io ao contettdo de 3,4-di-hidroxibenzoico,
o produto 2 foi o que mais apresentou o ativo com 457,0ppm,
enquanto o produto 7 apresentou o menor valor com 18,7ppm.

- Com relagio ao conteddo de 4acido vanilico, o
produto 6 foi o que mais apresentou o ativo com 152,9ppm,
enquanto o produto 2 apresentou o menor valor com 13,9ppm.
Nos produtos 3, 4 e 7 nio foi detectada a presenca deste ativo

- Com relagio ao contetdo de 4cido cafeico, o
produto 4 foi o que mais apresentou o ativo, com 54,4ppm,
enquanto o produto 2 apresentou o menor valor com 40,3ppm.
Nos produtos 3, 6 ¢ 7 nio foi detectada a presenca deste ativo.

- Com relagio ao contetdo de 4cido cumirico, o
produto 1 (Helioral® — FARMOQUIMICA SA) foi o que mais
apresentou o ativo com 48,7ppm, enquanto o produto 4 apre-
sentou o menor valor com 2,8ppm. Nos produtos 3 e 7 nio foi
detectada a presenca deste ativo.

- Com relacio ao contetdo de dacido ferdlico, o
produto 6 foi o que mais apresentou o ativo, com 59,8ppm,
enquanto o produto 3 apresentou o menor valor, com 15,5ppm.
Nos produtos 2,4 e 5 nio foi detectada a presenca deste ativo

- Podemos observar que o unico produto que apre-
sentou todos os ativos, caracteristicos do extrato de Polypodium
leutocomos, foi o produto 1 (Helioral® — FQM).

- De forma semelhante, os resultados obtidos nos tes-

tes realizados nas amostras contendo Pinus pinas-
fer, descritos na tabela 3, permitem perceber que:
- Com relacio ao contetdo de 3,4-di-hidroxibenzoi-
co, o produto 1 (Flebon®) foi o que mais apresentou
o ativo, com 351,4ppm, enquanto o produto 3 apre-
sentou o menor valor, com 155,8ppm. Nos demais
produtos - 2, 4,5, 6 ¢ 7 -, o ativo ndo foi detectado.
- Com relacio ao contetdo de catequina, o produ-
to 1 (Flebon®) foi o que mais apresentou o ativo, com
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3029,0ppm, enquanto o produto 4 apresentou o me-
nor valor, com 351,0ppm.Com relacio ao contetido de

®

acido cafeico, o produto 1 (Flebon®) foi o Gnico que
apresentou o ativo, com 490,5ppm, enquanto nos de-
mais produtos nio foi detectada a presenga deste ativo.
- Com relagio ao contetido de 4cido ferdlico, o
produto 2 foi o que mais apresentou o ativo, com
1958,7ppm, enquanto o produto 1 (Flebon®) apresentou
um menor valor, com 608,0ppm. Nos produtos 3,

4,5, 6, ¢ 7 nio foi detectada a presenca deste ativo.

®

- Com relagio ao contetdo de taxofolina, o produ-
to 1 (Flebon®) foi o que mais apresentou o ativo, com
3365,0ppm, enquanto o produto 7 apresentou o menor
valor, com 315,9ppm. Nos produtos 3, 4 ¢ 6 nio foi de-
tectada a presenca deste ativo.

- Podemos observar que o unico produto que apre-
sentou todos os ativos, caracteristicos do Pycnogenol®,
foi o produto 1 (Flebon®).

CONCLUSAO

Polypodium leucotomos e Pinus pinaster estio disponiveis
como fitoterapicos orais ¢ vém demonstrando propriedades
antioxidantes e fotoprotetoras com beneficios adjuvantes para
o cuidado da pele. No entanto, faltam dados relacionados ao
contetdo quantitativo e qualitativo de polifendis na maioria das
formula¢des oferecidas. O estudo apresentado demonstrou que
somente o produto Helioral® apresentou todos os ativos carac-
teristicos dos extratos padronizados e patenteados de Polypodium
leucotomos. De forma semelhante, foi demonstrado que somente
o produto Flebon® apresentou todos os ativos descritos na li-
teratura contidos no Pycnogenol®, fato esse corroborado pelo
grande ntimero de estudos publicados que evidenciam a efetivi-
dade e seguranca de ambos os extratos e ratificam a importancia
do controle de qualidade e das regulamentacdes dos produtos
existentes no mercado. ®
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